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RESUMEN

ESTUDIO IN VIVO DE LA EFICACIA DEL CEMENTO OSEO
CON RIFAMPICINA CONTENIDA EN MICROCAPSULAS DE
ALGINATO EN EL TRATAMIENTO DE LA INFECCION

PROTESICA

Introduccion

La infeccion periprotésica (PJI) es una complicacion grave con incidencia
creciente debido al aumento de la esperanza de vida de la poblacion y a un aumento de
la demanda funcional del paciente joven. La incidencia de PJI en la actualidad es del 2-
2,4% pero se estima un incremento de la misma hasta suponer un 47,5% en 2030,
posicionando la PJI como primera causa de revision.

Los principales agentes causales de la infeccion periprotésica son los
estafilococos coagulasa negativos, suponiendo entre el 20-39% de los casos, seguidos
por el Staphylococcus aureus, que supone entre el 13 y el 31% del total. Estos dos
microorganismos al entrar en contacto con el material protésico son capaces de
adherirse a €l formando un biofilm, dando lugar a dos consecuencias inmediatas:
aumenta la aparicion de resistencias a antibidticos al actuar como barrera fisica para su
penetracion e inhibe la respuesta inmune del huésped. Por ello la presencia de un
biofilm hace que las dosis efectivas de antibiotico se multipliquen de 200 a 1000 veces.

El recambio en dos tiempos esta considerado como el gold standar para el
tratamiento de la infeccion crénica tardia y se basa en la sustitucion de la artroplastia
por un espaciador de cemento con antibidticos. Esta técnica permite alcanzar altas
concentraciones intra-articulares de antibiotico minimizando sus efectos toxicos a nivel

sistemico. Este proceso debe acompaiarse de un periodo prolongado de antibioterapia



sistémica y la rifampicina en combinacién con quinolonas es el tratamiento de eleccion
de las PJI de origen estafilococico, que son las mas frecuentes.

El principal problema de la rifampicina es que su adicion al cemento dseo altera
el proceso de fraguado dando lugar a un cemento de fraguado incompleto no apto para
su utilizacion en la practica clinica. En 2016, nuestro grupo de investigacion disefié un
sistema de liberacién controlada de rifampicina en forma de microcapsulas de alginato
que demostrd preservar las propiedades mecanicas del cemento éseo con un 6ptimo

perfil de liberacion de la rifampicina en los estudios in vitro.

Justificacién y objetivos
La vehiculizacién de antibioticos en el cemento 6seo permite su liberacion local

a nivel intra-articular alcanzando concentraciones elevadas minimizando la aparicion de
efectos toxicos que serian inevitables de emplearse las mismas concentraciones
administradas por via sistémica. La rifampicina se considera la piedra angular del
tratamiento de las infecciones periprotésicas debidas a estafilococos, habiendo
demostrado actividad antibacteriana frente al biofilm, formas planctonicas e
intracelulares. Dados los prometedores resultados in vitro de la liberacion y eficacia del
cemento con microcapsulas de rifampicina se decidio llevar a cabo la ratificacion de
estas propiedades in vivo. Con este fin se ha disefiado el presente estudio preclinico con
animales que tiene los siguientes objetivos:

1. Ladefinicion de un modelo experimental de infeccidn periprotésica

2. El disefio de implantes especificos de especie mediante impresion 3D

3. Laconsecucién de la liberacion de rifampicina intra-articular alcanzando niveles

superiores a la CMI estafilococica in vivo
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4. La determinacién mediante analisis microbioldgicos de la superioridad del
cemento con gentamicina y microcapsulas de rifampicina en el tratamiento de la
infeccion periprotésica frente al cemento exclusivamente con gentamicina.

5. La demostraciéon del adecuado perfil de seguridad in vivo de la rifampicina

contenida en microcapsulas

Material y método

Para la realizacion de este estudio se emplearon 15 conejos New Zeland White
hembra de 3kg, previa aprobacién del protocolo experimental por la autoridad
competente. En todos ellos se realiz6 la sustitucion de metéfisis tibial proximal por un
inserto de acero inoxidable disefiado mediante impresion 3D a partir de la
reconstruccion de un TC realizado a la rodilla de un conejo procedente de otro estudio.
Tras la implantacion y cierre de la artrotomia se inoculé 1mL de 10°CFU de la cepa de
Staphylococcus aureus meticilin-sensible ATCC® 29213™,

Una semana tras la inoculacion se volvio a anestesiar a los animales para llevar a
cabo el primer tiempo de recambio protésico, tomandose muestras intraoperatorias para
verificar la presencia de infeccion y colocandose un espaciador de cemento. En este
momento se dividieron los animales en dos grupos: grupo R (8 conejos) en el que se
implantd un espaciador de cemento con gentamicina y un 12,5% de microcapsulas de
rifampicina y el grupo C (7 conejos) en el que se empled un espaciador con gentamicina
de uso clinico habitual. Se tomaron muestras intra-articulares de los animales del grupo
R a las 6, 24, 48 y 72 horas postoperatorias para definir la curva de liberacion intra-
articular de la rifampicina contenida en las microcapsulas. Dicha cuantificacion se

realizd mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC).



Para la monitorizacion de la evolucion de los parametros inflamatorios
definitorios de infeccion y de la toxicidad sistémica de la rifampicina se realizaron
determinaciones analiticas, de peso y temperatura antes del inicio del estudio, durante el
primer tiempo de recambio, a los 4 dias del mismo y posteriormente de forma semanal
hasta la finalizacion del estudio. La toxicidad sistémica se determind en base a la
elevacidn de las enzimas hepaticas, bilirrubina o de los marcadores de funcion renal. La
evolucion de los parametros inflamatorios se definié en funcién de las variaciones en la
VSG, recuento leucocitario, recuento plaquetario y porcentaje de linfocitos en sangre.

A las 4 semanas de la implantacion del espaciador se sacrifico a los animales,
realizandose posteriormente la toma de muestras finales para cultivo microbioldgico.

El andlisis estadistico se llevo a cabo con el software SPSS Statistics®, version
22.0 para Mac (IBM, NY, USA) considerandose estadisticamente significativos valores
de p menores a 0,05. La comparacion entre variables cualitativas se realizo con el test y?
y los estudios comparativos antes-después con la prueba de la T para muestras
apareadas. La comparacion de variables cuantitativas normales con cualitativas
dicotomicas se realizd con el test t de Student mientas que la comparacion de variables
cuantitativas no normales con cualitativas dicotémicas se llevo a cabo con el test U de

Mann-Whitney.

Resultados

Todos los animales se recuperaron de las cirugias sin incidencias. Se consiguid
carga positiva de la extremidad en todos los casos con el empleo de los implantes
especie-especificos. La eficiencia de la inculacidn intra-articular de S. aureus fue del

93,3%, desarrollandose una PJI en 14 de los 15 animales.
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La toma de muestras intra-articulares demostrd la liberacion de rifampicina
desde el espaciador de cemento en concentraciones superiores a la CMI estafilocécica
en todos los momentos de anélisis.

Tras 4 semanas de la implantacién del espaciador los cultivos microbioldgicos
demostraron un crecimiento de S. aureus significativamente menor en el grupo tratado
con cemento con microcapsulas de rifampicina para las muestras obtenidas de partes
blandas y hueso con p=0,01 y 0,031 respectivamente. No se detectaron diferencias
estadisticamente significativas en el recuento microbioldgico tras la sonicacion del
espaciador.

No se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de
estudio en los valores de AST, ALT, bilirrubina ni creatinina en ningin momento del
estudio. Se identifico una elevacion de la bilirrubina por encima de los valores normales
en el grupo R que remitié de forma espontanea tras 2 semanas de la colocacion del

espaciador.

Discusion

Aunque son varios los trabajos de investigacion en los que se desarrollan
microcapsulas de antibidticos para incorporar a cemento 0seos, evaluandose sus
caracteristicas mecanicas, eficacia y toxicidad in vitro, no existe en la bibliografia
ningun modelo animal validado para la evaluacion de estos sistemas in vivo. Por ello se
ha disefiado un nuevo modelo in vivo para evaluar la eficacia de este cemento con
microcépsulas de rifampicina reproduciendo fielmente la sistematica de un recambio en
dos tiempos de la préctica clinica habitual. Este modelo preclinico ha demostrado ser
adecuado para el estudio de la liberacion intra-articular de la rifampicina contenida en

las microcéapsulas y su posible toxicidad sistémica.



Es evidente que el ritmo de sintesis de nuevos antibidticos se ha visto superado
por la velocidad de aparicion de microorganismos resistentes. Dado el amplio espectro
de accion de la rifampicina sobre las diferentes formas de estafilococos el presente
estudio abre nuevas posibilidades para el tratamiento de la PJI, al permitir su inclusion
en el cemento 6seo sin alterar las propiedades del mismo. Ademas, se ha demostrado la
capacidad bactericida de dicho cemento con microcapsulas de rifampicina,
consiguiéndose niveles intra-articulares por encima de la CMI estafilocdcica y sin

producir efectos secundarios sistémicos.

Conclusiones

1. Se ha disefiado un modelo experimental que permite reproducir de forma fiel el
ambiente de la infeccidn periprotésica obteniendo una elevada tasa de infeccion. Por
ello se considera un modelo ideal para el estudio de su patogenia y de distintas

posibilidades terapéuticas.

2. Mediante el empleo de la tecnologia de impresion 3D se han fabricado implantes
especificos de especie que han permitido una rapida recuperacién postoperatoria de los
animales. Ademas, su especificidad mejora la estabilidad del implante favoreciendo el

desarrollo del biofilm en su superficie.

3. La liberacién intra-articular de la rifampicina contenida en las microcapsulas
afiadidas al cemento 6seo presenta niveles por encima de la CMI estafilocécica en todos
los momentos de medicion. Ademas, esta curva de liberacién a partir del cemento éseo

es similar a la presentada por otros antibiéticos.
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4. Los anélisis microbiologicos han demostrado la superioridad estadisticamente
significativa del uso de cemento con gentamicina asociado a microcapsulas de
rifampicina frente al uso aislado de cemento con gentamicina en el tratamiento de la

infeccion periprotésica.

5. La absorcion sistémica de rifampicina no ha dado lugar a efectos secundarios graves.
El Unico efecto encontrado ha sido la ictericia asintomatica de tipo colestésico. Por ello
se considera una via segura de administracion de rifampicina que permite
administracion de altas concentraciones de antibidtico con menor toxicidad que la via

sistémica.

6. EI cemento con microcapsulas de rifampicina es eficaz en el tratamiento in vivo de la

infeccion periprotésica por Staphylococcus aureus formador de biofilm.



IN VIVO STUDY OF THE EFFICACY OF BONE CEMENT WITH
RIFAMPICIN CONTAINED IN ALGINATE MICROCAPSULES IN

THE TREATMENT OF PROSTHETIC JOINT INFECTION

Introduction

Prosthetic joint infection (PJI) is a serious complication with increasing
incidence due to the increase in the life expectancy of the population and in the
functional demand of young patients. Currently, the incidence of PJI is 2-2.4% but it is
estimated to arise to 47.5% in 2030, positioning the PJI as the first cause of revision.

Coagulase negative staphylococcus and Staphylococcus aureus are considered to
be the main responsible agents of PJI, assuming the 20-39% and 13-31% of the cases
respectively. Both are capable of adhere to the prosthetic material forming a biofilm,
increasing the appearance of antibiotic resistance by acting as a physical barrier to its
penetration and inhibiting the host’s immune response. Therefore, the presence of a
biofilm raises the effective antibiotic dosis among 200 to 1000 times.

Two-stage replacement in considered the gold estandar for the treatment of
chronic PJI and is based on the removal of the prothesis and the implantation of a
cement spacer with antibiotics. This technique allows reaching high intra-articular
concentrations of antibiotic minimizing its systemic toxicity. This process must be
accompained by prolonged systemic antibiotic therapy and rifampicin in combination
with quinolones is the first line treatment for staphylococcal PJI, which are the most
frequent.

The main problem of rifampicin is that its addition to bone cement alters the
polymerization process generating an incomplete setting cement not suitable for it use

in clinical practice. In 2016, our research group designed a controlled release system of
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rifampicin in form of microcapsules that demonstrated the preservation of the
mechanical properties of bone cement with optimal release profile of rifampicin in in

vitro studies.

Justification and objetives
The vehiculization of antibiotics in bone cement allows its local release reaching
high intra-articular concentrations minimizing the systemic toxicity that would be
unavoidable by the systemic administration of the same concentrations. Rifampicin is
considered the cornerstone of the treatment of prosthetic infections due to staphylocicci,
having antibacterial activity against biofilm, planktonic and intracellular forms. Given
the promising in vitro results of the release and efficacy of bone cement with rifampicin
microcapsules the ratification of these properties in vivo was carried out. For this
purpose, the present preclinical study with animals has been designed with the
following objetives:
1. The definition of an experimental model of prosthetic joint infection
2. The design of species-specific implants by 3D printing
3. The achievement of intra-articular rifampicin release reaching levels above the
staphylococcal MIC in vivo
4. The determination by microbiological analysis of the superiority of cement with
gentamicina and rifampicina microcapsules in the treatment of prosthetic
infection against cement exclusively with gentamicin.

5. The demostration of the safety profile of rifampicin contained in microcapsules

11



Materials and methods

15 New Zeland White (NZW) rabbits of 3kg were used for the realization of this
study, previous approval of the experimental protocol by the competent authority. In all
of them, the tibial plateau was replaced by a stainless steel insert designed by 3D
printing by the reconstruction of a CT performed on the knee of a rabbit from another
study. After implantation and closure of the arthotomy, 1mL of 10° CFU of meticillin-
sensible Staphylococcus aureus strain ATCC® 29213™ was inoculated.

One week after the inoculation the animals were re-anesthetized to carry out the
first stage of the two-stage replacement, taking intraoperative samples to verify the
presence of infection and placing a bone cement spacer. At this time the animals were
divided into two experimentation groups: group R (8 rabbits) in wich a cement spacer
with gentamicin and 12.5% of rifampicin microcapsules was implanted and group C (7
rabbits) in wich a spacer was used with gentamicin of routine clinical use. Intra-articular
samples were taken from group R animals at 6, 24, 48 and 72 postoperative hours to
define the intra-articular release curve of rifampicin. Said quantification was carried out
by high performance liquid chromatography (HPLC).

For the monitoring of the evolution of the inflammatory parameters definig
infection and the systemic toxicity of rifampicin, anatylical, weight and temperature
determinations were taken before the begining of the study, during the first stage of
replacement, after 4 days and later on weekly until the end of the study. Systemic
toxicity was determined by the elevation of liver enzymes, bilirrubin and renal function
markers. The evolution of the inflammatory parameters was defined according to the
variations in ESR, leukocyte count, patelet count and percentage of lymphocytes in

blood.
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Four weeks after the implantation of the spacer the animals were sacrified and
the final samples taken for microbiological culture.

Statistical analysis was carried out with SPSS Statistics® software version 22.0
for Mac (IBM, NY, USA) considering statistically significat values of p<0.05. Teh
comparison between qualitative variables was performed with the y? test and the
comparative before-after studies with the T test for paried samples. The comparison of
normal quantitative variables with dichotomous qualitative variables was carried out
with the Student t test, while comparison of non-normal quantitative variables with

dichotomous quantitative variables was carried out with the Mann-Withney U test.

Results

All animals recovered from the surgeries without incident. Positive limb weight
load was achieved in all cases with the use of species-specific implants. The efficiency
of the intra-articular inoculation of S. aureus was 93.3%, with a PJI developement in 14
of the 15 animals.

Intra-articular samples semonstrated the release of rifampicin from the cement
spacer at concentrations higher than the staphylococcal MIC at all times of analysis.

4 weeks after the implantation of the spacer the microbiological cultures showed
a significant lower growth of S. aureus in the group treated with cement with rifampicin
microcapsules for the samples obtained from soft tissues and bone with p=0.01 and
0.031 respectively. No statistically significant differences were detected between study
groups in teh values of AST, ALT, bilirrubin or creatinin at any time during the study.
An elevation of bilirrubun above the normal values was identified in group R, this

elevation remitted spontaneously 2 weeks after the placemento of the spacer.
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Discussion

Although there are serveral research works in wich microcapsules of antibiotics
are developed to be incorporated in bone cement, evaluating their mechanical
properties, efficacy and in vitro toxicity, there is no validated animal model in the
literature for the evaluation of these systems in vivo. For this reason, a new in vivo
model has been designed to evaluate the efficacy of this cement with rifampicin
microcapsules faithfilly reproducing the systematics of a two-stage replacement of the
usual clinical practice. This preclinical model has been shown to be suitable for
studying the intra-articular release of the rifampicin contained in microcapsules and its
possible systemic toxicity.

The rate of systhesis of new antibiotics has been surpassed by the speed of
development of resistant microorganisms. Given the broad spectrum of action of
rifampicin on the different forms os staphylococci, the present study opens new
possibilities for the treatment of PJI, by allowing its inclusion in bone cement without
altering its mechanical properties. In addition, the bactericidal capacity of said cement
with rifampicin microcapsules has been demonstrated, achieving intra-articular levels

above staphylococcal MIC and without producing systemic side effects.

Conclusions
1. An experimental model that allows faithful reproduction of the prostethic
infection enviroment has been designed obtaining a high rate of infection.
Therefore, it is considered an ideal model for the ctudy of its pathogenesis and
diferent therapeutic strategies.
2. Through the use of 3D printing technology, species-specific implants have been

developed allowing quick postoperative recovery of the animals. In addition, its
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specificity improves the stability of the implant, subserving the development of
the biofilm on its surface.

The intra.-articular reléase of rifampicin contained in the microcapsules added to
bone cement presents levels above the staphylococcal MIC at all times of
measurement. In addition, this reléase curve is similar to the presented by othe
antibiotics.

Microbiological cultures have demonstrated the statistically superiority of the
use of cement with gentamicin associated with rifampicin microcapsules versus
the isolated use of cement with gentamicin in the treatment of periprosthetic
joint infection.

The systemic absortion of rifampicin has not resulted in serious side effects. The
only effect found was an asymptomatic cholestatic jaundice. Therefore, it is
considered a safe route of administration of rifampicin that allows
administration of high concentrations of antibiotic with less toxicity than the
systemic route.

Rifampicin microcapsule cement is effective in the in vivo treatment of

prosthetic joint infection caused by biofilm-forming Staphylococcus aureus.

15






17

2. INTRODUCCION






INTRODUCCION

2. 1. INFECCION PERIPROTESICA

La infeccion tras la artoplastia en cirugia ortopédica es una complicacion
devastadora tanto para el paciente como para el cirujano. Su presencia implica una
pérdida significativa de la funcionalidad del miembro afecto y un riesgo considerable de
afectacion sistémica, pudiendo desencadenar un cuadro séptico con fracaso
multiorganico y producir la muerte.

La mortalidad a 5 afios de los pacientes diagnosticados de infeccion protésica
(PJI) ha demostrado ser mayor que la del cancer de mama, melanoma y linfoma de
Hodgkin (232). Ademas, la mortalidad a 1 y 5 afios tras una revision séptica de una
artoplastia es 2,5 veces superior a la mortalidad tras revision aséptica. Tanto la
incidencia en auge de la PJI, su elevado coste como la morbimortabilidad que asocia
hacen indispensable el desarrollo de nuevas estrategias que reduzcan la incidencia de
esta complicacion (328).

Actualmente la infeccion periprotésica se define por la Musculoeskeletal

Infection Society (MSIS) (215) como se refleja en la tabla 1:

Uno de los siguentes criterios mayores:
- Dos cultivos periprotésicos positivos con microorganismos fenotipicamente
identicos.
- Presencia de fistula que se comunique con la articulacion (figura 1).
O por la presencia de un minimo de tres de los siguientes criterios menores:
- Proteina C reactiva (PCR) y velocidad de sedimentacion globular (VSG)
elevadas en suero.
- Leucocitosis o esterasa leucocitaria positiva en liquido sinovial.
- Neutrofilia en liquido sinovial.
- Analisis histoldgico positivo en tejido periprotesico.

- Un cultivo positivo.

Tabla 1: Criterios diagnosticos de PJI
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Figura 1: Infeccién de protesis total de rodilla con fistula cutanea y exposicion del

material protésico

Desde la publicacion de estos criterios en 2011 algunos autores han propuesto
algunas modificaciones, sobre todo centradas en el valor diagnostico de otros
parametros intra-articulares cuyas técnicas de cuantificacion se han desarrollado en los
Gltimos afios. Cabe destacar el trabajo publicado por Parvizi et al en 2018 (214) en el
que se mantienen los criterios mayores diagnésticos de infeccion pero modifica los
criterios menores y afiade una serie de criterios intraoperatorios. Afiade a los criterios
menores la determinacién de a-defensina y PCR intra-articulares e incluye dentro de los
criterios diagndsticos intraoperatorios la presencia de pus, un cultivo positivo y un
analisis anatomopatoldgico positivo para infeccion. Define como niveles diagnosticos
de infeccion de PCR intra-articular aquellos mayores a 6,9mg/L y valores de o-
defensina >1. A pesar de los resultados de este trabajo, hay autores que siguen siendo
precavidos a la hora de considerar los niveles de o-defensina como criterio diagnostico

de PJI (231).

20



INTRODUCCION

2. 1. 1. Incidencia de la infeccion periprotésica (PJI)

El aumento de la esperanza de vida de la poblacion asociado a la mayor
demanda funcional de los pacientes jovenes han producido un aumento en el nimero de
artoplastias de cadera y rodilla que se realizan anualmente en todo el mundo, por lo que
la incidencia de infecciones protésicas estd aumentando de forma progresiva (171).
Estudios recientes alertan sobre una incidencia de PJI del 2% en las artroplastias
primarias de cadera y 2,4% en las de rodilla. Ademas, en la cirugia de revision la
incidencia de infeccion en estas localizaciones asciende hasta el 5-12%. Se estima que
el nimero de infecciones tras una cirugia de revision de una artroplastia total de cadera
se incrementara de 3.400 casos en 2005, a 46.000 en 2030 (140). Actualmente, el 14,8%
de las revisiones de artroplastias de cadera y el 25% de las revisiones de artroplastias de
rodilla son secundarias a infeccion, esperandose el aumento de estos porcentajes hasta
un 47,5% en 2030, posicionando a la PJI como primera causa de revision (213). La

evolucion de la incidencia de la infeccion protésica se encuentra reflejada en la figura 2.
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Figura 2: Antecedentes y nimero previsto de infecciones de artroplastias totales de
cadera (THA), rodilla (TKA) y combinacion de ambas (Total THA + TKA) en los
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Estados Unidos. La linea continua representa las cifras hasta 2012, la linea discontinua
las estimaciones hasta 2020 y el sombreado el IC95% de dichos valores (140).

En el caso de las artroplastias de hombro la incidencia de infeccién de las
artroplastias invertidas y anatomicas es del 5% y 0,4-2,9% respectivamente (73) pero la
incidencia de infeccidn tras una cirugia de revisién en esta localizacidn asciende hasta el
15% segun la serie consultada (206). En la artroplastia de codo, cirugia en auge en los
ultimos afios, la incidencia de infeccion documentada es muy variable en funcion de la
serie consultada oscilando entre el 1,2 y 11,7% (208, 270). Muchos autores asocian
estas altas tasas de infeccion con la alta proporcion de pacientes con artritis reumatoide
en los que se realiza este procedimiento y con el escaso tejido blando circundante que
aumenta las probabilidades de dehiscencia de la herida quirargica (2, 302). La

incidencia de PJI en distintas localizaciones se encuentra reflejada en la tabla 2.

Localizacion Incidencia Fuente
Artroplastia total de cadera primaria 2% Malizos et al. 20177
Artroplastia de rodilla primaria 2,4% Kurtz et al. 2012(140.213)
Revision  de  artroplastia  de 5-12%

cadera/rodilla

Artroplastia invertida de hombro 5% Florschutz et al. 2015(")

Artroplastia anatdmica de hombro 0,4-2,9% Padegimas et al. 2015(%)

Revision artroplastia de hombro 15%

Artroplastia primaria de codo 1,2y 11,7% | Somerson et al. 2015¢7
Park et al. 2013(2%®)

Artroplastia de tobillo 1,5-3,5% Hsu et al. 20151%)

Tabla 2: Incidencia de PJI en distintas localizaciones
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Este aumento en la prevalencia de la infeccion protésica tiene una traduccién
econdémica: en EEUU el coste de las revisiones por infeccion en 2002 fue de 900
millones de dolares y se estima que en 2020 serd de 1,6 billones (126). En nuestro
medio, el coste de cada revision oscila entre 80.000-95.000€, cinco veces méas que la
artroplastia primaria. Este incremento del coste directo se debe a que la cirugia de
revision debida a PJI es mas compleja que la artroplastia primaria, asociandose a una
mayor necesidad de transfusiones de sangre, uso de implantes mas complejos, mayor
tiempo quirdrgico y mayor estancia hospitalaria (23). Ademas, la PJI produce un
aumento de los costes indirectos, no incluidos en las cifras previamente comentadas, al
disminuir el rendimiento laboral de los pacientes jovenes y aumentar los requerimientos

econdmicos para la provision de cuidados tras el alta hospitalaria (285).

2. 1. 2. Patogénesis

El desarrollo de una infeccion protésica viene determinado por dos factores: las
caracteristicas del paciente y las del microorganismo implicado. En cuanto a las
caracteristicas del paciente, la principal circunstancia asociada al desarrollo de una PJI
es la presencia de una infeccion superficial de la herida quirdrgica en el postoperatorio
con un OR de 36. Recientes meta-anélisis determinan la obesidad como importante
factor de riesgo para el desarrollo de una infeccion tras una artroplastia, con OR=4 para
IMC > 40 seguido por la diabetes mellitus mal controlada con OR=3,72. Otros factores
de riesgo identificados son la neoplasia concomitante, hipertension arterial, IMC > 30,
inmunosupresién (tratamiento con corticoides, artritis reumatoide, VIH, VHC, etc.),

clasificacion de la American Society of Anesthesiologist > 3, habito tabaquico,
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consumo de alcohol, consumo de drogas y colonizacion nasal por S. aureus (19, 22, 40,
127, 193, 232, 255).

Respecto a las caracteristicas del microorganismo implicado, los principales
microorganismos causantes de la infeccidn protésica son los estafilococos coagulasa
negativos (20,2-39,9%) y el Staphylococcus aureus (13-31%), cepas meticilinsensibles
y resistentes, siendo menos frecuente el aislamiento de Streptococcus (5,8-6,5%),
Enterococcus (3,9-7%), anaerobios (0,9-9%), hongos (0,3-2,3%) y micobaterias (0,6%)

(3, 290) (figura 3).

w Staph. coagulasa-
w Staph. aureus

« Streptococcus spp
u Enterococcus spp
« Anaerobios

w Hongos

= Micobacterias

w Otros

Figura 3: Microorganismos causantes de la infeccion periprotésica

Los microorganismo, especialmente los estafilococos, al entrar en contacto con
el material protésico, son capaces de adherirse a €l creando un biofilm. Definimos el
biofilm como aquella comunidad de microorganismos englobados en una matriz
estructural adherida a un sustrato, en nuestro caso el implante articular. Ademas, la
presencia de este cuerpo extrafio produce una disfuncion del sistema inmune a nivel
local con disminucion de células NK y linfocitos y acumulo de granulocitos anémalos

alrededor del implante debido a la fagocitosis frustrada que induce su degranulacion y
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produccion de superéxido (326). Este ambiente de hipovascularizacion e
inmunodeficiencia local junto con el depoésito de proteinas del huésped en la superficie
del implante generan una situacién ideal para la adhesion baceriana y desarrollo del
biofilm, llegando a suponer un riesgo del 30-40% de padecer una PJI en el contexto de
una sepsis por S. aureus (325).

Asi, el biofilm se concibe como el conjunto de una gran cantidad de
microorganismos englobados en una matriz extracelular con un espesor estimado de
unos 50um (figura 4). En funcién de la localizacidn del microorganismo en la estructura
del biofilm su acceso a nutrientes y oxigeno sera variable, determinando asi su nivel de
actividad. Aquellos microorganismos que estdn mas alejados de la superficie del biofilm
tienen menor acceso a nutrientes y oxigeno por lo que se encuentran menos activos,
siendo menos sensibles a la accion de los antibioticos y dando lugar a la forma sésil de
estos microorganismos descrita por Lewis et al (155). Ademas, desde los biofilms
maduros de gran volumen se produce una liberacion de microorganismos en forma
planctonica que son capaces de generar nuevos biofilms a distancia si encuentran otro

cuerpo extrafo (235).

Bare Washer

o

Control Washer
v

Figura 4: Imagen de microscopia electronica

Pseudomonas aeruginosa

del biofilm formado por P. aeruginosa y S.
aureus sobre un implante metalico. La
columna de imagenes de la izquierda muestra
el control sin microorganismos mientras que

la columna de la derecha muestra la

Staphylococcus aureus

colonizacion y estructura del biofilm. De
Chopra et al (2017) (44)
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La formacion de un biofilm tiene dos consecuencias clinicas inmediatas:
aumenta la aparicion de resistencias a antibidticos e inhibe la respuesta inmune del
huesped. Respecto a la aparicion de resistencias, la matriz y las capas de
microorganismos adheridos a ella funcionan como una barrera fisica para la penetracion
del antibiotico, circunstancia que unida a las areas &cidas e hipovascularizadas que
rodean el biofilm, impide su acceso al territorio afectado a concentraciones eficaces. La
eficacia antimicrobiana requiere penetracion, dependiente de gradiente de
concentracion, del antibiotico en el biofilm hasta conseguir la concentracion minima
inhibitoria (CMI). Las bacterias que componen el biofilm, al estar en forma sésil,
poseen un metabolismo disminuido, por lo que la eficacia bactericida de los antibioticos
se ve disminuida. Ademas, existen canales en la estructura el biofilm que permiten el
paso de escasas moléculas de antibidtico alcanzandose en su interior concentraciones
subletales que han demostrado aumentar las resistencias al seleccionar los mutantes
resistentes del biofilm, dando lugar a que la CMI de una gran cantidad de antibioticos se
vea aumentada cuando los microorganismos se encuentran dentro de un biofilm. A estos
mecanismos de tolerancia especificos del biofilm debemos afiadir los mecanismos
habituales de las bacterias para desarrollar resistencias como son la expulsion del
antibiotico mediante bombas de eflujo, blogueo del transporte transmembrana del
antibidtico, produccion de enzimas inhibitorias como las p-lactamasas o el intercambio
de plasmidos (72, 182). Por este motivo las dosis activas de antibidtico in vitro frente a
una bacteria englobada en un biofilm es de 200 a 1000 veces superior a la necesaria
frente a formas planctonicas de la misma (55). Esto hace insuficiente el tratamiento
antibiotico intravenoso dado que su toxicidad no permite la administracion de dosis lo

suficientemente elevadas para ser eficaces a nivel articular (15).
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Respecto a la inhibicion de la respuesta inmune del huésped, la matriz que
conforma el biofilm impide la fagocitosis de los microorganimos por parte de los
polimorfonucleares y la penetracion de los anticuerpos. Esta inefectividad de la
respuesta inmune hace que se desarrolle una inflamacion crénica en la periferia del
implante con la consiguiente lesion de los tejidos circundantes. Los detritus procedentes
de estos tejidos se emplean como nutrientes por los microorganismos que conforman el

biofilm perpetuando la infeccion (182).

La infeccion puede desarrollarse por diferentes mecanismos: contaminacion
directa o por proximidad, diseminacion hematogena o recurrencia de una infeccion

previamente diagnosticada.

Las guias actuales de la American Academy of Orthopaedic Surgeons (AAOS)
(57), del Infection Disease Society of America (IDSA) (204), del International
Consensus on PJI (212) y del Liestal Algorithm Suizo (181) hacen una clara distincion
entre diferentes tipos de PJI basandose en la clasificacion de Tsukayama que deben

tenerse en cuenta para establecer la actitud terapéutica adecuada (tabla 3) (85):
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Tipo Definicion Incidencia
Infeccion La que ocurre en el primer mes de la cirugia 35%
postquirurgica precoz
Infeccion Inicio después del primer mes 50%
postquirdrgica tardia | independientemente de la estabilidad de los

componentes
Infeccion hematdgena | Aparece después del primer mes pero el inicio 10%
aguda de la clinica es aguda sobre una protesis sin
sintomas previos. Se considerard aguda si la
duracion de los sintomas es menor de 3
semanas.
Cultivos Agquellos obtenidos durante la cirugia de 5%

intraoperatorios

positivos

revision de una protesis supuestamente aséptica

Tabla 3: Tipos de PJI basados en la clasificacion de Tsukayama

La distincion entre infeccion periprotésica precoz y tardia se basa en la

suposicion de que hacen falta al menos 3 semanas para que madure el biofilm en la

superficie de los componentes, circunstancia que haria necesaria su retirada.

Recientemente se ha demostrado que los microorganismos pueden dar lugar a un

biofilm maduro en pocos dias, por lo que la clasificacion de las infecciones protésicas y

su consiguiente tratamiento esta en continua revision (85, 252, 327).

2. 1. 3. Tratamiento de la infeccion periprotésica

Los principales objetivos del tratamiento de una PJI son el alivio del dolor, la

restauracion de la funcién articular y la erradicacion de la infeccion. Para conseguirlo, el

abordaje terapéutico debe ser multidisciplinar con actuacion conjunta de traumatélogos,
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cirujanos pléasticos, intensivistas, médicos especialistas en infecciones y microbiologos
(204, 233). En la mayoria de los casos el tratamiento se basa en tres pilares: la
optimizacion del estado general del paciente (control glucémico, tratamiento de la
inmunosupresion, etc), tratamiento quirdrgico para disminuir la carga bacteriana y un

tratamiento antibidtico de larga duracion.

2. 1. 3. 1. Tratamiento quirargico de la PJI

El tratamiento quirtrgico de la PJI viene determinado por el tiempo desde el
inicio de los sintomas y el microorganismo causante de la misma. En condiciones
normales se contemplan dos tipos de tratamiento en funcién de la necesidad de retirar el
implante para la curacion de la misma: la irrigacion y desbridamiento manteniendo el
implante y el recambio protésico con sus diferentes variantes (recambio en un tiempo,
recambio en dos tiempos, artrodesis y reseccion).

La irrigacion y desbridamiento con mantenimiento del implante esta
indicada para el tratamiento de aquellos pacientes con componentes fijos, sin fistula
cutanea y con un diagnostico de infeccion precoz dentro de los 3 meses posteriores a
una artroplastia primaria con menos de 3 semanas de sintomas o aquellas protesis
previamente asintométicas que llevan menos de 3 semanas con clinica infecciosa.
También se emplea en pacientes que no cumplan estos criterios pero cuyo estado
general impide la realizacion de procedimientos mas agresivos, aungque en este caso la
tasa de curacion de la infeccidon es precaria (204). No se recomienda realizar solo
irrigacion y desbridamiento en aquellos pacientes con factores de riesgo de recurrencia

tales como el mal estado de partes blandas circundantes, inmunodeprimidos o gérmenes
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multirressitentes como el S. aureus meticilin-resistente (MRSA) por el alto riesgo de
persistencia de la infeccion y desarrollo de infecciones polimicrobianas (85, 119).

Este procedimiento implica irrigacion profusa de la articulacion con alrededor de
6-9 litros de suero, pero los protocolos a seguir son multiples, sin haberse alcanzado
consenso sobre la mejor pauta a seguir. EI desbridamiento debe ser amplio, retirandose
todo aquel tejido no sangrante de naturaleza blanda u 6sea (85). Debe asociarse un
recambio de los componentes modulares para disminuir la carga bioldgica al retirar el
biofilm: la cabeza e inserto en las proétesis de cadera y el polietileno en las protesis de
rodilla, permitiendo asi una mejor limpieza de la cara posterior de la articulacion. Deben
tomarse muestras microbioldgicas intraarticulares en el momento de la cirugia que
determinaran el cambio de antibioterapia empirica a un tratamiento antibidtico
especifico en el postoperatorio. Las tasas de éxito publicadas tras la realizacion de este
procedimiento varian desde el 10 al 75% segun la serie consultada (136, 166, 201), y las
publicaciones existentes, aunque escasas, parecen indicar que la tasa de fracaso de un
recambio en dos tiempos es mayor en aquellos pacientes en los que se ha realizado una

irrigacion con retencion del implante previa (83, 257).

Dentro de la cirugia de recambio de la protesis infectada existen dos opciones
terapéuticas: el recambio en un tiempo y el recambio en dos tiempos. La principal
premisa para realizar un recambio en un tiempo es el aislamiento preoperatorio del
microorganismo y la definicion de su sensibilidad a antibioticos, indicandose este tipo
de cirugia en aquellas situaciones en las que el microorganismo identificado tenga un
tratamiento antibidtico eficaz que alcance concentraciones intra-articulares efectivas
bien por su acceso hematdgeno o por su accion tras la administracion intra-articular. El

recambio en un tiempo implica la reseccion de la cicatriz previa y retirada de todo
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cuerpo extrafio pesente en la articulacion (protesis, cemento, restrictores, etc). Debe
asociar un desbridamiento exhaustivo de cualquier tejido no sangrante de naturaleza
Osea o de partes blandas, con toma de muestras para cultivo microbioldgico, seguido de
lavado pulsatil profuso. En este mismo tiempo se realiza la implantacion de un nuevo
componente protésico, cuya necesidad de cementacion se encuentra en continuo debate.
Se consideran, de manera generalizada, como contraindicaciones para la realizacion de
un recambio en un tiempo la presencia de (85):

- Sepsis.

- Al menos dos recambios en un tiempo previos fallidos.

- Lesion neurovascular.

- Cultivos negativos que impiden la antibioterapia dirigida.

- Lesion de partes blandas que pueda dificultar el cierre de la herida quirargica.

- Persencia de fistula que pueda contaminar los cultivos intraoperatorios

dificultando la identificacion del microorganismo causal.
- Infeccion por microorganismos de alta virulencia o que requieran el uso de

antibioticos que no pueden afiadirse al cemento 0seo.

De presentarse cualquiera de las contraindicaciones previas se recomienda la
realizacion de un recambio en dos tiempos. El recambio en un tiempo ha demostrado
producir menor morbilidad que el recambio en dos tiempos y una mayor y mas rapida
recuperacion funcional del paciente. Ademas, es un procedimiento mas barato,
estimandose 1,7 veces mas econdémico que el recambio en dos tiempos y parece
conseguir mejores resultados en lo que a afios de vida ajustados por calidad se refiere
(133, 313). El principal problema de este tipo de cirugia de sustitucion articular es que,

al igual que ocurria con la irrigacion y desbridamiento, sus resultados pueden verse
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facilmente comprometidos por aquellas comorbilidades del paciente previamente
descritas que facilitan la persistencia de la infeccion como la diabetes, obesidad,
inmunosupresion, habito tabaquico, enfermedad renal, etc, por lo que la seleccion y
optimizacion preoperatoria del paciente deben ser muy cuidadosas (119). Teniendo en
cuenta esta exhaustiva seleccion del paciente, la tasa de curacion tras el recambio en un

tiempo varia entre el 86 y el 100% (82).

El recambio en dos tiempos esta considerado como el tratamiento de eleccién
de la infeccidn protésica tardia, cualquiera debida a gérmenes resistentes a antibioticos
anti-biofilm (rifampicina y quinolonas) y como segunda opcion tras el fracaso de la
irrigacion y desbridamiento en las infecciones precoces (126).

Este procedimiento implica un primer tiempo de retirada de todo el material
extraiio y desbridamiento agresivo de hueso y partes blandas. Tanto en el
desbridamiento como durante la extraccion de los componentes protésicos se debe
poner especial atencion en minimizar la pérdida de stock 6seo al tiempo que se eliminan
todas las areas de osteolisis y necrosis. El desbridamiento debe asociadarse a la toma de
muestras microbiologicas intraoperatorias, entre 3 y 6, dentro de las cuales deben
incluirse muestras intramedulares y de la capsula posterior en el caso de las protesis de
rodilla. En este mismo tiempo se colocara un espaciador de cemento 6seo que debe
contener un antibidtico con actividad frente al microorganismo asilado, siendo
primordial que consiga alcanzar concentraciones bactericidas intra-articulares y que
permita conservar el espacio articular reduciendo la contractura de partes blandas
periarticulares facilitando a su vez la carga de la extremidad. Esta liberacion intra-
articular de antibidticos produce la muerte de aquellos microorganismos que no hayan

sido retirados durante el lavado y desbridamiento de la articulacion. Este primer tiempo

32



INTRODUCCION

de recambio se asocia a tratamiento antibiotico sistémico de entre 3 y 6 meses de
duracion (17).

Tras este periodo de tratamiento se recomienda esperar un tiempo sin
administracion de antibiético antes de proceder al segundo tiempo de recambio
protésico. En la actualidad, no existe consenso sobre cual es el tiempo 6ptimo para la
realizacion del segundo tiempo de recambio, recomendandose esperar al menos dos
semanas Yy hasta 6 meses tras el primer tiempo segun la publicacion consultada (204,
312, 327). Esto se debe, en parte, a que no disponemos de ningln marcador que nos
permita asegurar la resolucion de la infeccion para llevar a cabo el segundo tiempo
(212). Aun asi, durante estas dos semanas se recomienda la determinacion analitica de
PCR y VSG pero, aunque es cierto que sus niveles descienden tras el primer tiempo de
recambio, los niveles previos al segundo tiempo son bastante heterogéneos y no se
consideran especialmente representativos del estado de la infeccion, por lo que no
permite predecir el fracaso del recambio (141, 142). Tras dos semanas libres de
tratamiento antibidtico también se recomienda realizar un cultivo de liquido articular,
prueba con alta especificidad (92-100%) pero de sensibilidad variable (0-100%) (165,
188). El uso de otros marcadores de infeccion, como las interleukinas 6 y 8 parecen ser
prometedores en el diagnostico de PJI pero el umbral diagnostico, la sensibilidad y
especificidad individual y colectiva aun estan en proceso de esclarecimiento (150, 320).
Respecto al papel de la a-defensina, estudios recientes establecen como diagnosticos de
infeccion aquellos valores superiores a 1 en liquido articular (214). En cualquier caso,
se ha demostrado que una espera superior a 6 meses entre los dos tiempos de recambio
no se asocia con un aumento de eficacia en la erradicacion de la infeccion en tanto que
disminuye la recuperacion funcional (119). De sospecharse persistencia de la infeccion

se recomienda repetir el desbridamiento y el recambio del espaciador (85).
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El segundo tiempo del recambio en dos tiempos implica la retirada del
espaciador, limpieza y desbridamiento de la articulacion y colocacion de una nueva
protesis. Deben obtenerse nuevas muestras para cultivo microbiolégico y, de ser
positivas, se asociara tratamiento antibiotico intravenoso postoperatorio de larga
duracion. La tasa de curacion de la infeccion tras un recambio en dos tiempos oscila
entre el 65 y el 100% en funcion de la serie consultada, siendo la positividad de los
cultivos intraoperatorios durante el segundo tiempo el principal factor asociado con el
fracaso terapéutico (7, 248). El resumen del algoritmo terapéutico de la PJI se encuentra

reflejado en la figura 5.
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Figura 5: Algoritmo terapéutico
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Existen una serie de opciones terapéuticas que no son consideradas como
tratamientos de primera linea frente a la infeccion periprotésica pero que deben ser

tenidos en cuenta ante pacientes con caracteristicas especiales:

TRATAMIENTO SUPRESOR CRONICO

El objetivo es el control de la infeccidn a nivel local pero no la erradicacion de la
misma, dando lugar a una protesis asintomatica y funcional. Se indica en pacientes muy
ancianos o con muchas comorbilidades que no permiten realizar un tratamiento
quirargico de mayor envergadura que la irrigacion y desbridamiento. Para considerar
esta opcion terapéutica debemos encontrarnos ante una protesis sin signos de
aflojamiento infectada por un microorganismo poco virulento para el que exista
tratamiento antibidtico oral efectivo. Solo estd contraindicado en aquellos pacientes
portadores de valvulas cardiacas u otros implantes sin evidencia de infeccidn (85, 229).
Puede realizarse con cotrimoxazol, cloxacilina, minociclina, cefadroxilo y cefalexina.
La monoterapia con rifampicina no esta indicada dada la elevada tasa de desarrollo de
resistencias. Se han descrito resultados favorables en un 60-86% de los casos (175,

250).

ARTROPLASTIA DE RESECCION

En el caso de PJI localizadas en la rodilla queda reservada para aquellos
pacientes con muy baja demanda funcional, ya que se prefiere la artrodesis de dicha
articulacioén, pero en PJI localizadas en la cadera se considera como opcion vélida en
pacientes inmunodeprimidos o usuarios de drogas por via parenteral en los que las

probabilidades de éxito de un recambio son muy bajas (308).
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ARTRODESIS

Es el tratamiento clasico de las PJI localizadas en la rodilla pero es una técnica
en desuso dado el éxito de los recambios en uno y dos tiempos. Actualmente se
consideran buenos candidatos para la artrodesis aquellos pacientes jovenes y activos con
lesion irreparable del aparato extensor y stock dseo limitado, o cualquier paciente con
PJI secundaria a microorganismos multi-resistentes que no ha podido controlarse por

otros métodos (314).

AMPUTACION

Se considera la ultima opcion y actualmente solo supone un 0,1% de las PJI
localizadas en la rodilla (263). Se encuentra reservada para aquellos casos con
infecciones no controlables asociadas a riesgo vital o pacientes con importante lesion de
partes blandas asociada a defectos 6seos masivos que impiden la realizacion de una

artrodesis.

2. 1. 3. 2. Tratamiento antibiotico de la PJI

El tratamiento antibidtico es un pilar fundamental en el tratamiento de la PJI y
debe individualizarse en funcién de las caracteristicas del microorganismo, el resultado
del antibiograma y las caracteristicas del paciente. Debe iniciarse intraoperatoriamente y
consta de un periodo inicial de tratamiento intravenoso de amplio espectro hasta el
aislamiento del microorganismo causante, momento en el que se cambia a antibioterapia
dirigida. El protocolo de antibioterapia empirica inicial varia en funcion del centro,

encontrdndose combinaciones de vancomicina 1g/12h asociada a meropenem 500mg/8h
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(17), teicoplanina 600mg/24h con meropenem 1g/8h o monoterapia con vancomicina
15mg/kg/12h, teicoplanina 10-12mg/kg/24h, daptomicina 6-10mg/kg/24h o
ciprofloxacino 400mg/12h (233). Como excepcion cabe destacar que en aquellos casos
en los que se realice un recambio en un tiempo, como el microorganismo causal ha sido
aislado preoperatoriamente, el tratamiento se realizard de forma dirigida desde el
diagnostico (29).

Se prefiere el inicio del tratamiento por via intravenosa frente a la oral porque
permite alcanzar la concentracion minima bactericida en periodo de tiempo menor.
Existen multiples protocolos y aunque la duracion ideal del tratamiento antobidtico aun
no ha sido determinada (119, 212) se tiende a administrar antibiotico sistémico entre 3y
6 meses tras la cirugia. En aquellos casos en los que se trate de microorganismos
sensibles el tratamiento oral suele basarse en combinaciones de antimicrobianos con
efecto anti-biofilm: rifampicina (activa frente a gram positivos) con quinolonas (eficaz
frente a gram negativos) (56, 85, 212). En aquellos casos en los que se lleve a cabo un
recambio en dos tiempos parece haber mayor consenso en la duracion del tratamiento
recomendandose tratamiento antibidtico durante 3 meses para PJI localizadas en la
cadera y 6 meses para PJI localizadas en la rodilla (78, 204, 212) iniciandose en el

primer tiempo de la cirugia y sera intravenoso durante al menos las 2 primeras semanas.

La rifampicina se considera la piedra angular del tratamiento de las PJI de
origen estafilocdcico, sean meticilin-resistentes (MRSA) o meticilin-sensibles (MSSA),
que son las més frecuentes (166, 233, 234). Por ello, todas las opciones quirurgicas
previamente descritas incluyen en su tratamiento antibiético el uso de rifampicina oral
asociada a otro antibidtico, especialmente quinolonas, aungue no existe consenso sobre

cuando debe iniciarse el tratamiento con rifampicina ni sobre la dosis o frecuencia de
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administracion ideal (204, 212). La rifampicina es un derivado semisintético de la
rifamycinica que se obtiene del Streptomyces mediterranei. Es un antibiotico de amplio
espectro con accion bactericida sobre los estafilococos, que actia fijandose a la
subunidad B de la RNA-polimerasa DNA-dependiente bacteriana inhibiendo su
actividad y con ello la sintesis de RNA. La aparicion de resistencias es frecuente y se
debe a modificaciones en el gen rpoB que codifica esta subunidad de la RNA-
polimerasa impidiendo asi la fijacion del antibidtico. Se han identificado factores de
riesgo para el desarrollo de resistencia a rifampicina en la practica clinica como el sexo
masculino, al menos 3 cirugias de revision previas, el tratamiento previo con
rifampicina en pautas inadecuadas y la presencia de una elevada carga bacteriana en el
lugar de actuacion (1). El uso de la rifampicina estd ampliamente extendido en el
tratamiento y profilaxis de las infecciones asociadas a cuerpos extrafios en las que los
estafilococos producen un biofilm, dado que ha demostrado ser eficaz tanto en su
eliminacién como en la prevencion de la formacién del mismo (159, 166). La
asociacion con las quinolonas, especialmente ciprofloxacino o levofloxacino, es
necesaria para minimizar la aparicion de resistencias a antibidticos, estrategia ya
descrita en el tratamiento de infecciones por micobacterias (125). La biodisponibilidad
oral de la rifampicina es del 90% pero su administracion repetida induce la expresion a
nivel hepatico de la enzima desacetilante, acelerando su aclaramiento y disminuyendo
su semivida plasmatica, que pasa de ser de 3-5 horas al inicio de la administracion a 2
horas tras 2 semanas de tratamiento (72).

La rifampicina es un antibiético con accion concentracion-dependiente y tiene
un efecto postantibidtico largo. EI mejor parametro para predecir su actividad
bactericida es la relacion AUC/CMI, donde AUC es el area bajo la curva 'y CMI es la

concentracion minima inhibitoria (103, 191). La concentracibn maxima plasmaética
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(Cmax) de la rifampicina tiene una buena correlacion con el AUC y algunos autores
consideran que el cociente Cmax/CMI parece estar asociado con la seleccion de
resistencias (95). Dado que no existe consenso sobre la dosis o intervalo de
administracion ideales, encontramos pautas en la literatura que varian de 300mg/8h,
450mg/12h, 600mg/24h o 10mg/kg/12h. De ellas, la administracion de 600mg/24h
parece ser la mejor tolerada pero aumenta el cociente Cmax/CMI en comparacion con
las administraciones cada 12 horas por lo que podria aumentar la aparicion de
resistencias (212). En la tabla 4 se encuentran resumidas las caracteristicas

farmacocinéticas y farmacodinamicas de la rifampicina.

Biodisponibilidad oral 90%
Union a proteinas plasmaticas 88,6%
Semivida plasmatica 3-5h inicial; 2-3 horas tras autoinduccion

de metabolismo

Metabolismo Metabolismo hepatico, autoinducido

Excrecion Biliar con circulacion enterohepatica

Renal inalterado 15%

Cmax 8-24 pug/mL
CMI in vitro para S. aureus 0,0003-0,012 pg/mL
CMI in vivo para S. aureus 0,06 pg/mL

Tabla 4: Caracteristicas farmacocinéticas y farmacodinamicas de la rifampicina

La rifampicina es un farmaco moderadamente bien tolerado siendo los efectos
secundarios mas frecuentes las molestias gastrointestinales, especialmente las nauseas,
mialgias y artralgias. Sin embargo, existen dos efectos adversos cuya gravedad obliga a
la suspension inmediata del tratamiento: la hepatitis y el sindrome seudogripal. El
desarrollo de hepatitis puede observarse en un 2,5% de pacientes, implicando un

aumento de GPT sin aparente relacion con la dosis administrada. Se produce con mas
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frecuencia en pacientes alcohdlicos, nifios, hepatopatas y aquellos en tratamiento
concomitante con isoniazida. No debe confundirse con una ictericia asintomatica de tipo
colestasico que puede aparecer al inicio del tratamiento y desaparece de forma
espontanea en pocos dias. Esta ultima se debe a la competencia entre la captacion de
bilirrubina y la rifampicina en el hepatocito. El desarrollo de un sindrome pseudogripal
alerta sobre la existencia de una reaccion de hipersensibilidad contra la rifampicina que
puede asociar la aparicion de urticaria y purpura con trombocitopenia, leucopenia,
hemolisis y fracaso renal secundario a una glomerulonefritis o nefritis intersticial. Este
cuadro suele relacionarse con tratamientos intermitentes con rifampicina en dosis
superiores a 1200mg y los sintomas desaparecen con la suspension del tratamiento.
Otros efectos secundarios menos frecuentes son la insuficiencia suprarrenal por
aumento del catabolismo de los esteroides suprarrenales, tincion anaranjada de las
secreciones, sintomas neurolégicos (somnolencia, fatiga, mareo, ataxia, desorientacion,
parestesias), neutropenia y uveitis anterior, estas dos ultimas relacionadas con una
Cmax sobre 1ug/mL. Por ultimo, recordar que la rifampicina es una conocida inductora
del citocromo p450 (CYP3A) dando lugar a numerosas interacciones farmacoldgicas

(28, 72, 191).
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2. 2. CEMENTOS OSEOS

La incorporacion del polimetilmetacrilato (PMMA) como biomaterial se ha visto
precedida por amplias investigaciones en el campo de la quimica. El acido acrilico se
describe en 1843 pero no se consigue su polimerizacion hasta 1940, momento en el que
se describen dos productos similares, el Plexiglas® aleman y el Perspex® britanico,
empleados para la creacion de laminas de plastico transparente. La aplicacion de
PMMA en cirugia ortopédica no se popularizd hasta la segunda mitad de los afios
noventa, cuando en 1958 Charnley emplea este denominado “cemento acrilico” en el
canal femoral para la fijacion de una prétesis de cadera, pero el polimetilmetacrilato ya
se empleaba desde 1930 para el relleno de defectos 6seos de origen tumoral y fracturas

vertebrales (101).

2. 2. 1. Polimetilmetacrilato: propiedades y polimerizacion

El PMMA es un derivado del &cido acrilico que se define como un polimero
sintético termoestable que al exponerse a temperaturas elevadas produce una reaccion
exotérminca capaz de generar enlaces cruzados entre las cadenas lineales (simples) de
PMMA dando lugar a un producto final con gran entrecruzamiento de cadenas. Esta
reaccion de polimerizacion es irreversible y genera un producto final termoestable,
ligero, con alta resistencia al impacto y de facil combustion. Este PMMA inicial tenia
como inconveniente que para su polimerizacion requeria temperaturas cercanas a los
100°C, pero las investigaciones de Kuzler y Degussa en 1943 permitieron disefar el
PMMA autopolimerizable del que disponemos hoy en dia, con solidificacion a

temperatura ambiente y cuya reaccion exotérmica in vivo no supera los 56°C (137, 310).
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En la actualidad, los cementos 6seos estan formados por un componente solido
(polvo) y otro liquido con ratio 2:1. La fraccion sélida estid formada en su mayor parte
por PMMA asociado a un catalizador de la reaccion de polimerizacion (peroxido de
benzoilo), al que se puede afadir sulfato de bario o dioxido de zirconio, colorante
(clorofila) y un antibiotico en distintas concentraciones en funcion de la casa comercial.
La fraccion liquida estd mayoritarimente compuesta por el mondmero de
metilmetacrilato (MMA) asociado a un acelerante de la reaccién de polimerizacion
(N,N-dimetil-p-toluidina (DmpT)), un estabilizador de esta reaccion (hidroguinona) y
un colorante en concentracion variable dependiente de la casa comercial. Dado que la
polimerizacion del cemento se realiza dentro del organismo, la reaccion debe ser
controlada. La DmpT disuelta en el MMA es una amina terciaria que actia como
activador de la reaccion de polimerizacion inciando el fraguado a temperatura corporal.
Para su activacion debe contactar con el peréxido de benzoilo presente en la fraccion
solida que actlia como iniciador, generandose radicales libres que rompen los enlaces de
carbono activando la DmpT. Por dltimo, la hidroquinona presente en la fase liquida
actia como estabilizador de la reaccion previniendo una polimerizacion prematura en
condiciones de alta temperatura ambiente o exposicién luminica. La presencia de
colorantes (clorofila) y de sulfato de bario o dioxido de zirconio obedece a una demanda
meramente clinica: la clorofila permite distinguir entre los tejidos corporales y el
cemento con facilidad ya que adquiere una tonalidad verdosa, y tanto el sulfato de bario
como el diéxido de zirconio son elementos radiopacos que permiten monitorizar la

integridad del cemento radiograficamente (101, 170).
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2. 2. 2. Aplicacion clinica de los cementos 0seos

En nuestro medio, el cemento 6seo se emplea para la fijacion de componentes
primarios en artoplastia en casi todas las localizaciones, relleno verebral en
vertebroplastias percutaneas, como medio de liberacion de medicamentos (sobre todo
antibidticos), para la construccién de espaciadores en el tratamiento de PJI y para la
aumentacion de fracturas osteoporoticas (170).

El PMMA es capaz de transferir las cargas desde el implante hasta el hueso,
rellenando los espacios entre ambos, amortiguando la transmision de fuerzas y
dispersandolas a lo largo de toda la interfaz. Esto es posible gracias a que las
propiedades termomecéanicas del PMMA son similares a las del hueso. Asi, los
implantes cementados transmiten la carga sobre un area mayor que los no cementados,
siendo esencial para su funcionamiento una adecuada técnica de cementacion que
genere una interfaz implante-cemento y cemento-hueso de calidad. El grado de
interdigitacion del cemento en el hueso esta directamente relacionado con la resistencia
de la interfaz y es por ello que una técnica de cementacion subdptima ha demostrado

aumentar la tasa de revision secundaria a aflojamiento aséptico del implante (185, 239).

El papel del cemento Gseo en el tratamiento de la PJI es dual ya que por un lado
permite la liberacién intra-articular de antibiéticos y, por otro, su uso en forma de
espaciador permite mantener el espacio articular tras el primer tiempo de recambio
evitando la contractura de tejidos blandos periarticulares y manteniendo la longitud del
miembro. En la actualidad, la mayoria de autores recomiendan el uso de cemento 6seo
con antibidtico para la fijacion de componentes tras un recambio en un tiempo, y en

forma de espaciador tras el primer tiempo de un recambio en dos tiempos, pero aun
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existe controversia sobre cudl es la dosis Optima de antibidtico a afadir (119, 204, 212,
267). Se recomiendan espaciadores articulados tras el primer tiempo de recambio tanto
en rodilla como en cadera, habiéndo demostrado mejor recuperacion funcional y
propiciar mayor facilidad para la realizacion del segundo tiempo de recambio que los no
articulados al disminuir el tiempo quirdrgico y el sangrado perioperatorio (108, 212).
Ademaés, debemos tener en cuenta que en muchos casos las comorbilidades del paciente
impiden la realizacion del segundo tiempo de la cirugia y el espaciador se convierte en
el implante definitivo siendo primordial en esta situacion la mayor funcionalidad
posible de la extremidad (39, 58). Aun asi, se describen dos situaciones en el recambio
de una protesis de rodilla en las que la implantacion de un espaciador estatico podria
ofrecer ventajas frente a uno articulado al disminuir el riesgo de luxacion perioperatoria
de la articulacion: cuando exista una pérdida masiva de hueso y ante la presencia de un
aparato extensor incompetente (7).

El uso del espaciador como elemento de interposicion en la articulacion no esta
exento de complicaciones. Se ha descrito una frecuencia de luxacion del 0-20% en
funcién de la serie consultada (61, 261, 283), una frecuencia de fractura periespaciador
de 0,7% en la cadera, 6,8% en la tibia y 2,3% en la porcion femoral de una sustitucién
de rodilla (316), una baja frecuencia de protrusion acetabular (0-0,7%) y una tasa de
rotura del espaciador del 8,6% en aquellos localizados en la cadera y 1,7% en los
localizados en la rodilla (67, 70, 280, 299).

Los espaciadores de cemento pueden clasificarse en preconformados o aquellos
preparados por el cirujano. Los primeros han demostrado disminuir el tiempo quirargico
y las propiedades farmacocinéticas del antibidtico que contienen son mas reproducibles,
pero son mas caros, no permiten individualizar el régimen antibiético y no han

demostrado un perfil de liberacién de antibidtico superior al de los “hechos a mano” por
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el cirujano (212, 267). Por otro lado, los espaciadores hechos por el cirujano permiten
mayor flexibilidad para la eleccion del antibiético a afiadir y la concentracion del
mismo, permitiendo un tratamiento individualizado de la PJI en funcion de los
resultados del antibiograma. Como desventaja, estos espaciadores asocian mayor riesgo
de luxacién y rotura que los preconformados (7). En la figura 6 pueden observarse

ejemplos de espaciadores hechos por cirujanos en distintas localizaciones.

Figura 6: Espaciadores con antibidtico “hechos a mano”. A) cadera con alma de clavo
rush, B) cadera tomando con alma de clavo Gamma, C) codo con una aguja de

Kirschner para fijar el componentes vertical y horizontal y D) rodilla.
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2. 2. 3. Cemento 6seo como vehiculo para la liberacién de antibi6ticos

La idea del cemento 6seo como vehiculo para la liberacién de intra-articular de
antibidticos se remonta a 1970, cuando Buchholz y Engelbrecht consideran la
gentamicina como el antibiético de eleccion para su adicion al cemento Gseo por su
actividad antimicrobiana de amplio espectro, su excelente solubilidad en agua, escasa
alergenicidad y alta estabilidad térmica (25). Desde entonces, el cemento con antibiotico
se establece como una estrategia eficaz en la profilaxis y tratamiento de las infecciones
en cirugia ortopédica. A lo largo del tiempo se han intentado incluir diversos
antibidticos en el cemento dseo con resultados dispares, llegando por ello a definirse las
caracteristicas que debe tener un antibiotico para considerarlo adecuado para su adicion

al cemento y que se encuentran resumidas en la tabla 5 (282, 303).

Hidrosoluble

Amplio espectro antibacteriano

Bactericida a bajas concentraciones

Baja tasa de desarrollo de resistencias

Baja incidencia de resistencias primarias

Liberacion del PMMA a altas concentraciones durante largos periodos de tiempo

Termoestable

Estabilidad quimica al contacto con el monémero

Escasa influencia sobre las propiedades mecanicas del cemento

Bajo riesgo de alergenicidad e hipersensibilidad tardia

Baja union a proteinas plasmaticas

No interaccion con tejidos adjacentes (la tetraciclina se une al hueso)

Esterilizable y estable durante el almacenamiento

Tabla 5: Carcateristicas del antibiotico recomendadas para considerarlo

adecuado para su adicion al cemento
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Los aminoglicésidos (gentamicina y tobramicina) y glucopéptidos
(vancomicina) han demostrado ser los dos grupos de antibidticos que mejor cumplen
con estas caracteristicas.

La cinética de liberacion del antibi6tico contenido en el cemento sigue una
curva bifasica con una etapa inicial de liberacion rapida de 24-72 horas de duracion
seguida por una fase de liberacion continua mas lenta que se mantiene durante dias o
meses (21, 267). La fase inicial depende de la liberacion del antibidtico presente en la
superficie del espaciador, habiéndose demostrado que a mayor superficie mayor es la
liberacion de antibidtico en esta fase (21). La segunda etapa de liberacion continua
depende del antibidtico presente en el nucleo del espaciador, por lo que el aumento de
las concentraciones intra-articulares de antibiotico serd directamente proporcional al
aumento de porosidad del cemento una vez fraguado (183, 267, 297). Las caracteristicas
de las curvas de liberacion de diferentes antibidticos a partir del cemento 6seo se

encuentran reflejadas en la figura 7.

a5 . :
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Time (hours)

Figura 7: Curva bifasica de liberacion in vitro de ciprofloxacino, gatifloxacino y
levofloxacino. De Anguita-Alonso et al, 2006 (10).

Podemos incrementar la porosidad del cemento una vez fraguado mediante dos

estrategias: aumentando la concentracion de antibiotico en el cemento o mediante la
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combinacion de antibidticos. Debe tenerse especial cuidado al aumentar las
concentraciones de antibidtico porque se ha demostrado que aquellas concentraciones
que superan los 4,59 por cada 40g de PMMA alteran las propiedades mecénicas del
espaciador aumentando el riesgo de rotura (119, 144). Ademas, una vez que se alcanza
la CMI el incremento en la concentracion intra-articular de antibidtico no se traduce en
un aumento de su actividad. Respecto a la adicion de un segundo antibidtico, es
frecuente que el perfil de sensibilidad del microorganismo aislado en una PJI requiera la
combinacion de antibidticos para su tratamiento, obteniéndose asi cementos
enriquecidos con dos antibidticos que amplian el espectro de accién microbioldgica y
también modifican la cinética de liberacién. Se han descrito combinaciones de
antibidticos que no producen cambios en las concentraciones intra-articulares totales
(amikacina-vancomicina) y combinaciones con accion sinérgica que aumentan la
liberacion desde el cemento. Este efecto sinérgico se denomina “oportunismo pasivo” y
obedece a que el segundo antibidtico parece actuar como un aditivo soluble aumentando
la porosidad del cemento y con ello la liberacion del primer antibidtico o de ambos (8,
16, 180, 218, 222). Las combinaciones de antibidticos y su efecto en la concentracion

intra-articular de los mismos se encuentran reflejadas en la tabla 6.

Combinacién Efecto
Gentamicina-teicoplanina Aumenta la concentracion gentamicina
Gentamicina-clindamicina Aumenta la concentracion de gentamicina
Gentamicina-linezolid Aumenta la concentracion de linezolid
Gentamicina-vancomicina Aumenta la concentrsacion de gentamicina
Vancomicina-tobramicina Aumenta la concentracion de ambas
Vancomicina-meropenem Aumenta la concentracion de vancomicina
Vancomicina-cefazolina Aumenta la concentracion de vancomicina

Tabla 6: Combinaciones sinérgicas de antibidticos y su efecto.
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Existen cementos comercializados que incluyen antibiéticos en su formulacion.
Como ventajas frente a la preparacion manual de la mezcla han demostrado ofrecer una
distribucion méas uniforme del antibidtico en la fase polvo y cinéticas de liberacion del
antibiotico reproducibles con mayor liberacién total manteniendo las propiedades
mecanicas del cemento (196, 282). En el mercado encontramos presentaciones de
cemento con gentamicina, gentamicina asociada a clindamicina, vancomicina,
vancomicina asociada a gentamicina y eritromicina asociada a colistina. La adicion de
cualquier otro antibiotico debe hacerse de forma manual. Para ello, debemos contar con
un antibidtico con presentacidn en polvo que se mezclara con la fase polvo del cemento.
No deben emplearse presentaciones liquidas porque la presencia de agua interfiere con
la reaccion de polimerizacion y tampoco debe mezclarse el antibiotico con la fase
liquida del cemento porque ha demostrado disminuir a la mitad la resistencia mecénica
del producto fraguado (245, 251). El mezclado debe hacerse de forma manual
intentando conseguir una mezcla homogénea y evitando el mezclado al vacio, porque al
disminuir el namero y cantidad de inclusiones aéreas disminuye la porosidad del
cemento y la con ello la tasa de liberacidn de antibi6tico en un 50% (8, 222).

Se acepta que cuando se emplean cementos con antibiotico con finalidad
profilactica pueden emplearse aquellos con dosis bajas de antibiotico, es decir, <1g de
antibiotico por cada 40g de PMMA pero cuando la finalidad del cemento es el
tratamiento de la PJI las dosis deben ser mayores (8). Actualmente, se considera que la
combinacion de un glicopéptido con un aminoglucdésido es de eleccion para su adicion
al cemento 6seo y el tratamiento de la PJI. Asi, el cemento puede enriquecerse con
vancomicina (1-4g por cada 40g de cemento) y gentamicina o tobramicina (2,4-4,8g por
cada 40g de cemento). Otros antibi6ticos adecuados para ser incorporados al cemento

0seo Yy sus dosis se encuentran detallados en la tabla 7.
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ANTIBIOTICO GRUPO ACTIVIDAD DOSIS por 40g PMMA
Tobramicina Aminoglucésido Gram negativos (Pseudomona) 1-4,8g
Gentamicina Aminoglucésido Gram negativos (Pseudomona, E. coli, Klebsiella). 0,25-4,8g

Aerobios y anaerobios facultativos
Cefazolina Cefalosporina 12 generacion Gram positivos 1-29
Cefuroxima Cefalosporina 22 generacion Gram positivos y negativos 1,5-29
Ceftazicima Cefalosporina 32 generacion Gram negativos (Pseudomona) 29
Cefotaxima Cefalosporina 42 generacion Gram negativos, no Pseudomonas 29
Ceftarolina Cefalosporina 52 generacion 2-49
Ciprofloxacino Quinolona Gram positivos y enterobaterias 0,2-3g
Vancomicina Glicopéptido Gram positivas y meticilin-resistentes 0,5-4¢
Clindamicina Lincosamina Cocos Gram positivos, anaerobios 1-29
Eritromicina Macrélido Cocos y bacilos Gram positivos aerobios 0,5-1g
Colistina Polimixina Gram negativos 0,249
Piperacilina- sulbactam B-lactdmico Gram negativos (enterobacterias y anaerobios) 4-8¢
Aztreonan Gram negativos 49
Tazobactam Inhibidor B-lactimasa Gram negativos (Pseudomona) 0,59

Enterobaterias y anaerobios en combinacién con piperacilina
Linezolid Oxazolidindiona Gram positivos multi-resistentes (MRSA) 1,29
Meropenem Carbapenemico Gram positivos, gram negativos, Pseudomona y anaerobios. 0,5-4g
Daptomicina Lipopéptido Gram positivos 29

Tabla 7: Antibidticos disponibles para ser afiadidos al cemento éseo.
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La principal ventaja del uso del cemento 6seo como sistema de liberacion de
antibioticos es que permite alcanzar concentraciones intra-articulares muy elevadas
minimizando su toxicidad sistémica y, con ello, la aparicion de efectos secundarios que
podrian obligar a la interrupcion del tratamiento. Aunque la absorcion sistémica del
antibiotico existe y en algunos casos persiste hasta 8 semanas desde la colocacion del
espaciador, la tasa de complicaciones sistemicas es muy baja, encontrdndose casos
aislados en la literatura (65). El fracaso renal agudo parece ser la complicacion mejor
relacionada con el uso de espaciadores con aminoglucésidos (116). Se ha descrito con
dosis de gentamicina de 2g por 40g de PMMA, con rosarios de gentamicina (dosis total
de 0,945¢) y con la asociacion de tobramicina y vancomicina (217, 298). En todos los
casos se tratd de pacientes mayores de 75 afios y la extraccion del espaciador supuso la
recuperacion de la funcion renal y el descenso de las concentracions plasmaticas de
antibiotico. Se han descrito otras complicaciones relacionadas con la liberacion intra-
articular de antibioticos pero la fuerza de la asociacion es pobre, dado que muchos de
los efectos secundarios remitian con la suspension de la antibioterapia intravenosa o la
antibioterapia intravenosa no se encontraba detallada en el estudio. Asi, encontramos
casos de fallo hepatico y aplasia medular en relacion al uso de espaciadores con
gentamicina (1g) y vancomicina (1g) por 40g de PMMA, fracaso renal agudo asociado
a espaciadores con 2-3g de vancomicina por 40g de PMMA vy reacciones de
hipersensibilidad asociadas a espaciadores con 1g tobramicina y 1g de vancomicina por

40g de PMMA (30, 113, 135).
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2. 2. 4. Problemas de la adicion de rifampicina al cemento 6seo

Previamente se ha comentado la importancia de la rifampicina en el tratamiento
de todas aquellas infecciones perioprotésicas de origen estafilococico, considerandose la
base de todo protocolo terapéutico por su actividad sobre las bacterias en fase
estacionaria y su capacidad de difusion en el biofilm (134, 166, 234). Estas
caracteristicas hicieron que se investigase su comportamiento al incluirla en el cemento
0seo con el objetivo de conseguir altas concentraciones intra-articulares de rifampicina
para el tratamiento de la PJI. Los primeros estudios fiables datan de 2006, cuando
Anguita-Alonso et al analizan las curvas de liberacién de diferentes antibioticos in vitro.
Estos autores definen una curva de liberacion bifasica de la rifampicina con un pico de
liberacion in vitro a las 24 horas que superaba la CMI estafilococica (figura 8). Durante
sus ensayos describen una anomalia en el fraguado del PMMA cuando se afiadia este

antibiotico, dando lugar a un cemento de fraguado incompleto (10).
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Figura 8: Perfil de liberacion de rifampicina. Anguita-Alonso et al, 2006 (10).
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INTRODUCCION

Esta alteracion de la polimerizacion del PMMA cuando se asocia a rifampicina
parece debersese a que este antibiotico actua “secuestrando” los radicales libres
generados por el peroxido de benzoilo disminuyendo la activacion del DmpT, pero el
mecanismo exacto de la interferencia es aun desconocido. Esta interaccion tiene dos
efectos: modifica el proceso de fraguado y hace que la concentracion maxima de
rifampicina liberada en la fase pico sea menor que la de otros antibioticos, como se
aprecia en la figura 8, pero sigue encontrandose por encima de la concentracion minima
inhibitoria para los estafilococos (0,01-0,02ug/mL) (260). Distintos estudios in vitro
han demostrado que la modificacion del proceso de fraguado del PMMA depende de la
concentracion de rifampicina afiadida al cemento 6seo. Asi, concentraciones del 10%
dan lugar a un cemento de fraguado incompleto que sigue siendo ductil tras 1 hora a
temperatura ambiente y a un cemento fraguado pero el&stico tras 2 horas en las mismas
condiciones ambientales. La disminucién de la concentracién de rifamicina al 2% y 4%
da como resultado un cemento fraguado pero elastico tras 1 hora a temperatura
ambiente (241, 260).

La evaluacion de las propiedades mecanicas de los cementos acrilicos debe
realizarse siguiendo las normas I1SO 5833:2002 y ASTM F451 que definen como
requisitos minimos una resistencia a la compresién >70MPa, un modulo de flexion
>1800MPa y una resistencia a la flexion >50MPa. Diversas publicaciones referentes a la
adicion de rifampicina al cemento 6seo no han conseguirdo superar los 43MPa de
resistencia a la compresion, por lo que no puede considerarse como Optimo para su
aplicacion en la practica clinica en forma de espaciador (81).

Nuestro equipo de investigacion diseid en 2016 un cemento Gseo con
rifampicina microencapsulada, lo que permitié mantener las propiedades mecéanicas del

PMMA por encima de lo requerido por las normativas internacionales (1ISO y ASTM) y
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obtener un tiempo de fraguado cercano al PMMA sin antibidtico. Ademas, la liberacion
de rifampicina contenida en dicho cemento consiguié superar niveles bactericidas in
vitro, del orden de 10-100 veces superior a la CMI para Staphylococcus aureus, sin
afectarse dichas propiedades por la reaccion exotérmica asociada a la polimerizacion

(32, 33, 244).
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2. 3. MICROCAPSULAS PARA LA LIBERACION PROLONGADA

DE ANTIBIOTICOS

La microencapsulacién se puede definir como una tecnologia mediante la cual
se combinan solidos, liquidos o gases con materiales transportadores con propiedades
cohesivas y adhesivas dando lugar a pequefias particulas de flujo libre con tamafios que
varian de 1 a 1000um y en las que el material transportador aisla al material que
transportado del entorno. La microencapsulacion de farmacos tiene como objetivos
evitar su degradacion por agentes medioambientales durante su conservacion, separar
farmacos incompatibles dentro de una misma formulacion y controlar la velocidad de
liberacion del farmaco una vez administrado con el fin de mantener en el tiempo las
concentraciones eficaces y prolongar la duracion del efecto.

El producto de la microencapsulacion recibe el nombre general de
microparticula, aunque segun la disposicion de material transportador y el farmaco
transportado o encapsulado se diferencian dos tipos de estructuras (figura 9):

- Microcapsulas: el material transportador forma una cubierta que rodea al
farmaco, que se localiza en la parte central o nucleo de la particula.
- Microesferas: el farmaco queda disperso por todo el material transportador

formando una matriz en la que no se diferencian nucleo y cubierta.

Figura 9: Estructuras tipo microcapsula (izquierda) y microesfera (derecha).

La microencapsulacion de antibidticos tiene como objetivo principal evitar su

liberacion inmediata una vez administrados, permitiendo la liberacién prolongada en el
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tiempo. Asi el mantenimiento de niveles plasmaticos eficaces durante periodos largos
de tiempo permite aumentar los intervalos de dosificacién. En una administracion
sistémica se sustituiran los perfiles plasmaticos en “diente de sierra”, caracteristicos de
las dosis mdaltiples, por perfiles con pocas fluctuaciones en el tiempo, reduciendo los
efectos secundarios (figura 10). Ambas ventajas conducen a un mejor cumplimiento de
los regimenes de dosificacion por parte de los pacientes y a una mayor efectividad de

los tratamientos.

Higher prevalence of side effects in this region
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Figura 10: Representacion de los niveles plasmaticos de un farmaco administrado en
dosis mdltiples (---) y en microparticulas de liberacién prolongada (— ). MEC:

concentracion minima eficaz; MSC: concentracion maxima segura.

Asi, la administracién de microcapsulas para la liberacién local de antibidticos
proporciona niveles del farmaco superiores a la CME en el lugar de la infeccion durante
prolongados periodos de tiempo, con escaso o0 nulo acceso al torrente circulatorio

evitandose su paso sistémico y, por ello, los efectos secundarios (249, 323).

Los materiales utilizados para elaborar microparticulas de liberacion prolongada
de antibioticos han de ser biocompatibles y biodegradables. Se trata habitualmente de
materiales poliméricos que pueden ser de origen natural o de origen sintético. Dentro de

los polimeros naturales se incluyen polisacaridos como el quitosano, alginato, dextrano
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o el acido hialurénico; polipéptidos como la albimina o la gelatina, y algun poliéster
de origen microbiano como el poli 3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato (PHBV).
Dentro de los polimeros sintéticos, los més utilizados son los poli-a-hidroxiacidos, entre
los que se encuentran el polilactico (PLA), el poliglicélico (PGA), sus copolimeros
(PLGA) vy la policaprolactona (PCL) (71, 253, 323). Ademas de estos materiales
poliméricos, microparticulas de metales como Ag, Cu, CuO, TiO,, SiOz, MgO y ZnO
también se han investigado como transportadores de antibiéticos, siendo de especial
interés las microparticulas de plata dada su actividad antimicrobiana frente a E. coli y
S. aureus (41).

La liberacion de los antibioticos microencapsulados utilizando estos materiales
transportadores se produce bien por difusion a través de la estructura polimérica, por
bioerosion del sistema o, mas frecuentemente, por un mecanismo mixto difusion-
bioerosion, siendo predominante la difusion en el caso de moléculas pequefias e

hidréfilas, y la bioerosion en el caso de moléculas grandes e hidréfobas.

Existen pocos ejemplos en la bibliografia de desarrollo de microparticulas de
antibioticos buscando un efecto sistémico, encontrdndose referencias a la
microencapsulacion de amoxicilina, cefalexina, eritromicina y ceftiofut (117, 151, 169,
247, 301). Las microparticulas con antibiéticos se emplean, principalmente, buscando
un efecto local, siendo administradas por via inhalatoria para el tratamiento de
infecciones pulmonares, tépica para el tratamiento de la candidiasis vaginal, via oral
para el tratamiento de infecciones gastrointestinales e inyectables para la profilaxis de la
infeccion quirdrgica ocular. En la tabla 8 se encuentran reflejados algunos ejemplos

antibidticos microencapsulados para el tratamiento local de infecciones.
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Fuente Antibiético Uso clinico Via
Dimer et al®® Claritromicina Neumonia por P. aeruginosa, | Inhalatoria
E. coliy S. aureus
Wang et al®") Azitromicina Neumonia Inhalatoria
Li et al*%® Eritromicina Neumonia Inhalatoria
Patil et al®®) Rifampicina Tuberculosis pulmonar Inhalatoria
Hickey et al{%?) Capreomicina
Isoniacida
Kanamicina
Ofloxacino
Rapamicina
Johal et al®?? Metronidazol Candidiasis vaginal Topica
Clotrimazol
Hachicha et al®® Vancomicina Profilaxis infeccion herida | Intraocular
quirdrgica
Hao et al®® Amoxicilina H. pylori Oral
Aguero et al® Cefotaxima Colitis ulcerosa, Crohn Oral

Tabla 8: Antibioticos microencapsulados para el tratamiento de infecciones locales

Uno de los campos donde mas interés y desarrollo estd teniendo la

microencapsulacion de antibidticos es en la prevencion y tratamiento de infecciones

0seas.

2. 3. 1. Microcépsulas de antibioticos para profilaxis y tratamiento de infecciones

en traumatologia

Un sistema ideal de administracién de antibidticos para la profilaxis y
tratamiento de infecciones en cirugia ortopédica y traumatologia debe proporcionar una

concentracion antimicrobiana bactericida a nivel local y una liberacion lenta y constante
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del antimicrobiano durante un periodo prolongado. Se considera importante que sea un
sistema biodegradable, evitandose la extraccién quirdrgica una vez que ha ejercido su
accion. Como se ha comentado previamente, la administracion sistémica de antibioticos
para el tratamiento de infecciones dseas y articulares presenta tres importantes
limitaciones:

- Bajas concentraciones en el lugar de la infeccion que obliga a utilizar altas dosis
para alcanzar niveles locales eficaces. Como consecuencia aumenta la incidencia
de efectos secundarios.

- Répida caida de las concentraciones plasmaticas hasta niveles subterapéuticos lo
que obliga a cortos intervalos de dosificacion, incomodos para el paciente y
asociados a altas tasas de incumplimiento.

- Desarrollo de resistencias microbianas asociadas a concentraciones por debajo

de la CMI en el lugar de la infeccion.

Mediante la incorporacion de antibidticos especificos en el cemento 6seo se
consigue una liberacion local, reduciéndose significativamente la toxicidad sistémica,
pero no se consiguen perfiles de liberacion reproducibles y lo suficientemente
prolongados en el tiempo como para no tener que seguir requiriendo la administracion
sistemica de antibioticos. Ademas, como se ha explicado previamente, existen
limitaciones a la hora de incorporar determinados antibioticos al cemento 6seo por el
riesgo de interferir negativamente en las propiedades mecéanicas o fraguado del mismo.
La incorporacion de antibidticos microencapsulados a estos productos sanitarios es una
forma eficaz de modular las concentraciones de farmaco a nivel local manteniéndolas

por encima de la CMI, reduciéndose el riesgo de aparicion de resistencias, y durante un
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periodo de tiempo lo suficientemente largo como para poder prescindir de la

administracion sistémica del antibiotico.

La vancomicina se ha utilizado con frecuencia como antibiético modelo en
aplicaciones relacionadas con nuestra especialidad ya que es un antibiético de amplio
espectro usado ampliamente en dispositivos 0seos y protésicos principalmente como
profilaxis de infecciones bacterianas Gram-positivas. Junto con la gentamicina, son los
antibioticos que méas se han microencapsulado con el objetivo de prevenir o tratar
infecciones Gseas. Los trabajos de Ueng et al (293-295) demuestran la eficacia in vivo
de la vancomicina microencapsulada en el tratamiento de osteomielitis por S. aureus en
conejos, encontrando niveles superiores a la CMI durante un minimo de 21 dias y sin
detectarse efectos secundarios a nivel renal. Ademas, se han disefiado cementos ¢seos
que incluyen antibioticos de ultima generacion (daptomicina o linezolid) en
combinaciéon con vancomicina contenidos en microparticulas de &cido poli (D, L-
lactico-co-glicolico), consiguiéndose una liberacién prolongada de los antibidticos
durante dos meses. Se ha verificado la eficacia de estos cementos frente a S. aureus, y la
biocompatibilidad con osteoblastos humanos, de manera que las formulaciones
desarrolladas se proponen como herramienta terapéutica en el recambio en dos tiempos
(210).

Pueden encontrarse numerosos estudios in vitro en los que se verifica la
liberacion sostenida de gentamicina incorporada en microesferas diferentes polimeros
biodegradables manteniéndose concentraciones superiores a la CMI de S. aureus

durante al menos 12 semanas (60, 305).
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2. 3. 2. Microcépsulas de rifampicina elaboradas con alginato para el tratamiento

de la infeccion periprotésica

La introduccién de las primeras microcapsulas enriquecidas con antibidticos en
el PMMA data de 2010, cuando Shi et al introducen colistina en microesferas de PLGA
y las afiaden al cemento Oseo para prevenir las infecciones por Acinetobacter tras
traumatismos craneoencefalicos con pérdida de masa 6sea (258). Pero no es hasta 2016,
cuando nuestro equipo de investigacion emplea esta estrategia de vehiculizacion de
farmacos a la rifampicina, con la finalidad de mantenerla aislada del cemento 6seo
durante la fase de polimerizacion del mismo, permitiendo obtener un cemento con
caracteristicas mecanicas adecuadas para su uso clinico (244). Al utilizar el cemento
cargado con microcapsulas de rifampicina se consigue que la reaccion exotérmica
secundaria a la polimerizacion altere las propiedades fisicas de las microcapsulas,
aumentando el tamafio de su poro y permitiendo la liberacion de la rifampicina sobre el

cemento ya fraguado.

2. 3. 2. 1. Sintesisy caracterizacion de microcapsulas con rifampicina

Para la fabricacion de las microcapsulas de rifampicina se empled la fraccion en
polvo de Rifaldin 600mg inyectable i.v. (Sanofi, Barcelona, Espafia), que constituira el
nacleo, y como componente de la cubierta se empleé alginato sédico. La
microencasulacion se realizé mediante la técnica de gelificacion ionica (figura 11). Asi,
se suspendié la rifampicina a microencapsular en una solucién acuosa de alginato
sodico afiadiendo esta suspension mediante goteo sobre una solucion acuosa de cloruro

de calcio sometida a una velocidad de agitacién adecuada. Al entrar en contacto el
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alginato sodico con el calcio se produce un intercambio de iones que da lugar a alginato
calcico, que gelifica formando la cubierta rodeando las particulas de rifampicina, y
cloruro sédico que permanece en disolucion. Esta membrana de alginato célcico es

insoluble en agua pero permeable.
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Figura 11: Microencapsulacion por gelificacion idnica de alginato

El analisis por espectrofotometria ultravioleta deerminé una carga de 9,73ug de
rifampicina/g de microcapsulas, lo que supuso una eficacia de microencapsulacion
(cociente entre la rifampicina total encapsulada y la rifampicina de partida) del 60,03%
(168, 244). Las microcapsulas de rifampicina se afiadieron al cemento 6seo en una
proporcién del 5% (2g de microcéapsulas por 40g de PMMA), siguiendo las indicaciones
de Frommelt para el mezclado de los componentes y se crearon cilindos de cemento de
6mm de cidmetro y 12mm de alto (79). Con estos cilindros se determind la cinética de
liberacion de la rifampicina a partir del cemento, utilizando PBS como medio de cesion,

y se obtuvieron los resultados de la tabla 9.
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6 horas 24 horas 48 horas 1 semana
CC (ug/mL) 1,96 2,45 1,25 3,43
DE 1,52 1,45 0,98 2,53

Tabla 9: Concentracion de rifampicina liberada de las microcapsulas a las 6, 24 y 48

horas y a la semana. CC: concentracion; DE: desviacion estandar.

En todos los casos la concentracion de rifampicina detectada se encontraba por

encima de la CMI para estafilococos.

2. 3. 2. 2. Propiedades mecanicas y antimicrobianas

Tras definirse la capacidad de liberacién de rifampicina por parte de las
microcapsulas incluidas en el cemento se procedi6 a la demostracion de las
caracteristicas mecanicas del mismo, segun los requerimientos de la norma
ISO5833:2002. EI cumplimiento de estas caracteristicas es imprescindible para
considerar el cemento como util para la conformacion de espaciadores en la practica
clinica habitual. De esta forma se realizaron ensayos de flexion, compresion y dureza.
Para los ensayos de flexion se fraguo el cemento con microcapsulas de rifampicina en
moldes de 80mm x 10mm x 4mm y se sometio a una carga de 5kN a una velocidad de
ensayo de 5mm/min. Para los ensayos de compresion se fragud el cemento en forma de
moldes cilindricos de 6mm de didmetro y 12mm de alto y se sometieron a una carga de
20kN a una velocidad de 20mm/min. Para los ensayos de dureza se empled una carga de
50N y se midio el tiempo de fraguado. Los resultados de estas muestras de cemento con
rifampicina microencapsulada se compararon con muestras de cemento con rifampicina
sin microencapsular en todos los ensayos previamente descritos y se encuentran

resumidos en la tabla 10.
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PMMA + RIF

microencalsulada

1SO 5833:2002 PMMA + RIF

Resistencia a la >70 74,04+3,57 91,35+6,29
compresion (MPa)

Modulo de > 1800 954+279 2158+195
elasticidad (MPa)

Tiempo de 45 15*

fraguado (min)

Tabla 10: Caracteristicas mecanicas del cemento con microcapsulas de rifampicina
comparado con los estandares I1ISO 5833:2002 y con cemento con rifampicina sin
microencapsular. RIF: rifampicina. * Fraguado en el mismo tiempo que el cemento sin

antibiotico.

Por ultimo, se realiz6 la comprobacion in vitro de la capacidad bactericida del
cemento con microcapsulas de rifampicina para descartar que se produjese algun tipo de
inactivacion de la rifampicina contenida en las microcdpsulas durante el proceso de
gelificacion idnica o durante la polimerizacion. Para ello se disefiaron discos de
cemento con rifampicina microencapsulada de 12mm de diametro y 2 milimetros de
espesor que se colocaron en placas de Petri con Agar sangre previamente sembradas con
0,5 unidades MacFarland de Staphylococcus aureus ATCC 29213™. El halo de

inhibicion se midié con una regla calibrada y fue de 20,78+3,23mm (figura 12).

Figura 12: Halo de inhibicién de un disco de
cemento con rifampicina contenida en
microcapsulas de alginato. De Carbé et al

(32)
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. HIPOTESIS DE TRABAJO

Los objetivos del presente estudio quedan determinados mediante las siguientes

hipétesis de trabajo:

Hipotesis conceptuales (H1)

El cemento con gentamicina al que se incorporan microcapsulas de rifampicina es
mas eficaz en el tratamiento de la infeccidn periprotésica secundaria a Staphylococcus
aureus in vivo que el cemento exclusivamente con gentamicina, presentando niveles

intra-articulares eficaces y sin toxicidad sistémica relevante.

Hipotesis operativa (Ho)

El cemento con gentamicina al que se incorporan microcapsulas de rifampicina no
es mas eficaz que el cemento exclusivamente con gentamicina en el tratamiento de la
infeccion periprotésica por Staphylococcus aureus in vivo.

El cemento con gentamicina al que se incorporan microcapsulas de rifampicina es
mas eficaz en el tratamiento de la infeccion periprotésica in vivo que el cemento

explusivamente con gentamicina pero asocia reacciones de toxicidad sistémica graves.
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3.2. OBJETIVOS

Obijetivo principal

Evaluacidn in vivo de la eficacia antimicrobiana del cemento con microcéapsulas
de rifampicina en el tratamiento de la infeccidon periprotésica por Staphyloccocus

aureus.

Objetivos secundarios

6. La definicion de un modelo experimental de infeccidn periprotésica

7. El disefio de implantes especificos de especie mediante impresion 3D

8. La consecucion de la liberacion de rifampicina intra-articular alcanzando niveles
superiores a la CMI estafilococica in vivo

9. La determinacion mediante andlisis microbiologicos de la superioridad del
cemento con gentamicina y microcapsulas de rifampicina en el tratamiento de la
infeccion periprotésica frente al cemento exclusivamente con gentamicina.

10. La demostracion del adecuado perfil de seguridad in vivo de la rifampicina

contenida en microcapsulas
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4. MATERIAL Y METODO
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4.1. DISENO DEL PROTOCOLO EXPERIMENTAL Y
AUTORIZACION DEL ESTUDIO POR LA AUTORIDAD

COMPETENTE

El objetivo principal del presente apartado es realizar el disefio del protocolo

experimental para conseguir su aprobacion por la autoridad competente.

El material empleado para realizar este disefio fue el software Statgraphics

Centurion XV® (Statgraphics Technologies, Inc. Warrenton, Virginia, USA)

El presente estudio corresponde a la fase preclinica del desarrollo del cemento
6seo con microcapsulas de rifampicina pretendiéndose definir, mediante el uso de un
modelo animal, sus caracteristicas farmacocinéticas, farmacodindmicas y toxicolégicas.

Todo aquel proyecto que implique el empleo de animales debe estar autorizado
por el Organo Competente, en nuestro caso por el Area de Proteccion Animal de la
Comunidad de Madrid. A continuacion se encuentran detallados los puntos principales
del protocolo experimental elaborado segun las directrices del Articulo 33 del Real

Decreto 53/2013.

» Determinacion del nimero de animales, especie y etapa de la vida

Se consideraron necesarios 15 conejos New Zeland White adultos

inmunocompetentes de al menos 3 kg de peso divididos en dos grupos de

experimentacion. En todos los animales se implantd una meseta tibial de acero
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inoxidable disefiada mediante impresion 3D y fueron infectados con una cepa de Staph.
aureus formadora de biofilm. Los dos grupos de experimentacion se dividieron en:
- Grupo R (8 conejos): en el primer tiempo de recambio protésico se implant6 un
espaciador de cemento Palacos® R+G con microcapsulas de rifampicina.
- Grupo C (7 conejos): en el primer tiempo de recambio protésico se implanto un

espaciador de cemento Palacos® R+G de uso habitual en la préactica clinica.

» Condiciones de alojamiento, zootécnicas y de cuidado de los animales

El centro de estabulacién fue el Animalario de la Universidad Complutense de
Madrid. Los animales se alojaron en jaulas individuales pero con contacto visual
constante entre ellos. Se administr6 comida y agua ad libitum. La supervision de los

animales fue diaria durante las 7 semanas de duracion del protocolo.

» Procedimientos y definicion de la severidad de los mismos

En el articulo 33 del Real Decreto 53/2013 se define como procedimiento a la
utilizacion invasiva o no invasiva de un animal para fines experimentales u otros fines
cientificos, cuyos resultados sean predecibles o impredecibles, o con fines educativos,
siempre que dicha utilizacion pueda causarles un nivel de dolor, sufrimiento, angustia o
dafio prolongado, equivalente o superior al causado por la introduccion de una aguja

conforme a la buena practica veterinaria.
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Procedimiento 1: Colocacién de una meseta tibial cementada disefiada mediante

impresion 3D e inoculacidn intra-articular de Staphylococcus aureus

Se realiz6 en todos los animales bajo anestesia general y en condiciones de
asepsia. Implica la reseccién de la metéfisis proximal de la tibia del conejo y
preparacion del canal medular para la colocacion de un inserto de acero inoxidable
disefiado por impresion 3D previa cementacion del mismo con cemento Palacos® sin
antibiotico. Tras el cierre de la artrotomia se inyectdé 1mL con 10°CFU de
Staphylococcus aureus ATCC 29213® formador de biofilm. Este procedimiento se

considera de severidad moderada.

Procedimiento 2: Extraccién de sangre

Se realiz6 en todos los animales a través de la vena marginal de la oreja tras
inmovilizacion en un cepo (figura 13 del anexo). La primera extraccion se realizo a los
7-10 dias de su llegada para permitir su correcta aclimatacion. Se repitio a la semana de
la inoculacion del Staph. aureus para evaluar la alteracion analitica segundaria a la
infeccion. Posteriormente se repitieron las extracciones de sangre a los 4 dias del primer
tiempo de recambio protésico, y de forma semanal durante 4 semanas para monitorizar
la evolucion de los parametros inflamatorios y valorar alteraciones analiticas hepaticas y
renales secundarias a la toxicidad sistémica de la rifampicina. Este procedimiento se

considera de severidad leve.
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Procedimiento 3: Primer tiempo de recambio protésico

Se realiz6 en todos los animales bajo anestesia general y en condiciones de
asepsia a la semana de la infeccion. Implicé la retirada del inserto metalico, toma de
muestras intra-articulares (para su analisis microbioldgico y definicion de la infeccion)
y colocacion de un espaciador de cemento. En los animales del grupo C estaba
compuesto por cemento Palacos® R+G de uso habitual en la practica clinica. En los
animales del grupo R el espaciador estaba compuesto por cemento Palacos® R+G con
microcapsulas de rifampicina y se coloco, ademas, un drenaje intra-articular. Este

procedimiento se considera de severidad moderada.

Procedimiento 4: Toma de muestras intra-articulares

Se realiz6 en los animales del grupo R a través del drenaje a las 6, 24 y 48 horas
del primer tiempo de recambio. El objetivo fue la determinacion de las concentraciones
de rifampicina intra-articulares. A las 72 horas se retir0 el drenaje intra-articular. Este

procedimiento se considera de severidad leve.

Procedimiento 5: Eutanasia y toma de muestras

Se realiz6 en todos los animales a las 4 semanas del primer tiempo de recambio.
Tras la eutanasia con pentobarbital sodico administrado por via intravenosa se procedio
a la toma de muestras intra-articulares para su analisis microbioldgico y poder comparar
las diferencias en el crecimiento bacteriano entre los dos grupos experimentales. Este

procedimiento se clasifica como “sin recuperacion”.
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» Criterios de punto final humanitario

Se considero la eutanasia anticipada del animal en el caso de que algin animal
presente (190, 194):

- Enterotoxemia.

- Puntuacion mayor de 9 en la escala de evaluacion de la severidad del dolor
(309). Para su definicion se confeccionaron las siguientes tablas de valoracion
de la severidad del dolor especificas para nuestro protocolo experimental y las
consiguientes hojas de recogida de datos individuales para cada animal (tabla 11
y tabla 12 en el Anexo). Se consideraron como valores de referencia aquellos

determinados en el preoperatorio.

Descripcion Puntuacion

Peso corporal Sin cambios 0

<10% pérdida peso

10-15% pérdida peso

>20% pérdida peso

Consumo de agua y | Normal

alimento <10-15% de alimento o agua

Hasta 25% de alimento o0 agua

>25% de alimento o agua

O Wl N | O W N -

Aspecto heces Heces redondas en multiples pilas. Volumen
mayor a dos pufiados

Mezcla de heces redondas con heces blandas 1
pobremente formadas. Volumen menor a 1

pufiado

Menos de 40 heces pobremente formadas 2

Respiracion Normal 0

Respiracién por la boca ocasional 1
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Respiracién con la cabeza extendida, salivacion 2

Respiracién con la cabeza extendida y por la 3
boca, tiraje.

Postura Normal (sentado/tumbado) con pelvis sobre el 0
suelo
Encorvado 1
Encorvado con la cabeza en el suelo. 2

Vocalizaciones

Acostado de lado 3
Movimiento pata | Si 0
intervenida No 1
Actividad Normal, espontanea. Huida con proximidad 0

humana.

Disminuida, responden a estimulos umbrales 1

Inactivo, menos alerta, responden a estimulos 2

mas intensos

Automutilacion, inmavil, vocalizaciones 3
Acicalado Piel y pelo limpio y ordenado 0

Pelo erizado 1

Pelo erizado, ralo y sucio 2

Zonas de alopecia, piel y pelo sucios 3

Tabla 11: Escala de valoracién de la severidad del dolor. La puntuacion > 9 se

considera indicacion para la eutanasia anticipada del animal.

Este protocolo experimental se presentd, en primer lugar, al Comité de Etica de
la Universidad Complutense de Madrid, a la que pertenece el centro de cirugia
experimental y estabulacion y, una vez obtenido el informe favorable, al Area de
Proteccion Animal de la Comunidad de Madrid

En el Anexo se incluyen las autorizaciones obtenidas (figuras 14 y 15).
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4.2. DISENO 3D DE MESETAS TIBIALES DE CONEJO Y

ESTUDIO MORFOLOGICO DE LA EXTREMIDAD

El objetivo principal del presente epigrafe es la obtencidn, mediante impresion
3D, de los insertos tibiales a implantar en la rodilla de los conejos que posteriormente
seran infectados con Staphylococcus aureus.

Como objetivo secundario se plantea el estudio de la anatomia y biomecanica de
la rodilla del conejo para definir el mejor abordaje quirargico a realizar para la
colocacidn de los insertos tibiales.

Los materiales empleados para desarrollar este apartado se encuentran en la tabla
13:

- Acero inoxidable para impresion 3D (Shapeways HQ, NY, USA).

- Camara de fotos Canon Power Shot SX240 HS® (Tokio, Japon)

- Impresora 3D BQ Witbox 2® (BQ, Madrid, Espafia)

- Pata trasera derecha de conejo New Zeland White

- Pinzas de diseccion y bisturi

- Polilactico para impresion 3D, SMARTFIL®PLA (Smart Materials 3D Printing
S.L.U, Jaén, Espafia)

- Software Autodesk® Meshmixer™ version 3.1.373 para Mac ©2017
(Autodesk, Inc. San Rafael, CA, USA) de modelado en 3D.

- Software Horos® version 2.3.0 para Mac ©2015 (Annaplois, MD, USA) de
procesamiento de imagen DICOM.

- SuperArgus® PET/TC (SEDECAL-Sociedad Espafiola de Electromedicina y
Calidad S.A, Algete, Madrid, Espafia)

Tabla 13: Materiales empleados para el disefio de mesetas tibiales de conejo y estudio

morfologico de la extremidad
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Para el disefio en 3D de las mesetas tibiales se empled la pata derecha de un
conejo macho New Zeland White (NZW) sin alteraciones musculoesqueléticas
procedente de otro estudio ya finalizado. Para ello se procedio, tras la eutanasia del
animal, a la desarticulacion de la extremidad posterior a nivel de la cadera. Con la
extremidad se realizo, en primer lugar, una Tomografia Axial Computerizada (TC)
(figura 16), que se utilizdé como modelo en el disefio 3D de las mesetas tibiales; v,
posteriormente, se realiz6 un estudio anatomico y biomecéanico de la rodilla con el fin
de definir el abordaje quirtrgico del estudio in vivo descrito en el capitulo de

resultados.

Figura 16: Realizacion de la TC de la pata de conejo
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4. 2. 1. Disefio e impresion 3D de las mesetas tibiales de conejo.

Para la realizacion de la Tomografia Axial Computerizada (TC) que permitiese
la reconstruccion de la anatomia de la rodilla del conejo se empled el escaner
SuperArgus PET/CT. Los parametros de programacion de la TC se encuentran

reflejados en la tabla 14.

Rayos X:

- Intensidad de corriente (uA) 340

- Voltaje (KV) 40
NUmero de proyecciones 360
NuUmero de disparos por proyeccion 8
Tamario de pixel en proyeccion (mm) 0,2 (Binning:4)
Factor magnificacion 1,642
Tamafo del voxel en reconstruccion (mm) 0,1218
Método de reconstruccion FDK
Camas 2
Superposicion (mm) 20
Tamafo del volumen reconstruido cama 1 512x512x574
Tamafo del volumen reconstruido cama 2 512x512x984
NuUmero de imagenes 60

Tabla 14: Parametros de programacion TC. FDK: algoritmo de reconstruccion

Feldkamp-Davis-Kress.

Una vez obtenidas las imagenes DICOM de la TC, éstas se analizaron con el
programa de procesamiento de imagenes Horos® con el fin de confeccionar la
superficie tridimensional de la rodilla del conejo (69). Se realiz6 una segmentacion
inicial definiéndose como “Region de interés” (ROI) la superficie cortical de la
metafisis tibial proximal. Para optimizar el aislamiento de las areas de interés se

establecio un valor de pixel cero para las regiones no incluidas en las ROI y un valor de
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pixel 1000 para las ROI seleccionadas en todo el rango de dindmico de la imagen.
Posteriormente se realiz6 un renderizado volumétrico 3D de las areas seleccionadas con
la mayor calidad, resolucion 0,9 y un valor de pixel de 1000, mismo valor dado a las
ROI. Posteriormente se empleé el programa Autodesk® Meshmixer™ para la
generacion del inserto tibial. Inicialmente se aisldé la metafisis tibial proximal del
sesamoideo lateral y del peroné (12, 223). Tomando como plantilla el contorno de la
superficie articular se disefio un platillo tibial de 4mm de espesor y posteriormente el
sistema de anclaje metafisario del inserto. Se decidié mantener el contorno de la
superficie articular sin modificaciones para proporcionar una superficie rugosa que
favoreciese la adhesion bacteriana (36). Se disefiaron diferentes prototipos de inserto
tibial que se imprimieron en &cido polilactico en las impresoras 3D de nuestro centro
para descartar complicaciones en el proceso de impresion relacionadas con el disefio del
implante. La impresion del inserto definitivo se realizd en acero inoxidable, dada la
mayor afinidad bacteriana por este material en comparacién con otros metales (11, 38,
48). La impresion en acero inoxidable se llevo a cabo por la empresa Shapeways HQ
(NY, USA). En la figura 17 puede apreciarse todo el proceso de reconstruccion de la

tibia del conejo.
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4 Autodesk®
Horos® : Meshmixer™

Figura 17: Proceso de reconstruccién de la meseta tibial del conejo a partir de la
imagen DICOM de la TC (izquierda), definicion de las ROIs (centro) en Horos® y

generacion de la estructura 3D (derecha) en Autodesk® Meshmixer™.

4. 2. 2. Estudio anatémico y biomecanico de la rodilla del conejo

Tras la realizacion de la TC se procedid a la diseccion de la pata del conejo
siendo ésta la primera de toma de contacto con la anatomia de la rodilla del animal y
facilitando asi la posterior cirugia in vivo. La diseccion por planos permitio, a su vez, el
andlisis biomecénico de la articulacion y determinar el abordaje quirdrgico a realizar.

La diseccion de la rodilla del conejo se realizé6 mediante un abordaje parapatelar
medial, mostrando una articulacién formada por fémur, tibia, patela, un sesamoideo
tibial posterolateral (sesamoideo popliteo) y dos sesamoideos femorales inmediatamente
posteriores a cada uno de los céndilos. La cara femoral, compuesta por dos condilos,
presentaba una trdclea bien marcada y con amplia extension proximal, llegando a

suponer ¥ de la longitud total de dicho hueso. En el epicdndilo lateral se identificaron,
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de posterior a anterior, la insercion del ligamento colateral peroneo, tendén popliteo y el
tenddn del extensor largo de los dedos, este ltimo con trayecto intra-articular (53). En
el epicéndilo medial se identifico el origen del ligamento colateral medial, con insercion
en la metafisis tibial.

La metafisis tibial proximal se encontr6 dividida en dos secciones: una posterior
recubierta de cartilago y otra anterior en la que se encontré una tuberosidad tibial
anterior (TTA) prominente y con amplia extension distal (226). La porcidn articular
estaba compuesta por dos platillos recubiertos por sendos meniscos en forma de “C” y
presentaba una importante caida posterior. Entre ambos platillos se encontraron dos
espinas tibiales y la insercion distal del ligamento cruzado anterior.

Como peculiaridades del aparato extensor cabe destacar la presencia de dos
tendones bien diferenciados procedentes de los vastos lateral y medial con confluencia
en el cuadriceps e insercion distal en la patela. EI tenddn rotuliano, con origen en el
polo inferior de la rétula e insercion en toda la longitud de la prominente TTA presentd

una longitud de 2cm y un Hoffa prominente facilmente disecable.

Las estructuras anatomicas identificadas mediante un abordaje parapatelar

medial pueden verse detalladas en las figuras 18 y 19.
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Tendén extensor
largo de los
dedos

Lig. cruzado
anterior

Figura 18: Rodilla derecha de conejo New Zeland White en flexion. Artrotomia

parapatelar medial.

Patela
Tréclea
Hoffa
Tendén rotuliano Ligamento

colateral interno

Tuberosidad .
tibial anterior

Figura 19: Rodilla derecha de conejo New Zeland White en extension. Artrotomia

parapatelar medial.

Dadas las caracteristicas descritas se optd por un abordaje parapatelar medial

para la sustitucion tibial proximal en los animales.
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4. 3. PREPARACION DE MICROCAPSULAS DE RIFAMPICINA

En este apartado se describen los procedimientos seguidos hasta obtener las
microcapsulas de alginato cargadas con rifampicina que se van a utilizar en el estudio in
Vvivo, asi como la caracterizacion realizada de las mismas.

Los materiales empleados para la caracterizacion de las microcapsulas se

encuentran detallados en la tabla 15.

- Acetonitrilo para HPLC de Lab-Scan (Dublin, Irlanda).

- Acido citrico Panreac quimica SAU (Barcelona, Espafia).

- Acido etilen diamino tetraacético (EDTA), Panreac (Espafia).

- Acido fosférico 85 %, Panreac quimica SAU (Barcelona, Espafia).

- Agitador / Calentador IKA® Labor Technik (Alemania).

- Agua destilada desionizada Milli - Q, Millipore®, Merck Milipore,
(Espanfa).

- Autoclave J.P. Selecta S.A. (Barcelona, Espaiia)

- Balanza de precision Mettler AT200 (Suiza).

- Bomba de vacio Biichi Vac-V-500 (Suiza).

- Campana de flujo laminar horizontal Telstar miniVV/PCR (Tarrasa, Esparia)

- Cemento Palacos® R+G con gentamicina, Heraeus (Hanau, Germany)

- Columna de HPLC Tracer Excel 120 C8, 5um, 15 X 0.46cm, Tecknokroma
(Espanfa)

- Cromatdgrafo de liquidos Agilent Technologies, Serie 1200, con inyector
automatico con un bucle de 20ul, y detector ultravioleta/visible. Control
del equipo y procesamiento de los datos mediante el programa
ChemStation Agilent Technologies.

- Dihidrogeno fosfato de potasio, Panreac Quimica SAU (Barcelona,
Espafia).

- Filtros de membrana Durapore® (PVDF) de 0,45 pum; Millipore®, Merk
Millipore (Espaia).
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- Metalizador de oro Emitech K550K, Emitech Ltd (Reino Unido).

- Microscopio electronico de barrido Jeol JSM 6400 (Tokyo, Japon).

- Perclorato de sodio 98 %, Acros Organics (Nueva Jersey, USA)

- pH-metro GLP22, Crison, Barcelona (Espafia).

- Rifampicina Ph. Eur., Fagron Iberica S.A.U. (Barcelona, Espafia).

- Sonicador Selecta Ultrasons 3000513 (Madrid, Espaiia).

- Viales de vidrio tipo Il con cierre elastomérico, Nessler (Madrid, Espafia).

Tabla 15: Materiales empleados para la preparacién y caracterizacion de las

microcépsulas de rifampicina.

Las microcapsulas de rifampicina fueron elaboradas por el equipo de la Dra.
Dna. Francisca Aran en INESCOP.

La esterilizacion de las microcapsulas de rifampicina la realizé la empresa
Aragogamma S.A. (Barcelona, Espaiia)

Las fotografias por SEM fueron realizadas en el Centro Nacional de
Microscopia Electronica.

La cuantificacién de la rifampicina en las microcapsulas se realizé en las
instalaciones del Departamento de Farmacia, Tecnologia Farmacéutica y Tecnologia de

los Alimentos de la Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid.

Las microcépsulas de rifampicina fueron elaboradas mediante la técnica de
gelificacion idnica siguiendo el procedimiento previamente patentado por nuestro grupo
de investigacion (32, 34).

Segun este procedimiento, se parte de una disolucién de rifampicina sodica en
alginato sddico que se deja gotear sobre una solucion de carbonato calcico y quitosano.

Al producirse el intercambio ionico entre el sodio y el calcio se forma alginato célcico
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que gelifica formando una cubierta alrededor de la rifampicina dando lugar a las
microcapsulas.

Las microcapsulas, elaboradas por el grupo de la Dra. Aran, se envasaron en
viales de vidrio con cierre elastomérico y enviaron a la empresa Aragogamma para su
esterilizacion por radiacion gamma en condiciones de sobreesterilidad (80, 110, 238,
246), es decir, recibiendo una dosis total de 25KGrays. No se considerd la esterilizacion
en autoclave por la aglutinacion de las microcapsulas ni la esterilizacion con 6xido de

etileno por la dificultad técnica asociada.

4. 3. 1. Determinacion del contenido de rifampicina en las microcapsulas

Para la determinacion del contenido de rifampicina en las microcapsulas se puso
a punto un método analitico por Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC). Para
ello se pesaron 10mg de microcapsulas y se afiadieron sobre 7 mL de una solucién de
EDTA 0,25M. Se mantuvo en ultrasonidos durante 15min con el fin de disolver la
cubierta de las microcapsulas. Pasado este tiempo se enrasé a 10mL y se afiadieron 10
ml de metanol para precipitar el alginato. Se centrifugé a 2500 rpm y 20°C durante 10
minutos y se retird el sobrenadante que se filtrd por un filtro de 0,45 micras y se analizd
por HPLC.

De los diferentes métodos descritos en la bibliografia para la cuantificacién de
rifampicina en formas farmacéuticas (14, 77, 88, 162, 254), se selecciond el método por
HPLC descrito en la Real Farmacopea Espafiola (243) que se modifico ligeramente para
reducir los tiempos de retencion. Las condiciones analiticas estan recogidas en la tabla

16.
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Columna

Fase movil

Flujo
Deteccion (1)
Volumen de inyeccion

N° pinchazos/muestra

Tracer Excel® 120 C8 Sum 15x0.46mm

Mezclar 40 volimenes de acetonitrilo y 60
volumenes de una disolucion que contiene 0,1 % v/v
de &cido fosforico, 1,9 g/L de perclorato de sodio, 5,9
g/L de acido citrico y 20,9 g/L de dihidrogenofosfato
de potasio.

1,8mL/min

254nm

20uL

2

Tabla 16: Condiciones del analisis por HPLC

Para la preparacion de la fase movil, una vez mezclados todos sus componentes,

se procede a su filtracion a vacio con filtros de membrana Durapore® de 0,45 pum y a su

posterior desgasificacion durante 15 minutos en un bafio de ultrasonidos.

Antes del analisis de las microcapsulas se elabord una curva de calibrado con
rifampicina patron. Se parti6 de una solucion madre de rifampicina con una
concentracion de 5mg/mL y a partir de ella, por dilucién en fase mévil se prepararon 5
soluciones patron con un intervalo de concentraciones de 5 a 100ug/mL que se
analizaron en las mismas condiciones. La figura 20 representa los resultados obtenidos
al analizar por HPLC las soluciones patron de rifampicina. Se observa que existe una

relacién lineal entre la concentracion de rifampicina y el area del pico de los

cromatogramas, con un coeficiente de correlacion superior a 0,999.

87




3000 +

2500 -

2000 -
S 1500 -
<

1000 -

y =24,806x+4,5199
500 R?=0,9994
0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

concentracion (ug/mL)

Figura 20: Curva de calibrado de la Rifampicina en fase movil obtenida con las

condiciones analiticas recogidas en la tabla 16.

Utilizando esta recta se determino el contenido en rifampicina de tres muestras

de microcéapsulas obteniéndose los resultados recogidos en la tabla 17. Segln los

mismos, las microcapsulas tienen un contenido medio de 2,48mg de rifampicina/100mg

de microcépsulas.

Muestra| AUC CC (ng/mL) | % Rifampicina
M1 306,26 12,16 2,43
M2 302,34 12,01 2,40
M3 326,50 12,98 2,60
Media 2,48
c 1,05

Tabla 17: Cuantificacion de la rifampicina contenida en

las microcapsulas

Una vez conocida la cantidad de rifampicina contenida en las microcapsulas se

procedié a preparar las mezclas de microcapsulas con Cemento Palacos® R+G con

gentamicina que se utilizaran en el modelo animal. Para ello se trabajé en campana de
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flujo laminar, con el fin de mantener las condiciones asépticas, a una temperatura de
21°C y una humedad relativa del 51%. Para calcular la cantidad de microcapsulas a
afiadir sobre el cemento en polvo se tuvo en cuenta la informacién recogida en la
patente sobre la concentracion de microcapsulas y de rifampicina en las mezclas con
cemento que garantizan el efecto antimicrobiano a la vez que adecuados tiempos de
fraguado y resistencia mecanica (32):
- Seccién 7: la concentracién de microcapsulas en el cemento puede variar del
0,1% al 20% en peso, con respecto al peso total del cemento dseo.
- Seccidn 8: la concentracion de antimicrobiano en el cemento 6seo puede variar
entre el 0,01 y el 10% en peso, con respecto al peso total del cemento 6seo.
- La concentracion de rifampicina en el cemento 6seo que demostré actividad

inhibitoria frente a Staphylococcus aureus fue del 0,3%.

Este dato se utilizo para determinar la cantidad de microcapsulas a incorporar al
cemento 0seo, de manera que para conseguir una concentracion de rifampicina en la
mezcla del 0,3%, las microcapsulas de rifampicina han de mezclarse con el cemento en
una relacion 1:8,3. Con esta relacion, la concentracion de microcapsulas en el cemento
es del 12%p/p. Las mezclas en polvo se envasaron en recipientes de vidrio de boca

ancha previamente esterilizados por calor humedo en el autoclave.

4. 3. 2. Visualizacion microscopica de las microcapsulas.

Para la observacion de las microcapsulas por SEM se colocaron en

portamuestras metalicos y se recubrieron con oro coloidal en la metalizadora durante 5

minutos con el fin de hacerlas conductoras.
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Las microcapsulas de rifampicina se presentan como un sélido granular, de flujo
libre y de color rojo muy oscuro. Al microscopio electronico, a 100 aumentos, se
presentan como estructuras de diferente tamafio e irregulares debido a la presencia de
cristales de rifampicina en su interior (figura 21A). A mayor aumento (figura 21B) se
aprecia la superficie rugosa de las microcapsulas debido a la cubierta de alginato. En
algunas de ellas se observa la presencia en la superficie de dos tipos de cristales:
cubicos y prismaticos (figura 22). Mediante andlisis elemental se ha determinado que
los cristales cubicos estdn compuestos por cloro y sodio. Este cloruro sodico se habria
producido como consecuencia del intercambio idnico entre el alginato soédico y el
cloruro célcico durante la formacion de las microcépsulas. Los cristales prismaticos
estan compuestos por cloro y calcio y, por ello, corresponden a restos de cloruro calcico

del medio de formacion de las microcapsulas.

Figura 21: A) Aspecto de las microcapsulas de rifampicina al microscopio electrénico

(x100). B) Aspecto de superficie de las microcapsulas de rifampicina al microscopio
electronico (x1000).
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Figura 22: Presencia de cristales de cloruro sédico y de cloruro calcico en la superficie
de las microcépsulas de rifampicina (A: x4000; B: x800).

En la figura 23 se puede apreciar el aspecto de las particulas de PMMA al
microscopio electronico de barrido. Estas particulas son esféricas y de un tamafio
sensiblemente inferior al de las microcapsulas (figura 21) lo que dificulta la
homogenizacion y la estabilidad de la mezcla (274). En la figura 24 del anexo se
presenta una fotografia de las mezclas ya preparadas y envasadas. La homogenizacion

de las mezclas se realiz6 por agitacion del envase.

Z00pm

Figura 23: Aspecto de las particulas de PMMA al microscopio electrénico (x200)
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En la figura 25 puede apreciarse la heterogeneidad del cemento con

microcapsulas de rifampicina una vez fraguado al visualizarlo con una lupa .

Figura 25: Imagen de la superficie del cemento con microcapsulas de rifampicina ya

fraguado. Las inclusiones rojizas corresponden a la rifampicina.
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4.4. EVALUACION IN VIVO DE LA EFICACIA DEL CEMENTO

OSEO CON MICROCAPSULAS DE RIFAMPICINA

El objetivo principal del presente epigrafe es la determinacion en el modelo
animal de la eficacia del cemento dseo con microcdpsulas de rifampicina en el
tratamiento de la infeccion periprotésica.

Como objetivos secundarios se establecieron la definicion de la infeccién a nivel
microbiologico, clinico y analitico y el control evolutivo de estos parametros tras el

primer tiempo de recambio protésico.

Los materiales empleados para esta evaluacion de la eficacia in vivo del cemento

0seo con microcapsulas de rifampicina se encuentran detallados en la tabla 18.

- Agujas intramusculares de 21G, de carga de 18G y subcutineas de 25G
SurGuard®2, Terumo (Laguna, Philippines)

- Autoclave J.P. Selecta S.A. (Barcelona, Espaiia)

- Balanza analitica Mettler Toledo AT200 (Madrid, Espafia)

- Balanza Jadever JWE-15K (Duran, Ecuador)

- Bisturis estériles n°11 KRAPE (Madrid, Espafia)

- Catéteres 24GA BD Insyte™ (NJ, USA)

- Cemento Palacos® R sin antibidtico, Heraeus (Hanau, Germany)

- Cemento Palacos® R+G con gentamicina, Heraeus (Hanau, Germany)

- Cepa Staphylococcus aureus ATCC® 29213

- Clorhexidina alcohdlica tintada 2% Bohmclorh®, BOHM (Madrid, Espafia)

- Drenaje n° 8 de silicona, Fortune Medical (Taipei, Taiwan)

- Fijador de caudal para sets de infusién Dosi-Flow, Leventon (Barcelona,
Espafia).

- Gasas estériles

- Guantes estériles
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- Jeringas Emerald™ de 2, 5y 10mL, BD (NJ, USA)

- Ketamina Anesketin® 100mg/mL, Dechra Pharmaceuticals (Northwich, UK).

- Llave de tres pasos Connecta™, BD (NJ, USA).

- Meloxicam Inflacam® 5mg/mL, Virbac (Niza, France).

- Meseta tibial de acero inoxidable

- Microcapsulas de rifampicina

- Motor y sierra Aesculap, Braun (Aschaffenburg, Alemania)

- Pafios estériles

- Pentobarbital sédico Dolethal®, Vetoquinol (Madrid, Espafia)

- Rasuradora Philips Multigroom (Amsterdam, Paises Bajos)

- Seda Aragd 0 (Barcelona, Espafia)

- Separadores, gubia, pinzas, tijeras

- Sistema de infusion CareFusion™, BD (NJ, USA).

- Software SPSS Statistics®, 22.0 para Mac (IBM, NY, USA)

- Suero fisioldgico 0,9%, Braun (Aschaffenburg, Alemania).

- TermOmetro rectal

- Venda cohesiva flexible de 5cm de ancho Co-Plus® LF, BSN Medical
(Hamburg, Germany)

- Venda eléastica de Crepe de 5cm de ancho, Apositex (Badajoz, Espafia)

- Vycryl™ 2/0, Ethicon (NJ, USA)

- Xilacina Xilagesic® 20mg/mL, Calier (Barcelona, Espafia).

Tabla 18: Materiales empleados para la evaluacion in vivo de la eficacia del cemento

6seo con microcépsulas de rifampicina.

Para la evaluacion in vivo de la eficacia del cemento 6seo con microcapsulas de
rifampicina se siguié el protocolo previamente disefiado (apartado 4.1. “Disefio del
protocolo experimental”) segun el cual se realizé una primera cirugia de sustitucion de
la metéfisis tibial proximal por el inserto metalico disefiado en el apartado 4.2 (“Disefio
3D de mesetas tibiales de conejo y estudio morfolégico de la extremidad”) e infeccion
con S. aureus ATCC 29213 formador de biofilm. Una semana después se comprobd la

presencia de infeccidn a nivel analitico, clinico y microbioldgico.
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Tras comprobar la presencia de infeccion, se realizd el primer tiempo de
recambio protésico dividiéndose los animales en dos grupos de experimentacion: Grupo
R en el que se empled para la construccion del espaciador cemento Palacos® R+G con
microcapsulas de rifampicina y un Grupo C en el que se empled cemento Palacos®
R+G de uso clinico habitual. Tras 4 semanas durante las que se llevaron a cabo
controles analiticos para monitorizar la evolucién de la infeccion y la toxicidad
sistémica de la rifampicina se procedi6 a la eutanasia de los animales y toma final de
muestras intra-articulares para establecer las diferencias entre ambos grupos de
experimentacion en lo que a curacion de la infeccion se refiere. Para evitar artefactos a
la hora de interpretar los resultados no se administrd antibioterapia intravenosa a

ninguno de los grupos de estudio.

4. 4. 1. Estabulacion y aclimatacion

Para la evaluacion in vivo de la eficacia del cemento 6seo con microcapsulas de
rifampicina se emplearon una total de 15 conejos hembra de mas de 3kg de peso,
estabulados en el Animalario de la Facultad de Medicina de la Universidad
Complutense de Madrid en jaulas segun la normativa establecida en el Real Decreto
53/2013 del 1 de Febrero. Antes de iniciar cualquier manipulacion de los animales se

esper6 un periodo de aclimatacién de 10 dias (197).

4. 4. 2. Determinacion de los valores basales

Tras el periodo de aclimatacion de los conejos se registraron el peso, la

temperatura rectal, y el consumo de agua y comida en 24 horas. También se realiz6 una

primera determinacion analitica para establecer los valores hematoldgicos vy
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bioquimicos basales mediante la técnica detallada en el apartado 4. 5. “Metodologia

analitica”.

4. 4. 3. Esterilizacion del material

Se llevo a cabo la esterilizacion en autoclave de todo el material quirdrgico, de los
contenedores de cristal para la divisién del cemento, de los botes y tubos Eppendorf
para la toma de muestras y de las mesetas tibiales de acero inoxidable. Se esterilizaron

por calor himedo en autoclave a 134°, a 2 atmoésferas durante 10 minutos.

4. 4. 4. Preparacion del in6culo

La cepa de Staphylococcus aureus meticilin-sensible ATCC 29213 fue cultivada
a 37° durante una noche en agar tripticasa soya. Posteriormente se diluyo en suero
salino y se prepararon soluciones de 1mL con una concentracion de 10°CFU en tubos

Eppendorf para su inoculacion (6, 197).

4. 4. 5. Protocolo anestésico y analgésico

Para la induccién anestésica se procedié a la administracién intramuscular en el
gliteo derecho de 50mg/kg de ketamina y 10mg/kg de xilacina. Una vez sedado el
animal se cateterizo la vena marginal de la oreja con un catéter de 24G al que se conectd
una llave de tres pasos para la perfusion de suero salino fisiolégico 0,9% a una
velocidad de 10mL/h y administracion de anestesia de mantenimiento de ser necesaria.

El mantenimiento anestésico se realiz6 mediante la administracién de 1mL de una
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disolucion de 10mg/mL de ketamina. Se consideraron signos de despertar la presencia
de reflejo corneal, parpadeo u hociqueo espontaneos, movimiento de miembros
inferiores o la masticacion. Para la mejor identificacion del reflejo de masticacion y
ayudar a mantener la permeabilidad de la via aérea durante la cirugia se fabricaron unos
tubos de Guedel recortando el protector de los catéteres de 24G. En la figura 26A se
puede observar la cateterizacion de la vena marginal de la oreja y colocacion de la llave
de tres pasos para la perfusion de suero salino fisioldgico y administracion de anestesia
de mantenimiento, que se mantuvo durante toda la cirugia. En la figura 26B se aprecia
el tubo de Guedel colocado al animal anestesiado con el fin de identificar de forma
répida el reflejo de masticacion (uno de los indicadores de despertar anestésico) y

ayudar a mantener la permeabilidad de la via aérea durante la cirugia.

Figura 26: A) Sistema de infusion de suero en vena marginal de la oreja. B) Tubo de

Guedel fabricado con protector de catéter.

La analgesia se realizd con meloxicam a dosis de 1mg/kg mediante inyeccion
subcutanea interescapular. La primera dosis se administrd una vez terminada la cirugia

y se repitié cada 24 horas durante los primeros cuatro dias postoperatorios (51, 205,
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228, 281). La medicacion empleada para la anestesia y analgesia con sus respectivas

dosis se encuentra reflejada en la tabla 19.

Farmaco Via Dosis
Ketamina
- Induccién Intramuscular 50mg/kg
- Mantenimiento Intravenosa 10mg/kg
Xilacina Intramuscular 10mg/kg
Meloxicam Subcutanea 1mg/kg

Tabla 19: Anestésicos y analgésicos utilizados

Las vias de administracién empleadas para la administracion de analgésicos y

anestésicos en los conejos NZW se encuentran ilustradas en la figura 27.

Figura 27: A) Cateterizacion de vena marginal de la oreja para mantenimiento
anestésico en conejo NZW, B) Induccion anestésica por via intramuscular, C)

Administracion de analgesia por via subcuténea interescapular.
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4. 4. 6. Sustitucion de la meseta tibial e inoculacion

Una vez anestesiado el animal se procedio al rasurado de la rodilla derecha y
lavado del campo quirtrgico con clorhexidina alcohodlica. Se preparé el campo con un
pafio fenestrado adhesivo y se realizé una via anterior a la articulacion de la rodilla
tomando como referencias la rétula y la tuberosidad tibial anterior. Tras abrir la piel y el
tejido celular subcutaneo se realizé la artrotomia por via parapatelar medial. Se reseco
la grasa de Hoffa y ambos meniscos. Se localizo el tendon del extensor largo de los
dedos, el ligamento colateral medial y se seccioné el ligamento cruzado anterior para
poder luxar la articulacion femorotibial. Tras colocar dos separadores para proteger el
tenddén extensor de los dedos y el ligamento colateral medial se realizé el corte de la
meseta tibial de 4mm de espesor utilizando una sierra con motor. Posteriormente se
prepard el canal medular tibial para alojar el teton del inserto con una gubia y se
comprobo la estabilidad del implante. En la figura 28 puede visualizarse la exposicion
de la articulacion de la rodilla mediante una abordaje parapatelar medial. La fecha

marca el tendon del extensor de los dedos y el asterisco el ligamento cruzado anterior

Figura 28: Exposicion de la

articulacion de la rodilla.
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En la figura 29 puede apreciarse la realizacion del corte tibial y el aspecto del

canal medular tras su preparacion para albergar el inserto metalico.

Figura 29: A) Reseccion de metéfisis tibial proximal; B) Preparacion de canal tibial
para albergar el tetén del inserto.

Una vez comprobado el adecuado posicionamiento del implante se realizdé un
lavado con suero salino fisiologico y se procedio a la cementacion del componente tibial
con cemento Palacos® R sin antibiético. Para cada animal se mezclaron 8g de fraccion
polvo de cemento con 4mL de fraccion liquida hasta conseguir una mezcla homogénea,
se coloco en la metéfisis tibial seca y sobre el cemento se implant6 la meseta tibial de

acero inoxidable disefiada mediante impresion 3D (figuras 30 y 31).
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Figura 30: A) Mezclado de fraccion liquida y polvo de Palacos® R sin antibiético. B)

Cementacion de metéfisis tibial proximal.

Figura 31: Implante definitivo: vision anterior de la meseta tibial de acero inoxidable

cementada.

Tras el fraguado del cemento se redujo la articulacion y se cerr6 la artrotomia

con una sutura continua de Vicryl de 2/0, como se puede ver en la figura 32.
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Figura 32: A) Vision lateral con articulacion reducida. B) Cierre de la artrotomia con

sutura continua de Vicryl.

Tras el cierre de la artrotomia se realizo la inoculacion intra-articular, con una
aguja de 25G, de 1mL de solucidn salina con 10°CFU/mL de Staphylococcus aureus
ATCC 29213 previa homogenizacién de la suspensién con un agitador tipo vortex con
el fin de evitar la sedimentacion. El cierre cutaneo se llevd a cabo con una sutura
continua de seda. En la figura 33 se muestra como se homogenizé el indculo, el

momento de la inoculacion y el posterior cierre cutaneo con seda.
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Figura 33: A) Homogenizacion de 1mL de la solucién de S. aureus. B) Inoculacion

intra-articular y C) Cierre cutaneo con seda.

Tras el cierre se procedio al vendaje de la pata del animal con venda el&stica de
crepe que se cubrid con una venda adhesiva para evitar la manipulacion del la herida y

del vendaje por parte del animal (figura 34).

. Figura 34: Vendaje
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4.4.7. Primer tiempo de recambio

Una semana después de la infeccion se registraron el peso y temperatura de los
animales, se obtuvieron muestras sanguineas para el analisis bioquimico y hematol6gico
de la vena marginal de la oreja y se realizd el primer tiempo de recambio. Tras
anestesiar el animal y el lavado del campo con clorhexidina alcohdlica se empled la
misma via parapatelar medial para el abordaje de la articulacion de la rodilla. Tras la
limpieza con abundante suero salino fisioldgico, retirada de esfacelos y de la sinovial
hipertrofica se retiro el inserto tibial y el cemento remanente en la metéfisis tibial. En la
figura 35 puede verse el aspecto de la rodilla tras la retirada del inserto tibial,

aprecidndose abundante sinovitis y el cemento en la metéfisis tibial.

Figura 35: Aspecto de la rodilla tras una semana de la inoculacidn intra-articular de S.

aureus.

Se enviaron como muestras para cultivo microbiologico el inserto tibial, una
muestra de partes blandas (capsula o remanente de cruzado anterior de estar presente) y

una muestra de hueso procedente de la meseta tibial. Cada inserto, junto con restos de
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cemento fueron recogidos en un vial estéril, y en dos tubos Eppendorf, también
estériles, se recogieron muestras de partes blandas y de hueso metafisario de cada

animal (figura 36).

Figura 36: Muestras para analisis microbioldgico. De izquierda a derecha: tubo
Eppendorf con muestra de partes blandas, tubo Eppendorf con muestra de hueso

metafisario y vial con inserto metalico y restos de cemento.

Todas estas muestras se transportaron en hielo para su analisis segun la técnica

descrita en el apartado 4. 5. “Metodologia analitica”.

Se lavd con abundante suero la articulacion y se procedié a la preparacion del
espaciador de cemento. En este momento se realiza la division de los animales en los
dos grupos de estudio. En los animales del grupo R (R1 a R8) se prepar6 el cemento
Palacos® R+G con microcapsulas de rifampicina afiadiéndose en condiciones estériles
1g de microcédpsulas a 8g de la fraccion polvo del cemento hasta conseguirse una
mezcla homogénea. EI cemento de este grupo contenia un 12,5% de microcapsulas de
rifampicina. Intraoperatoriamente se afiadieron los 4mL de fraccion liquida hasta

conseguirse una mezcla homogenea (figura 37).
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Figura 37: A) Mezcla de cemento con microcapsulas de rifampicina. B) Espaciador de

cemento con microcapsulas de rifampicina.

En los animales del grupo C (C1-C7) se empled cemento Palacos® R+G
solamente con gentamicina como antibiético, el cemento de uso clinico habitual. En
este caso también se emplearon 8g de fraccion polvo y 4mL de fraccion liquida. Tras la
aplicacion del cemento se comprob6 la estabilidad del espaciador. En los animales del
grupo C se procedio al cierre directo de la artrotomia con Vicryl y de la piel con seda.
En los animales del grupo R se dejé un drenaje intra-articular de silicona para a toma de
muestras de liquido articular y determinacion de la rifampicina liberada a partir del
cemento, se dejo blogueada la salida con un tapon (figura 38). La técnica de vendaje fue

similar a la empleada tras la primera cirugia.
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Figura 38: Drenaje intra-articular. A) Implantacién intraoperatoria; B) Aspecto tras 24

horas de la cirugia.

4. 4. 8. Criterios diagnésticos de infeccion

Para el diagndstico de la infeccién presente una semana después de la
inoculaciéon se determind la temperatura rectal, el peso y se tomaron muestras
sanguineas el mismo dia del primer tiempo de recambio protésico para definir la
férmula leucocitaria, nimero de plaquetas y VSG. Intentando reproducir los criterios
diagndsticos de infeccién empleados en humanos (215) se definié la presencia de
infeccion como se detalla en la tabla 20. Debido al escaso volumen de liquido articular
de los animales se decidi6 emplear como criterios diagndsticos de infeccion la
modificacion del recuento linfocitario y plaquetario en sangre en lugar de la leucocitosis
y neutrofilia en liquido articular que se emplea como diagnoéstico en la practica clinica

habitual.
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Al menos un criterio mayor (211):
- Presencia de fistula que comunique con la articulacion

- Al menos dos cultivos intra-articulares positivos para S. aureus

Al menos tres criterios menores (124, 174):
- Recuento leucocitario superior a 9,7-10%/uL
- Linfopenia < 30%
- Trombocitosis > 650-10%/uL
- VSG >5mm

- Un cultivo positivo

Tabla 20: Criterios diagndsticos de infeccion en el modelo animal

4. 4. 9. Control evolutivo: determinacion de la toxicidad sistémica de la rifampicina

y definicion de la curva de liberacion intra-articular

Se controlaron de forma diaria el consumo de agua y comida y los signos de
sufrimiento animal segun la tabla 12 disefiada en el apartado 4.1 “Disefio del protocolo
experimental”.

Para determinar la evoluciéon de la infeccion y la toxicidad sistémica de la
rifampicina tras la colocacion del espaciador, se pes6 a los animales, se tomoé la
temperatura rectal y se tomaron muestras sanguineas a los 4 dias del primer tiempo de
recambio y posteriormente de forma semanal hasta la cuarta semana, en la que se llevd
a cabo la eutanasia del animal. Se considerara toxicidad renal secundaria a la
rifampicina o gentamicina con valores de creatinina superiores a 2,5mg/dL y toxicidad
hepatica secundaria a la rifampicina con valores de bilirrubina total superiores a
0,5mg/dL, AST > 113UI/L o ALT > 80UI/L (228). Al igual que en la practica clinica

habitual se considerara como hepatotoxicidad grave aquella elevacion de ALT
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consideradas de grado 3 o superior segun las directrices de la International Conference
on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for

Human Use que se encuentran resumidas en la Tabla 21 (160).

Valor ALT Valones conejo NZW
Grado 0 Parametros dentro de los limites <80 UI/L
normales
Grado 1 LN x 1,25-3 100-240
Grado 2 LN x 3-5 240-400
Grado 3 LN x 5-10 400-800
Grado 4 LN x >10 >800
Tabla 21: Monitorizacién de la hepatotoxicidad secundaria a rifampicina. LN:
limites normales (118)

Tambien tras el primer tiempo de recambio se recogieron muestras de liquido
articular a traves del drenaje en los animales del grupo R a las 6, 24, 48 y 72 horas de la
colocacion del espaciador para determinar la liberacion intra-articular de la rifampicina
contenida en el cemento. La toma de muestras se realiz6 mediante aspiracion con una

jeringa de 10mL y una aguja de 18G.

4. 4. 10. Eutanasia y toma de muestras finales

A las 4 semanas de la realizacion del primer tiempo de recambio se procedio6 a la
toma de muestras sanguineas y registro de peso y temperatura. Posteriormente se llevé a
cabo la eutanasia de los animales con Pentobarbital sodico a una dosis de 200mg/kg. Se
administro por via intravenosa a través del mismo catéter de 24G empleado para la toma

de muestras sanguineas.
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Tras la eutanasia del animal se procedié en condiciones de asepsia a la toma de
muestras intra-articulares para cultivo microbiologico. Para ello se lavo el campo con
clorhexidina alcoholica, se aislé con un pafio fenestrado estéril y empled la misma via
parapatelar medial para el acceso a la articulacion de la rodilla. Se tomaron muestras de
partes blandas (capsula, tenddn rotuliano o tendon del extensor de los dedos), hueso
(tibia) y se recogié el espaciador de cemento para su analisis microbiolégico,
transportdndose las muestras en hielo. En la figura 39 puede observarse el aspecto de la
articulacién de uno de los conejos del grupo R (con microcépsulas de rifampicina) y los
viales empleados para la toma de muestras microbioldgicas de cemento, partes blandas

y hueso.

Figura 39: A) Aspecto de la rodilla con el espaciador de cemento con rifampicina tras 4
semanas de su implantacion (R1). B) Muestras para analisis microbiologico, de

izquierda a derecha: espaciador de cemento, hueso y partes blandas.

El cronograma de los procedimientos realizados durante el estudio se encuentra

recogido en la figura 40.
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Figura 40: Cronograma de los procedimientos realizados durante el estudio. El
sombreado naranja representa los dias en los que se administro analgesia subcutanea. La
flecha representa los dias de toma de muestras intra-articulares. AS: toma de muestras

sanguineas.
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4.5. METODOLOGIA ANALITICA

El objetivo principal del presente epigrafe es la determinacion de los parametros
necesarios para identificar la presencia de infeccién protésica, evaluar la evolucion de la
misma y detectar la toxicidad sistémica de la rifampicina en los animales usados en el
estudio; asi como poner a punto y describir la metodologia analitica utilizada para su
determinacion bioguimica, hematoldgica y microbioldgica.

Ademas, como objetivo secundario se definié y puso a punto la metodologia
analitica que permitié determinar el perfil de liberacion de rifampicina intra-articular a
partir del espaciador de cemento implantado en el primer tiempo de recambio.

Los materiales empleados se encuentran detallados en la tabla 22.

- Acetonitrilo para HPLC de Lab-Scan (Dublin, Irlanda).

- Acido citrico Panreac quimica SAU (Barcelona, Espafia).

- Acido fosférico 85 % Panreac quimica SAU (Barcelona, Espafia).

- Acido hialuronico, Fagron Iberica S.A.U. (Barcelona, Esparia)

- Agar Tripticasa soya

- Agitador / Calentador IKA® Labor Technik (Alemania).

- Agitador tipo vortex mixer VELT scientifica ZX classic (Usmate, Italia).

- Agua destilada desionizada Milli - Q, Millipore® Merck Milipore,
(Espana).

- Autoanalizador KX-21 N, Sysmex (Hyogo, Japdn)

- Autoclave J.P. Selecta S.A. (Barcelona, Esparia)

- Balanza analitica Mettler Toledo AT200 (Madrid, Espafia)

- Catéteres 24G BD Insyte™ (Nueva Jersey, USA)

- Centrifuga Universal 32R Hettich zentrifugen (Tuttlingen, Alemania)

- CepaS. aureus ATCC 29213

- Cepo para conejos

- Cloruro de potasio, Panreac Quimica SAU (Barcelona, Espafia).

- Cloruro de sodio, Panreac Quimica SAU (Barcelona, Espafa).
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- Columna de HPLC Tracer Excel 120 C8, 5um, 15 X 0.46cm
(Tecknokroma, Espafia)

- Cromatdgrafo de liquidos Agilent Technologies, Serie 1200, con inyector
automatico con un bucle de 20ul, y detector ultravioleta/visible. control del
equipo y procesamiento de los datos mediante el programa ChemStation
Agilent Technologies.

- Dihidrogeno fosfato de potasio, Panreac Quimica SAU (Barcelona,
Espafia).

- Estufa de cultivo RAY 150, Biogen, Espafia. Programada a 37°C+0,2°C

- Filtros de membrana Durapore® (PVDF) de 0,45 pum; Millipore®, Merk
Milipore (Espaiia).

- Fosfato monopotaésico, Panreac Quimica S.A. (Barcelona, Esparia).

- Fostato disodico dihidratado, Merck-chemicals (Darmstadt, Alemania).

- Gasas

- Gentamicina sulfato Ph.Eur., Fagron Iberica S.A.U. (Barcelona, Esparia).

- Medio RPMI

- Perclorato de sodio 98 % Acros Organics (Nueva Jersey, USA)

- pH-metro GLP22, Crison (Barcelona, Espafia).

- Pipetas Pasteur

- Rifampicina Ph. Eur., Fagron Iberica S.A.U. (Barcelona, Espafia).

- Sonicador Selecta Ultrasons 3000513 (Madrid, Espaiia).

- Suero salino estéril

- Tubos de Eppendorf

- Tubos para analisis bioquimico Vacuette® Z Serum Sep Clot Activator de
9mL (Madrid, Espafia)

- Tubos para analisis hematoldgico Vacuette® K3E K3EDTA de 3mL
(Madrid, Espafia)

- Viales de vidrio

Tabla 22: Materiales empleados para la determinacién hematoldgica, bioquimica y

microbioldgica.
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La preparacion del indculo de S. aureus y los andlisis microbioldgicos se
realizaron en colaboracion con el Dr. D. Federico Navarro del Departamento de
Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad
Complutense de Madrid.

La hematimetria y el recuento plaquetario se realizaron en colaboracion con la
Dra. Dfia. Rafaela Raposo de la Escuela de Analisis Clinicos de la Facultad de Farmacia
de la Universidad Complutense de Madrid.

Las determinaciones bioquimicas se realizaron en el Centro de Analisis
Sanitarios CAS, Madrid.

La cuantificacion de rifampicina en muestras bioldgicas se realizaron en las
instalaciones del Departamento de Farmacia, Tecnologia Farmacéutica y Tecnologia

Alimentaria de la Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid.

Los métodos descritos en este capitulo se utilizaron para la obtencion de
muestras bioldgicas y para el procesamiento de las mismas con el fin de obtener valores
de diferentes parametros bioquimicos y hematoldgicos, asi como recuentos
microbioldgicos y concentraciones de rifampicina en fluidos corporales. De esta forma
respecto a las determinaciones hematoldgicas y bioquimicas se realiz6 una
determinacion basal de los parametros hematoldgicos, VSG, AST, ALT, bilirrubina y
creatinina antes del inicio del estudio. A la semana de la inoculacién de S. aureus,
coincidiendo con el primer tiempo de recambio protésico (dia 8), se analizaron los
pardmetros hematoldgicos y VSG. 3 dias tras el primer tiempo de recambio y
posteriormente de forma semanal hasta la eutanasia de los animales se realizaron nuevas

determinaciones hematologicas para monitorizar la evolucion de los pardmetros
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inflamatorios. Los dias 15, 22 y 36 se realiz6 también la determinacion bioquimica
necesaria para valorar la toxicidad sistémica de la rifampicina.

Las determinaciones microbioldgicas se llevaron a cabo en el primer tiempo de
recambio protésico para diagnosticar la presencia de infeccion y tras la eutanasia de los
animales para terminar la eficacia antimicrobiana de la rifampicina contenida en las
microcdpsulas. Para la determinacion del perfil de liberacion intra-articular de la
rifampicina se tomaron muestras de drenaje el dia del primer tiempo de recambio y los 3
dias posteriores. El cronograma seguido para la obtencién de las muestras conforme a

estos métodos se encuentra reflejado en la figura 41.
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D22 - Hemograma
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Figura 41: Cronograma seguido para la toma de muestras. VSG: velocidad de sedimentacion globular en la primera hora; Cr: creatinina; Brr:

bilirrubina; AST: aspartato-aminotransferasa; ALT: alanina-aminotransferasa.
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4. 5. 1. Analisis bioquimico y hematologico

Se definieron como marcadores de infeccion la velocidad de sedimentacion
globular en la primera hora (VSG), el recuento plaquetario y el recuento leucocitario.
Para la evaluacion de la toxicidad sistémica de la rifampicina se empled la creatinina
como marcador de funcion renal y, como marcadores de metabolismo hepatico, la
bilirrubina total, alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST).

Para la obtencidn de muestras sanguineas se procedio a la inmovilizacion de los
animales en un cepo y canalizacion de la vena marginal de la oreja con un catéter de 24

Gauge.

Analisis hematoldgico

Para la determinacion del recuento leucocitario y plaquetario se recogio 1mL de
sangre en los tubos Vacuette® con EDTA para evitar la coagulacion de la muestra. Las
muestras de sangre fueron procesadas, previa homogenizacion por agitacion, en un
autoanalizador hematoldgico de tres poblaciones.

Para la determinacién de la VSG en la primera hora se recogié otro mililitro de

sangre en el mismo tipo de tubo.

Andlisis bioguimico

Se recogié 1mL de sangre en los tubos Vacuette® con gel separador en la base
para realizar la determinacion de bilirrubina total, creatinina, ALT y AST. Dichos tubos
se centrifugaron a 2500rpm, a 20° durante 10 minutos obteniéndose las células
sanguineas en el fondo del tubo separadas del suero por el gel (figura 42A). Dicho suero

se extrajo del tubo con una pipeta Pasteur y se guardd en un tubo Eppendorf que fue

118



MATERIAL Y METODO

congelado hasta su analisis por parte del Centro de Analisis Sanitarios CAS (figura

42B).

Plasma €———o

Separador gm—

Células sgmmmm—

Figura 42: Muestras sanguineas de conejo control. A) El tubo de la izquierda
corresponde al analisis bioguimico tras la centrifugacion y el de la derecha al analisis

hematologico. B) Muestras para andlisis bioquimico tras centrifugado.

4. 5. 2. Analisis microbiol6gico

Analisis microbioldgico de muestras intra-articulares

Siguiendo la metodologia descrita a continuacion se analizaron, tras el primer
tiempo de recambio protésico, muestras de hueso, partes blandas y el inserto metalico vy,
tras la eutanasia del animal, muestras de partes blandas, hueso y el espaciador de

cemento.
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Las muestras extraidas de las rodillas de los animales se introdujeron en
contenedores previamente esterilizados en autoclave y se conservaron en hielo durante
su transporte al laboratorio de microbiologia de la Facultad de Farmacia de la
Universidad Complutense de Madrid donde fueron pesadas y analizadas. Los implantes
fueron lavados tres veces de forma profusa con suero salino estéril para eliminar las
bacterias en forma placténica. Tras ello se suspendieron en 2mL de solucion salina, se
agitaron con un agitador tipo virtex a maxima velocidad durante 30 segundos y se
sonicaron durante 5 minutos en el sonicador a 40kHz. Tras la sonicacion volvieron a
agitarse en el vortex otros 30 segundos. Se realizaron disoluciones 1:10 de las
suspensiones y se sembraron en placas de agar tripticasa de soya que se incubaron a 37°
durante 18-24 horas (52, 264).

Las muestras de partes blandas y hueso se homogenizaron con ayuda de pinzas y
bisturi en solucién salina. Tras ello se agitaron con el virtex a maxima velocidad
durante 5 minutos. También en este caso se realizaron disoluciones 1:10 y se sembraron
en placas de agar tripticasa de soya siguiendo el mismo protocolo de incubacién (319).

Las muestras obtenidas tras la eutanasia del animal, al haber estado en contacto
con antibidticos procedentes del cemento déseo, fuero lavadas de forma profusa con
salino y centrifugadas dos veces para eliminar los restos de antibidtico presentes en
ellas. Posteriormente fueron suspendidas en 1mL de salino y analizadas segun el

esquema explicado previamente.

Demostracién de la formacién de biofilm por la cepa elegida

Para la demostracion de la capacidad de formacién de biofilm en 7 dias del S.
aureus ATCC 29213 se realizo el cultivo en medio liquido (RPMI enriquecido con

0,2% de glucosa) de 5x10° CFU de dicho Staphylococcus aureus que se incubd a 37°
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con 5% de CO; durante 72 horas. Se comprobo el cambio de color del medio de rosa a
amarillo secundario al cambio del pH producido por el crecimiento de
microorganismos. Se introdujeron dos insertos tibiales de acero inoxidable para
demostrar el crecimiento bacteriano en su superficie. Se incubaron durante 7 dias, que
es el tiempo que se esperd in vivo antes de realizar el primer tiempo de recambio, y se
realizd la tincion con cristal violeta de los insertos (200). En las figura 43 puede
apreciarse la tincion violeta en aquellas zonas de crecimiento de microorganismos de

ambos insertos tibiales.

Figura 43: Demostracion de la formacion de biofilm mediante tincion de cristal violeta

tras 1 semana de la inoculacion con S. aureus.

4. 5. 3. Cuantificacion de rifampicina en muestras bioldgicas

Para la cuantificacion de rifampicina en sangre y liquido sinovial se utilizé el

mismo método analitico utilizado para la cuantificacion de la rifampicina contenida en

las microcapsulas detallado en el apartado 4. 3.
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El dia 11 del ensayo (a las 72 h de la implantacion del espaciador de cemento
con gentamicina y microcapsulas de rifampicina) se recogieron muestras de sangre en
tubos Vacuette® con gel separador en la base y se procesaron siguiendo el mismo
procedimiento que para el analisis bioquimico. El suero obtenido se recogié en tubos
Eppendorf y se mantuvo congelado hasta el momento del analisis.

En cuanto al liquido intra-articular, se recogieron muestras a través del drenaje a
las 6, 24, 48 y 72 horas del primer tiempo de recambio. Dicho liquido se almacené en
tubos Eppendorf y se mantuvo congelado hasta el momento del analisis.

Antes del anélisis de estas muestras se comprobd que el método de
cuantificacion de rifampicina era valido para muestras bioldgicas, de sangre y de liquido
sinovial, y que permitia cuantificar la rifampicina a bajas concentraciones y en
presencia de gentamicina, sin que se produjeran interferencias (31, 75, 93, 145, 167,
276). Con este fin se prepararon muestras artificiales con los siguientes medios:

- Suero de los animales en ausencia de tratamiento antibiotico, que se obtuvo a
partir de sangre extraida el dia 0. Se recogieron 2mL de sangre que se
procesaron segun la técnica previamente descrita para la separacion del suero.

- Liquido sinovial simulado: se prepar6 tampén fosfato a pH 7,4 (PBS) al que se
incorporo acido hialurénico en una concentracion de 300mg/100mL, de acuerdo

a la férmula de la tabla 23 (177):

Reactivo Cantidad (g/L)
Cloruro sodico 8
Cloruro potasico 0,2
Fosfato sddico dibasico 1,44
Fosfato monopotasico monobasico 0,24
Acido hialurénico 3

pH 7,4
Tabla 23: Composicién del liquido sinovial simulado

122



Para determinar la capacidad del método de cuantificar rifampicina en presencia
de gentamicina se prepararon, con cada uno de estos medios, las siguientes muestras
artificiales, que se analizaron por HPLC:

- R:se afiadio rifampicina a una concentracion de 100ug/mL
- G: se afadio gentamicina sulfato a una concentracion de 100 pg/mL

- R+G: se afiadié rifampicina (100pug/mL) y gentamicina sulfato (100ug/mL).

La figura 44 recoge, a modo de ejemplo, los cromatogramas obtenidos con las
muestras de liquido sinovial simulado. En las muestras que Unicamente contenian
rifampicina (A) se observa el pico caracteristico del farmaco, a un tiempo de retencion
de 11,48 minutos y otro pico mas pequefio y a un tiempo de retencion menor
(4,36minutos) que se corresponde con el principal producto de degradacion de la
rifampicina: la rifampicina quinona (162, 187). En las muestras que Unicamente
contenian gentamicina no se observd ningln pico (B), ni aun cuando se prolongé el
analisis durante 60 min, lo que demuestra que la gentamicina no presenta lectura de
absorbancia a 254nm. Con las muestras que contenian rifampicina+gentamicina (C) se
obtuvo un cromatograma similar al de la rifampicina sola, donde aparece el pico
correspondiente a la rifampicina y no se observa ningun pico correspondiente a la

gentamicina.
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Figura 44: Cromatogramas obtenidos al analizar por HPLC muestras de rifampicina

(A), gentamicina (B) y rifampicina+gentamicina (C) en liquido sinovial simulado.

Para determinar la capacidad del método de detectar y cuantificar pequefias
cantidades de rifampicina se determinaron el limite de deteccion y el limite de
cuantificacion siguiendo las directrices de la guia “Validacion de métodos analiticos”

elaborada por el Comité Internacional de Armonizacion de Requisitos Técnicos para el
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Registro de Medicamentos de Uso Humano (111). Para ello se preparan 5 disoluciones
con concentraciones decrecientes de rifampicina, proximas al limite de cuantificacion y
se analizan por HPLC. El limite de deteccion, o concentracion minima de rifampicina

que el método analitico es capaz de detectar se calcula mediante la expresion:

L.D =3,3 °
. = 05,0 % —

b
donde “oc “es la desviacion estandar de la ordenada en el origen de la recta
concentraciones/respuesta y “b” es la pendiente de esta recta.

El limite de cuantificacion, o concentracion minima de rifampicina que el
método analitico es capaz de cuantificar de manera exacta y precisa se calcula mediante

la expresion:

L.D =10 2
. = * —
b

En la figura 45 se encuentran representados los resultados obtenidos al analizar
las disoluciones de rifampicina. Como se puede observar existe una relacion lineal entre
los valores de concentracion y el area del pico del cromatograma, que se mantienen
incluso para la concentracion de 0,5ug/mL, con un coeficiente de correlacion entre
ambas variables superior a 0,999. Con los valores de la pendiente de esta recta y de
desviacion estandar de la ordenada en el origen se obtiene un limite de deteccion de al

menos 0,35ug/mL y un limite de cuantificacion de al menos 1,05ug/mL.

125



180
160
140
120
w 100

AU

380
60
40
20

y=21,696x+1,3771
R?=0,9981

L.D=0,348ug/mL
L.C=1,055ug/mL

2 3 4

5 6 7 8

Concentracion (ug/mL)

Figura 45: Relacion entre la concentracion de rifampicina y el area del pico del

cromatograma utilizada para la determinacion del limite de deteccién (L.D) y el limite

de cuantificacion (L.C).
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4.6. ANALISIS ESTADISTICO

4. 6. 1. Determinacion del tamafio muestral

Para la determinacion del tamafio muestral necesario para demostrar diferencias
estadisticamente significativas entre grupos se ha empleado el médulo especifico del
programa Statgraphics Centurion XV® “Maodulo de estadistica descriptiva” para reducir
al minimo el nimero de animales empleados. Asi, para un nivel de significacion del
0,05 y con una potencia del 90%, se determina que un numero de 6 animales por grupo
permite plantear las pruebas con un elevado poder estadistico aunque se tuviese que

descartar un animal como consecuencia del desarrollo experimental del ensayo.

4. 6. 2. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se llevo a cabo con el software SPSS Statistics®, version
22.0 para Mac (IBM, NY, USA) considerandose estadisticamente significativos valores
de p menores a 0,05. La normalidad de las variables cuantitativas se determino con el
test de Kolmogorov-Smirnov. La comparacion entre variables cualitativas se realizé con
el test x° y los estudios comparativos antes-después con la prueba de la T para muestras
apareadas. La comparacion de variables cuantitativas normales con cualitativas
dicotomicas se realizd con el test t de Student mientas que la comparacion de variables
cuantitativas no normales con cualitativas dicotomicas se llevo a cabo con el test U de

Mann-Whitney.
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RESULTADOS

5.1. DISENO 3D DE LAS MESETAS TIBIALES DE CONEJO Y
ESTUDIO MORFOLOGICO DE LA EXTREMIDAD

En la figura 46 se muestran dos cortes, coronal (A) y axial (B), de la TC
realizada a la rodilla del conejo. En el corte coronal pueden observarse las superficies
tibial y femoral que conforman la articulacion y la relacién que mantiene la superficie
articular tibial con el canal diafisario. En el corte axial puede observarse la morfologia
triangular de la metéafisis tibial proximal. Sobre ambos cortes pueden verse anotadas las
medidas realizadas del didmetro anteroposterior y mediolateral de la metafisis tibial
proximal.

El principal problema encontrado a la hora de disefiar el sistema de anclaje
metafisario del inserto tibial fue el pequefio tamarfio de la cavidad medular. El didmetro
anteroposterior maximo medido en la TC fue de 0,7cm y el diametro mediolateral
maximo de 0,7cm. Ademas, el canal diafisario de la tibia en estos animales se encuentra
medializado respecto a la superficie articular proximal por lo que el “vastago” tibial a

disefiar debia ser estrecho y excéntrico.
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‘ ength: 7.077 mm

Length: 7.037 mm

Figura 46: Imagenes de la TC realizada a la rodilla de conejo. A) Corte coronal, B)

corte axial.

Se generaron e imprimieron en polilactico tres disefios diferentes del inserto
tibial.

El primer disefio se componia de un unico teton cilindrico de anclaje diafisario
de 2mm de diametro y 2cm de largo de localizacion excéntrica. El principal
inconveniente de este disefio inicial era que su excesiva longitud hacia imposible su
impresion sin rotura del mismo. Otro problema relacionado con la longitud del vastago
era que implicaba preparar una gran longitud del canal medular tibial, aumentando el
riesgo de fractura perioperatoria (128). Por ultimo, al tratarse de un disefio totalmente
cilindrico no permitia controlar la rotacion del componente durante su colocacion,
dificultando la cementacion y aumentando el riesgo de luxacion del implante. Las

caracteristicas del primer disefio se encuentran reflejadas en la figura 47.
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’

Figura 47: Primer disefio del inserto tibial A) Vision anteroposterior; B) Vision lateral;

C) Rotura del material tras impresion 3D con polilactico.

El segundo disefio constaba de un tetdn circular en la misma posiciéon y mismo
diametro que el anterior pero de menor longitud (0,6cm). Ademas, asociaba dos aletas,
medial y lateral que eliminaba el problema inicial de control de la rotacién y permitia un
anclaje metafisario. Este disefio se desechd por la sospecha de que el borde romo distal
dificultaria la insercién en la medular durante la cirugia. Las caracteristicas de este

segundo disefio se encuentran reflejadas en la figura 48.

Figura 48: Segundo disefio de inserto tibial. A) Vision anteroposterior; B) vision

lateral.

133



El tercer y ultimo disefio desarrollado estaba compuesto por una Unica pieza
distal en forma de campana de Gauss invertida, eliminandose asi la dificultad para la
implantacidn durante la cirugia. Las dimensiones finales del implante definitivo fueron
1,81cm de ancho, 1cm de alto y 1,24cm de profundidad. Se realizé la prueba de
impresion en polilactico sin producirse ninguna incidencia. EIl implante definitivo puede

observarse en la figura 49.

Figura 49: Disefio del inserto definitivo A) Vision anteroposterior; B) Vision lateral; C)

Impresién en polilactico; D) Impresion en acero inoxidable
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5. 2. EVALUACION EN EL MODELO ANIMAL DE LA EFICACIA
DEL CEMENTO OSEO CON MICROCAPSULAS DE
RIFAMPICINA

5. 2. 1. Determinacion de la homogeneidad de los grupos de estudio

La determinacion analitica, peso y temperatura recogidos el Dia 0 del estudio no

mostré diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de estudio. Los

valores de significacion para cada uno de los pardmetros analizados pueden observarse

en la tabla 24.

Parametro basal X (5D) p
Controles Rifampicina

Peso (kg) 3,42 (0,1) 3,48 (0,1) 0,3
Temperatura (°C) 39,2 (0,5) 38,9 (0,7) 0,4
Hemoglobina (g/dL) 12,3 (0,29) 12,65 (0,51) 0,1
Leucocitos (-10%/mm3) 7,2(1,2) 6,7 (0,67) 0,3
Linfocitos (-10°/mm?) 4,7 (1,1) 4,6 (0,72) 0,7
Plaquetas (-103/mm?) 267,2 (81,11) 294,37 (64) 0,4
VSG (mm) 2,5(0,7) 3,4(1,5) 0,4
AST (UI/L) 24,6 (20,99) 14,5 (4) 0,3
ALT (UI/L) 46,2 (16,6) 51,8 (14,8) 0,5
Bilirrubina (mg/dL) 0,11 (0,04) 0,11 (0,04) 0,9
Creatinina (mg/dL) 0,84 (0,07) 0,84 (0,08) 0,9
Tabla 24: Valores basales y nivel de significacion. VSG: velocidad de
sedimentacion globular en la primera hora; AST: aspartatoaminotransferasa;
ALT: alaninaminotransferasa.
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5. 2. 2. Evolucioén clinica

No se registraron incidencias durante ninguna de las dos intervenciones
realizadas ni complicaciones relacionadas con el protocolo anestésico ni analgesico
detallado previamente, siendo la recuperacion postoperatoria normal en todos los
animales.

Tras la primera cirugia, en la que se realizo la inoculacion de S. aureus, no se
identificaron modificaciones en el consumo de agua y comida respecto al consumo
basal en ninguno de los animales. Tampoco se identificé ningun signo de sufrimiento
animal. En cinco de los animales (C1, C4, C5, R3 y R6) fue necesario reforzar el
vendaje por manipulaciones por parte del animal. R4 desarrollé un edema de ventana
por excesiva tension del vendaje que requirié cambio del mismo.

Dos dias tras el primer tiempo de recambio se registré una disminucion de la
ingesta de agua y comida mayor del 25% por parte de C4, perteneciente al grupo de
controles. Durante el segundo dia postoperatorio se detecté la parélisis de los miembros
inferiores de dicho animal y el desarrollo de enterotoxemia por lo que se decidio realizar
la eutanasia anticipada del animal. El resto de los animales no presentaron
modificaciones en la ingesta de agua y comida respecto a sus valores basales en nigun
momento del estudio, no se detecto ningun signo de sufrimiento animal y todos
realizaron movilizacion activa de la extremidad intervenida con carga sobre la misma.

La monitorizacion de peso solo mostro diferencias estadisticamente
significativas entre grupos en el momento del primer tiempo de recambio protésico,
siendo superior el peso en el grupo de rifampicina con p=0,02. La temperatura media
registrada no mostro diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos de

experimentacién en ninguno de los momentos de estudio. En las figuras 50 y 51 pueden
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observarse la representaciones graficas de la evolucion de ambos parametros a lo largo
del estudio, los valores medios se encuentran resumidos en las tablas 25 y 26. Los
valores registrados de ambas variables en cada uno de los animales a lo largo del

estudio pueden encontrarse en las tablas 27 y 28 en el Anexo.

i Controles

© Rifampicina

Basal Primer 4 dias 1 2 3 FIN
tiempo semana semanas semanas

Figura 50: Evolucién de la media del peso (kg) en los dos grupos de estudio
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» Rifampicina
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Basal Primer 4 dias 1 2 3 FIN
tiempo semana semanas semanas

Figura 51: Evolucion de la media de temperatura (°C) en ambos grupos de estudio
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Parametro basal X (5D) p
Controles Rifampicina
Peso basal 3,42 (0,1) 3,48 (0,1) 0,3
Peso primer tiempo 3,27 (0,1) 3,58 (0,2) 0,02
Peso 4 dias 3,17 (0,2) 3,36 (0,2) 0,1
Peso 1 semana 3,18 (0,2) 3,31 (0,2) 0,3
Peso 2 semanas 3,25 (0,2) 3,3(0,2) 0,7
Peso 3 semanas 3,35(0,2) 3,37 (0,3) 0,9
Peso fin 3,35(0,2) 3,49 (0,3) 0,4

Tabla 25: Valores medios y nivel de significacion del peso (kg) a lo largo del

ensayo en ambos grupos de estudio.

Parametro basal X (5D) p
Controles Rifampicina
Temperatura basal 39,2 (0,5) 38,9 (0,7) 0,4
Temperatura primer tiempo 39,3 (0,3) 39,4 (0,4) 0,5
Temperatura 4 dias 38,9 (0,2) 38,7 (0,5) 0,2
Temperatura 1 semana 38,5 (0,8) 38,6 (0,5) 0,6
Temperatura 2 semanas 38,9 (0,4) 38,4 (0,5) 0,057
Temperatura 3 semanas 38,9 (0,5) 38,3 (0,5) 0,06
Temperatura fin 38,9 (0,6) 38,7 (0,6) 0,5

largo del ensayo en ambos grupos de estudio.

Tabla 26: Valores medios y nivel de significacion de la temperatura (°C) a lo

5. 2. 3. Diagnéstico de infeccién

I. Pardmetros hematoldgicos

Para el diagndstico de infeccion peri-implante se analizaron, una semana

después de la inoculacion intra-articular de 10° CFU/mL de S. aureus, el recuento
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RESULTADOS

leucocitario y linfocitario, recuento plaquetario y la VSG en la primera hora tal como se
ha descrito previamente. La comparacion con los valores basales mostro diferencias
estadisticamente significativas en el recuento leucocitario, linfocitario y plaquetario con
p=0,0001 en todos los casos. Los valores medios de dichas variables en cada grupo de

estudio, asi como su significacion estadistica, se encuentran reflejados en la tabla 29.

) X (rango)
Parametro i i p
Valor basal 1 semana tras inoculacion
Leucocitos (-103/mm?) 7,02 (6-9,2) 11,39 (8,5-19,3) 0,0001
Linfocitos (%) 65,8 (51,9-75,2) 32,1 (21,2-44,9) 0,0001
Plaquetas (-103/mm?) 281,73 (191-439) 694 (412-882) 0,0001
VGS (mm) 3,14 (2-5) 5 (2-16) 0,37

Tabla 29: Modificacion de parametros hematologicos y bioquimicos 1 semana tras la

inoculacion de S. aureus.

Para comprobar la homogeneidad de los dos grupos de experimentacién después
de la infeccién del implante se compararon los valores tras 1 semana de la infeccion,
encontrdndose exclusivamente diferencias estadisticamente significativas entre grupos
en el recuento plaquetario, siendo mayor en el grupo de rifampicina con p=0,02. Los
resultados de dicho analisis y su grado de significacion estadistica se encuentran

reflejados en la tabla 30.

) X (rango)
Parametro p
Control Rifampicina
Leucocitos (-103/mm?) 11,1 (8,6-19,3) 11,6 (8,5-13,7) 0,8
Linfocitos (%) 33,4 (27,6-44,9) 31,1 (21,2-41) 0,5
Plaquetas (-10%/mm?3) 612,1 (412-769) 776 (660-882) 0,025
VGS (mm) 9 (2-16) 3,4 (2-5) 0,2

Tabla 30: Analisis de la homogeneidad de los grupos de experimentacion tras la

infeccion.
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Durante el primer tiempo de recambio protésico se analizaron 3 muestras por
cada uno de los animales procedentes de hueso, el inserto y partes blandas. No se
identificaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de estudio en el

numero de colonias aisladas tras la inoculacion de 10° CFU de S. aureus en ninguna de

las muestras analizadas (tabla 31).

Parametros microbioldgicos

X (SD)
Muestra : — P
Control Rifampicina
Meseta 4,3-10° (1,03- 109 9,8-10° (1,8-10°) 0,1
Hueso 1,5-107 (3,9-10") 5,5-10° (5,5-10°%) 0,52
Partes blandas 3,3-10 (7,7-10") 2,6-10° (5-10°) 0,29

Tabla 31: Resultados microbiolégicos (CFU) una semana después de la infeccion.

La representacion gréafica de los resultados puede observarse en la figura 52 y los

resultados individuales de cada uno de los animales se encuentran resumidos en la tabla

32 en el Anexo.
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Figura 52: CFUs aisladas en cada uno de los animales tras el primer tiempo de

recambio protésico en partes blandas, hueso y meseta tibial.

I1l. Parametros clinicos

En el primer tiempo de recambio se registrd el aspecto macroscopico de la
rodilla infectada de cada uno de los animales. Se encontr6 una fistula cutanea en 4
animales, sinovitis en 5 animales y pus franco en la articulacion sin fistula asociada en
otros 5 animales. S6lo uno de ellos (Control 4) presentd escasa reaccion tisular a la
inoculacion de S. aureus.

En la figura 53 pueden apreciarse uno de los casos de fistula cutanea y otro con

pus intra-articular.
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Figura 53: A) Fistula cutanea en rodilla infectada con salida de pus (R7). B) Ocupacion

articular por pus, exposicion tras apertura cutanea antes de hacer la artrotomia (C2).

Las caracteristicas macroscopicas intra-articulares de cada uno de los animales
se encuentran reflejadas en la tabla 33. Se identificd pus intra-articular en el 14% de los
animales del grupo control frente al 50% del grupo de rifampicina. Se identificé una
fistula cutanea en el 28,5% de los animales del grupo control y en el 25% del grupo de

rifampicina.
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Animal Aspecto macroscépico
C1 Sinovitis
C2 Fistula
C3 Fistula
C4 Escasa reaccion tisular
C5 Esfacelos y sinovitis
C6 Pus intra-articular
C7 Sinovitis
R1 Pus intra-articular
R2 Pus intra-articular y sinovitis
R3 Pus intra-articular
R4 Fistula
R5 Sinovitis
R6 Sinovitis
R7 Fistula
R8 Pus intra-articular

Tabla 33: Aspecto macroscopico de la articulacion tras 1 semana de la inoculacién de

S. aureus.

Dados los resultados clinicos y hematologicos expuestos previamente y los

resultados microbioldgicos detallados en este apartado se establecid el diagndstico de

infeccion en 14 de los 15 animales de experimentacion (93,3%), a excepcion de C4

perteneciente al grupo de controles. Los valores de los parametros definitorios de

infeccion de cada uno de los animales de experimentacion se encuentran reflejados en la

tabla 34.
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Animal eucocitos Linfocitos (%0) Plaquetas VsG N° cultivos positivos Fistula Estado
(103/mm3) (103/mm3) (mm)

C1 91 34,6 412 +3 NO Infectado
C2 9,8* 44,9 769 * +2 Sl Infectado
C3 8,9 275%* 568 +3 Sl Infectado
C4 0 NO No infectado
C5 8,6 37,3 564 2 +2 NO Infectado
C6 11,3* 28,8 * 749 * 16 * +3 NO Infectado
C7 19,3 * 276 * 611 +3 NO Infectado
R1 13,7 * 252 * 775* +3 NO Infectado
R2 13,3* 21,2 * 732* 3 +3 NO Infectado
R3 28,9 * +3 NO Infectado
R4 28,2 * +3 Sl Infectado
R5 11* 40,4 824 * 5 +2 NO Infectado
R6 12,2 * 284 * 783 * 2 +3 NO Infectado
R7 11* 41 660 * 3 +1 Sl Infectado
R8 8,5 36 882 * 4 +3 NO Infectado

Tabla 34: Parametros hematoldgicos, microbiologicos y clinicos definitorios de infeccién en cada uno de los animales 1 semana tras la

inoculacion. * Valores sobre el punto de corte definitorio de infeccion
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RESULTADOS

5. 2. 4. Evaluacidn de la eficacia y toxicidad del cemento dseo con microcapsulas de

rifampicina

5. 2. 4. 1. Determinacion de la liberacion intra-articular de rifampicina

Tras la colocacion del espaciador se realizo la toma de muestras intra-articulares

a traves del redon en los animales del grupo R. A las 6 horas de la cirugia se obtuvo

liquido intra-articular de R1, R2, R4, R5, R6 y R7. A las 24 horas se consigui¢ liquido a

través del drenaje de R1, R3, R4 y mediante puncion intra-articular de R8 y R2. En este

momento se encontrd el vendaje de R2 suelto, mordisqueado y el drenaje en el suelo de

la jaula. A las 48 horas se obtuvo liquido articular de R1 y R3, a igual que a las 72

horas.

Las muestras de liquido intraarticular se analizaron por HPLC y se obtuvieron

los valores de concentracion de rifampicina recogidos en la tabla 35, la representacion

gréfica de los resultados se encuentra en la figura 54.

Concentracion de rifampicina (ug/mL)

Animal 6h 24h 48h 72h
R1 102,63 167,07 72,39 45,13
R2 193,15 145,2 -- --
R3 -- 101,68 53,41 67,82
R4 403,13 251,1 -- --
R5 144,91 -- -- --
R6 453,95 -- -- --
R7 211,86 -- -- --
R8 594,79 92,83 -- --
X 300,63 151,57 62,9 56,47

Tabla 35: Resultados de la cuantificacion de rifampicina en liquido intraarticular.
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Figura 54: Representacion grafica de la concentracion de rifampicina (ug/mL) intra-

articular

5. 2. 4. 2. Curso evolutivo de los parametros hematologicos definitorios de

infeccion

En la figura 55 puede observarse la evolucion de los pardmetros inflamatorios a
lo largo del estudio. Los datos correspondientes a cada grupo de estudio y su nivel de
significacion se encuentran reflejados en la tabla 36. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre grupos en ningan momento del estudio. En las
tablas 37-40, en el anexo, se encuentran reflejados los valores registrados de cada uno

de los animales.
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Figura 55: Evolucion de la VSG en la primera hora (mm), leucocitos (-103/mm?3),

linfocitos (%) y numero de plaquetas (-10%/mm3) a lo largo del estudio.
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RESULTADOS

Parametro X (rango)
Control Rifampicina P

Leucocitos (-10%mm?) | 10,71 (8,2-18,5) | 10,96 (7,4-14.2) 08
a Linfocitos (%) 36,6 (21,7-45,6) 34,8 (24,4-46,7) 0,7
S [Plaquetas (-10¥mm?) 733,8 (331-930) | 810, 3 (392-1167) 05

VGS (mm) 2 (2-2) 2.8 (2-4) 0,2
@ Leucocitos (-103/mm?3) 10,8 (7,7-14,8) 10,6 (7,3-15,5) 0,9
§ Linfocitos (%) 34,2 (19,951,6) | 35,5 (13,3-52,9) 0,8
% [Plaquetas (-103mm?3 | 754,3 (507-1104) | 820, 3 (515-1092) | 0,5

Leucocitos (-103/mm?) 10,1 (7,3-16,7) 9,1(6,7-11,3) 0,4
§ Linfocitos (%) 42,6 (34,3-54,6) | 43,5 (30,4-52,5) 08
S [ Plaguetas (-10%mm?) 618 (497-773) 634,1 (476-749) 07
~ [ VGS (mm) 1,5 (1-2) 2 (1-3) 0,4

Leucocitos (-103/mm?3) 9,9 (6-13,1) 13,8 (7,6-25) 0,1
% Linfocitos (%) 37,6 (22-43,3) 41,8 (34-50) 0,4
S | Plaguetas (-109mm?) 515,1 (376-894) | 555,2 (380-858) 0,6
“  [VGS (mm) 2 (1-3) 2 (1-3) 1

Leucocitos (-103/mm?) 9,3 (7,6-12,6) 8,3 (5,9-11,2) 0,3
_ | Linfocitos (%) 435 (25,7-63,4) | 45,9 (27,3-60,3) 0,7
L | Plaquetas (-103/mm?3) 599,3 (351-1281) | 513,8 (314-979) 0,5

VGS (mm) 2.5 (2-3) 2.2 (2-3) 05

Tabla 36: Evolucion de los parametros inflamatorios en cada uno de los grupos a lo

largo del estudio.
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5. 2. 4. 3. Diagnostico de infeccion tras 4 semanas de la colocacion del

espaciador

e Parametros hematologicos

Antes de la eutanasia de los animales se realiz6 la Gltima toma de muestras
sanguineas para definir de nuevo el recuento leucocitario y linfocitario, recuento
plaquetario y la VSG en la primera hora en cada uno de los grupos de experimentacion.
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos de
experimentacion en ninguno de los parametros analizados. Los resultados de dicho

analisis pueden encontrarse en la tabla 41.

Parametro X (rango) Y
Control Rifampicina

Leucocitos (-10%/uL) 9,3 (7,6-12,6) 8,3 (5,9-11,2) 0,3
Linfocitos (%) 45,5 (25,7-63,4) 45,9 (27,3-60,3) 0,7
Plaguetas (-10%/uL) 599, 3 (361-1281) 513,8 (314-979) 0,5
VGS (mm) 2,5 (2-3) 2,2 (2-3) 0,5
Tabla 41: Parametros hematoldgicos definitorios de infeccion en cada uno de los
grupos de experimentacion al final del estudio.

La comparacion entre los valores de estas variables al inicio y al final del
estudio muestra diferencias estadisticamente significativas en el nimero de leucocitos,
porcentaje de linfocitos y nimero de plaquetas, siendo estos valores mas elevados al
final del estudio con p=0,001, p<0,001 y p=0,001 respectivamente. A pesar de esta
ausencia de normalizacién de los parametros hematoldgicos todos los valores medios
registrados se encontraron por debajo de los puntos corte definitorios de infeccién. Los

resultados y sus valores de significacion se encuentran reflejados en la tabla 42.
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RESULTADOS

) X (rango)
Parametro i : - p
Valor basal Fin (4S postinoculacion)
Leucocitos (-10%/uL) 7,02 (6-9,2) 8,79 (5,9-12,6) 0,001
Linfocitos (%) 66,38 (51,9-75,2) 44,92 (25,7-63,4) <0,001
Plaquetas (-10%/uL) 281,7 (191-439) 550,5 (314-1281) 0,001
VGS (mm) 3,1 (2-5) 2,2 (2-3) 0,22

Tabla 42: Modificacion de los valores hematoldgicos entre el dia 0 y el final del

estudio.

En la tabla 43 se encuentran reflejados los resultados de la comparacion de las
variaciones de los resultados hematoldgicos definitorios de infeccion entre el dia 0 y el
final del estudio. Tampoco en este caso se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en ninguno de los parametros analizados.

) X (rango)
Parametro p
Control Rifampicina
Leucocitos (-10%/uL) 2,1(0,8-3,4) 1,5 (-0,6-4,9) 0,4
Linfocitos (%) 19,9 (9,1-33,5) 21,6 (6,3-37,5) 0,7
Plaquetas (-10%/uL) 326,6 (92-842) 219,5 (47-555) 0,3
VGS (mm) 0(-1-1) -1,2 (-3-1) 0,4

Tabla 43: Andlisis antes-después de los valores hematoldgicos entre el dia 0 y el final

del estudio en cada uno de los grupos experimentales.

e Parametros microbiologicos

Tras la eutanasia del animal se analizaron 3 muestras por cada uno de los
animales procedentes de hueso, cemento y partes blandas mediante la técnica descrita
en el apartado 4.5. “Metodologia analitica”. En tres de los animales (C1, C3 y R1) no se

encontré el espaciador al realizar la artrotomia. Todos ellos presentaron una erosion
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cutanea con fondo limpio sin comunicacién con la articulacion en el momento de la
eutanasia.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre grupos de
experimentacion en el recuento de CFU de las muestras de hueso y partes blandas con
p=0,031 y p=0,01 respectivamente, siendo inferior en el grupo de animales tratados con
cemento con microcapsulas de rifampicina. Los valores de dicho anélisis pueden

observarse en la tabla 44.

X (DS)
Muestra : _ p
Control Rifampicina
Espaciador 1,09-10% (2,19- 10%) 3,6-10% (7,4-10%) 0,71
Hueso 5,7-10% (1,2-10%) 0 0,031
Partes blandas 2,3-10% (5,6-10% 0 0,01

Tabla 44: Resultados microbiologicos (CFU) al final del estudio (4 semanas tras el

primer tiempo de recambio).

La representacion grafica de los resultados puede observarse en la figura 56 y los
resultados individuales de cada uno de los animales se encuentran resumidos en la Tabla

45 del Anexo.
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Figura 56: CFUs aisladas de partes blandas, hueso y espaciador al final del estudio.

e Parametros clinicos

Se registrd el aspecto macroscépico de la rodilla infectada de cada uno de los
animales al final del estudio (4 semanas después de la implantacion del espaciador de
cemento). En 4 de los animales (C1, C2, C3 y R1) se encontré una erosion cutanea de
fondo limpio con indicios de cicatrizacion sin comunicacién con la articulacién. C7 y
R2, presentaron una dehiscencia de la herida con exposicion del tendon rotuliano. En el
resto de animales (C5, C6, R4 y R5) no se encontraron signos macroscopicos sugestivos
de infeccidn, de encontrarse fistula en el momento del primer tiempo esta estaba cerrada
y no se encontrd ocupacién alguna de la articulacion.

Los resultados se encuentran reflejados en la tabla 46.
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Animal

Aspecto macroscopico

C1l Erosion cutanea de fondo limpio sin comunicacion articular
C2 Erosion cutanea de fondo limpio sin comunicacion articular
C3 Erosién cutanea de fondo limpio sin comunicacion articular
C4 -

C5 Herida cicatrizada sin signos flogoticos

C6 Herida cicatrizada sin signos flogoticos

C7 Dehiscencia herida con exposicion de rotuliano

R1 Erosion cutanea de fondo limpio sin comunicacion articular
R2 Dehiscencia de herida

R3 Herida cicatrizada sin signos flogoticos

R4 Herida cicatrizada sin signos flogoticos

R5 Lesion costrosa, sin signos flogaticos

R6 Herida cicatrizada sin signos flogoticos

R7 Herida cicatrizada sin signos flogoticos

R8 Lesion costrosa, sin signos flogaticos

Tabla 46: Aspecto macroscopico de la articulacién tras 4 semanas de la implantacion

del espaciador de cemento.

resultados microbioldgicos detallados en este apartado se establecié el diagndstico de
infeccion 4 de los 14 animales de experimentacion que terminaron el estudio, 3 de ellos
(C2, C3 y C7) correspondientes al grupo control, lo que supone el 50%, y uno (R2) al
grupo de cemento con microcapsulas de rifampicina, es decir, lo que supone el 12,5%.

Los valores de los parametros definitorios de infeccion de cada uno de los animales de

Dados los resultados clinicos y hematologicos expuestos previamente y los

experimentacion se encuentran reflejados en la tabla 47.
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RESULTADOS

Animal eucocitos Linfocitos (%0) Plaquetas VsG N° cultivos positivos Fistula Estado
(103/mm3) (103/mm3) (mm)
C1 7,8 34,6 361 +1 NO No infectado
C2 10 * 449 447 +3 NO Infectado
C3 9 275%* 620 +2 NO Infectado
C4
C5 7,6 37,3 351 3 0 NO No infectado
C6 9,2 28,8 * 536 2 0 NO No infectado
C7 12,6 * 276 * 1281 * +2 NO Infectado
R1 11* 25,2* 588 0 NO No infectado
R2 11,2* 21,2* 488 3 +1 NO Infectado
R3 7,1 28,9 * 463 0 NO No infectado
R4 91 28,2 * 360 +1 NO No infectado
R5 7,5 40,4 314 2 0 NO No infectado
R6 7,6 28,4 * 979 * 2 0 NO No infectado
R7 7,5 41 399 2 0 NO No infectado
R8 5,9 36 520 2 0 NO No infectado

Tabla 47: Parametros hematologicos, microbioldgicos y clinicos definitorios de infeccion en cada uno de los animales al final del estudio.

* Valores sobre el punto de corte definitorio de infeccion
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5. 2. 5. Determinacion de la toxicidad sistémica de la rifampicina

Para determinar el posible paso a sangre de la rifampicina liberada desde el
espaciador de cemento se recogieron muestras de sangre el dia 11 del ensayo, es decir, a
las 72 horas de la implantacion del espaciador de cemento. El analisis de dicho suero
mediante HPLC no detectd presencia de rifampicina en sangre en ninguno de los
animales del grupo R.

Para la determinacion de la posible toxicidad renal y hepatica como
consecuencia de la distribucion sistémica de la rifampicina liberada a partir del cemento
se realizaron determinaciones analiticas, en ambos grupos de estudio, de creatinina,
bilirrubina total, AST y ALT a la semana de la colocacion del espaciador de cemento, a
las 2 semanas y a las 4 semanas, coincidiendo con la eutanasia del animal. No se
detectaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de
experimentacion en ninguna de las variables estudiadas y en ninguno de los momentos
de andlisis. En la figura 57 puede observarse la representacion grafica de la evolucion
de estos parametros con sus niveles de significacion en cada uno de los grupos de
estudio. Los valores de dichas variables a las 1, 2 y 4 semanas de la colocacion del
espaciador se encuentran en las tablas 48-50 mientras que los resultados individuales de

cada animal se encuentran reflejados en las tablas 51 y 52 en el Anexo.
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Figura 57: Evolucién de la creatinina (mg/dL), bilirrubina total (mg/dL), AST (UI/L) y
ALT (UI/L) en ambos grupos a lo largo del estudio
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RESULTADOS

) X (rango)
Parametro p
Control Rifampicina
Creatinina (mg/dL) 0,82 (0,66-1,3) 0,91 (0,64-1,1) 0,4
Bilirrubina (mg/dL) 0,35 (0,17-0,8) 0,52 (0,18-0,9) 0,3
AST (UI/L) 14,5 (5-27) 16 (7-29) 0,7
ALT (UI/L) 41,6 (30-48) 38,3 (20-60) 0,6

Tabla 48: Valores bioquimicos 1 semana después de la implantacion del espaciador

) X (rango)
Parametro P
Control Rifampicina
Creatinina (mg/dL) 0,86 (0,61-1,2) 1(0,7-1,5) 0,2
Bilirrubina (mg/dL) 0,34 (0,09-0,9) 0,53 (0,03-0,9) 0,3
AST (UI/L) 11,3 (7-21) 10,75 (5-16) 0,8
ALT (UI/L) 30,6 (21-51) 29,1 (10-53) 0,8

Tabla 49: Valores bioquimicos 2 semanas después de la implantacion del espaciador

) X (rango)
Parametro p
Control Rifampicina
Creatinina (mg/dL) 0,91 (0,58-1,3) 1,03 (0,72-1,4) 0,4
Bilirrubina (mg/dL) 0,33 (0,1-0,8) 0,49 (0,1-0,8) 0,4
AST (UI/L) 12,6 (7-20) 17,3 (12-34) 0,2
ALT (UI/L) 40 (21-81) 43,5 (16-59) 0,7

Tabla 50: Valores bioquimicos 4 semanas después de la implantacion del espaciador

Respecto a los posibles efectos locales del cemento con microcapsulas de

rifampicina, en cinco de los animales (R2, R3, R6, R7 y R8), todos ellos del grupo con

microcapsulas de rifampicina, se encontrd una articulacion de aspecto externo limpio

pero ocupada por un liquido espeso. Dicho liquido se congelo para posterior analsis

anatomopatologico. Se realizd una tincion de hematoxilina-eosina y se compararon las

muestras de tres conejos del grupo de casos (R6, R7 y R8) con una muestra de liquido
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intra-articular procedente de un conejo del grupo control (C5). No se encontraron
diferencias en la celularidad ni aspecto microscépico de las muestras entre los dos

grupos de estudio (figura 58).

Figura 58: Tincion de hematoxilina-eosina del liquido articular de los conejos C5, R®6,
R7yR8.
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6. DISCUSION
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La imposibilidad de mantener las propiedades mecanicas del cemento 6seo al
afadir rifampicina es un problema recurrente que ha sido estudiado de forma reiterada
(10, 97). A pesar de ello, la importancia de la rifampicina en el tratamiento de las
infecciones periprotésicas de origen estafilococico estd ampliamente documentada,
habiéndose demostrado su actividad sobre las bacterias en fase estacionaria, formas
intracelulares y su capacidad de difusion en el biofilm, mejorando asi los resultados del
tratamiento de la PJI cuando se emplea en combinacion con otros antibioticos (134,
166). Estas circunstancias hacen que la investigacion de nuevas herramientas que
permitan la liberacion intra-articular de rifampicina desde el cemento déseo sea de
especial relevancia clinica.

En 2016, nuestro grupo de investigacion, fue capaz de disefiar un sistema de
liberacion controlada de rifampicina a partir de microcapsulas de alginato que mantiene
el principio activo aislado del cemento 0seo durante la fase de polimerizacion del
mismo. Este aislamiento de la rifampicina dentro de las microcapsulas evita el secuestro
de radicales libres generados por el peroxido de benzoilo y permite un fraguado
completo del PMMA en tiempos de trabajo habituales. Ademas, la incorporacion de la
rifampicina en microcapsulas conduce a su liberacion prolongada lo que,
previsiblemente, daria lugar a niveles superiores a la concentracién minima eficaz
(CME) durante un periodo prologado de tiempo. Los estudios in vitro realizados
permitieron demostrar la eficacia antiestafilocdcica de la rifampicina contenida en las
microcépsulas, con un 6ptimo perfil de liberacion en el cemento 6seo y manteniendo las
propiedades mecanicas de dicho cemento requeridas por la normativa 1SO 5833:2002

(32, 33, 244).

163



Tras estos buenos resultados obtenidos in vitro, en este estudio se ha llevado a
cabo la evaluacion in vivo de la eficacia y seguridad de las microcédpsulas de
rifampicina desarrolladas.

Uno de los primeros aspectos a considerar a la hora de abordar este estudio fue
el tipo de cemento 6seo a utilizar. En los estudios in vitro estaba justificada la
utilizacion de un cemento libre de antibidtico (CMW®1), ya que, de otra forma, no
hubiera sido posible determinar la eficacia antimicrobiana de la rifampicina liberada de
las microcépsulas incorporadas al mismo. Sin embargo, en el presente trabajo en lugar
de emplearse el mismo cemento empleado para los estudios in vitro, se decidi6 afadir la
rifampicina microencapsulada a un cemento con gentamicina (Palacos® R+G). El
principal motivo por el que se decidié combinar la rifampicina con otro antibiotico fue
minimizar la aparicion de resistencias, ya que el rapido desarrollo de las mismas es el
principal problema asociado al uso de rifampicina en monoterapia, habiéndose
demostrado una clara superioridad del tratamiento combinado frente a la monoterapia
en el tratamiento de la infeccidn protésica (72, 199). Se decidié emplear Palacos® R+G
de entre todas las alternativas comercializadas por ser el de uso mas extendido, el que
presenta mejores datos de liberacidn de antibidtico y por ser el cemento con el que nos
encontramos mas familiarizados dado el uso frecuente del mismo que hacemos en

nuestra practica clinica.

Aunque son varios los trabajos de investigacion en los que se desarrollan
microcapsulas de antibidticos para incorporar a cemento 0seos, evaluandose sus
caracteristicas mecanicas, eficacia y toxicidad in vitro, no existe en la bibliografia
ningln modelo animal validado para la evaluacion de estos sistemas in vivo. Por ello, y

como paso previo imprescindible al uso clinico de este nuevo cemento Gseo, se ha
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disefiado un nuevo modelo in vivo para evaluar la eficacia de este cemento con
microcapsulas de rifampicina reproduciendo fielmente la sistematica de un recambio en
dos tiempos de la préactica clinica habitual. Este modelo preclinico es adecuado para el
estudio de la liberacidon intra-articular de la rifampicina contenida en las microcapsulas
y sobre su posible toxicidad sistémica, como ha quedado demostrado en los resultados

obtenidos.
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6.1. JUSTIFICACION DEL MODELO EXPERIMENTAL DE
INFECCION PROTESICA

La incidencia creciente de la infeccion protésica asociada a su alto coste y
morbimortalidad hace imprescindible el desarrollo de nuevos modelos experimentales
que nos permitan, tanto conocer su etiopatogenia y curso evolutivo, como disefar
nuevas estrategias terapéuticas. Para conseguir estos objetivos debemos reproducir el
ambiente existente en la PJI, es decir, un espacio articular hipovascularizado con cierto
grado de tolerancia antigénica, una medular hipercelular y un implante que separe estos
dos espacios (35). Este ambiente no puede conseguirse sin el empleo de animales de
experimentacion. En 2016, Carli et al. (36), definen 4 criterios imprescindibles para
considerar como clinicamente representativo un modelo animal de PJI:

1. El animal elegido debe tener propiedades inmunes y musculoesqueléticas
comparables con las del humano.

2. El implante debe estar compuesto de materiales clinicamente relevantes,
permitir la carga del miembro y reproducir el ambiente periprotésico.

3. El modelo debe emplear bacterias clinicamente implicadas en el desarrollo de
la infeccidn y ser capaz de producir un biofilm en la superficie del implante.

4. El modelo debe incluir la medicion cuantitativa de bacterias y respuesta

inmune del huésped, asi como demostrar la presencia del biofilm.

6. 1. 1. Seleccion del modelo animal

Tedricamente, para conseguir modelos lo mas parecido posibles al ambiente
periprotésico humano, deberiamos emplear animales grandes como perros y ovejas dado

que su arquitectura 6sea es muy similar a la del humano conteniendo osteonas y un
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sistema harvesiano bien estudiado. El principal inconveniente de estos animales es su
tamafo, que los convierte en modelos de dificil manipulacién con altos requerimientos
de espacio para su mantenimiento y, por ello, de elevado coste (36). En el otro extremo
encontramos animales de pequefio tamafio como las ratas y ratones, que no presentan
ninguno de los problemas asociados al uso de animales grandes pero tienen dos grandes
inconvenientes asociados a su reducido tamafio: aumenta la dificultad técnica de los
procedimientos quirdrgicos e impide la monitorizacion estrecha a nivel bioquimico y
hematologico por su escasa volemia. La extraccion maxima de sangre recomendada si
se realizan extracciones diarias es del 10% del volumen plasmatico y el volumen
plasmatico se define como el 6% del peso del animal. Teniendo en cuenta que la
determinacion hematoldgica y bioquimica requiere al menos 2mL de sangre se
requieren animales de un minimo de 3 kg de peso para realizar las determinaciones
analiticas necesarias para el establecimiento y monitorizacion de la infeccion
periprotésica, sin tener en cuenta la pérdida hematica asociada a la cirugia.

Con un tamafio intermedio que permite la realizacion de los procedimientos y la
manipulacion frecuente del animal encontramos el conejo, que se ha convertido en uno
de los principales modelos de estudio de la infeccion peri-implante y de efectividad
antibidtica desde los estudios iniciales de Southwood et al (1985) y Belmatoug et al

(1996) en cadera y rodilla respectivamente (18, 273).

A nivel musculoesquelético, el hueso del conejo tiene una densidad mineral
similar a la del humano y alcanza la madurez esquelética a los 6 meses (37, 89, 179).
Estructuralmente poseen canales vasculares con osteonas en lugar de tener una
arquitectura cortical y trabecular (27). Como inconveniente anatomico, algunas

publicaciones hacen referencia a la dificil extrapolacion de los cambios peri-implante
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identificados con estudios radioldgicos debido a la hiperflexion fisioldgica de la rodilla
del conejo (37, 89), por ello no se ha realizado ningun analisis radiografico a lo largo de
este estudio. La presencia de publicaciones referentes a la anatomia de la rodilla del
conejo es escasa, habiéndose encontrado exclusivamente la publicacion de Crum et al
(53) detallando las caracteristicas posteriores y laterales de la rodilla del conejos NZW y
la de Egloff et al (66) en la que se analizan las alteraciones patelofemorales tras la
rotura del ligamento cruzado anterior. Por ello, para conseguir un adecuado
conocimiento del campo quirdrgico se realizd una prueba sobre una pata de conejo
procedente de otro estudio para definir el abordaje a realizar y las caracteristicas
anatémicas de la articulacion. Los resultados obtenidos han demostrado una similitud
anatomica entre especies suficiente como para permitir una planificacion quirargica de
sustitucion y posterior recambio del componente tibial andlogo al empleado en el
tratamiento de la PJI en humanos. Ademas, durante la cirugia, tanto en la implantacién
como en el primer tiempo de recambio, se ha primado la conservacion del aparato
extensor, ligamentos colaterales medial y lateral y tenddn del extensor de los dedos para
permitir una movilizacion temprana de los animales en el postoperatorio. Esta
circunstancia no coincide con las disecciones realizadas en otros estudios como el de
Alt et al (6) en el que se realizd una seccion sistemética del tendon rotuliano,
produciendo una disrupcion del aparato extensor y dificultando la movilidad

postoperatoria de los animales.

El amplio uso del conejo como modelo de experimentacion animal hace que sus
caracteristicas inmunoldgicas se encuentren bien definidas. Son modelos animales
clave para el estudio de la patologia infecciosa e inmune del ser humano y se han

consolidado como la principal fuente de anticuerpos monoclonales y policlonales de alta
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afinidad (105, 220, 224). Estas caracteristicas musculoesqueléticas e inmunologicas
hacen del conejo uno de los modelos animales méas empleado en investigacion

ortopédica (87, 192).

6. 1. 2. Disefo del implante

La incorporacion de la tecnologia de impresion 3D en el campo de la cirugia
ortopédica ha supuesto un cambio radical en nuestra practica clinica. Permite el disefio
de implantes o plantillas paciente-especificas que no solo han permitido aumentar la
precision en los procedimientos sino que también han demostrado ser capaces de
disminuir el tiempo quirdrgico y con ello la tasa de complicaciones. Ademas, la
accesibilidad de los materiales y software necesarios para la elaboracion de estas piezas
ha permitido que el denominado “Do it yourself” llegue a manos del cirujano ortopédico
facilitando el disefio de material a medida no solo del paciente, sino también de su
cirujano (12, 13, 76).

En el campo de la cirugia experimental la impresion 3D se ha empleado para el
disefio de mallas de soporte de moléculas (proteinas morfogénicas del hueso, factores de
crecimiento, etc) y de células (mesenquimales, condrocitos y plagquetas) pero su
aplicacion en el disefio de implantes estd ain por desarrollar (306, 324). Podemos
encontrar una gran variedad de implantes empleados para la induccion de infecciones
osteoarticulares en modelos animales siendo, en su gran mayoria, modificaciones del
instrumental empleado en la practica clinica habitual como tornillos canulados
cementados, pasando por agujas de Kirschner con o sin cementar, e incluso protesis
metatarsofalangicas de silicona. Ofluoglu et al (202) emplean tornillos de titanio sin

cementar para la induccion de infecciones vertebrales toracicas, Clasper et al (46)
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emplean pines de fijacion externa de 4mm a modo de dispositivos intramedulares y
Belmatoug et al (18) sustituyen la metéfisis tibial proximal de conejos NZW por
prétesis metatarsofalangicas de silicona. Estas Ultimas presentan como desventaja la
necesidad de valoracidn por resonancia magnética para determinar las complicaciones
asociadas al implante.

Todos ellos tienen como desventaja que son implantes no disefiados ex profeso
para el propio animal, por lo que pueden dar lugar a complicaciones derivadas de su
tamafo (por exceso o por defecto) o forma como la luxacion del implante, fracturas
peri-implante o lesiones osteocondrales. La desproporcion huésped-implante puede dar
lugar a inestabilidad de los insertos, por lo que teniendo en cuenta que se ha demostrado
gue una fijacién inestable en el hueso produce fuerzas de cizallamiento que alteran la
adhesion bacteriana disminuyendo su fuerza y con ello la densidad del biofilm, esta
circunstancia no es deseable en el desarrollo de un modelo clinicamente representativo
de PJI (164).

En 2017, Carli et al (35) publican el Unico articulo existente, en nuestro
conocimiento, sobre la aplicacién del disefio e impresién 3D de implantes ortopédicos
en cirugia experimental. En él confeccionan un implante especie-especifico para la
sustitucion tibial proximal en ratones compuesto por un teton central y una superficie
articular plana. En nuestra opinion, este disefio podria disminuir la movilizacion del
miembro por parte de los animales y lo consideramos como fuente de dolor dada la
incongruencia existente entre un implante tibial totalmente plano y unos condilos
femorales curvos, por lo que nos decantamos por un disefio del componente tibial que
reprodujese lo méas fielmente posible la conformacién anatomica de la superficie

articular tibial del animal. De esta forma conseguimos confeccionar un implante
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altamente congruente que permitié una rapida recuperacion funcional de los animales en

el postoperatorio y una distribucién mas fisiologica de las cargas.

El otro factor a tener en cuenta a la hora de disefiar un implante adecuado para
reproducir una infeccion periprotésica es su composicion (aleacion, caracteristicas de la
superficie y porosidad) (48, 49), ya que la adhesion bacteriana y creacién del biofilm es
un proceso complejo afectado directamente por la composicion y carga del implante.
Multiples estudios han demostrado una mayor afinidad bacteriana por los implantes de
acero inoxidable frente a los de titanio o tantalio (48, 203), al igual que por los
implantes de superficie rugosa e hidrofobica (48, 49). Chang et al (38) comparan en su
estudio la afinidad de S. epidermidis por el acero inoxidable y el titanio in vitro e in
vivo, demostrando mayor afinidad bacteriana por el acero inoxidable. Ademas, hacen
un subanalisis en el que se valora el nimero de CFU en funcidon de que el material
implantado al animal hubiese sido preincubado con bacterias o la incubacién se
realizase in situ, demostrando recuentos mayores en los casos de preincubacion del
metal 7 dias después de la inoculacion. Aun asi, la incubacién previa de los implantes
de titanio siguio teniendo un recuento bacteriano inferior que la inoculacion in situ del
acero inoxidable. Arens et al (11) valoran la tasa de infeccién de placas de acero
inoxidable y titanio en conejos NZW tras la inyeccion local de 4-10°° CFU de S. aureus.
Refieren diferencias estadisticamente significativas (p=0,018) entre la tasa de infeccion
de ambos implantes, con un 35% en los implantes de titanio y un 75% en los implantes
de acero inoxidable. Respecto al comportamiento de nuevos metales como el tantalio
cabe destacar el trabajo de Tokarski et al (287) en el que se analiza la tasa de revision
por causa séptica de protesis totales de cadera entre el 2000 y 2013, con un total de 144

pacientes. Comparan la tasa de aflojamiento séptico en funcién de la composicion del
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componente acetabular (tantalio o titanio), demostrando una mayor tasa de aflojamiento
séptico en el caso de los implantes de titanio (17,5%) frente a los de tantalio (3,1%) con
p=0,006.

A pesar de la bibliografia disponible, pueden encontrarse en la literatura
modelos de PJI en los que la composicion de los implantes parece ser contraria a los
previamente recomendados. Es el caso de Poultsides et al (225), en el que emplean
como implantes cilindros de tantalio intramedulares para el desarrollo de un modelo de
infeccion hematdgena por MRSA.. Estos autores describen una tasa de infeccién por via
hematdgena del 80% tras 4 semanas de la administracion del in6culo. También, Helbig
et al (100) son contrarios a los principios de afinidad microbiana al emplear cilindros de
titanio como cuerpo extrafo para el desarrollo de osteomielitis femoral por MRSA en
conejos NZW. En este caso los autores no detallan la tasa de infeccion conseguida ni
hacen ningun tipo de andlisis microbioldgico. En nuestro caso, con la idea de conseguir
el méximo rendimiento de la inoculacion del S. aureus elegido minimizando asi el
namero de animales necesarios para la realizacién del estudio, nos decantamos por el
disefio de implantes de acero inoxidable.

De esta forma en el presente estudio se han disefiado mediante la tecnologia de
impresion 3D implantes especie-especificos de acero inoxidable y superficie rugosa que
permiten una buena congruencia articular y fijacion estable ideales para el desarrollo de

una infeccion periprotésica.

6. 1. 3. Determinacion de las caracteristicas del inéculo bacteriano

El primer paso para la determinacion de las caracteristicas del in6culo bacteriano

es la seleccion del microorganismo que sera responsable de la PJI en nuestro modelo
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experimental. Deben emplearse cepas clinicamente relevantes por lo que la mayor parte
de los estudios publicados emplean distintas especies de estafilococos coagulasa
negativos y Staphylococcus aureus, dado que son los principales responsables de la PJI
en la practica clinica (3, 227, 290). Ademas, en nuestro caso consideramos necesario
emplear una cepa productora de biofilm ya que la inclusion de rifampicina en el
tratamiento de la PJI tiene como objetivo la erradicacion del mismo. Por estas razones
en el presente estudio se ha empleado la cepa de Staph. aureus meticilin-sensible
ATCC® 29213™, microorganismo ampliamente utilizado a nivel experimental y que
ha demostrado ser un capaz de formar un biofilm maduro en las primeras 24 horas
desde la inoculacion (50, 94). Esta cepa ha sido empleada in vitro por autores como Dall
et al (55) y Sritharadol et al (275) para el estudio de la eficacia antibiofilm de distintos
antibioticos de forma aislada o en combinacion. Clauss et al (47) también emplearon
esta cepa para determinar el comportamiento de aquellos microorganismos formadores
de biofilm en funcion de la naturaleza del cuerpo extrafio con el que contactasen, asi los
cultivaron en presencia de PMMA, polietileno, fosfato de calcio y esponjosa humana,
demostrando mayor apetencia de estos microorganismos por aquellos materiales
porosos frente a los de superficie lisa. Dentro de las series in vivo de infeccion
osteoarticular previamente publicadas con el uso de esta cepa de Staph. aureus
meticilin-sensible cabe destacar la de Clasper et al (46) en la que demuestran la

infeccion a nivel microbioldgico en al 100% de los animales.

Otro punto a tener en cuenta es la via de inoculacion a elegir para inducir
nuestra PJI. Existen tres métodos de inoculacion que pueden ser empleados en el
estudio de la de la infeccion de un implante: la inoculacion in vitro, inoculacion in situ y

la inyeccion intravenosa de una concentracion predeterminada de bacterias (256). La
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inyeccién intravenosa se emplea para la reproduccién experimental de la infeccién
protésica secundaria a una diseminacion hematdgena y fue descartada en el presente
estudio por su eficacia erratica, es decir, requiere altas concentraciones bacterianas para
conseguir bajas tasas de infeccion y asocia una importante mortalidad, especialmente en
conejos (121, 225, 259). Respecto a los otros métodos empleados para inducir una
infeccion, la inoculacidn in vitro tiene la ventaja de que el inserto, en el momento de la
implantacion, ya tiene un biofilm maduro en su superficie, por lo que suele ser el
método de eleccion en modelos de osteomielitis asociada a implante (198, 319). En el
disefio de modelos experimentales de PJI suele preferirse la inoculacién in vivo
(intraoperatoria) de la articulacion, ya que reproduce con exactitud la via de infeccion
mas frecuente en la préctica clinica permitiendo asi el estudio de la formacién del

biofilm in vivo, por lo que fue la via elegida en el presente estudio (18, 212).

Por ltimo, en lo que a la determinacion de las caracteristicas del inoculo se
refiere, debemos definir la dosis bacteriana del mismo. La dosis bacteriana minima
necesaria para producir una PJI en un modelo animal no se encuentra bien definida en la
literatura. Es cierto que varios autores coinciden al destacar que esta dosis minima
parece ser mucho mayor que la necesaria para el desarrollo de una PJI en humanos
(<100CFU/m®) (279), circunstancia que atribuyen a la influencia de factores
dependientes del huésped en el desarrollo de una infeccion (18, 36). Dada la ausencia de
guias claras sobre la cantidad de CFU a inocular se realiz6 una revisién de la
bibliografia disponible recogiéndose en cada uno de los estudios consultados la dosis
inoculada de S. aureus, numero de animales infectados sobre el total y numero de

animales perdidos a causa de la infeccidn (tabla 53).
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Fuente CFU Infectados Pérdidas

Belmatoug et al™® (1996) 5x106 100% 0
Arens et al*V) (1996) 2x10* 50% NP
Nijhof et al*®” (2001) 10° 100% 10%
Sheehan et al®>® (2004) 108-107 100% 0
Craig et al® (2005) 103 70% 4,5%
Yin et al®'? (2005) 106 86% 17,1%
Saleh-Mghir et al®® (2011) 5x107 100% 29,1%
Alt et al® (2014) 105

10 100% 0
Helbig et al% (2014) 108 100% 33,3%

Tabla 53: Revision bibliogréafica de modelos de PJI en conejo NZW. NP: no

publicado

Los resultados de la busqueda bibliografica demostraron que la tasa de infeccién
del 100% se obtenia con indculos de al menos 10° CFU y que el nimero de animales
perdidos por causa séptica comenzaba a aumentar a partir de las 10° CFU inoculadas.
Por ello en el presente estudio se decidi6 emplear un indculo de 10° CFU,
consiguiéndose una tasa de infeccion del 93,3% sin ningun animal perdido por sepsis en
las 4 semanas que duré el ensayo. No se encontraron dificultades a la hora de realizar la

inoculacidn tras el cierre de la artrotomia empleandose un volumen total final de ImL y

se consiguid el mantenimiento de todo el volumen inyectado a nivel intra-articular.
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6. 1. 4. Determinacién cuantitativa de la presencia de infeccion: analisis

bioquimico, hematolédgico y microbiolégico de la PJI.

Un punto critico a la hora de comparar la eficacia de distintos tratamientos en la
curacion de una infeccién es la demostracion de la presencia de la misma en los grupos
de experimentacion. Para ello pueden emplearse determinaciones sistémicas o locales
(36). Respecto a las determinaciones sistémicas, en funcién del estudio consultado
encontramos diagndsticos de infeccion basados en medidas indirectas, como peso y
temperatura, que de forma aislada se consideran insuficientes por lo que suelen
combinarse con medidas directas de presencia de infeccion de caracter bioquimico y
hematologico que tienen como finalidad la determinacion de la evolucion de los
marcadores inflamatorios y reactantes de fase aguda (35, 197, 225). La pérdida de peso,
a pesar de encontrarse incluida dentro de las medidas indirectas de infeccion, esta
considerada como el signo méas precoz de deterioro sistémico (230) por lo que en el
presente estudio se empled como variable principal de vigilancia del bienestar animal.
La periodicidad de las determinaciones es muy similar en todos los estudios publicados,
realizandose determinaciones semanales de peso y temperatura, por lo que ha sido la
secuencia empleada en nuestro estudio (100, 225).

Respecto a las determinaciones locales diagnosticas de infeccion podemos
encontrar  publicadas  determinaciones  radiologicas (18, 321), anélisis
anatomopatoldgicos (87) y andlisis microbioldgicos del lugar infectado (52, 293).
Teniendo todos estos factores en cuenta, en el presente estudio se ha realizado la
determinacion de la presencia de infeccion empleando medidas sistémicas tanto
indirectas, monitorizandose el peso y la temperatura, como directas mediante la

determinacion hematoldgica y bioquimica de las variaciones en los reactantes de fase

176



aguda. Ademas, estas técnicas se han combinado con el uso de medidas locales de
diagnéstico de infeccion mediante el analisis microbioldgico realizado 1 semana tras la
inoculacion.

Respecto a las determinaciones sistémicas directas, en el presente ensayo se
decidié reflejar lo mas fielmente posible los protocolos diagnosticos de PJI empleados
en la préctica clinica por lo que se realizd6 una determinacion hematoldgica y
bioquimica analoga a la empleada por otros autores (26, 35, 197, 225) a la semana de la
inoculacion intra-articular. Asi se decidié determinar el recuento leucocitario, el
porcentaje de linfocitos en la formula, el recuento plaquetario y la velocidad de
sedimentacion globular en la primera hora.

En la Tabla 54 puede encontrarse la comparacién entre los criterios diagnosticos
de PJI empleados en la practica clinica habitual y los utilizados en el presente estudio

para el diagnostico de infeccion en el modelo animal seleccionado.
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Criterios diagnosticos de PJI en Criterios diagnosticos de PJI en conejo

humanos 12219 NZW

Uno de los siguentes criterios mayores: Al menos un criterio mayor @9:

- Dos cultivos periprotésicos - Dos cultivos intra-articulares
positivos con  microorganismos positivos para S. aureus.
fenotipicamente idénticos. - Presencia de  fistula  que

- Presencia de fistula que se comunique con la articulacion.

comunique con la articulacion.

Al menos tres criterios menores: Al menos tres criterios menores (124 174);
- PCR Yy VSG elevadas. - VSG>5mm
- Leucocitosis o esterasa leucocitaria - Recuento leucocitario superior a
positiva en liquido sinovial. 9,7-10%/uL
- Neutrofilia en liquido sinovial. - Linfopenia < 30%
- Analisis histolégico positivo en - Trombocitosis > 650-10%/uL
tejido periproteésico - Un cultivo positivo

- Un cultivo positivo

Tabla 54: Protocolos diagnosticos de PJI en la practica clinica habitual y en el modelo

animal.

Los criterios establecidos en 2011 por la Musculoeskeletal Infection Society
(215) consideran la determinacién de leucocitosis y neutrofilia en liquido articular como
criterios menores diagndésticos de infeccion. En el presente trabajo, el reducido volumen
de liquido de la rodilla de los animales hizo imposible dicho analisis ya que en el grupo
R todo el liquido articular recogido a través del drenaje en los primeros tres dias tras el
primer tiempo de recambio fue necesario para definir el perfil de liberacion intra-
articular de rifampicina. Por ello, se decidid tener en cuenta como criterios menores
diagnésticos de PJI la modificacion de la formula leucocitaria y elevacion de reactantes
de fase aguda en sangre (plaquetas y VSG). En condiciones normales la formula
leucocitaria del conejo tiene un ratio aproximado de neutréfilos:linfocitos de 25%:67%

pero ante la presencia de una infeccion se invierte dicha formula dando lugar a un
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descenso del numero de linfocitos que se considera diagndstico con valores < 30% (124,
174). Los resultados obtenidos en cada uno de los grupos de experimentacion mostraron
modificaciones estadisticamente significativas (p=0,0001) respecto a los valores basales
con una disminucion de la proporcion de linfocitos en sangre y aumento del recuento

leucocitario y plaquetario tras una semana de la inoculacién intra-articular.

Dentro de las medidas locales propuestas por Carli et al (36) para definir la
presencia de infeccion se encuentra el analisis radioldgico de la articulacion. A la hora
de hacer el analisis de los cambios periarticulares debidos a la infeccion debemos tener
en cuenta que el tipo de prueba de imagen a realizar estd condicionada por la naturaleza
del implante. Asi, en el estudio de las alteraciones éGseas debidas a la infeccion de
implantes de silicona se recomienda la realizacion de una resonancia magnética
mientras que si los implantes son metalicos puede hacerse un andlisis radiografico
convencional (18, 35). Como se ha comentado previamente, la extrapolaciéon de los
cambios radiograficos periprotésicos secundarios a la infeccion es erratica en los
conejos por la hiperflexion fisiologica de la rodilla (37, 89, 179), por lo que no se ha
realizado ningun andlisis radiografico a lo largo de este estudio. Si embargo, es una
técnica muy utilizada, y con escalas validadas para la extrapolacion de los cambios
0seos, para monitorizar la evolucion de la infeccidn o del tratamiento de la misma en los
modelos animales de osteomielitis como las empleadas por Yin et al en su modelo de

osteomielitis en el conejo NZW (90, 319).

Para demostrar la presencia de infeccion en un modelo animal de PJI, como

ocurre en la practica clinica, es aconsejable el analisis microbiolégico de muestras

intra-articulares. A pesar de ello pueden encontrarse publicaciones en las que se omite
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este tipo de analisis. Cabe destacar el trabajo de Greimel et al (94) en el que se realiza
una comparacion de la eficacia de varios antibidticos frente a una infeccion peri-
implante por S. aureus. La ausencia de datos sobre la eficacia de la infeccion producida
mediante inoculacién intramedular femoral resta fuerza a los resultados comparativos
de los distintos antibidticos empleados para el tratamiento de la infeccién disminuyendo
la validez del estudio. De esta forma, se considera necesaria la demostracion directa de
la presencia de infeccién en los modelos experimentales de PJI previa al inicio del
estudio comparativo entre distintas opciones terapéuticas para limitar las fuentes de
error en la medicion de la magnitud del efecto.

En la préctica clinica el nimero de muestras intraoperatorias recomendado entre
3y 6, procedentes de tejido blando y 6seo, teniendo especial cuidado de minimizar la
pérdida de stock 6seo (17). Recientes publicaciones recomiendan realizar la sonicacion
del implante como medio para aumentar la rentabilidad diagnostica del cultivo (289,
293, 321). En los modelos experimentales el reducido tamafio de la articulacion, y por
ello el stock 6seo limitado, hace que el nimero de muestras extraidas para el analisis
microbioldgico tienda a ser menor salvo que la obtencidén de estas coincida con la
eutanasia del animal (6, 52). En el presente estudio experimental se han obtenido un
total de 3 muestras por animal para andlisis microbiol6gico, una de partes blandas, otra
de la metéfisis tibial proximal y la resultante de la sonicacion del implante.

En los dltimos afios, gracias al desarrollo de los animales transgénicos,
disponemos de nuevas opciones para el diagndstico de la presencia de bacterias y
células inflamatorias en el lugar de la infeccion que no implican la toma de muestras
intra-articulares. En su trabajo, Bernthal et al (20) eligen para probar la eficacia
antiestafilococica de implantes reabsorbibles recubiertos de rifampicina y minociclina el

uso de la cepa de S. aureus SH1000 dotada de bioluminiscencia. Ademas, eligen como
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modelo animal la linea LysEGFP de ratones inbred C57BL/6 que se caracterizan por
tener células mieloides con fluorescencia verde. De esta forma, mediante la realizacion
de bioluminiscencia in vivo fueron capaces de determinar la presencia de S. aureus
viable en la articulacion y, mediante la realizacién de fluorescencia in vivo, determinar
la presencia de células inflamatorias en el area afecta. Ademas, dado que la intensidad
de la sefial registrada por estos métodos varia en funcion del ndmero de células
inflamatorias o bacterias vivas en el area de estudio, son técnicas que permiten
monitorizar la evolucion del proceso infeccioso y valorar la magnitud del efecto de
distintas estrategias terapéuticas. Este tipo de técnicas son especialmente Gtiles si van a
emplearse modelos animales de reducido tamafio porque permiten diagnosticar la
presencia de infeccion salvaguardando el stock 6seo, mejorando la movilidad del animal
y la calidad del campo de cara a nuevas intervenciones.

En el presente estudio, siguiendo las recomendaciones de Carli et al(36),
también se consider6 adecuado demostrar la capacidad de formacion de biofilm por
parte de la cepa de S. aureus elegida. Existen dos técnicas principales para visualizar el
biofilm: la microscopia electrénica de barrido (SEM) y la tincidn con cristal violeta. El
uso de las muestras, bien el inserto o el espaciador de cemento, para la visualizacion del
biofilm implica su pérdida para la posterior realizacion de recuentos microbioldgicos.
Para subsanar este problema, autores como Carli et al (35), en su modelo de PJI con
ratones destinan la mitad de sus animales a la demostracion de la presencia del biofilm
por SEM vy la otra mitad al recuento microbioldgico. Esta estrategia aplicada a estudios
en los que se pretenda comparar la eficacia antimicrobiana de dos o méas tratamientos
implica el aumento del nimero de animales para conseguir diferencias estadisticamente
significativas en lo que al recuento microbioldgico se refiere. En nuestro caso nos

decantamos por una solucién intermedia entre la no demostracion de la presencia de
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biofilm a los 7 dias de la inoculacion y el aumento del nimero de animales que fue la
demostracion in vitro de la capacidad de formacion de biofilm por la cepa de S. aureus
elegida mediante el cultivo del inserto durante 7 dias y su posterior tincion con cristal

violeta.

6. 1. 5. Justificacion de la realizacion de un recambio en dos tiempos frente a un

recambio en un tiempo

La decision de emplear este nuevo cemento con rifampicina en un recambio en
dos tiempos en lugar que en un recambio en un tiempo o como profilaxis de la PJI esta
basada en diferentes factores. La cinética de liberacion de los antibioticos contenidos en
el cemento 6seo implica una fase inicial de gran liberacion con consecucion de elevadas
concentraciones intra-articulares seguida de un descenso progresivo de la misma a lo
largo del tiempo (267). También se ha demostrado que el mantenimiento de niveles de
antibidtico por debajo de la CMI induce la seleccion de resistencias de los
microorganismos a nivel intra-articular, es decir, disminuye la eficacia del antibiotico en
cuestion en el tratamiento de la infeccidn (64). Teniendo en cuenta estos hechos y que el
uso de rifampicina en asociacion con otros antibioticos es el tratamiento de primera
linea para el abordaje de las PJI de origen estafilocdcico, emplear este cemento con
microcapsulas de rifampicina como profilaxis de la PJI o en forma de recambio en un
tiempo podria volverla ineficaz para el tratamiento de nuevas infecciones
estafilococicas. Es decir, de presentarse una nueva infeccion estafilococica contraida
por via hematdgena es probable que la rifampicina no fuera eficaz en su tratamiento y
nos viésemos obligados a emplear tratamientos de segunda linea, menos eficaces, para
su erradicacion. Por estos motivos se ha disefiado el presente estudio en forma de

recambio en dos tiempos, ya que el tiempo de permanencia del espaciador es limitado y

182



aun no se dispone de datos in vitro sobre el perfil de liberacion de la rifampicina

contenida microcépsulas tras la primera semana (32).
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6.2. EVALUACION IN VIVO DE LA EFICACIA DEL CEMENTO
OSEO CON MICROCAPSULAS DE RIFAMPICINA EN EL
TRATAMIENTO DE LA INFECCION PERIPROTESICA

La evaluacion de la eficacia del cemento 6seo con microcapsulas de rifampicina
se dividio en tres secciones: la determinacion del perfil de liberacion intra-articular de la
rifampicina, el estudio de la actividad antimicrobiana del cemento con microcapsulas de
rifampicina y la determinacion de la toxicidad sistémica de la rifampicina debida a su

absorcion tras la liberacion intra-articular.

6. 2. 1. Andlisis del perfil de liberacion intra-articular de rifampicina

Se ha comentado previamente que una de las caracteristicas del biofilm es su
capacidad para disminuir la actividad de los antibidticos, haciendo que la CMI de estos
se vea aumentada llegando a multiplicar por 200-1000 la dosis activa necesaria para la
erradicacion de la infeccion (15, 182). A pesar de ello, la mayoria de estudios que tienen
como objetivo la demostracion de la eficacia de un antibidtico contenido en el cemento
6seo o0 en implantes ortopédicos realizan exclusivamente un calculo in vitro de la
cinética de liberacion de dicho antibidtico sin realizar comprobaciones de la misma in
vivo (90). En la bibliografia disponible encontramos los estudios de Tuzuner et al (292),
Stewart et al (277) y Giavaresi et al (87) que basan sus resultados de eficacia in vivo en
el recuento microbioldgico, en la capacidad de deteccion de antibidtico en sangre o en
muestras intra-articulares obtenidas tras la eutanasia del animal por lo que no son
capaces de definir la curva de liberacién en el modelo experimental (42, 197, 304).

En el presente estudio se prefirio realizar la determinacién in vivo de las

caracteristicas de la curva de liberacion intra-articular de la rifampicina contenida en
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las microcapsulas demostrada in vitro en ensayos previos (244). Respecto a estudios con
el mismo objetivo cabe destacar el de Chohfi et al, que presentan un modelo animal de
osteomielitis para analizar el perfil farmacocinético de un cemento con vancomicina.
Para determinar los niveles de vancomicina presentes en el hueso establecen una
eutanasia secuencial de los animales y toma de biopsias femorales postmortem. La
aplicacion de este esquema en el presente estudio fue rechazada al requerir un aumento
importante en el nimero de animales necesarios para cumplir los objetivos establecidos.
Siguiendo con la misma linea de analisis farmacocinético, Yenice et al en 2003 (318)
sintetizan microparticulas con teicoplanina para el tratamiento de infecciones asociadas
a defectos 6seos. Para determinar la curva de liberacion intra-articular de la teicoplanina
realizan artrocentesis repetidas en las rodillas de los animales. El 86% de los animales
utilizados desarrollaron complicaciones de la herida quirargica perdiéndose una elevada
cantidad de muestras para el analisis microbioldgico final, quedando este invalidado y
siendo la principal limitacién de su estudio. Teniendo en cuenta estos antecedentes se
decidid, para permitir el acceso a la articulacion con la menor morbilidad posible de los
animales y minimizando el riesgo de infeccion, el uso de drenajes intra-articulares de
silicona colocados en el primer tiempo de recambio protésico. Asi, se realizd una toma
de muestras de liquido articular a las 6, 24, 48 y 72 horas de la colocacion del
espaciador. En todas las muestras obtenidas fue posible la determinacién de los niveles

de rifampicina al ser estos superiores al limite de cuantificacion del HPLC.

Respecto al método elegido para la cuantificacién de rifampicina, aunque la
espectrofotometria puede resultar un método valido para la cuantificacién de
rifampicina en estudios in vitro, en el presente trabajo se ha realizado la cuantificacion

de rifampicina mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) (33, 63, 154). El
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HPLC es un método con una elevada especificidad para la cuantificacion de analitos en
muestras complejas ya que, previa a su deteccion espectrofotométrica, se lleva a cabo su
separacion en funcion de su capacidad de retencién en una determinada fase
estacionaria desde una fase movil que los arrastra. EI método de HPLC utilizado en este
estudio es, con algin pequefio cambio, el recogido en la Real Farmacopea para la
cuantificacion de rifampicina como materia prima e incorporada a medicamentos (243).
Esta circunstancia es importante porque para el aislamiento de una sustancia activa
presente en una muestra con productos de degradacion o excipientes es necesario el uso
de técnicas analiticas que sean especificas y permitan diferenciar el principio activo de
estos otros componentes presentes en la formula (149, 173, 271). En el caso de los
productos de degradacion esta diferenciacion es especialmente complicada porque su
estructura quimica es muy similar a la del propio principio activo, siendo la rifampicina
quinona el principal producto de degradacién del antibiético que nos ocupa. EI cambio
introducido consistio en la modificacion de la fase moévil, disminuyendo su polaridad
(pasando de 35 a un 40% de fase organica) con el fin de reducir el tiempo de retencion
de la rifampicina (de 23 a 11 minutos) y de esta forma acortar la duracion de los
andlisis. Este método analitico se utilizo para cuantificar la rifampicina contenida en las
microcépsulas y asi determinar la cantidad de las mismas a incorporar al cemento para
conseguir una concentracion de rifampicina del 0,3%.

Este mismo método se utilizd para determinar la rifampicina en muestras
bioldgicas. Debemos tener en cuenta que el tipo de muestras bioldgicas empleadas en
este ensayo (sangre y liquido sinovial) contienen, ademéas de la rifampicina objeto de
estudio, otros compuestos quimicos como la gentamicina, anestésicos y analgésicos
ademaés de todas las células inflamatorias, microorganismos, detritus celulares, fibrina y

sus derivados presentes en la articulacion después de la cirugia. Dada la compleja
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composicion de las muestras de estudio el uso de técnicas separativas para la
cuantificacion de la rifampicina presente en ellas resulta imprescindible. La eficacia del
HPLC en la cuantificacidon de rifampicina en muestras bioldgicas ha sido registrada en
distintos medios. Calleja et al (31) utilizan este método para la cuantificacion de
rifampicina en muestras de plasma y de homogeneizado hepatico, Goutal et al (93) lo
emplean para la determinacién plasmatica y Srivastava et al (276) lo aplican en plasma
y liquido cefalorraquido. Ademas, en el presente estudio se ha determinado la
especificidad de este método analitico, es decir, se ha probado en muestras bioldgicas
(suero y liquido) que el método analitico es capaz de cuantificar la rifampicina en
presencia de gentamicina. Igualmente se comprob6 que el alginato no interferia en la
cuantificacion y que no se producian interferencias en la misma debidas a ningin
componente del liquido sinovial ni del suero, por lo que no se ha producido ningun tipo
de magnificacion de los valores de rifampicina cuantificados, como se puede observar

en el cromatograma de la figura 44.

Resulta complejo definir la cinética de liberacion intra-articular de la rifampicina
a partir del cemento éseo porque el volumen total de liquido articular varia en funcion
del animal y en funcion del momento en el que se realiza la extraccion. Si que hemos
podido demostrar que la liberacién de rifampicina se mantiene durante 72 horas, con
concentraciones superiores a la CMI in vivo para S. aureus (0,06 ug/mL) (103, 191).
Esta puntualizacion es especialmente importante, ya que la evidencia disponible alerta
de que la exposicion a concentraciones sub-inhibitorias de antibidtico produce
tolerancia al mismo por parte de los microorganismos integrantes del biofilm (122). La
curva de liberacién encontrada fue analoga a la demostrada con otros antibidticos con

un pico inicial de mayor liberacion y descenso progresivo hasta llegar a una fase de
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meseta con descenso lento a lo largo del tiempo (84, 154, 221). En todas las
determinaciones realizadas nuestra curva de liberacion presentd concentraciones de
rifampicina intra-articular superiores a las demostradas por Anguita-Alonso et al en

2006 con el uso de rifampicina sin microencapsular (10).

6. 2. 2. Determinacion de la eficacia antimicrobiana del cemento con microcapsulas

de rifampicina

Para determinar la eficacia antimicrobiana del cemento con microcapulas de
rifampicina en el tratamiento de la PJI se disefi6 el modelo experimental previamente
justificado y se reprodujo la sistemética de un recambio en dos tiempos anélogo al
realizado en la practica clinica habitual. En el presente trabajo se compar6 el cemento
con gentamicina de uso clinico habitual con y sin la adicion de microcapsulas de
rifampicina. El rapido desarrollo de resistencias a rifampicina cuando esta se emplea en
monoterapia es un problema conocido y se debe a una mutacién en la RNA-polimerasa
DNA-dependiente bacteriana (62, 163, 311, 322). Por ello se decidi6 afadir las
microcépsulas de rifampicina a un cemento con gentamicina. Para diferenciar el efecto
antimicrobiano producido por la rifampicina microencapsulada del debido al efecto
bactericida de la gentamicina se emple6 el mismo cemento con gentamincina en el
grupo de controles. Para evitar posibles errores en la valoracion de la eficacia y
toxicidad de la rifampicina microencapsulada se decidié no administrar antibioterapia

intravenosa en ninguno de los grupos de estudio.

Tras el primer tiempo de recambio se realizd6 una monitorizacion de la

evolucion de los parametros inflamatorios (recuento leucocitario, linfocitario,
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plaquetario y determinacion de la VSG en la primera hora) a los 4 dias, 1, 2, 3 semanas
postoperatorias y a las 4 semanas postoperatorias coincidiendo con la eutanasia del
animal que no mostro diferencias estadisticamente significativas entre grupos en ningun
momento de estudio. Si que se observd, tras la inoculacién intra-articular de S. aureus,
una elevacién del numero de leucocitos, plaquetas y VSG acompafiada de un descenso
en la proporcion de linfocitos en ambos grupos de experimentacion, resultados
esperados al desarrollarse la infeccion peri-implante. Al final del estudio no se aprecié
una completa normalizacion del recuento leucocitario, linfocitario ni plaquetario,
circunstancia contraria a la publicada por Poultsides et al (225) en el que se describe la
normalizacion de la VSG y recuento leucocitario a las 4 semanas de la inoculacién. Aun
asi, en nuestro caso los valores medios de cada grupo se encontraron por debajo de los
puntos de corte definitorios de infeccion demostrandose asi una tendencia a la

normalizacion del recuento tras el primer tiempo de recambio.

En la préactica clinica el tiempo minimo recomendado de permanencia del
espaciador de cemento hasta la realizacion del segundo tiempo de recambio no esta bien
definido, aconsejandose esperar al menos dos semanas y no mas de 6 meses (119, 204).
Con esta premisa era de esperar la amplia variabilidad de tiempo de permanencia del
implante/cemento con antibidtico detectada en las publicaciones de ensayos preclinicos
con animales. Uno de los estudios con menor intervalo de tiempo es el de Tuzuner et al
(292) en el que se mide la eficacia del PMMA con teicoplanina y sulfato de calcio a las
3 semanas de la induccion de la infeccion por MRSA en ratas. En el otro extremo
podemos encontrar trabajos como el de Sinclair et al (264) en el que la eficacia de un
esteroide cationico en el tratamiento de la infeccion asociada a implante en ovejas no se
determina hasta 12 semanas después de la inoculacién de MRSA. A pesar de estos casos

extremos, la gran mayoria de estudios esperan una media de 4 semanas antes de la
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eutanasia del animal y toma de muestras para determinar la eficacia de la intervencion
realizada (6, 46, 319) por lo que nos decantamos por esta estrategia en el disefio de
nuestro trabajo.

Por lo tanto, a las 4 semanas de la implantacion del espaciador de ambos grupos
de estudio se sacrifico a los animales y se procedid a valorar los mismos criterios
definitorios de infeccion que se emplearon para diagnosticar la presencia de PJI tras la
inoculacion intra-articular de S. aureus (tabla 47 p. 155). Como complicacion local del
uso de espaciadores se identificaron 3 casos de luxacion del espaciador (20%),
circunstancia que no es de extrafiar dada la hiperflexion fisiolégica de la rodilla de estos
animales. Este dato es similar al descrito en publicaciones en humanos (61, 261, 283).

El anélisis de los parametros hematoldgicos y bioquimicos (VSG, leucocitos,
plaquetas y linfocitos) no presentd diferencias estadisticamente significativas entre
grupos (tabla 36 p. 149). El andlisis microbioldgico demostré diferencias
estadisticamente significativas entre grupos en el nimero de CFU aisladas en hueso y
partes blandas con p=0,03 y p=0,01 respectivamente, sin encontrarse crecimiento
bacteriano en las muestras del grupo tratado con microcépsulas de rifampicina. Tres
animales del grupo control presentaron cultivos positivos en las muestras de hueso y
cuatro en las muestras procedentes de partes blandas.

Respecto al nimero de CFU aisladas tras la sonicacién del espaciador de
cemento, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p=0,71) entre
los grupos de estudio aislandose 109 CFU/mL en el grupo control y 360 CFU/mL en el
grupo tratado con microcéapsulas de rifampicina. La sonicacion es el método empleado
para desprender las bacterias que conforman el biofilm adherido a un implante mediante
la accion de ultrasonidos (176, 289). Kendall et al (129), en 1995, demuestran que a

pesar de la elevada liberacion inicial de antibidtico desde el espaciador, este implante
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puede actuar como cuerpo extrafio sobre el que se desarrolle un nuevo biofilm por lo
que la utilidad del cultivo del liquido resultado de la sonicacién se ha convertido en
motivo de estudio y controversia (129). Algunos autores consideran inutil la sonicacion
del espaciador porque durante este proceso se produce un aumento de la liberacién del
antibiético contenido en él, dando lugar a cultivos negativos aungue en realidad se haya
reproducido el biofilm en su superficie. Este fendmeno parece afectar de forma desigual
a los antibidticos ya que, segun el estudio de Kummer et al (138), la liberacion tras la
sonicacién es mucho mayor en aquellos espaciadores con vancomicina o fosfomicina
mientras que afecta levemente a los compuestos por gentamicina y daptomicina.

Esteban et al (68), en 2016, establecen que la relevancia clinica de la sonicacion
del espaciador radica en que la presencia de cultivos positivos aumenta el riesgo de
recurrencia de la infeccion tras el segundo tiempo de recambio y que recuentos
superiores a 10.000 CFU/mL empobrecen los resultados en lo que a curacion de la PJI
se refiere. Siguiendo esta idea, Nelson et al (195) analizan 36 pacientes en los que se
llevd a cabo un segundo tiempo de recambio en cadera o rodilla, 18 de ellos con
cultivos positivos exclusivamente del espaciador tras la sonicaciéon y 18 con todos los
cultivos negativos. Solo el 50% de los pacientes con cultivos positivos desarrollaron
una recurrencia de la infeccion frente al 11% del grupo con cultivos negativos.
Concluyen que la sonicacién de los espaciadores de cemento mejora la sensibilidad de
los cultivos de tejido tomados intraoperatoriamente y que la presencia de cultivos
positivos en el espaciador asocia una OR= 8 (IC95% (1,2-69)) para infeccion
recurrente, por lo que recomiendan un seguimiento estrecho de estos pacientes y
aumentar la agresividad de la antibioterapia sistémica tras la colocacion del nuevo
implante. Estos datos junto con los procedentes de los estudios de Torrens et al (288) y

Sorli et al (272) se establece un valor predictivo positivo de cultivo del espaciador de

191



entre 0,5 y 0,6. En los resultados presentados en este estudio solo 1 animal del grupo
control y dos animales del grupo con microcapsulas de rifampicina presentaron cultivos
del espaciador positivo. El animal perteneciente al grupo control también presentd
cultivos positivos en las muestras de partes blandas y hueso, ademas de alteraciones de
los parametros hematoldgicos diagndsticas de infeccion. No se observd crecimiento
bacteriano en ninguna de las muestras de tejido blando ni hueso de ninguno de los dos
animales del grupo con microcapsulas de rifampicina y el recuento de CFU procedente
del espaciador fue menor de 10.000 CFU en ambos casos. No obstante, uno de estos
animales present6 valores hematoldgicos diagnésticos de infeccidn siendo este el Unico
del grupo de casos que fue considerado como infectado en la interpretacién final de los
resultados.

Dados los resultados microbioldgicos comentados previamente se ha demostrado
la superioridad del cemento con gentamicina y microcapsulas de rifampicina en la
erradicacion de la PJI a nivel de tejido 6seo y de partes blandas frente al tratamiento con

gentamicina en monoterapia con p=0,03 y p=0,01 respectivamente.

6. 2. 3. Analisis de la toxicidad de la rifampicina

La absorcidn sistémica de los antibioticos empleados a nivel intra-articular es
un hecho conocido pero la tasa de complicaciones es muy baja encontrandose casos
aislados en la literatura. No se han encontrado publicaciones de estudios en animales en
los que se determine la concentracidn sistémica de antibidticos tras la colocacion de
espaciadores de cemento (65). Basandonos en las referencias disponibles de estudios en
humanos, cabe destacar el trabajo de Amerstorfer et al (65), en el que se determinan las

concentraciones plasmaticas de vancomicina tras la implantacion de un espaciador de
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cemento con gentamicina a cuya superficie, antes de su fraguado completo, se afiade
vancomicina en polvo. Realizaron una toma de muestras sanguineas diaria durante los 5
primeros dias postoperatorios identificandose vancomicina en suero solo durante el
primer dia postoperatorio y a bajas concentraciones, quedando las concentraciones
medias de vancomicina de los dias subsiguientes por debajo del limite de deteccidn
(<2ug/mL). En el presente estudio, solo se realizd la determinacién de los niveles
séricos de rifampicina en el dia 11 del ensayo, es decir, 3 dias tras la implantacion del
espaciador. Aunque es cierto que no se identifico rifampicina en suero en ninguno de
los animales del grupo de casos en este momento no puede descartarse la elevacion de
los niveles plasmaticos en los dias previos, coincidiendo con el pico de mayor
liberacion intra-articular del antibiotico, circunstancia que se considera altamente
probable en base a la elevacion de bilirrubina sérica hayada y que se discutira a
continuacion. Se decidié no realizar una toma de muestras sanguineas previa para
realizar esta determinacion en un intento de ganar tiempo para la completa reposicion de
la volemia del animal tras el dia 8 del ensayo en el que se realizd una determinacion
analitica con extraccion de 1,5 mL de sangre a la que debe sumarse la pérdida asociada

a la cirugia del primer tiempo de recambio.

Debido a la clésica imposibilidad de afiadir rifampicina al cemento 6seo, no
existen articulos previamente publicados sobre el grado de absorcion sistémica de la
rifampicina intra-articular incluida en el cemento 6seo lo que hace que tampoco se
encuentren registrados los efectos adversos asociados a esta via de administracion. Por
ello, la determinacién de toxicidad se ha llevado a cabo buscando de forma especifica
aquellos efectos secundarios de la rifampicina cuando se emplea por via sistémica (oral

0 intravenosa) y mediante un control sistematico de los signos de bienestar animal.
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A pesar de que la rifampicina se considera un antibiético moderadamente bien
tolerado existen dos efectos adversos considerados graves cuya aparicion obliga a la
interrupcién del tratamiento: la hepatotoxicidad y el sindrome seudogripal. La
hepatotoxicidad estd considerada como un efecto adverso independiente de la dosis
administrada que cursa con una elevacion de la alanina-amino-transferasa (ALT)
hepética. Es importante no confundir la hepatotoxicidad asociada a rifampicina con otro
efecto secundario transitorio y sin gran significado patologico que es la ictericia
asintomatica de tipo colestasico. Esta ictericia es debida a la competencia entre la
bilirrubina y la rifampicina por el receptor del hepatocito por lo que cursa con elevacion
de la bilirrubina en sangre. Suele aparecer al inicio del tratamiento y desaparece de
forma espontanea en pocos dias (28). En el presente estudio, para definir el dafio
hepéatico debido a la administracién de rifampicina intra-articular se determinaron la
ALT y AST como marcadores de hepatotoxicidad y la bilirrubina como marcador de
colestasis. A pesar de que la fosfatasa alcalina es uno de los principales marcadores de
colestasis utilizados en la practica clinica no se ha empleado en el presente estudio
porque toda aquella lesion dsea que implique un aumento de la actividad osteoblastica
cursa con elevacién de la misma y dada la naturaleza del estudio es altamente probable
que se produzca ese aumento de la actividad osteoblastica (262).

De esta forma se realizO una determinacion de los enzimas previamente
mencionados a las 1, 2 y 4 semanas de la colocacion del espaciador de cemento en
ambos grupos de estudio. Los resultados obtenidos no presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre grupos en ninguno de los parametros estudiados y
en niguno de los momentos del estudio, como puede apreciarse en las tablas 48-50 de la
pagina 159. No se detectd la elevacion de la ALT sobre 80Ul/mL en ninguno de los

animales estudiados, lo que corresponde a un Grado O de hepatotoxicidad (160). Se
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detectd un aumento de los niveles de bilirrubina en el grupo tratado con microcapsulas
de rifampicina que superd el limite de la normalidad de 0,5mg/dL. Este incremento no
se acomparfio de la elevacién de ALT ni AST, correspondiendo a un patrén de colestasis
(262). Por ello, el aumento de los niveles de bilirrubina se ha interpretado como el
desarrollo de una ictericia asintomatica de tipo colestasico en 5 de los animales (62,5%)
que se normaliz6 de forma espontanea a partir de la segunda semana del primer tiempo

de recambio protésico.

En la practica clinica, el desarrollo de un sindrome pseudogripal es un proceso
de baja incidencia que, durante el tratamiento con rifampicina, traduce una reaccién de
hipersensibilidad que puede asociar la aparicion de urticaria y puarpura con
trombocitopenia, leucopenia, hemdlisis y fracaso renal secundario a glomerulonefritis o
nefritis intersticial (72). En el presento modelo experimental, la valoracion de la
presencia de urticaria y purpura no fue factible dadas las caracteristicas del modelo
animal: cuerpo totalmente cubierto por pelo y tendencia a acicalarse de forma frecuente.
No se detectd trombocitopenia, leucopenia ni anemia en niguno de los animales de
estudio, es mas, se produjo un aumento del recuento plaquetario y leucocitario
secundario a la infeccion que fue descendiendo de forma constante sin llegar a
normalizarse tras 4 semanas de la implantacion del espaciador. La presencia de fracaso
renal fue monitorizada mediante la determinacion de los niveles plasmaticos de
creatinina. Hay que tener en cuenta que el fracaso renal agudo es la complicacion mejor
relacionada con el uso de espaciadores con aminoglucésidos como la gentamicina.
Pueden encontrarse casos aislados en la literatura como los presentados por van Raaij et
al (298), Patrick et al (217) y James et al (116) con el uso de gentamicina en
monoterapia independientemente de la dosis. Por ello, de haberse detectado una

elevacion de los niveles de creatinina plasmatica por encima de 2,5mg/dL no podria
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atribuirse exclusivamente a la accion tdxica de la rifampicina en el contexto de un
sindrome pseudogripal, circunstancia con incidencia notablemente inferior a la
nefrotoxicidad por aminoglucésidos (72, 217, 228, 298).

Los resultados obtenidos en el presente estudio no demostraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de estudio en los niveles de creatinina
plasmatica, manteniéndose los valores medios por debajo de 2,5mg/dL en todos los
momentos de estudio con valores de p=0,4; 0,2 y 0,4 a las 1, 2 y 4 semanas de la
colocacion del espaciador. A nivel individual, tampoco se detecté un aumento de la

creatinina plasmética en ninguno de los animales.

Ademas de los efectos adversos sistémicos detallados previamente se valord la
posible aparicién de efectos adversos locales. Durante la toma de muestras finales se
aprecio, en 5 de los animales del grupo de casos, la ocupacion de la articulacion por un
liquido espeso de consistencia viscosa. Se realiz6 un analisis anatomopatoldgico, previa
tincién con hematoxilina-eosina, del liquido articular de un animal del grupo de
controles (C5) y tres animales del grupo de casos (R6, R7 y R8) sin encontrarse
diferencias en el tipo de células inflamatorias ni en las caracteristicas histoldgicas de la
matriz de tejido conjuntivo que las envolvia (131). Es altamente probable que la
consistencia viscosa del liquido intra-articular en el grupo tratado con microcapsulas de
rifampicina tenga su origen en el comportamiento del alginato que las compone. En el
proceso de sintesis de las microcdpsulas se consigue que el alginato precipite al
combinarlo con calcio generandose asi un compuesto solido. Al introducir los
compuestos con alginato en el organismo se podria producir un intercambio entre estos
iones calcio con los de sodio presentes en el medio (115). Este intercambio i6nico

induce la licuefaccion del alginato dando lugar a un liquido de alta viscosidad pero sin
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alterar su biocompatibilidad, lo que explica el aumento de viscosidad encontrado en las
articulaciones de los animales del grupo de rifampicina (148, 300).

Por todo lo detallado previamente, queda demostrado el adecuado perfil de
seguridad hepatica y renal de la rifampicina contenida en microcapsulas de alginato en
el tratamiento de la infeccion periprotésica. También puede afirmarse que el efecto
nefrotdxico de los aminogluc6sidos no se ve potenciado por la adicién de microcapsulas

de rifampicina al cemento 0seo.

En la actualidad podemos encontrar multiples ejemplos del uso diario de
compuestos de alginato en nuestra practica clinica pero los campos donde su uso esta
mas extendido son la liberacion controlada de farmacos y el tratamiento de heridas
complejas (5). Respecto a su aplicacion como sistema de liberacion controlada de
farmacos podemos encontrar ejemplos de uso diario como antiacidos (Gaviscon double
action, Slough, UK), encontrandose el alginato de sodio aprobado en diferentes paises
para el tratamiento de la gastritis y reflujo gastroesofagico. Otros sistemas de liberacion
controlada de farmacos pueden encontrarse publicados en forma de ensayos clinicos de
fase 111, como es el caso de Park et al (209) para el tratamiento de la periodontitis. Este
grupo sintetiza microcapsulas de alginato con minociclina que inyecta en las bolsas
periodontales de 15 pacientes con periodontitis y demuestran la eficacia antibacteriana
de las mismas con una degradacion adecuada por las lisozimas salivares en 1 semana.
Soliman et al (268), prueban en mujeres con adelgazamiento patoldgico del endometrio
secundaria a citrato de clomifeno el efecto de geles mucoadhesivos de alginato con
sidenafilo.

Los derivados del alginato son una de las principales herramientas para la

curacion de heridas complejas, encontrandose compuestos con colageno en productos
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comercializados para el tratamiento de las Glceras del pie diabético como Fibracol™
(Acelity, Texas, EEUU). El alginato de plata ha sido propuesto por Meekul et al (184)
para la realizacion de las curas sucesivas de los pacientes con fascitis necrotizante.
También parece tener efectos prometedores en el tratamiento de las Glceras asociadas a
tragueostomia en la poblacion pediatrica, dados los buenos resultados de este sistema
publicados por Hartzell et al (99). Ademas, el alginato de calcio ha sido reconocido por
el grupo de Brenner et al (24) como la mejor opcion para la cobertura de la zona
donante en los injertos de piel realizados también en la poblacion pediatrica. En su
estudio comparan la eficacia de la espuma, la hidrofibra y el alginato de calcio en
términos de tiempo hasta cicatrizacion, siendo menor en el grupo de alginato calcico.
Cabe destacar también que dadas las propiedades hidratantes de los compuestos de
alginato estan siendo incorporados en la estructura de las lentes de contacto para reducir
la incidencia de ojo seco asociado al uso de estos productos sanitarios, con resultados
prometedores y sin aparicion de efectos adversos locales, como puede observarse en el
trabajo publicado por Chong et al (43). Ademas, la gran biocompatibilidad de los
compuestos con alginato hace que puedan emplearse en dispositivos quirtrgicos como
vainas reabsorbibles para evitar las fugas de aire tras la reseccion pulmonar como es el

caso de FOREseal (Laboratories Brothier, Nanterre, Francia).
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6. 3. RELEVANCIA CLINICA DEL CEMENTO CON
MICROCAPSULAS DE RIFAMPICINA

A pesar de que la infeccion periprotésica es ya una vieja conocida del cirujano
ortopédico, las estrategias terapéuticas disponibles distan mucho de considerarse
altamente eficaces para la erradicacion de la misma. Esta circunstancia se debe a la
confluencia de dos factores: la necesidad de administrar dosis elevadas de antibidticos
gue no pueden tolerarse por via sistémica para el tratamiento de la infeccion y a la
continua apariciéon de microorganismos resistentes a los distintos antibi6ticos
empleados en la préactica clinica (86). Actualmente se registran tasas de fracaso del
recambio en dos tiempos del 4-19% si la infeccion es debida a bacterias meticilin-
sensibles (74, 104) pero asciende hasta el 18-52% si el causante es meticilin-resistente
(130, 139). Los dos antibidticos mas empleados en la profilaxis de la PJI, al incluirse de
forma comercial en el cemento déseo, son la gentamicina y la tobramicina, y ya desde
2005 puede encontrarse constancia de una tasa de resistencias de los estafilococos
causantes de la PJI, de un 41% en el caso de la gentamicina y un 66% para la
tobramicina (9).

Es evidente que el ritmo de sintesis de nuevos antibidticos se ha visto superado
por la velocidad de aparicion de microorganismos resistentes. Una de las estrategias
empleadas para hacer frente a estos microorganismos resistentes fue analizar de nuevo
los espectros de actuacion de los antibidticos ya conocidos, circunstancia que llevo a
emplear la rifampicina como tratamiento de infecciones no micobacterianas. Dentro de
estas, ha demostrado ser eficaz en el tratamiento de infecciones debidas a estafilococos,
meticilin-resistentes (MRSA) y meticilin-sensibles (MSSA), que son los mas

frecuentemente implicados en el desarrollo de la PJI (166, 233, 234). Ademas, la

199



rifampicina ha demostrado ser eficaz frente al biofilm formado por los estafilococos,
siendo un antibidtico activo tanto sobre los microorganismos en fase estacionaria que
conforman el biofilm como sobre las formas plancténicas (146, 265). Asimismo,
algunos fenotipos de Staph. aureus (SCVs) han demostrado tener la capacidad de
comportarse como patdgeno intracelular facultativo, es decir, pueden quedar refugiados
dentro de las células promoviendo asi la cronicidad de la infeccion. La rifampicina,
debido a las elevadas concentraciones intracelulares que es capaz de alcanzar, ha
demostrado ser también eficaz en el tratamiento de las formas intracelulares de este
estafilococo (64, 219, 284). Por todo ello la rifampicina se ha convertido en un elemento
clave en el tratamiento de la PJI al proporcionar buenos resultados en el tratamiento de
estas infecciones cuando se administra por via sistémica (134). EI REIPI Group for the
Study of Prosthetic Infection, en 2013 (166), analizan en su estudio multicéntrico los
resultados del tratamiento de PJI debidas a MSSA y MRSA con retencién del implante.
Establecen que el tratamiento con rifampicina durante al menos 1 mes desde la cirugia
es un factor determinante para el éxito del desbridamiento. Sin embargo, no existe
consenso sobre la dosis o intervalo de administracion ideales ya que, a pesar de ser un
antibiotico que se considera moderadamente bien tolerado, presenta efectos secundarios
graves dependientes de dosis. De esta forma, en la actualidad nos encontramos ante un
antibiotico de incalculable valor para el tratamiento de la PJI pero limitados en su
administracion por la toxicidad sistémica asociada (204, 212).

La inclusion de la rifampicina en el cemento déseo es una estrategia que
permitiria aumentar la concentracion de antibidtico administrado en el lugar de la
infeccion disminuyendo la tasa de efectos secundarios al reducirse su toxicidad
sisttmica. No obstante, se han llevado a cabo numerosos intentos de incluir la

rifampicina en el cemento 06seo obteniéndose curvas de liberacion in vitro del
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antibidtico Utiles pero la interferencia con el proceso de fraguado del PMMA no ha
permitido obtener cementos aptos para su uso en la practica clinica, al tratarse de
compuestos incapaces de fraguar o con fraguado muy lento en funcién de la

concentracion de rifampicina afiadida (10, 241, 260).

La alta complejidad de esta situacion ha hecho necesario que la mayoria de los
esfuerzos actuales destinados a la basqueda de soluciones para el tratamiento de la PJI
se dirijan a mejorar la liberacion de antibidticos desde el cemento 6seo o buscar
métodos alternativos de liberacion de antibidticos a nivel intra-articular (112, 152, 153,
242). Mediante la combinacion de estas dos estrategias se disefid en 2016 un sistema de
microencapsulacion de rifampicina que permitia el correcto fraguado del cemento 0seo,
manteniendo las propiedades mecanicas de este y la eficacia antimicrobiana de la
rifampicina in vitro (33, 244). El estudio preclinico in vivo detallado en este trabajo ha
demostrado que la eficacia antimicrobiana del cemento con rifampicina contenida en
microcapsulas de alginato se mantiene en el modelo animal dando lugar a recuentos
microbiologicos inferiores a los conseguidos con el uso de gentamicina en dosis
profilacticas. También se ha demostrado que este sistema de liberacion controlada
consigue mantener concentraciones intra-articulares que sobrepasan la CMI
estafilococica. Respecto al andlisis de toxicidad, no se ha detectado absorcion a nivel
sistemico que produzca reacciones de toxicidad que justifiquen la suspension del
tratamiento. Ademas, dada la excelente biocompatibilidad del alginato empleado para la
sintesis de las microcapsulas tampoco se ha detectado la aparicion de efectos

secundarios a nivel intra-articular.

Teniendo en cuenta los resultados del presente trabajo junto con los resultados in

vitro publicados previamente por Sanz-Ruiz et al (244) y Carbo et al (33) podemos
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considerar las técnicas de liberacion controlada de farmacos como una estrategia a
explorar y de resultados prometedores en el tratamiento de la infeccidn protésica. Estas
técnicas, bien sea la microencapsulacion en particular u otras como el empleo de
microparticulas, nanoparticulas o vesiculas, aun estan en fases iniciales de aplicacién en
el tratamiento de patologia infecciosa en diversas localizaciones. A nivel pulmonar se
estan desarrollando para el tratamiento de neumonias por Pseudomona aeruginosa,
Escherichia coli y Staphylococcus aureus conteniendo antibidticos como la
azitromicina, eritromicina, claritromicina, ceftacidima, ciprofloxacino, tobramicina y
rapamicina, que son también especialmente Utiles en el tratamiento de infecciones
boncopulmonares crénicas por Pseudomonas en pacientes con fibrosis quistica (59, 102,
132, 156, 172, 173, 216, 269, 271, 286, 291, 307). Los sistemas de liberacion controlada
de farmacos son de especial interés para el tratamiento de la tuberculosis pulmonar. Asi,
en el campo del tratamiento antituberculoso con rifampicina incluida en estos sistemas
de liberacidn controlada destacan los hallazgos de Justo et al (123), Moretton et al (189)
y Pandey et al (207). Justo et al (123) incluyen la rifampicina en liposomas para su
administracion inhalatoria y sus determinaciones en cobayas demuestran la persistencia
de concentraciones eficaces en macréfagos hasta 5 dias después de la administracion.
Moretton et al (189) disefian micelas con rifampicina para mejorar su solubilidad y
estabilidad demostrando una disminucion de la degradacién y aumentando la
biodisponibilidad via oral de este antibiotico. Pandey et al (207) incluyen la rifampicina
en nanoparticulas de PLGA vy, tras su administracion via oral a cobayas y ratones,
demuestran persistencia de liberacion de rifampicina tras 9 dias de la administracion.
Por via oral se han disefiado microparticulas gastrorretentivas de amoxicilina
para el tratamiento del Helicobacter pylori (45, 98) y microparticulas pH sensibles

cargadas con cefotaxima buscando una liberacion prolongada a nivel del colon de
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utilidad en el tratamiento de la enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa (4). También esta
descrito el desarrollo de microparticulas con sulfadiacina de plata, amikacina,
vancomicina, cefalexina y gentamicina para su incorporacion en vendajes y apositos,
siendo eficaces en la prevencion y tratamiento de heridas contaminadas por
Pesudomona aeruginosa y Staphylococcus aureus (147, 278).

En la actualidad se estdn desarrollando sistemas de liberacion controlada de
farmacos para su uso en infecciones osteoarticulares cuyos objetivos principales son la
profilaxis de la infeccidon asociada a implantes y aumentar el tiempo de liberacion del
antibiotico desde el cemento 0seo. Pueden encontrarse estudios de experimentacion
animal como los de Lui et al (161) en los que se inocula S. aureus intraoperatoriamente
y se administran a la vez vancomicina sin microencapsular o vancomicina
microencapsulada. Tras 7 dias sus resultados microbiolégicos demuestran un
crecimiento significativamente menor (p<0,05) de S. aureus en los lechos tratados con
vancomicina microencapsulada. También con la vancomicina como antibidtico de
estudio puede encontrarse el trabajo de Parra-Ruiz et al (210) en el que disefian
cementos 0seos con daptomicina o linezolid combinados con vancomicina contenidos
en microparticulas de acido poli (D, L-lactico-co-glicolico) para el tratamiento de
microorganismos resistentes. Consiguen una liberacion prolongada de los antibidticos
durante dos meses a concentraciones eficaces frente a S. aureus Yy verifican la

biocompatibilidad con osteoblastos humanos.

A pesar de que la ventaja mas intuitiva de estos sistemas es que permiten
alcanzar altas concentraciones de principio activo a nivel local durante largos periodos
de tiempo evitando gran parte de su toxicidad sistémica no debemos olvidar la otra gran

ventaja que suponen en el caso particular del tratamiento de la PJI: permiten aislar el
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antibiotico de la reaccion de polimerizacion del PMMA. Este hecho se traduce en la
posibilidad de incluir en el tratamiento local de la PJI a todos aquellos antimicrobianos
termolabiles o que presentan poca estabilidad quimica al contacto con el mondémero que
segun los conceptos clasicos quedaban excluidos del arsenal terapéutico. Dentro de
estos antimicrobianos encontramos antibidticos como las cefalosporinas de segunda y
tercera generacion, eritromicina, meropenem o tetraciclinas y una gran cantidad de
antifungicos como la anfotericina B, anfotericina B liposomal, bleomicina, miconazol,
caspofungina y anidulafungina (92). En el caso especifico de la anfotericina B, a pesar
de ser considerado un compuesto termolabil, su adicion al cemento 6seo se realiza de
forma frecuente pero su cinética de liberacion parece ser motivo de controversia en la
bibliografia actual. De esta forma encontramos los estudios de Goss el at (91) y Kweon
et al (143) en los que se detecta una nula o minima liberacion de anfotericina B
procedente del espaciador frente a los de Marra et al (178) y Houdek et al (107) en los
gue se detectan una concentraciones eficaces de este antifingico, aunque en este Gltimo
trabajo se puntualiza que la cantidad de anfotericina B liberada, aunque consiguiese
concentraciones eficaces, no superd el 0,20%.

La posibilidad de incluir todos estos antimicrobianos termolabiles en el PMMA
para el tratamiento local de la PJI aumentaria la especificidad del tratamiento,
permitiendo utilizar casi cualquier tipo de antibiotico en funcion de las sensibilidades

del microorganismo causal.

A la vista de los resultados de este trabajo el cemento con microcapsulas de
rifampicina ha demostrado ser eficaz en el tratamiento in vivo de la infeccion
periprotésica por Staphylococcus aureus presentando unas concentraciones intra-

articulares por encima de la CMI estafilocécica y sin presentar efectos adversos
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sistémicos ni locales que contraindiquen su uso en la practica clinica. Aln asi se
consideran necesarios mas estudios que permitan ampliar el tamafio muestral para
mejorar la calidad de la extrapolacion de resultados y la realizacion de los ensayos
preclinicos de toxicidad aguda para definir la dosis maxima de rifampicina que podria

incluirse en el PMMA.
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6.4. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

La principal limitacion del presente estudio es el reducido tamafio muestral, el
aumento del mismo permitiria aumentar la validez de nuestros resultados e identificar
efectos secundarios de baja incidencia. A pesar de ellos, la normativa vigente en lo que
a uso de animales de experimentacion se refiere considera imprescindible el uso de
estrategias para la reduccion del nimero de animales empleados en los ensayos
preclinicos, por lo que se han empleado solo tres animales mas que el minimo de 6 por
grupo calculado para un nivel de significacion de 0,05. El uso de tres animales mas se
justifica por el aumento del riesgo de no encontrar diferencias estadisticamente
significativas entre grupos por la pérdida temprana de uno de los animales de
experimentacion.

Respecto a las microcapsulas, se podria decir que la carga en rifampicina de las
microcapsulas empleadas en este trabajo fue algo mas baja que los valores indicados en
estudios previos (34). El valor mas bajo publicado fue de 3,58%, frente al 2,4% de la
cuantificacion realizada en el presente estudio. Este hecho puede estar relacionado con
la heterogeneidad de las microcapsulas de rifampicina comprobada por microscopia
electronica y es probable que esta heterogenicidad también sea responsable de las
dificultades encontradas para homogeneizar la mezcla de la fraccién polvo del cemento
6seo con las microcapsulas de alginato. Estas dificultades se solventaron mediante el
mezclado manual con la fraccion liquida consiguiéndose una buena homogenizacion
final.

A la hora de determinar la concentracion de rifampicina en sangre tras la
colocacion del espaciador con las microcapsulas se realizé una Unica determinacion el

dia 11 del ensayo. Para conseguir datos mas representativos del posible paso sistémico
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de la rifampicina hubiese sido mas exacta la determinacion de la concentracion del
mismo en sangre a las pocas horas de la cirugia, que es el momento de mayor liberacion
intra-articular. No se realiz6 por una sospecha ya justificada previamente del
compromiso de la volemia del animal. Aun asi, el desarrollo en el grupo de casos de
unas anomalias en el perfil hepatico sugestivas de colestasis hace sospechar que existe
un paso de rifampicina sistémico aunque no haya sido detectado en el presente estudio.
Por ultimo, comentar un concepto relacionado con la sobre-esterilizacion
realizada mediante radiaciones gamma de las microcapsulas de rifampicina. Para la
preparacion de las muestras individuales de cemento 6seo para cada uno de los animales
fue necesario abrir el contenedor de las microcapsulas por lo que existe el riesgo de
pérdida de la esterilidad. Para minimizar ese riesgo se tomaron todas las precauciones
posibles mediante el uso de instrumental y guantes estériles y realizacién de las

manipulaciones alrededor del mechero.
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6. 5. PERSPECTIVAS FUTURAS

Los resultados obtenidos en el presente trabajo son alentadores en lo que al uso
de espaciadores con rifampicina microencapsulada en el tratamiento de la infeccion
periprotésica estafilococica en humanos se refiere. Como se ha demostrado, las
microcapsulas son un buen vehiculo para la liberacion de antimicrobianos desde el
cemento 6seo. Este hecho podria suponer una herramienta de incalculable valor en el
tratamiento de PJI de etiologia fungica como las debidas a las distintas especies de
Candida que, a pesar de ser menos frecuentes que las estafilocdcicas, asocian peores
resultados en su tratamiento. Parte de la responsabilidad del peor prondstico de estas
infecciones flangicas se debe a los problemas asociados a la incorporacion de
anfotericina B y voriconazol en el cemento 6seo. Como se ha expuesto previamente la
cinética de liberacion de anfotericina B en el cemento es pobre pero ademés parece
modificar las propiedades mecanicas del mismo. Los estudios de Cunningham et al
(54), comparan las caracteristicas de la liberacion de anfotericina B y de la anfotericina
B liposomal desde el cemento 6seo y hacen un analisis mecanico de ambos compuestos.
Determinan la superioridad de la anfotericina B liposomal en lo que a liberacion se
refiere, consiguiendo dosis eficaces de anfotericina hasta el séptimo dia del estudio pero
también describen un aumento de la fragilidad del cemento déseo frente al uso de
anfotericina B no incluida en liposomas. Un problema similar ha sido descrito por el
grupo de Miller et al (186) con la inclusion de voriconazol en el cemento 06seo.
Describen una adecuada cinética de liberacion del antifungico pero resefian una
disminucion de la resistencia a la compresion del cemento dseo.

Como se ha probado en el presente trabajo la el uso de sistemas de liberacion

controlada permite la liberacion del antibidtico manteniéndolo aislado durante el
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fraguado del PMMA preservando asi las propiedades mecanicas del cemento. Por ello el
uso de técnicas de microencapsulacion podria permitir mantener las propiedades
mecanicas del cemento con voriconazol y el uso de otros métodos como las
nanoparticulas o microcapsulas podrian ser Utiles en el caso de la anfotericina B.
Ademas, el uso de estas técnicas permitiria incluir equinocandinas como la

anidulafungina, que son compuestos termolabiles, en el tratamiento de la PJI fungica.

En ingenieria tisular, la implantacion de mallas o sustitutos 0seos con
microcapsulas de antibidticos podria resultar una forma eficaz de prevenir y tratar la
osteomielitis y pseudoartrosis séptica (157). Dentro de las investigaciones en curso
cabe destacar el trabajo de Yao et al (317), en el que han desarrollado microparticulas
de PCL y quitosano cargadas con vancomicina con las que se recubrieron sustitutos
0seos ceramicos de Bioglass®. Se observd que las propiedades mecanicas de los
sistemas mejoraron significativamente dando lugar a valores de resistencia y de area
bajo la curva de tensién-deformacion entre 3 y 7 veces mayores que en los sistemas no
recubiertos. En el ensayo de liberacion in vitro se detectd una liberacion répida del
antibiotico en las primeras 8 horas seguida de una liberacion sostenida durante 11 dias,
mientras que al incorporar el antibidtico sin encapsular, la liberacion fue completa a las
24h. En otro estudio Li et al (157) recubren estos mismos sustitutos 0seos ceramicos
con microesferas de PHBV cargadas con vancomicina observandose, de nuevo, una
ligera mejora en las propiedades mecénicas del sistema, y confirmandose in vitro que
las microesferas no inhibieron su bioactividad al observarse un crecimiento homogéneo
de cristales de hidroxiapatita durante 7 dias. La vancomicina encapsulada mostré una

liberacion dual que se mantuvo durante 1 mes.
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Pueden encontrarse también ejemplos del desarrollo de sistemas de liberacion
controlada de antibidticos para el tratamiento de osteomielitis y pseudoartrosis séptica
sin su combinacion con sustitutos 6seos. En su trabajo Wang et al (305) evaluaron in
vitro la eficacia de la terapia local con microesferas de cefazolina y gentamicina para la
profilaxis de infeccion asociada a implantes ortopédicos, demostrando persistencia de la
liberacion de ambos antibidticos durante 2-4 semanas. La ampicilina también ha sido
incorporada en microesferas de PLAGA para la profilaxis de la osteomielitis,
evaluandose en conejos por el grupo de Jacob et al (114) y demostrando resultados
superiores a la ampicilina sin microencapsular. Por Gltimo, cabe destacar el trabajo de
Ueng et al (296) en el que elaboran microcapsulas de alginato que contienen
vancomicina junto con células madre mesenquimales de conejo que se cultivaron en un
medio osteogénico durante 14 dias manteniéndose durante este tiempo concentraciones
del antibiotico muy por encima de la CMI de S. aureus. Los resultados del estudio in
vivo demostraron que tras 4 semanas las microcapsulas implantadas participaron en la

formacion de hueso nuevo.

Para finalizar, los sistemas de liberacion controlada de farmacos podrian formar
parte de los implantes ortopéedicos. En los Gltimos afios se han desarrollado multitud de
materiales que se afiaden a la superficie de los implantes ortopédicos, principalmente
para favorecer su osteointegracion. Uno de estos elementos de “cobertura” es el dioxido
de titanio que forma parte de implantes dentales y se emplea como recubrimiento de
cotilos no cementados (106, 158). Este dioxido de titanio puede afiadirse al componente
metalico en forma de nanotubos o compuestos de quitosano (266, 315). En 2016,
Rumian et al (236) propusieron un sistema novedoso en el que afiaden microcapsulas de
PLGA con gentamicina al dioxido de titanio, consiguiendose la inmovilizacion de las

microcépsulas en la estructura medianto el uso de alginato sodico reticulado. In vitro se
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obtuvo una liberacion rapida inicial del antibidtico del 22% en 8 horas, seguida de una
liberacion sostenida durante 6 semanas. Se comprob6 la eficacia antimicrobiana frente
a Staphylococcus spp, y la citocompatibilidad con osteoblastos. En 2017, el mismo
grupo probd este mismo sistema con microesferas de PLGA cargadas con vancomicina

obteniéndose resultados analogos (237).
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7. CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

1) Se ha disefiado un modelo experimental que permite reproducir de forma fiel el
ambiente de la infeccion periprotésica obteniendo una elevada tasa de infeccion. Por
ello se considera un modelo ideal para el estudio de su patogenia y de distintas

posibilidades terapéuticas.

2) Mediante el empleo de la tecnologia de impresion 3D se han fabricado implantes
especificos de especie que han permitido una rapida recuperacion postoperatoria de los
animales. Ademas, su especificidad mejora la estabilidad del implante favoreciendo el

desarrollo del biofilm en su superficie.

3) La liberacién intra-articular de la rifampicina contenida en las microcépsulas
afadidas al cemento Gseo presenta niveles por encima de la CMI estafilocdcica en todos
los momentos de medicion. Ademas, esta curva de liberacion a partir del cemento dseo

es similar a la presentada por otros antibioticos.

4) Los andlisis microbioldgicos han demostrado la superioridad estadisticamente
significativa del uso de cemento con gentamicina asociado a microcapsulas de
rifampicina frente al uso aislado de cemento con gentamicina en el tratamiento de la

infeccion periprotésica.

5) La absorcion sistémica de rifampicina no ha dado lugar a efectos secundarios graves.

El Unico efecto encontrado ha sido la ictericia asintomatica de tipo colestasico. Por ello

se considera una via segura de administracion de rifampicina que permite

215



administracion de altas concentraciones de antibidtico con menor toxicidad que la via

sistémica.

6) El cemento con microcapsulas de rifampicina es eficaz en el tratamiento in vivo de la

infeccion periprotésica por Staphylococcus aureus formador de biofilm.
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ANEXO

Figura 14: Aprobacion del protocolo experimental por la Comunidad Auténoma de
Madrid.
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Vista la solicitud presentada por FRANCISCO JAVIER VAQUERO HAR‘I’_’{N,
para la autorizacion del proyecto de memeria técnica titulada ESTUDIO IN VIVO
DE LA EFICACIA DEL CEMENTO OSEQ CON RIFAMPICINA CONTENIDA EN
MICROCAPSULAS DE ALGINATO EN EL TRATAMIENTO DE LA INFECCION
PROTESICA: a desarrollar en el centro usuario CAT ANIMALARIO UCM con codigo
de registro ES2B0790000086 y siendo el responsable del proyecto FRANCISCO
JAVIER VAQUERD MARTIN,

Visto el informe del Area de Proteccién Animal,

Considerando que el citado proyecto se ajusta a lo establecido en el Real
Decreto 53/2013 de 1 de febrere por gl que se establecen las normas basicas
aplicables para la proteccidn de los animales utilizados en experimentacion y otros
fines cientificos, incluyendo la docencia.

Esta Direccion General ha resuelto: autorizar la realizacion del proyecto
referenciado siempre gue se mantengan las condiciones que dieron lugar a la
autorizacion y que ¢l personal que intervenga tenga la preparacién y formacién
adecuada que se especifica en el citado Real Decreto.

Tal vy como se establece en el informe de evaluacion aportado, este

proyecto no debera ser sometido a la realizacion de una evaluacion retrospectiva.

Contra esta Resolucign, que no agota la via administrativa, cabe interponer
recursg de alzada en el plaro de un mes, contade desde el dia siguiente a la
recepcion de esta notificacion, ante el Viceconsgjere de Medio Ambiente,
Administracion Local y Ordenacion del Territorio, conforme a lo establecide en el
articule 121 y siguientes de la Ley 39/2015, de 1 de octubre, del Procedimiento
Administrative Comin de las Administraciones Plblicas.

Madrid, 04 de mayo de 2017. ;
EL DIRECTOR GEMERAL DE AGRICULTURA ¥ GAMADERIA
P.D.F. Resolucién 2 de noviembre de 2015
EL SUBDIRECTOR GEN L DE RECURS0S AGRARIOS
1 :| |I-‘.

Fdo.: Jesiis Caspinters Hervés

Rel PROEX 059717
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Figura 15: Aprobacion del protocolo experimental por el Comité de Etica de

Experimentacion Animal de la Universidad Complutense de Madrid.

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID '
E i CENTRO DE ASISTENCIAA LA INVESTIGACION
f\ “ANIMALARIO UCA™

El Comité de Etica de Experimentacién Animal de la Universidad
Complutense de Madrid (CEEA-UCM) del Centro de Asistencia a la
Investigacion Animalario de la UCM {CAI Animalario-UCM)

INFORMA:

Que se ha revisado desde el punto de vista técnico el Proyecto de
Investigacidn con el titulo: "ESTUDIO IN VIVO DE LA EFICACIA DEL CEMENTO
(OSEQ COM RIFAMPICINA CONTENIDA EN MICRDCAPSULAS DE ALGINATO EN
EL TRATAMIEINTO DE LA INFECCION PROTESICA”

Que el investigador principal v responsable de disefiar y supervisar los
procedimientos D. FRANCISCO JAVIER VAQUERO MARTIN, acreditado con las
categorias € y B por la Comunidad de Madrid, utilizara como modelos
experimentales "CONEIOQ”

Que ha aprobado la estabulacion de los animales y la realizacion de los
procedimientos detallados en el proyecto, en las instalaciones del CAI
Animalario de la UCM con nUmero de registro en la Direccion General de
Agricultura y Alimentacion, Consejeriz de Economia y Emplec de s
Comunidad Autdnoma de Madrid, ES280780000086

Este informe favorable se ha realizado en cumplimiento de los articulops 33.1
v 38.1 del Real Decreto 53/2013 de 1 de Febrerc (BOE 8 Febrero 2013) sobre
la proteccidn de los animales utillizados en experimentacion y ofros fines
cientificos incluyendo la docencia.

Lo gue se informa en Madrid, a 10 de marzo de 2017

El Viccrrectnjifde Politica Cientifica,
Investigacrf:u;‘( y Doctorado La Secretaria del CEEA-UCM
A " oa i N 7]
i 3 i P
'.: itk of oV emy R S
- _. L T .
Ignacio Lzzai-‘.oam Herndndez M. Pilar Bringas de 1& Lastra
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ANEXO

Tiempo

Peso
(kg)*

Consumo
agua

(cm)**

Consumo

comida (cm)**

Aspecto heces

Respiracion

Postura

Mueve pata

intervenida

Actividad

Acicalado

PreQx

24h

48h

72h

96h

Primer T

24h

48h

72h

96h

1semana

1S + 3dias

2S

2S + 3 dias

3S

3S + 3 dias

4S

Tabla 12: Hoja de recogida de datos para la evaluacion de la severidad del dolor. La doble linea indica la realizacion de un procedimiento

quirargico. Las mediciones se realizaron a las 20:00h. PreQx: valores preoperatorios, S: semana, Primer T: primer tiempo de recambio protésico.
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* La determinacion del peso solo se realizo a la llegada del animal, tras 1 semana de la
infeccion, 4 dias despues del primer tiempo vy, despues, semanalmente hasta el fin del
estudio.

** Consumo de agua y comida (cm): La reposicion de agua y comida se realizé a las
9:00h. Mediremos los cm de agua/comida restantes en el reservorio a las 20:00h
respecto al total de la altura del mismo.

Figura 13: Procedimiento seguido para la toma de muestras sanguineas de la vena
marginal de la oreja del conejo NZW inmovilizado en un cepo.
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ANEXO

Figura 24: Mezcla de fraccion polvo del Palacos® R+G con microcapsulas de
rifampicina.
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Basal | Primer tiempo 4 dias 1S 2S 3S FIN
C1l 3,59 3,43 3,42 35 3,62 3,7 3,7
C2 3,38 3,03 2,96 3 3,12 3,2 3,3
C3 3,54 3,08 3,09 3,08 3,2 34 3,25
C4 3,37 33 - - - - -
C5 3,2 3,3 3,12 3,12 3,11 3,24 3,33
C6 3,4 3,5 3,53 3,46 3,46 3,58 3,63
C7 3,48 33 2,95 2,92 3 3 2,9
R1 3,29 3,61 3,09 3,02 3,06 3 3,1
R2 3,5 3,45 3,31 3,29 3,33 3,45 3,56
R3 3,5 3,28 3,19 3,03 3,03 3 31
R4 3,61 3,5 3,36 3,34 3,3 3,4 3,6
R5 3,3 3,35 3,22 3,16 3,11 3,06 3,11
R6 3,7 4 3,52 3,44 3,26 3,48 3,74
R7 3,4 3,5 3,33 3,34 3,42 3,59 3,75
R8 3,6 4 3,91 3,89 3,92 3,99 4,01
p 0,3 0,02 0,18 0,3 0,7 0,9 0,4

Tabla 27: Peso (kg) registrado en cada uno de los animales a lo largo del estudio

256




ANEXO

Basal | Primer tiempo 4 dias 1S 2S 3S FIN
C1 38,9 39,9 39,4 39,6 39,3 | 39,1 38,3
C2 40,2 39,6 39 38,5 38,6 39 39,3
C3 38,5 39,4 38,8 38,2 39,1 | 385 39,9
C4 39,5 39,2 - - - - -
C5 38,9 39 38,6 38,1 39 38,2 39,1
C6 39 39,1 38,9 39,3 39,6 | 39,6 38,9
C7 39,6 38,9 39 37,3 38,3 | 393 38,3
R1 39,4 40 39,4 39,4 37,9 38,5 39,4
R2 39,2 39,2 38,9 38,3 385 | 388 38
R3 37,1 38,7 38,7 37,9 379 | 376 38
R4 39,3 39,8 38,6 38,3 38,1 38,9 39,5
R5 38,9 39,9 38,2 38,6 38,4 | 383 38,8
R6 38,9 39,6 39,4 39,4 39,5 | 386 39,6
R7 39,3 39,3 38,3 38,9 38,8 38,8 38,4
R8 39,4 38,9 38,1 38,5 38,1 37,5 38,5
p 0,4 0,5 0,2 0,6 0,057 | 0,06 0,5
Tabla 28: Temperatura (°C) registrada en cada uno de los animales a lo largo del
estudio
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Animal CFU meseta CFU hueso CFU partes blandas

C1 1,09-10* 1,06-10° 1,62-10°

C2 2,09-10* 0 4,76-10°

C3 1,07-10° 2,00-10° 2,60-10°

C4 0 0 0

C5 0 2,50-107 3,80-107

C6 2,10-10° 4,80-10° 7,80-10*

C7 2,78-10° 1,04-108 2,08-108

R1 2,69-10* 7,99-10° 1,08-10°

R2 5,90-10* 1,30-107 1,40-107

R3 4,35-10* 5,06-10° 6,06-10*

R4 6,80-10° 1,57-10° 3,54-10*

R5 5,20-10° 4,20-10° 0

R6 4,00-10* 2,50-10° 4,30-10*

R7 1,40-10° 0 0

R8 1,70-10° 1,30-107 5,80-10°

X (SD) 7,2-10°(1,4-10°) 1,02-107(2,63-10") 1,7-107(5,3-10")

Tabla 32: Resultados microbioldgicos (nimero de CFU) de cada uno de los animales

una semana después de la inoculacion de S. aureus.
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ANEXO

Valores basales

Valores 1 semana tras la inoculacion

Animal Leucocitos Linfocitos (%) Plaquetas VSG Leucocitos Linfocitos (%) Plaquetas VSG
(103/mm?) (103/mm?3) (mm) (103/mm?) (103/mm3) (mm)

C1l 6,5 66,1 191 7,8 34,6 361

C2 7,7 71,9 269 10 449 447

C3 6,1 51,9 212 9 27,5 620

C4 8,7 73,9 235 -- -- -- -- --

C5 6,8 66,1 259 2 7,6 37,3 351 3

C6 6 61,7 266 3 9,2 28,8 536 2

C7 9,2 63,5 439 12,6 27,6 1281

R1 6,1 61,2 191 11 25,2 588

R2 6,6 64,8 292 2 11,2 21,2 488 3

R3 7,7 69,6 299 7,1 28,9 463

R4 7,3 72,3 295 9,1 28,2 360

R5 7,4 66,6 267 5) 7,5 40,4 314 2

R6 6 59,4 424 3 7,6 28,4 979 2

R7 7,1 75,2 278 5) 7,5 41 399 2

R8 6,1 71,6 309 2 5,9 36 520 2

Tabla 37: Parametros hematol6gicos basales y a la semana de la inoculacion de S. aureus de cada uno de los animales.
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Valores 4 dias tras el primer tiempo Valores 1 semana tras el primer tiempo

Animal Leucocitos Linfocitos (%) Plaquetas VSG Leucocitos Linfocitos (%) Plaquetas VSG

(103/mm3) (103/mm?3) (mm) (103/mm3) (103/mm?3) (mm)
C1 8,2 45,6 331 14,1 25,5 507 8,2
Cc2 9,4 45,1 930 10 39,7 609 9,4
C3 10,1 21,7 873 10,2 19,9 761 10,1
C5 8,8 43,3 759 2 1,7 41 674 8,8
C6 9,3 42 727 2 8,2 51,6 871 9,3
C7 18,5 22,1 783 14,8 27,9 1104 18,5
R1 14,2 24,4 738 15,5 13,3 799 14,2
R2 10 26,8 824 2 10,1 33,5 929 10
R3 10,5 32,2 964 7,4 35,8 676 10,5
R4 11,4 30,8 847 12,6 29,9 804 11,4
R5 9,5 46,6 771 3 8,7 52,9 875 9,5
R6 11,6 30,7 1167 4 10,9 31 1092 11,6
R7 13,1 40,6 392 2 13 42,6 515 13,1
R8 7,4 46,7 780 3 7,3 45,1 873 7,4
Tabla 38: Parametros hematologicos de cada uno de los animales a los 4 dias y 1 semana de la implantacion del espaciador de cemento.
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Valores 2 semanas tras primer tiempo Valores 3 semanas tras primer tiempo

Animal Leucocitos Linfocitos (%) Plaquetas VSG Leucocitos Linfocitos (%) Plaquetas VSG

(103/mm3) (103/mm?3) (mm) (103/mm3) (103/mm?3) (mm)
C1 11,1 41 497 9,3 43,3 376
C2 8,5 54,6 584 8,7 55,9 445
C3 7,3 34,3 607 6 29,1 417
C5 8,3 46 655 2 9,8 43 457 3
C6 9,2 45,8 592 1 131 22 502 1
C7 16,7 34,3 773 13 32,5 894
R1 11,3 30,4 630 11,2 34,4 716
R2 8,7 37,2 722 1 21,06 50 518 1
R3 7,7 49,6 653 7,6 48,3 587
R4 10,1 39,4 476 8,6 49,1 410
R5 8 52,5 623 2 9,7 34 380 2
R6 10,8 37,9 749 2 13,2 40 858 3
R7 10,2 50,8 533 3 25 40 425 2
R8 6,7 50,8 687 2 14,8 39 548 2
Tabla 39: Parametros hematologicos de cada uno de los animales a las 2 y 3 semanas de la colocacion del espaciador de cemento.
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Valores 4 semanas tras primer tiempo

Animal Leucocitos Linfocitos (%) Plaquetas VSG

(103/mm3) (103/mm3) (mm)
C1l 7,8 34,6 361
C2 10 449 447
C3 9 27,5 620
C4 -- -- -- --
C5 7,6 37,3 351 3
C6 9,2 28,8 536 2
C7 12,6 27,6 1281
R1 11 25,2 588
R2 11,2 21,2 488 3
R3 7,1 28,9 463
R4 91 28,2 360
R5 7,5 40,4 314 2
R6 7,6 28,4 979 2
R7 7,5 41 399 2
R8 5,9 36 520 2

Tabla 40: Parametros hematoldgicos definitorios de infeccion en cada
uno de los animales al final del estudio.
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ANEXO

Animal CFU espaciador CFU hueso CFU partes blandas

C1 - 0 2,89-10?

C2 8,71-10° 5,6-10° 5,71-10°

C3 - 3,11.108 2,24-10°

C4 - - -

C5 0 0 0

C6 0 0 0

C7 0 79,7 1,66-10°

R1 - 0 0

R2 2-10° 0 0

R3 0 0 0

R4 5,53-10° 0 0

R5 0 0 0

R6 0 0 0

R7 0 0 0

R8 0 0 0

X (SD) 272 (607) 247,8 (827,2) 1,05-10% (3,6-10%

Tabla 45: Resultados microbioldgicos (nimero de CFU) de cada uno de los animales
al final del estudio.
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Valores basales

1 semana tras el primer tiempo

Animal Creatinina Bilirrubina AST (UI) ALT (UI) Creatinina Bilirrubina AST (UI) ALT (UI)
(mg/dL) total (mg/dL) (mg/dL) total (mg/dL)
C1 0,78 0,06 62 40 0,68 0,17 13 39
C2 0,87 0,18 18 39 0,72 0,19 12 46
C3 0,75 = - - 0,69 0,19 17 43
C4 0,87 -- -- -- -- -- -- --
C5 0,95 0,11 14 76 1,3 0,6 27 48
C6 0,9 0,10 13 37 0,9 0,8 5 30
C7 0,78 0,11 16 39 0,66 0,19 13 44
R1 0,9 0,17 20 50 0,94 0,18 29 60
R2 0,69 0,11 9 42 0,9 0,6 10 27
R3 0,89 -- -- -- 0,73 0,19 14 23
R4 0,85 0,14 18 61 0,64 0,19 10 42
R5 0,96 0,09 16 46 1 0,6 26 44
R6 0,89 0,11 10 30 1 0,9 7 20
R7 0,84 0,12 13 58 11 0,9 23 42
R8 0,75 0,04 16 76 1 0,6 9 49

Tabla 51: Evolucion de la creatinina (mg/dL), bilirrubina total (mg/dL), AST (UI/L) y ALT (UI/L) en cada uno de los animales enel diaOy 1
semana después del primer tiempo de recambio protésico
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ANEXO

2 semanas tras el primer tiempo 4 semanas tras el primer tiempo
Animal Creatinina Bilirrubina AST (UI) ALT (UI) Creatinina Bilirrubina AST (UI) ALT (UI)
(mg/dL) total (mg/dL) (mg/dL) total (mg/dL)
C1 0,82 0,1 11 26 0,8 0,11 7 27
Cc2 0,73 0,08 8 31 0,79 0,1 17 37
C3 0,72 0,08 14 28 0,8 0,11 9 28
C5 11 0,8 21 ol 1,3 0,8 20 81
C6 1,2 0,9 7 27 1,2 0,8 12 46
C7 0,61 0,09 7 21 0,58 0,11 11 21
R1 0,78 0,04 13 24 1,01 0,12 14 ol
R2 1 0,8 5) 30 1,1 0,8 14 33
R3 0,79 0,08 7 10 0,78 0,1 12 16
R4 0,7 0,03 6 22 0,72 0,1 12 30
R5 1,5 0,8 15 34 1,4 0,6 34 59
R6 11 0,8 13 13 1,2 0,8 24 46
R7 11 0,9 16 53 11 0,6 17 56
R8 1,1 0,8 11 47 0,8 0,8 12 57

Tabla 52: Evolucion de la creatinina (mg/dL), bilirrubina total (mg/dL), AST (UI/L) y ALT (UI/L) en cada uno de los animales a las 2 y 4 semanas

del primer tiempo de recambio.
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