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INFECCIONES OSEAS

1. Definicion

Hacia mediados del siglo XIX Nelaton' introdujo el término
osteomielitis (OM) al establecer una diferencia entre la inflamacion de hueso
cortical (osteitis) y la inflamacién de la médula ésea (osteomielitis). Aunque la
osteomielitis a menudo se origina en la porcion medular de los huesos
tubulares, en general se considera que el término significa infeccion tanto de
la porcién cortical como de la medular del hueso.

La osteomielitis es una infeccion caracterizada por la destruccion
progresiva inflamatoria del hueso, con necrosis y formacion de hueso nuevo
en oposicion e involucra los diferentes componentes 6seos: periostio, cavidad
medular y hueso cortical. El diagndstico y tratamiento tempranos usualmente
llevan a la resolucién completa de la infeccion; no obstante, un retraso en el
diagnostico o una terapéutica inadecuada pueden ocasionar el desarrollo de
una infeccion cronica, la que persiste por afnos, acompanandose de pérdida
de la estructura normal del hueso y consecuentemente con alteraciones en la
funcién. La osteomielitis crénica es una infeccion debilitante con un impacto
substancial sobre la calidad de vida de los individuos afectados, ya que

conlleva repercusiones de tipo fisico, social, laboral y econémico.

2. Fisiopatologia

La vascularizacion o6sea explica la importancia de la osteomielitis
hematogena en el hueso en crecimiento. La distribucion vascular descrita por
Trueta®® presenta las diferentes manifestaciones de la osteomielitis segun la
edad. Antes de 1 afo, los capilares perforan la placa de crecimiento y la

infeccién se propaga facilmente a la articulacién. Entre 1 y 16 afios no hay
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comunicacion vascular entre la epifisis y la metafisis, de modo que en
principio aquella esta protegida de la infeccion, salvo en las articulaciones de
la cadera y del hombro, donde la metéfisis es intracapsular. En el adulto, una
vez ha desaparecido el cartilago de crecimiento, se encuentran anastomosis
entre los vasos metafisarios y epifisarios, lo que posibilita el compromiso
articular. La OM puede provocar trombosis vasculares locales, que a su vez
causan necrosis 0seas que constituyen zonas de secuestro. A lo largo del
tiempo, estos fenémenos anatomopatoldgicos pueden manifestarse con
mayor o menor intensidad, lo que configura las diferentes formas
anatomoclinicas de la OM: en la fase aguda predomina el proceso necrético;
en las formas cronicas, a la par de los fendmenos de necrosis, hay
fendmenos de reconstruccién, y se crean abscesos centrales. La reaccion del
periostio depende de su propia vascularizacion, y por lo tanto es mucho mas
intensa en el nifio que en el adulto®.

La infeccion que se produce en las fracturas abiertas obedece a varios
mecanismos fisiopatolégicos, segun que la contaminacion se produzca
durante el traumatismo, durante la operacion o después de ésta. Para evitar
las complicaciones que supone una infeccién o6sea, la mayoria de los
traumatologos consideran a toda fractura abierta como “una osteomielitis en
potencia”, y por lo tanto, deben tomarse las medidas oportunas para evitarla.

De igual modo, en cirugia ortopédica se considera que la infeccién
aguda y subaguda probablemente se deba a una contaminacion preoperatoria
en la que prevalecen los fendmenos de biocontaminacion aérea. La infeccion
tardia se deberia a una contaminacion por via hematégena, que también
puede intervenir en la infeccion aguda cuando existe una fuente al practicar la
intervencion quirargica. En las infecciones postoperatorias se ha considerado
posible la participacion de otros factores como un edema causante de estasis
venosa, un hematoma en el sito operatorio asociado a restos necréticos, o un

aumento del calor en la polimerizacion del cemento de metilmetacrilato.
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En relacion a la incidencia de infecciones osteoarticulares adquiridas
en la comunidad se puede decir de forma resumida que: 1) el ambiente, tanto
social como geografico, es de gran importancia para determinar las tasas de
aparicion de casos clinicos; 2) los hombres son mas susceptibles a este tipo
de infecciones que las mujeres; 3) los nifios son altamente susceptibles para
desarrollar infecciones osteoarticulares; 4) el incremento en la edad y la
existencia de enfermedades que alteran la funcion del sistema inmune
condicionan un incremento en la susceptibilidad a estas infecciones y 5)
aunque la presentacion clinica de la osteomielitis aguda y de la artritis
infecciosa aguda es similar, su epidemiologia es lo suficientemente diferente
como para sugerir que la biologia del huésped y la interaccion de éste con los
microorganismos causales son también diferentes.

En el momento actual, la mayoria de las infecciones del sistema
musculoesquelético son adquiridas en el hospital, durante la realizacion de
algun procedimiento quirdrgico o bien adquiridas de manera intrahospitalaria
durante el periodo perioperatorio.

Una estimacion conservadora de la incidencia de infecciones en
pacientes sometidos al reemplazo total de una articulacién o intervenidos para
la fijacion interna de una fractura, indica que ésta es cercana a 200 casos por
10.000 operados; incidencia 10 veces superior a la osteomielitis hematégena
y 100 veces mayor a la incidencia de tuberculosis 6sea o articular. Para
reducir la incidencia de las infecciones osteoarticulares de origen nosocomial,
se ha puesto énfasis en reducir la carga bacteriana en los tejidos durante el
procedimiento quirdrgico, esto mediante la utilizacion de antibidticos
profilacticos, el empleo de mejores técnicas de asepsia preoperatoria, la
mejoria en el ambiente de los quiréfanos y el perfeccionamiento de la técnica

quirdrgica y el material a implantar®.
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3. Clasificaciones y Etiopatogenia

3.1. Clasificacion segun el tiempo de evolucién

La Osteomielitis Aguda (OMA) es un proceso infeccioso que afecta
al hueso (la cavidad medular, el cortex y/o el periostio), de inicio reciente, sin
destruccién 6sea, que no ha recibido tratamiento y en el que predomina la
sintomatologia (fiebre, incluso estado séptico, dolor, impotencia funcional y
signos inflamatorios locales). Se le supone una incidencia de 1:5000
individuos por debajo de los 13 afios de edad y tiene una distribucién bifasica:
un pico de incidencia antes de los 20 anos y un segundo pico después de los
50 afios, que no parece haber variado con las nuevas practicas de riesgo
(adiccion a drogas por via parenteral). Es dos veces mas frecuente en
varones. En el 5-10% de casos evoluciona a la cronicidad.

La Osteomielitis Cronica (OMC) se refiere a procesos cuya
sintomatologia tiene una duracion superior a 1-3 meses, que cursa con
necrosis 6sea y secuestros, con clinica larvada (puede predominar tan solo el
dolor local y apenas presentarse sintomas sistémicos) y con un tratamiento

inicial fallido. Se incluyen las OM asociadas a material extrafio®.

3.2. Clasificaciones segun la patogenia y la localizacién de la infeccién

La clasificacion mas utilizada es la de Waldvogel et al.”, que divide la OMA

en tres categorias, segun sea su causa:

1. OM Hematdgena: es propia de nifios y adolescentes y se localiza
especialmente en las metafisis de los huesos largos, precedida de
pequenos traumas causantes de zonas hipovascularizadas donde,
tras una bacteriemia transitoria cuyo punto de partida es en general

cutaneo (forunculo, herida infectada o panadizo) o bien una aotitis,
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pueden asentarse los microorganismos. Cuando se presenta en el
adulto, la localizacién es predominantemente vertebral, y si es de
huesos largos, se localiza principalmente en la diafisis. Factores
predisponentes son: infeccidon urinaria (sobre todo en ancianos),
diabetes, hemodialisis, adictos a drogas por via parenteral (ADVP),
infeccién de catéteres y endocarditis.

2. OM focalizada de contigiiidad sin compromiso vascular: es propia
de la edad adulta y su etiologia suele ser polimicrobiana; pueden
evolucionar a la cronicidad. Su origen puede ser:

a) secundario a foco contiguo: celulitis, Ulceras varicosas,
panadizos, osteitis pubicas por cirugia ginecolégica, o

b) por inoculacién directa o primarias: infeccion postoperatoria,
punciones directas, fracturas abiertas, infeccion de implantes
en la fijacion interna de fracturas e infeccién de proétesis
articulares.

3. OM focalizada de contigiiidad con compromiso vascular: asociada
a insuficiencia vascular y neuropatica. Se presenta en adultos
mayores de 50 afos; los antecedentes de diabetes mellitus y la
insuficiencia vascular son frecuentes; afectan a huesos del pie tras

minimos traumas y la etiologia es a menudo polimicrobiana.

La clasificacién de Cierny et al. ® tiene en cuenta el tipo de afeccion o
definicion anatdmica de la extension del proceso y una definicion fisioldgica
de la situacién de base del huésped o paciente en el aspecto sistémico y
local.

La clasificaciéon anatdomica contempla cuatro estadios:
- Estadio 1 u Osteomielitis medular: la infeccion se situa en el interior

de la estructura tubular 6sea, ricamente vascularizada, no existe
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afectacién de hueso cortical, responde bien al tratamiento medico
y/o métodos quirtrgicos descompresivos (Ej. OMA hematdgena).

-Estadio 2 u OM superficial: caracterizada por la afectaciéon en
superficie de un hueso cortical, no en todo su grosor (Ej. OMC
subyacente a una ulcera de decubito).

- Estadio 3 u OM localizada: en ella todo el grosor de la cortical
participa del proceso infeccioso, como un secuestro cortical, y su
exéresis no comporta un compromiso de la estabilidad ésea (E;j.
orificio de anclaje de un elemento de fijacion externa).

-Estadio 4 u OM difusa: todo el perimetro cortical de un hueso
diafisario esta afectado, es decir que la afeccién d6sea es difusa y
por lo tanto, su reseccion implica inestabilidad osea (Ej.
pseudoartrosis séptica).

Estas cuatro formas anatémicas pueden combinarse con tres

situaciones fisioldgicas sistémicas o locales del huésped:
- Huésped tipo A: paciente normal, sin compromiso inmunitario
sistémico o local. Es un paciente sano, con buena cobertura de
tejidos vascularizados a nivel de la lesion osteitica (As ).
- Huésped tipo B: cuando existe un compromiso sistémico que altera
su inmunidad (Bs) o un compromiso local (B.), pudiendo combinarse
las dos circunstancias (Bs,). El paciente tipo B debe revertirse en
tipo A antes de instaurar el tratamiento quirdrgico. Los factores que
afectan la inmunidad, el metabolismo y la vascularizacién local son :
a) Factores sistémicos: malnutriciéon, insuficiencia renal,
insuficiencia hepatica, diabetes, hipoxia cronica, enfermedades
inmunes, neoplasia, edades extremas, deficiencias
inmunitarias o inmunodeprimidos y tabaquismo.

b) Factores locales: linfedema crénico, estasis venosa, alteracion

de los grandes vasos, arteritis, fibrosis postradioterapia,
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enfermedad de los pequefos vasos y pérdida total local de
sensibilidad.

- Huésped tipo C: paciente que cuando, siendo A o B, la morbilidad
del tratamiento probablemente sea superior a la originada por la
propia enfermedad; en este caso los pacientes no son candidatos a
la cirugia, sino a un tratamiento paliativo por via oral con

antibiéticos, a un simple control médico o a una amputacion.

4. Etiologia de las Osteomielitis

El Staphylococcus aureus sigue siendo el germen patdégeno mas
frecuente en todas las formas clinicas de osteomielitis, aunque su prevalencia
ha disminuido en los ultimos afios. S. epidermidis suele asociarse a infeccion
de biomateriales e implantes metalicos. Los gérmenes Gram-negativos tienen
en la actualidad un creciente protagonismo y se aislan con frecuencia en
neonatos, en osteomielitis postraumaticas y posquirargicas de origen
nosocomial, en infecciones vertebrales y en la anemia de células falciformes
(Salmonella sp), asi como en pacientes con enfermedad de base como
cirrosis, diabetes e insuficiencia renal cronica. P. aeruginosa es comun en las
formas posquirurgicas, en el pie diabético, en heridas por puncién de los pies,
y en los adictos por via parenteral. P. multocida se ha aislado en infecciones
tras mordeduras de animales. Los estreptococos y H. influenzae se observan
en la infancia. M. tuberculosis y Brucella sp son frecuentes en nuestro medio,
en especial cuando el hueso afectado es la columna y las sacroiliacas. Los
hongos raras veces causan infecciones Oseas, excepto en zonas endémicas
de micosis sistémicas (histoplasmosis, coccidiomicosis). La presencia de
C. albicans debe sospecharse en pacientes con enfermedad de base, en los
cuales el cultivo es negativo y no responden a un tratamiento convencional.

Excepcionalmente, los parasitos (Echinococcus granulosus) pueden ser el
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agente etiolégico. En las osteomielitis esternales, ademas de los
microorganismos convencionales, ocasionalmente se aislan micobacterias
atipicas, micoplasmas y ureaplasmas. Alrededor del 20 % son infecciones
polimicrobianas; debe sospecharse esta situacién en las infecciones cronicas
recidivantes manipuladas quirurgicamente, en las secundarias a fracturas
abiertas de las extremidades inferiores, en las que afectan a los huesos de la
cara y/o el pie por contigliidad, en especial en el pie diabético. La importancia
de los anaerobios se ha destacado recientemente y obliga a cultivar todas las
muestras en medios adecuados para su aislamiento, en especial ante
infecciones polimicrobianas, asociadas a Ulceras por decubito, isquemia
vascular, neuropatia periférica, mordeduras, en las osteomielitis de craneo o
cara y en pacientes en los que las heridas se han manipulado
repetitivamente. En las osteomielitis mandibulares debe descartarse la

actinomicosis®.

5. Diagndstico: sospecha clinica y examenes complementarios

5.1. Clinica y laboratorio

La sospecha diagndstica se desprende del cuadro clinico y de los datos
analiticos mas relevantes: fiebre, que no tiene por qué ser elevada, dolor
local, signos inflamatorios, impotencia funcional (si se asocia artritis séptica o
en aflojamientos sépticos protésicos), leucocitosis (ausente en la OMC),
anemia, velocidad de sedimentacién globular (VSG) y proteina C reactiva
(PCR) elevadas (el descenso de la PCR en el curso del tratamiento es un
signo de buen prondstico, que se produce de forma mas precoz que la VSG
que se mantiene con valores elevados mucho mas prolongados). En las OM
posquirdrgicas se presentan signos locales tales como dolor o modificaciones

de la herida operatoria; pueden evolucionar hasta la formacion de un absceso
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a nivel del segmento 6seo operado, con disyuncién de los bordes de la
cicatriz, o bien hacia una tumefaccion visible con modificaciones de la piel y
eritema en los bordes de la herida. El desarrollo de OM puede verse
favorecido por la necrosis cutdnea que deja expuesto el material de
osteosintesis o la proétesis articular empleada en la operacion.

La confirmacion etioldgica es imprescindible en la OM. El hemocultivo es
positivo en el 40-50% de las OMA hematogenas del nifio y en el 25% de las
vertebrales, mientras que en las crénicas practicamente siempre es negativo.
En los casos con hemocultivo negativo debe establecerse el diagnéstico
etiolégico mediante aspiracién del pus del hueso o partes blandas obtenido
por puncién o por biopsia 6sea; la rentabilidad del cultivo percutaneo es del
70%, por lo que a menudo se requiere mas de una puncion para establecer la
etiologia. En determinadas situaciones, ademas de usar los medios de cultivo
convencionales, se deben hacer cultivos en medios especiales para
micobacterias, hongos y Brucella. Los cultivos obtenidos a partir del exudado
de una ulcera o de un trayecto fistuloso son poco valorables, ya que la

correlacion con los obtenidos mediante biopsia 6sea es pobre.

5.2. Diagnéstico por la imagen

5.2.1. Radiografia

Los signos radiograficos siempre aparecen mas tarde que los clinicos.
En el estudio radiografico deben valorarse el hueso y las partes blandas. El
absceso intramedular originado tras una diseminacion hematdégena no es
visible en su inicio. Durante la primera semana, cuando el pus y el edema se
extiendan hacia el exterior, podra apreciarse una pérdida de continuidad en la
cortical, obliteracion y desplazamiento de los planos musculares profundos,

hinchazéon muscular y edema subcutédneo. Las imagenes o6seas que la
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radiologia puede aportar no se perciben hasta la segunda o tercera semana,
cuando la pérdida de masa 6sea ya supera un 30%. También se observa la
respuesta del periostio y de la médula, produciendo un depdsito de hueso
nuevo (involucro). La presencia de un area con densidad aumentada indicaria
hueso muerto, reactivo o ambos. En nifios, los cambios en tejidos blandos y la
neoformacién periostica son mas llamativos. En los mas pequehos, la
ausencia parcial de osificacién de las epifisis hace mas dificil identificar la
destruccién 6sea. Al encontrar reaccion periostica y destruccion cortical
siempre hay que descartar una neoplasia. Mientras que en esta entidad hay
gran desproporcion entre ambos factores, en la infeccién la formacién
peridstica es proporcional a la destruccion cortical.

En la osteomielitis subaguda, han evolucionado tanto el proceso
destructivo como el reparador. En el absceso de Brodie es caracteristico un
halo de densidad aumentada, debido a que la formacion peridstica rodea el
centro tenue donde se encuentra la infeccidon. En la osteomielitis crénica hay
una gran regeneracién o6sea y deformidades muy llamativas. Los signos
caracteristicos del estado crénico son el secuestro y el involucro.

En la vecindad de una prétesis debemos sospechar una osteomielitis
incipiente si hay una progresiva reabsorciéon en su entorno. Si bien es una
buena técnica diagnodstica para el seguimiento de la enfermedad establecida,
su utilidad es limitada en la fase aguda.

En los casos de radiologias simples normales o de dificil interpretaciéon
por la existencia de fracturas multiples, alteraciones de la consolidacion ésea,
intervenciones multiples, estadios tempranos del proceso, tratamientos
antiinflamatorios y antibioticos previos que enmascaren la evolucion natural

de la enfermedad, debemos recurrir a otras pruebas de imagen'’.
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5.2.2. Ecografia

En los ultimos afos se tiende a la incorporacion de los ultrasonidos en la
deteccion de la osteomielitis, con los que se puede comprobar la presencia de
colecciones anormales de liquidos, alteraciones en los tejidos blandos o
irregularidad de la cortical 6sea. La acumulacion de pus en el area
subperiéstica, en nifios y adolescentes, produciria zonas hipoecoicas y
anecoicas, con elevacion y espesamiento del periostio, dando aspecto de
sandwich.

Esta técnica es util igualmente en casos de OM con material metalico de
osteosintesis o protesis, al permitir la puncidén-biopsia guiada por Eco sin
interferencias del material, como en la tomografia axial computarizada (TAC),

para la obtencién de especimenes para estudio microbioldgico™".
5.2.3. Gammagrafia 6sea

Tiene un 10% de falsos negativos cuando la clinica es de menos de 48
horas. No proporciona detalles anatémicos, pero es de gran utilidad y con
apenas efectos secundarios. Cuando se realiza con **"Tc es poco especifica
pero permite la deteccion temprana del proceso y diferencia la OM de la
celulitis (sensibilidad del 95%). Si se realiza con ®’Ga, aunque puede dar
falsos positivos por fracturas, tumores y tras practicar cirugia, apoya el
diagnéstico de infeccion cuando la captacion es de mayor intensidad que la
obtenida mediante ®™Tc. La gammagrafia con leucocitos autélogos marcados
con ""In o con **"Tc-hexametilpropileno-amina-oxina (**"Tc-HMPAOQ) tiene
una gran especificidad (supera al 95%) y una sensibilidad mayor del 80%. Si
una gammagrafia con leucocitos marcados resulta negativa es muy poco

probable que se trate de una infeccion, en cambio cuando resulta positiva no
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siempre se puede establecer la diferencia entre un proceso inflamatorio o una

infeccion.

5.2.4. Tomografia axial computarizada

La TAC es mas sensible que la radiologia, permite la deteccion de
lesiones en fases mas precoces, delimita mejor la extension de la infeccion
(en especial en las partes blandas), la destruccion cortical, la proliferacion
periostica, la presencia de gas y, en especial, la formacion de secuestros. Se
utiliza también como guia para la realizacion de biopsia 6sea en lugares

inaccesibles (columna).

5.2.5. Resonancia magnética nuclear (RMN)

La RMN es tan sensible como la gammagrafia y su especificidad es muy
elevada; ademas, es el mejor procedimiento para delimitar la extensién
anatémica de la infeccion, pudiendo detectar fistulas, abscesos y las celulitis
infecciosas, sobre todo en las osteomielitis vertebrales, donde constituye la
técnica de eleccion. Sin embargo, como sucede con la TAC, no siempre
distingue entre osteomielitis y tumor o fractura en fase de consolidacion, y en
el pie diabético tampoco distingue la infeccion de la osteopatia neuropatica;
por otro lado, en presencia de cuerpos metalicos (protesis de cadera), las
imagenes quedan artefactadas, al igual que con la TAC, por lo que es dificil

establecer el diagndstico de osteomielitis.
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6. Infecciones en proétesis articulares

La implantacion de protesis articulares en rodillas, caderas y hombros
constituye una practica habitual en todos los hospitales. La infeccion de
prétesis articulares tiene lugar fundamentalmente, en el acto quirdrgico y por
gérmenes de la flora cutanea del propio paciente'. Por lo tanto, las medidas
preventivas, tanto desde el punto de vista técnico (quirargico y ambiental)
como de la profilaxis antibiética, hacen que las tasas de infeccién sean
realmente bajas (entre el 2 y 3%)". Las infecciones de protesis articulares
representa una de las complicaciones mas temidas y catastréficas en este
tipo de cirugia, ya que no permiten un reimplante en corto espacio de tiempo,
producen grandes defectos esqueléticos, disminuyen la calidad de vida del
paciente e incrementan los costes sanitarios en 6 veces™.

Los factores de riesgo de infeccién pueden ser locales (la prétesis de
rodilla es mas susceptible de infeccién, tasas del 2,5% respecto al 1% en
caderas) o debidos a las caracteristicas del paciente (artritis reumatoide,
diabetes mellitus, corticoterapia cronica, obesidad, malnutricion y edad
avanzada) '°.

Las infecciones de los implantes ortopédicos no se curan simplemente
con antibioticos. Se han desarrollado diversas hipotesis relacionadas entre si
para explicar este fenémeno’®:

- Los antibiéticos no llegan a los implantes: al no estar
vascularizados, los antibiéticos y elementos inmunes sélo llegan por
difusién desde los tejidos proximos. Este principio también es
aplicable al hueso con OMC, puesto que esta necrético y carece de
vascularizacion.

- Los biomateriales disminuyen la eficacia del sistema inmune: el
polimetilmetacrilato inhibe la activacion del complemento y la

fagocitosis, infectdindose mas facilmente que los metales
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ortopédicos'’. Estos se infectan segun su citotoxicidad, siendo el
riesgo, de mayor a menor, con las aleaciones de acero inoxidable,
cromo-cobalto, y titanio.

Adhesién y colonizacién bacteriana de la superficie de los
implantes: sobre la superficie de un biomaterial compiten por
adherirse las bacterias (que pueden llevar a la colonizacion e
infeccién del sustrato al que se adhieren) y las células del huésped
(integracion tisular: osteointegracion), en lo que se conoce como ‘la
carrera por la superficie”*®. En muchos casos, los microorganismos
secretan en su superficie materiales viscosos y pegajosos, que
suelen ser polisacaridos, y en algunos casos proteinas. Esta capa
se denomina capsula (slime), capa mucosa o mas ampliamente,
glicocalix, que se extiende alrededor de la célula. La composicidon
varia en los diferentes microorganismos y puede ser gruesa o fina,
rigida o flexible. El glicocalix desempefia varias funciones en las
bacterias, entre ellas la de permitir la adherencia o fijaciéon de
algunos microorganismos patdogenos a sus hospedadores, la
resistencia a la accion de las células fagocitarias del sistema
inmunitario y a la penetracién de los antibidticos (los antibidticos y
elementos del sistema inmune atraviesan esta capa con gran
dificultad, cronificandose la infeccién). Por tanto, el glicocalix es un
factor fundamental tanto en la infeccién de biomateriales y tejidos
comprometidos, como en la elevada susceptibilidad a la infeccion de
los implantes ortopédicos, y en la resistencia de dichas infecciones
a las defensas del huésped y a la terapéutica antibacteriana'®.

Los materiales menos biocompatibles (menor adherencia de
células del huésped) o de superficie mas porosa se infectan mas

facilmente.
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Tsukayama et a

Bacterias intracelulares: los estafilococos y otros patdégenos
fagocitados son capaces de evitar su lisis, viviendo en situacion
vegetativa en el interior de los fagosomas de los macréfagos, e
incluso de los osteoblastos®, protegidos de la mayoria de los
antibidticos y de las sustancias del sistema inmunitario. Estas
bacterias intracelulares son las responsables del mantenimiento de
la infeccion y de las recidivas y reactivaciones periddicas. Para
combatirlas habran de utilizarse combinaciones de antibidticos de
alta penetracién y actividad intracelular (rifampicina, cotrimoxazol,
ofloxacino, ciprofloxacino, clindamicina, macrélidos) y la retirada de
la prétesis infectada como medida erradicadora de la infeccion.

1.2' clasifican la infeccién asociada a prétesis articular

segun el tiempo de evolucién desde la intervencién, en:

Tipo 1 o infeccion precoz: cuando aparece en el primer mes
postoperatorio. Se produce durante la cirugia.

Tipo 2 o infeccién tardia crénica: entre el mes y el afo
postoperatorio. Es subclinica en la mayor parte de los pacientes.
Como en el estadio 1, se considera de adquisicién nosocomial, pero
tarda en manifestarse por el pequefo inoculo o la baja virulencia del
microorganismo que la causa.

Tipo 3 o hematégena aguda: la infeccion se presenta mas alla del
afio de la intervencion y en la mayoria de las ocasiones es
secundaria a diseminacién hematdégena a partir de otro foco
(urinario, bucodental, cutaneo, etc.) que llega a una intervencion
previamente sana.

Tipo 4: corresponde a cultivos positivos en pacientes a los que se

les recambia la proétesis sin sospecha de infeccion.

Clinicamente, las manifestaciones dependen del estadio de la infeccién

siendo mas intensas en el tipo 1. Se presenta con dolor articular a la marcha
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que no cede con el reposo (95%), fiebre (43%), derrame sinovial (38%) y
drenaje purulento por la herida o fistula (32%). Los parametros hematicos
como la VSG, PCR vy leucocitosis suelen estar elevados. La PCR tiene el
mayor valor predictivo positivo. La VSG y la PCR incrementan sus valores con
la simple intervencion; la VSG puede permanecer asi durante meses, pero la
PCR regresa a la normalidad en unas 3 semanas, debiendo sospecharse la
infeccion si no es asi; igualmente durante el tratamiento, su descenso es
indice terapéutico favorable®. El diagndstico precoz es primordial para iniciar
cuanto antes el tratamiento y evitar retirar la protesis. Dado que la clinica es
indiferente en ocasiones a un aflojamiento aséptico, se hace necesario
realizar pruebas complementarias.

La radiologia simple muestra alteraciones a los 3-6 meses de iniciarse
el proceso, por lo tanto, solo son dutiles en las formas croénicas:
radioluscencias mayores a 2 mm en la interfase cemento-hueso (linea de
descementacion) o hueso-prétesis, cambios en la posicion de los
componentes de la protesis, reaccion periostica, ostedlisis periprotésica y
defectos Oseos cavitarios y/o segmentario. En la Artrografia se pueden
observar comunicaciones andémalas en la cavidad articular y defectos en la
interfase cemento o protesis con el hueso. La Ecografia es util en la
localizaciéon de abscesos y como guia para su aspiracion percutanea con
aguja.

La gammagrafia con *"Tc y *’Ga es poco especifica, siendo mucho
mas sensible el estudio con leucocitos marcados, cuya negatividad excluye a
la infeccion.

Debe intentarse aislar el microorganismo por obtenciéon del liquido
articular o por cultivo de tejido 6seo. El estudio se completa con los datos
anatomopatolégicos de muestras perioperatorias con la observaciéon de
polimorfonucleares (PMN) (recuentos superiores a 10 por campo) en algunas

de las 5 muestras de tejido periprotésico obtenidos?>.
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7. Tratamiento

A pesar de los importantes avances logrados en el conocimiento y
manejo de la osteomielitis, aun nos enfrentamos a un proceso con problemas
de tratamiento y elevada morbilidad, en particular en su forma crénica. Las
tasas de curacion obtenidas son inferiores a las de otras infecciones y no se
logra esterilizar el hueso en mas del 70% de las ocasiones. El éxito
terapéutico se relaciona con la precocidad en el diagnéstico, el tipo evolutivo
(aguda o crénica), el agente causal, las caracteristicas del foco de infeccion,
la presencia de material de implante y el acierto en las medidas tomadas. El
tratamiento de la osteomielitis comprende el uso de antimicrobianos, cirugia y

rehabilitacion fisica, psiquica y social .

7.1 Antibioterapia

En el hueso normal, no existe ninguna barrera anatdomica o funcional
que impida la penetracién de los antibidticos. Incluso, se ha visto una
estrecha relacion entre la concentracion sérica y la 6sea, de tal manera que
los hallazgos en el suero en la fase de meseta pueden predecir la cantidad de
antibidtico en el hueso. Sin embargo, en la osteomielitis hay que considerar
las peculiaridades del foco de infeccion como acidez, isquemia y bajo
potencial “redox”, que pueden hacer fracasar la accion beneficiosa del
antibidtico. Tampoco ha de olvidarse que estamos ante una infeccion por
bacterias que pueden adherirse al material, mediante la formacion del
glicocalix, protegiéndose asi de la accion de los antibidticos y mecanismos de
defensa naturales. Estas peculiaridades, junto a la supervivencia intracelular y
la capacidad de mostrar resistencias fenotipicas de algunos agentes causales

como el S. aureus, explican el fracaso de los antimicrobianos, la persistencia



18 Tesis Doctoral

de la infeccién y la necesidad de altas dosis y tratamientos combinados y
prolongados®.

El antibiético seleccionado debe ser activo frente al microorganismo
causal, alcanzar concentraciones superiores a la concentracion minima
inhibitoria (CMI) en el foco de infeccion, mantenerlas en los intervalos entre
dosis y permanecer estable en el medio. Ademas, por la larga duracion del
tratamiento y las dosis elevadas que se emplean hay que tener en mente la
tolerancia y la via de administracién del propio antimicrobiano, con
disponibilidad de formas orales y bajo coste. El seguimiento de estas normas
puede ser suficiente para alcanzar la curacion de las formas agudas, pero no
asi en las crénicas que generalmente precisan cirugia.

Respecto al tratamiento antimicrobiano, es conocido que en la
osteomielitis aguda requiere una actuacion empirica inmediata, previa
recogida de muestras adecuadas, mientras que en la crénica es preferible
aguardar a conocer el diagnostico etiolégico. Las pautas y duracion de la
antibioterapia no estan bien establecidas, pues no hay ensayos clinicos
concluyentes, aunque se acepta la necesidad de dosis altas durante periodos
prolongados (al menos seis semanas). Los cambios en la etiologia de la
osteomielitis, el desarrollo de resistencias y la aparicion de nuevos
antibidticos, sobre todo orales con excelente biodisponibilidad, hacen
necesario la revision periédica de la idoneidad del tratamiento.

En la actualidad, existe un gran numero de antibidticos para el
tratamiento de la osteomielitis. En las infecciones por S. aureus productores
de penicilinasa (90% de los aislados) los betalactamicos han confirmado su
eficacia. Son utiles las penicilinas isoxazolicas o asociadas a inhibidores de
betalactamasas y las cefalosporinas de 12 y 22 generacién. Otras alternativas
son los glucopéptidos (vancomicina y teicoplanina), cotrimoxazol, clindamicina
(con actividad antiadherente), fosfomicina, acido fusidico, rifampicina y las

fluorquinolonas. En infecciones por estafilococos resistentes a la meticilina
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recurriremos a glucopéptidos, cotrimoxazol o a combinaciones de
fluorquinolonas y rifampicina. La terapia secuencial endovenosa/oral es
posible realizarla en la mayoria de las ocasiones, excepto con los
glucopéptidos, aunque la presentacion intramuscular de teicoplanina y su
dosis Unica diaria han permitido mantener tratamientos ambulatorios
prolongados con escasos efectos adversos. La progresiva insensibilidad de
los estafilococos a los antibidticos esta llevando a la busqueda de nuevas
moléculas activas como quinolonas (moxifloxacino, gatifloxacino,
gemifloxacino), sinergistinas (dalfopristina, quinupristina) y oxazolidinonas
(linezolid), entre otras. En el caso de las bacterias Gram-negativas aerobias o
facultativas y en la formas polimicrobianas, son muy Uutiles las cefalosporinas
de 32 (cefotaxima, ceftriaxona y ceftazidima) o 42 generacién (cefepima), las
fluorquinolonas (ciprofloxacino, ofloxacino y pefloxacino), las penicilinas
asociadas a inhibidores de betalactamasas (amoxicilina/clavulanico,
ampicilina/sulbactam y piperacilina/tazobactam), los carbapenémicos
(imipenem/cilastatina y meropenem) y aztreonam (activo solo frente a bacilos
Gram-negativos). Piperacilina/tazobactam, ceftazidima y cefepima tienen
actividad sobre P. aeruginosa por lo que estarian indicadas en los ADVP,
inmunodeprimidos y en las infecciones localizadas en los pies de los
diabéticos. Los carbapenémicos también tendrian esta indicacion pero el alto
coste y su corta vida media limitan su uso.

Las fluorquinolonas, sin duda alguna, han supuesto la revolucion
mas importante en el tratamiento de la osteomielitis en los ultimos afios. Sus
excelentes caracteristicas farmacocinéticas (alta biodisponibilidad por via
oral, prolongada vida media que incluso permite una dosis diaria, con
excelente penetracion 6ésea e intracelular) han posibilitado hacer tratamientos
ambulatorios, total o parcialmente, con buenas tasas de curacién y pocos
efectos adversos, solos o combinados. Sin embargo, las nada despreciables

tasas de resistencia surgidas con algunos microorganismos obligan a la
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cautela en su uso®. Ademas su uso en nifios se ve limitado por la posibilidad
de lesionar al cartilago articular inmaduro y de la placa fisaria generando
alteraciones de crecimiento, y en adultos tendinopatias (tendinitis y ruptura

del tendén de Aquiles)?’, corroborado por estudios experimentales®.
7.2. Tratamiento Quirurgico

La mayoria de las OMA hematdégenas curan con antibiéticos, sin
precisar cirugia, la cual si estaria indicada en las siguientes situaciones:
ausencia de diagnéstico etiolégico, mala respuesta al tratamiento médico a
las 48-72 horas, presencia de absceso intradseo o subperidstico y/o artritis y
en las OM por contigiidad. Las osteomielitis que se asientan sobre implantes
metalicos (clavos, placas, artroplastias articulares, etc.) requeriran casi
siempre, la extraccién del cuerpo extrafio para curar la infeccién®. Si ha
precisado un desbridamiento amplio, la cavidad se rellenara con los métodos
que posteriormente se describen.

La OMC dificilmente cura con tratamiento antibiético y precisa cirugia.
El tratamiento quirdrgico va encaminado a eliminar los tejidos desvitalizados,
obliterar los espacios muertos y lograr la estabilidad funcional. Una vez
indicado, es importante saber el momento adecuado de efectuarlo y el tipo de
intervencion mas correcta. La rehabilitacion fisica es necesaria con el fin de
potenciar la funcionalidad de la parte afectada. Lo mismo ocurre con el apoyo
psicolégico que persigue la prevencién o curacion del componente ansioso-
depresivo generado por: 1) la larga hospitalizacion y el desarraigo familiar,
profesional y social que conlleva, 2) la prolongada inmovilizacién con
complejos sistemas de fijacion y 3) el prondstico incierto de la lesion. Por
todo ello, el futuro pasa por el disefio de sistemas que impidan la creaciéon o
sean capaces de eliminar la adherencia bacteriana y la sintesis del biofilm,

permitiendo hacer llegar el antibiético a su lugar de destino con los minimos
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efectos secundarios y mayor biodisponibilidad y que a su vez, induzcan la
neoformaciéon o¢sea, en los defectos creados por la infeccion o por el
tratamiento quirurgico que ha precisado; con el fin de minimizar los dafios
colaterales que implica esta patologia, por el bienestar de nuestros enfermos
y para mejorar su calidad de vida®.

Las premisas del tratamiento quirtrgico, enunciadas por Norden®, son:

1. Correcto y completo diagndstico microbioldgico.

2. Correccion y modificacion de los mecanismos de defensas del

huésped, locales y generales.

3. Definicion anatémica de la extension de la enfermedad local, tanto en
el hueso como en las partes blandas.
Tratamiento antibiético correcto.
Exéresis quirurgica del tejido necrotico o pobremente vascularizado.
Obliteracion del espacio muerto.

Restablecer la estabilidad funcional esquelética.

© N o g &

Rehabilitacion.

Nos centraremos en el punto 5° (reseccion o desbridamiento
quirargico del foco séptico) y, sobre todo, el 6° (relleno de las cavidades y

defectos 6seos sépticos), parte de los objetivos de este trabajo.

7.2.1. Reseccion del foco séptico 6seo o articular (Reseccion Focal)

El tratamiento quirdrgico debe procurar la exéresis de los trayectos
fistulosos, del tejido de granulacién reactivos y de las zonas de hueso
desvitalizado e infectado. Se trata de una exéresis minuciosa de todo este
material patolégico que Judet definié como reseccién “carcinolégica” del foco
de osteitis: eliminar el maximo posible de material infectado-avascular para

que la antibioterapia instaurada sea capaz de eliminar el resto de
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microorganismos localizados en areas de tejido bien vascularizadas. En
casos en que la reseccion focal se exponga al riesgo de una fractura, debe de
reforzarse el hueso afectado mediante yesos u ortesis o preferentemente con

fijadores externos.

7.2.2. Relleno de la cavidad o defecto 6seo segmentario

El tratamiento del defecto originado tras el desbridamiento, tiene el
objetivo de eliminar el espacio muerto que supone la cavidad residual que de
permanecer, favorecera la persistencia de los microorganismos y la formacion
de un nuevo foco de osteitis u osteoartritis. Diversos factores condicionan tal
objetivo: el gran tamafo de la cavidad, la deficiente vascularizaciéon de sus
paredes, la virulencia de los gérmenes, su capacidad de adherencia a los
cuerpos extrafios, la tendencia al acantonamiento de los mismos en el hueso
y la posibilidad de debilitamiento del hueso debido al proceso de osteitis y a
su reseccion, con riesgo de fractura.

En la actualidad hay diferentes tipos de oclusién de cavidades
osteoarticulares sépticas, que han ido evolucionando en la historia y que
pasaremos a describir*":

1) Puesta a plano y herida abierta para granulacion secundaria por
segunda intencién: reseccion del foco séptico, dejandose la herida
abierta para que a partir de las paredes bien vascularizadas de la cavidad,
surja un tejido de granulacion que vaya rellenando desde la periferia al
centro y desde la profundidad a la superficie la cavidad residual,
evitandose la formacion de un espacio muerto. Aunque seguro, es un
método lento. Colchero® intenta acelerar este proceso mediante
escarificaciones repetidas con escoplo de la superficie 6sea.

2) lIrrigacion-aspiracién continua: oclusion del espacio muerto creado

después de la reseccion del foco séptico, por parte del tejido de
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3)

4)

5)

granulacion reparador, que se forma en su interior concentricamente a un
tubo de irrigacion-aspiracion, que crea un flujo de suero dentro de la
cavidad arrastrando detritus, coagulos y microorganismos, y creando un
medio salino isoténico que favorece el nacimiento del tejido de
granulacion. Su problema es el riesgo de sobreinfeccion, por
microorganismos diferentes al inicial (nosocomiales), al colonizarse el tubo
de irrigacién y penetrar en la cavidad™®.

Plastias musculares: el musculo proporciona un tejido vivo vy

vascularizado que, a las semanas posteriores a su implante, se adhiere a

las paredes de la cavidad 6sea previamente cruentas, proporcionando

componentes del mecanismo de defensa del organismo y facilitando la
llegada de antibiéticos al interior de la cavidad®.

Coaptacion de la cavidad: en las cavidades sépticas osteoarticulares de

la cadera, tras la artroplastia de reseccién tipo Girdlestone, se acopla el

borde superior del trocanter mayor debajo del techo acetabular y se
mantiene con suturas transoseas, disminuyendo el espacio articular
residual®.

Injerto 6seo: consiste en rellenar el defecto con injertos dseos, que

pueden ser:

a) hueso esponjoso autdlogo: tiene un gran potencial osteogénico, al
aportar osteoblastos y una matriz 6sea de colageno mineralizada que
es osteoinductora, y también capacidad de defensa en un terreno
infeccioso. Se pueden usar los injertos de esponjosa iliaca a cielo
cerrado (método de Matti) o a cielo abierto en dos tiempos (método de
Papineau). Indicado en defectos cavitarios 0 segmentarios menores
de 3 a 5 cm. Recientemente, Chan® describe excelentes resultados
incluyendo antibiéticos en injertos 6seos antélogos, en el tratamiento
de pequenos defectos infectados en tibia, sin alterar la naturaleza del

injerto.
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6)

b) Injerto de esponjosa homéloga (Banco de Hueso): induce una
reaccion osteogénica pobre y lenta y es inadecuado en un foco
contaminado ya que las reacciones inmunologicas de rechazo
favorecen la contaminacién del hueso transplantado con recidiva de la
OM.

c) Injerto intertibioperoneo: a través de un abordaje libre de infeccién
(posterolateral en la tibia) se procede a encastrar un fragmento de
hueso corticoesponjoso entre tibia y peroné cruenteando la solucion
de continuidad tibial. Esta indicado en defectos de 3 a 5 cm en la
tibia®”.

d) Injerto 6seo vascularizado (cresta iliaca o peroné): indicado para
grandes defectos, mayores de 5 cm. Precisa de un equipo con amplia
experiencia en la microcirugia de anastomosis vasculares®.

Transporte O6seo: se basa en el concepto de la “osteogénesis a

distraccion”  desarrollado por llizarov®°. En ella, tras la reseccion

segmentaria amplia del hueso afecto, se procede a la colocacién de un
fijador externo y una corticotomia/osteotomia en uno o en ambos de los
extremos metafisarios del hueso restante y posteriormente, transcurridos
unos 7-10 dias, se inicia la distraccién del segmento transportado a razén
de 1 mm/dia, apreciandose en la zona distraida un regenerado 6seo
debido a la osteogénesis a distraccion, que provoca la aparicion de un
hueso nuevo abundantemente vascularizado, que permite la llegada del
sistema inmunitario que ayudara a resolver el problema infeccioso. Esta
indicado para grandes defectos o resecciones éseas, mayores de 5-7 cm,
siendo una técnica que exige del cirujano una gran experiencia en la
cirugia reconstructiva 6sea y en el manejo de fijadores externos. Requiere
un periodo prolongado de tratamiento, tanto en la fase de distraccién
hasta conseguir el anclaje al fragmento sano (1 mm/dia) como de la

maduracién del regenerado 6seo (dos o tres veces mas que el de la
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7)

distraccion). A su vez, no esta exenta de complicaciones: infeccion
superficial y de los clavos del fijador, atrofias musculares, rigideces
articulares, desviacion de los fragmentos, retardo de consolidacién o no
consolidacién (que precisa injerto 6seo), trastornos vasculonerviosos, etc.,
que complican ain mas su manejo.

Biomateriales: son materiales empleados para el relleno de cavidades, y
en algunos casos inducen cierta regeneracion 0Osea, permitiendo la
reposicion del tejido perdido por la reseccién quirdrgica. Se han estudiado
también como sistemas de liberacién de antibidticos en el lugar de la
infeccion. La cinética de cesion del antibidtico puede ser mas o menos
prolongada dependiendo de los componentes y del método de elaboracién
empleado.

A estos materiales le dedicaremos mayor atencion, puesto que forman

parte del objetivo de este trabajo.

8. Biomateriales conteniendo antibioticos

Un Biomaterial se define, segun la Conferencia de consenso de la

Sociedad Europea de Biomateriales de1991, como un material disefiado para
actuar interfacialmente con sistemas bioldgicos con el fin de evaluar, tratar,

aumentar o reemplazar algun tejido, érgano o funcion del cuerpo®'.

Se clasifican:

1. Segun su composicidon quimica:

a) Metales
b) Polimeros
c¢) Ceramicas

d) Materiales compuestos (composites)
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2. Segun su respuesta bioldgica tras ser implantado:

a) Biotolerables (polimetilmetacrilato-PMMA-, acero inoxidable-SS-,
aleaciones de Cromo-Cobalto —Cr-Co-): son encapsulados mediante
una capa de tejido fibroso conjuntivo.

b) Bioinertes (alumina, circonia, titanio): la superficie del material,
recubierta por una capa de 6xido estable, presenta contacto directo
con el hueso, y no se produce inhibicion de la osteogénesis.

¢) Bioactivos (ceramicas de fosfato de calcio, ceramicas de 6xidos de
silicio o biovidrios): enlace quimico directo con el hueso circundante.

d) Biodegradables o no Biodegradables: si el material se descompone

mediado por un sistema bioldgico.

Nos centraremos en aquellos sistemas capaces de actuar como
vehiculos para la liberacién local de antibiéticos en la infeccion ésea*?, por lo
que en primer lugar, citaremos los criterios que segun Rushton*®, debe
cumplir un agente antimicrobiano para ser formulado en un sistema de cesion
local:

1) Ser activo frente a los patdégenos mas frecuentes en la OMC.

2) Alcanzar y mantener concentraciones locales que excedan la CMI
(generalmente 10 veces) frente al patégeno causante de la infeccion,
evitando concentraciones elevadas en sangre.

3) No producir efectos adversos.

4) Ser estable a la temperatura corporal y suficientemente soluble en agua

para asegurar su difusién a través del vehiculo.

Las bacterias que mas frecuentemente se aislan en pacientes con
OMC son estafilococos y bacterias Gram-negativas, particularmente
Enterobacter spp. y Pseudomonas aeruginosa. Por tanto, en base a los

criterios previamente sefalados y a los hallazgos bacterioldgicos, los agentes
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antimicrobianos mas empleados en la elaboracion de sistemas de cesion local
son los aminoglucésidos y con menor frecuencia algunos p-lactdmicos vy
quinolonas. La liberacion del antimicrobiano desde dichos sistemas esta
controlada por la disolucion del farmaco en la matriz y su difusion a través de
los poros del material. Asi, en el caso de antibioéticos muy solubles como los
B-lactamicos, la cantidad cedida depende de la superficie del sistema y de la
carga inicial del antibidtico en la formulacién; en el caso de farmacos
relativamente insolubles como las quinolonas, la cesién depende de su

solubilidad en la matriz y de la porosidad de ésta***°.

8.1. Materiales No Biodegradables conteniendo antibiéticos

El uso en cirugia ortopédica de un material inerte conteniendo antibiético
comienza en la década de los afnos 70, cuando Bucholz utiliza un cemento
acrilico, el PMMA, con gentamicina®'. Wahlig et al.***’, demostraron que la
gentamicina se libera progresivamente desde el cemento al tejido
circundante. Los resultados farmacocinéticos de Wahlig et al.*® y Walenkamp

et al.*®

, pusieron de manifiesto una liberacion lenta y sostenida de este
antibidtico desde el cemento, dando lugar a altas concentraciones de
gentamicina local y bajos niveles en sangre, sin efectos ototoxicos ni
nefrotéxicos.

A mediados de los afos 70, Klemm*® inici6 la utilizacién de perlas de
PMMA con gentamicina ensambladas mediante un hilo metalico,
constituyendo los “Rosarios de Gentamicina” (Septopal®). La eleccidén como
antibiético de la gentamicina se basd en su estabilidad térmica, lo que le
permite soportar la temperatura de polimerizacion del cemento
(aproximadamente 100°C) sin perder su actividad, y su accién bactericida

frente a gérmenes Gram-positivos y Gram-negativos.
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Los rosarios de PMMA-gentamicina actuan a través de un doble
mecanismo a nivel del foco séptico: oclusion y accién antimicrobiana. La
oclusion es inicialmente un efecto mecanico por el espacio que ocupan las
cadenas, que posteriormente se va rellenando de un tejido de granulacion rico
en vasos sanguineos que luego se fibrosara. El efecto antimicrobiano lo
realiza en zonas de hueso esclerético donde la vascularizacion es pobre y
por lo tanto, la administracién sistémica daria lugar a niveles subterapéuticos;
sin embargo, con la administracién local se alcanzan niveles de antibidtico
muy por encima de la CMI frente al germen causante de la infeccidén, mientras
que la concentracion en suero y orina es menor™. El 40-70% de la dosis de
gentamicina es liberada en dos semanas, y una vez cedida toda la dosis,
deben ser extraidas (a partir de la 42 semana), ya que al no degradarse,
pueden quedar ocluyendo cavidades articulares 0 medulares que impiden
intervenciones de reconstruccion®’. Este es el principal inconveniente de los
sistemas de PMMA; ademas, de acuerdo a los resultados publicados, los
mayores éxitos terapéuticos se alcanzan cuando se refuerzan con la
administracién sistémica complementaria de antibiéticos °*°*%*. Otra forma
de utilizar el PMMA con antibiético son los “Espaciadores”. Estos
espaciadores se pueden utilizar como bloques de cemento con antibiético,
cuando son usados en pérdidas 6seas segmentarias interpuestos en los
extremos 6seos, o como moldes de prétesis de cemento-antibidtico que se
utilizan en las prétesis infectadas, tras su retirada, en la cirugia en dos
tiempos. Estos espaciadores permiten la liberacion local del antibidtico y
mantener el espacio, la estabilidad y la movilidad articular que luego permita
la implantacion de una prétesis definitiva; en los defectos segmentarios
permiten ocupar este espacio y evitar la invaginacion de las partes blandas o
la reconstruccion de las mismas con colgajos musculares para luego, tras su

retirada, pasar a la reconstruccion d6sea. Los antibidticos mas utilizados en
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estos sistemas son Ila gentamicina, clindamicina, tobramicina vy

vancomicina®-®,

8.2. Materiales Biodegradables conteniendo antibiéticos

La utilizacion de materiales  biodegradables evita una segunda
operacién para la extraccion del sistema, con beneficio para el paciente y
menor coste econdmico del proceso clinico. Por otro lado, debido a la
capacidad de algunas bacterias (S. epidermis y S. aureus) de producir el
biofilm y adherirse a los cuerpos extrafos, como el cemento acrilico, se han
detectado microorganismos en la superficie de las perlas de PMMA,
desarrollando en algunos casos, resistencia a la gentamicina®’. Este hecho

sin embargo, no ocurre con materiales biodegradables.

8.2.1. Esponjas de colageno-gentamicina

Consisten en unas laminas de colageno, de las utilizadas en cirugia
como elemento hemostatico, asociadas a gentamicina. La experiencia clinica
con estas esponjas de colageno-gentamicina, como técnica de oclusién de
cavidades Oseas sépticas es escasa, incluso como tratamiento de infecciones
de heridas®® o partes blandas®. En los trabajos publicados los resultados son
equiparables a los rosarios de PMMA-gentamicina®.

En cuanto al proceso histolégico de sustitucién del biomaterial, estudios
experimentales en conejos han demostrado que la completa reabsorcion de
las esponjas se realiza por parte de un tejido fibrovascular proveniente de los

tejidos circundantes en un periodo de 2 a 4 semanas®’.
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8.2.2. Sales de Calcio

8.2.2.1. Sulfato Calcico

La utilizacion del sulfato célcico (yeso de Paris) para rellenar cavidades
O0seas se remonta al siglo XIX, cuando Dreesman en Alemania rellené
cavidades 6seas tumorales e infecciosas mediante yeso de Paris asociado a
solucion fenol. Peltier®® en EEUU, inicié su uso en forma de comprimidos en
cavidades tumorales y realizd estudios experimentales que permitieron
comprobar que la implantacién de sulfato calcico en el hueso no produce
reaccion a cuerpo extrafio, actia como osteoconductor, y su absorcién es

completa en el lugar de implantacion.

8.2.2.1.1. Sulfato Calcico como vehiculo de antibidticos

La eficacia clinica del sulfato calcico como vehiculo de antibidticos, ha
sido probada por Sherry et al.?®, en el 2001, cuando aplican perlas de sulfato
calcico (Oateoset®) impregnadas con un antimicrobiano (polytoxinol), por via
percutanea, en el tratamiento de una OMC por SAMR, en la tibia de un varén
adulto, consiguiendo a los 3 meses, resolver sus sintomas, cicatrizar la
herida, el descenso de los niveles de VSG y PCR vy la resolucién radiografica
del proceso con incorporacion de los implantes. Mckee et al.®, en el 2002,
estudiaron, en una serie de 25 pacientes afectados de OM de huesos largos,
el efecto del tratamiento con pastillas de yeso con tobramicina, obteniendo un
92% de eficacia (erradicacién de la infeccion y consolidacion del defecto
0seo0) con un seguimiento medio de los pacientes de 2 afios y medio. Asi

mismo, Turner et al.®®

, un afo antes (2001), obtienen buenos resultados al
realizar estudios experimentales (en perros) y clinicos, utilizando perlas de

sulfato caélcico, injerto 6seo expandido (combinacién de sulfato calcico con
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matriz 6sea desmineralizada) y perlas de sulfato calcico con tobramicina, en
diferentes situaciones clinicas. Del mismo grupo de trabajo, Gitelis y
Brebach®, en el afio 2002, obtuvieron excelentes resultados clinicos y
radiolégicos con el uso de implantes de sulfato célcico (perlas de 7 mm)
mezclado con vancomicina (en los casos de OM producida por SAMR) y otras

con tobramicina (por otras bacterias).

8.2.2.2. Fosfatos de calcio

Las ceramicas de fosfatos de calcio presentan unas propiedades
quimicas y cristalinas muy similares al componente mineral del hueso. Son
biocompatibles y bioactivas, puesto que son capaces de unirse al tejido éseo
sin interposicion de tejido fibroso. Su bioactividad es de osteoconduccién
(presenta una estructura que permite el crecimiento de mamelones
vasculares con células osteoprogenitoras), pero no son osteoinductoras, es
decir no estimulan la diferenciacion de células pluripotenciales a
osteoprogenitoras. Sus caracteristicas mecanicas hacen que estos
biomateriales estén indicados para el relleno de cavidades 6seas y para
puentes de artrodesis, pero no tienen ninguna utilidad como sustitutos de
huesos diafisarios o0 en presencia de cargas de traccién, torsion o

cizallamiento®’.

8.2.2.2.1. Fosfatos de calcio como vehiculos de antibiéticos

Korkusuz et al.®®

, en 1993, realizan un estudio induciendo OM por
S. aureus meticilin sensible (SAMS) en tibia de ratas, donde introducen
intramedularmente una aguja de acero inoxidable a modo de implante
metalico, colocando a las 7 semanas de la inoculacién bacteriana, un

implante de hidroxiapatita (HAP) con gentamicina. Los resultados muestran
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una respuesta terapéutica eficaz, tanto desde el punto de vista radiolégico,
como histopatolégico y antiinfeccioso, sin necesidad de retirar el implante
metalico, si lo comparan con las otras terapias empleadas en el estudio:
gentamicina intraperitoneal, desbridamiento quirudrgico y desbridamiento en
combinacion con PMMA-gentamicina; ademas la combinacién gentamicina-
HAP produce concentraciones 20 veces mas altas en el hueso que la
gentamicina intraperitoneal y 2,5 veces mas elevada que el PMMA-
gentamicina, ademas de una cesion mas prolongada.

Solberg et al.®

, en 1999, aplicando el modelo experimental de
Korkusuz, en ratas y con las mismas combinaciones de tratamiento (grupo A:
desbridamiento quirurgico, B: desbridamiento y gentamicina intraperitoneal, C:
desbridamiento y HAP-gentamicina y D: desbridamiento y perlas PMMA-
gentamicina), pero aplicando la HAP-gentamicina en forma de cemento o
“pasta” para rellenar cavidades, encontraron resultados similares en la
eliminacion de la infeccidon entre los tratamientos con HAP-gentamicina y
PMMA-gentamicina, pero con la ventaja de no realizar la segunda
intervencion para la extraccion de las perlas de PMMA-gentamicina.

ltokazu et al.”

, en 1997, desarrollan un implante poroso de HAP con
arbekacina, probandolo en la tibia de ratas con OM por S.aureus,
tras desbridamiento de la cavidad medular. Los resultados mostraron la
eliminacion de la infeccion.

I.”", en 1998, valoran la eficacia de esferas de fosfato

Lambotte et a
tricalcico (FTC) con gentamicina en una OM provocada en la metafisis
superior de la tibia de conejos, siguiendo el modelo experimental de Norden
(consiste en la inoculacion de un agente esclerosante, que provoca una
osteitis, mas la suspensiéon de S. aureus), obteniendo la liberacién total del
antibiético antes del tercer dia, aunque permanecen niveles en el
compartimiento intradéseo durante diez dias. Por otro lado, como el modelo

experimental en conejos tenia el objetivo de valorar la actividad terapéutica
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del antibiético, pero no las propiedades mecanicas del biomaterial, es por lo
que los autores proponen un cambio de escala a ovejas, en las que la
enfermedad presenta caracteristicas mas préximas a las de humanos.

Mas recientemente, Shirtliff et al.”®, en el afio 2002, en un modelo
experimental de OM por S. aureus meticilin resistente (SAMR), y siguiendo el
modelo experimental de Mader™ (inoculacion percutanea en la metafisis
proximal de la tibia de conejos, de 0,1 ml de morruato sodico, como agente
esclerosante, 0,1 ml de suspensién de S. aureus y 0,1 ml de suero salino, en
forma secuencial), valoraron la eficacia de implantes de HAP impregnados
con vancomicina. Tras comprobar, a las dos semanas de infectados, que los
conejos reunian los criterios de infeccién clinicos y radiograficos, los
dividieron en 8 grupos: G1: no tratados; G2: desbridamiento quirurgico; G3:
desbridamiento quirdrgico y vancomicina sistémica (por via s.c.); G4: solo
vancomicina sistémica; G5: HAP sin antibidtico implantado en el espacio
creado por el desbridamiento; G6: implante de HAP sin antibidtico y
vancomicina sistémica; G7: desbridamiento quirdrgico e implante de HAP con
vancomicina y G8: desbridamiento e implante de perlas de PMMA
impregnadas de vancomicina. Tras cuatro semanas de tratamiento, en los
conejos con implantes de HAP-vancomicina se conseguia una eliminacién
bacteriana del 81,8% y de un 70% en los que tenian las perlas de PMMA-
vancomicina. El resto de los tratamientos no alcanzaron el 50%. Aunque no
hubo diferencias estadisticamente significativas entre los dos sistemas con
antibiéticos (HAP vs. PMMA), con el implante de HAP-vancomicina se logro la
regeneracion 6sea y no precis6 de una segunda intervencion para su retirada.
Por ultimo, los autores concluyen que los implantes pueden ser mas efectivos
en forma de pequefas bolas o perlas, porque permiten una mejor adaptacién
mecanica al defecto 6seo y una mayor difusién del antibiético.

Yamashita et al.”®, en 1998, valoraron la eficacia clinica de estos

implantes en pacientes con OMC, a los que implantaron bloques de HAP
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impregnados en antibidticos, elegidos segun la sensibilidad de la lesidn
osteomielitica (flomoxef para S. aureus ; vancomicina o imipenem para OM
por SAMR, imipenem en el caso de Pseudomonas, etc.), en la cavidad
producida tras el desbridamiento quirdrgico, comprobando la eficacia en el

control de la infeccion y la incorporacién del material ceramico en el hueso.

8.2.2.3. Biovidrios

Los biovidrios se unen al hueso al presentar una gran superficie externa
de gel poroso de 6xido de silicio. En esta superficie se desarrollan diversas
reacciones que forman una capa de apatita hidroxicarbonatada, consiguiendo
una mejor unién al hueso que con la HAP. El modelo clasico de biovidrio es el
Bioglass (45% SiO2, 24,5% CaO, 6% P.0s, 24,5% Na,O), cuyo principal
defecto son sus pobres propiedades mecanicas. Para mejorar la formacion
de hueso, facilitar la fabricacibn a bajas temperaturas y mejorar la
biodegradacion, se han desarrollado biovidrios en fase sol-gel hidrolizados a
temperatura ambiente, cuyo prototipo es la apatita wollastonita (SiO, CaO),
con igual capacidad osteoconductora, pero mayor resistencia mecanica.

Los estudios realizados en infecciones son escasos; citaremos a

Kawanabe et al.”

que, en 1998, tratan con implantes de ceramica cristalina
de apatita-wollastonite y antibioticos (cefmetazol y sulfato de isepamicina),
conejos infectados experimentalmente y posteriormente, a cuatro pacientes
con artroplastias infectadas y una OM de tibia, obteniendo excelentes

resultados en ambos casos.
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8.2.3. Polimeros

Los polimeros mas investigados para la regeneracion 6sea son los
polialfahidroxiesteres y la polidioxanona. El primer grupo comprende el acido
poli L-lactico (L-PLA), el acido poli D-L lactico (PLA), el acido poliglicélico
(PGA), y sus copolimeros, el poli L-lactico-coglicdlico (L-PLGA) y el poli D-L
lactico-coglicélico (PLGA)”.

Los polimeros con peso molecular 30.000 y 60.000 son sdlidos a
temperatura ambiente, permitiendo su utilizaciéon como material de relleno en
defectos 6seos. El proceso de incorporacion a nivel de un defecto 6seo se
produce desde la periferia hacia el centro acompanandose de una aposicion
dsea centripeta.

El potencial osteogénico de los polimeros ha sido ampliamente
demostrado. Garcia Novalvos et al.”®, en 1996, realizan un estudio de la
respuesta 6sea a biomateriales constituidos por diferentes proporciones de
los acidos lactico y glicélico, después de su implantacion en ratas, mediante
técnicas cromatograficas y morfolégicas, pudiendo apreciar la continua
degradacion y la respuesta 6sea frente al implante, asi como los procesos de
reabsorcién de los compuestos y su sustitucion por tejido éseo. Castillo et
al.”®, en el 2003, estudiando el efecto de L-PLA y D,L-PLA de 30 y 60 kDa
comprueban, en el relleno de un defecto 6seo en el condilo femoral de un
conejo, que los granulos de D,L-PLA de 30 kDa inducen una mayor

neoformacion ésea, produciéndose una mayor reabsorcién del polimero.
8.2.3.1. Los polimeros como vehiculos de antibiéticos
El PLA y sus copolimeros se han utilizado ampliamente para la

elaboracion de sistemas de cesion de gran variedad de antibiéticos, para el

tratamiento de infecciones 6seas.
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Calhoun y Mader®, en 1997, implantan perlas de PLA-PLGA con
vancomicina en tibias de conejos infectados con S. aureus, siguiendo su
modelo de OM experimental. A las 4 semanas de tratamiento, las
concentraciones bacterianas en los animales tratados con el implante de
antibidtico y desbridamiento fueron 100 veces menores que en los otros
grupos (grupo sin tratamiento, solo con desbridamiento, implantes blancos y
antibioterapia sistémica), manteniéndose niveles elevados de vancomicina en
hueso durante este tiempo.

Jacob et al®', en 1997, evaluaron la eficacia de polimeros con
antibidticos en el tratamiento de un modelo experimental de fracturas
abiertas. Procedian a crear una fractura en la tibia de conejos que inoculaban
con S. aureus y esperaban dos horas, para simular el retraso en el
tratamiento de la practica clinica, tras lo cual procedian a la fijacion de la
fractura con material de osteosintesis (placa AO), dividiendo a los animales
en tres grupos segun se les implantaran microesferas de PLGA con
cefazolina, polvos de cefazolina aplicados en el foco y animales sin
tratamiento. Apreciaron que el tratamiento con PLGA-cefazolina prevenia el
desarrollo de la infeccion. En cambio, la evidencia clinica (pérdida de peso,
supuracion y fistula) y radiolégica (no consolidaciéon o desorganizacién del
callo de fractura) de la infeccién se presentaba en el 50% de los conejos
tratados con polvos de cefazolina y en el 71% del grupo no tratado,
manteniéndose el cultivo positivo en el 75y 100%, respectivamente.

Garvin et al.®?

, en 1994, realizan un estudio en un modelo animal de OM
por S. aureus en tibias de perros, basado en el modelo de Fitzgerald®, que
consiste en la inoculaciéon intramedular de una suspension de S. aureus y un
cilindro estéril de PMMA a modo de cuerpo extrafio. Para el tratamiento de
esta infeccién los autores emplean implantes de PLGA con gentamicina y los

comparan con PMMA-gentamicina y gentamicina parenteral, no apreciando
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diferencias significativas en la eficacia entre ambos tipos de implantes, pero
si entre éstos y la gentamicina sistémica, que resulté menos efectiva.
Yagmurlu et al.®*, en 1999, utilizan implantes, en forma de varilla,
elaborados con polihidroxialcanoatos (polimeros de origen microbiol6gico),
concretamente polihidroxibutirato-cohidroxivalerato (PHBV) conteniendo
sulbactam-cefoperazona, para el tratamiento de una infeccién por S. aureus
(método de Korkusuz) en tibia de conejos. A las 3 semanas de inoculacion
bacteriana y sin retirar la aguja de acero inoxidable, colocan el implante en el
animal. Los signos infecciosos disminuyen ya a los 15 dias, con remision casi
completa alrededor de los 30 dias. Ademas, demuestran que el material es
biocompatible e incluso senalan que es mas adecuado que el PLGA.

En este mismo grupo, Gursel et al.®, en el 2001, utilizan los mismos
implantes de PHBV con sulbactam-cefoperazona o sulbactam-ampicilina para
tratar una OM experimental en conejos, comprobando la rapida liberacién del
antibidtico en la primera semana, controlada por la disolucién del farmaco.

Rutledge et al.%® en el 2003, valoran la implantacién de varillas de
policaprolactona (PCL) con tobramicina en el fémur de conejos con OM por
S. aureus (método de Norden). A las 4 semanas de tratamiento, el recuento
bacteriano fue menor en los grupos tratados con implantes de PCL-
tobramicina o PMMA-tobramicina que en los grupos no tratados (implantes
blancos o so6lo irrigacién), no habiendo diferencias estadisticamente
significativas entre los implantes con antibiéticos. Los estudios histolégicos
permitieron ademas concluir que los implantes de PCL no producen toxicidad
sistémica.

Lucke et al.?’

, en el 2003, evaluaron la eficacia profilactica en cirugia
ortopédica de las agujas de Kirschner de titanio recubiertas con PLA-
gentamicina, frente a la OM por S. aureus en tibia de ratas. Los resultados

mostraron un crecimiento bacteriano y signos radioldgicos e histolégicos de
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infeccion significativamente menores que los observados en los grupos no
tratados con antibiético.

Uno de los grupos de antibiéticos mas ampliamente estudiados como
posibles candidatos para el tratamiento de OM incorporados en matrices de
polimeros biodegradables, son /as Fluorquinolonas. Para Lew y Waldvogel®,
las quinolonas son los antimicrobianos de eleccion en el tratamiento de la
OMC, por su favorable penetracion en lugares infectados pobremente
vascularizados y en el hueso; ademas, actuan como bactericidas sobre todos
los posibles patégenos de la OMC, incluyendo los SAMR en presencia de
implantes ortopédicos, en combinacion con rifampicina y vancomicina, estan
disponibles en preparaciones orales y parenterales y tienen escasas
reacciones adversas.

Varios autores han estudiado la cesiéon de ciprofloxacino y otras
quinolonas desde sistemas elaborados con estos polimeros biodegradables,
tanto in vitro, como en animales de experimentacion sanos®%. Asi,
Kanellakopoulou et al.®®, en 1999, elaboraron implantes de L-PLA y D,L-PLA
de diferentes pesos moleculares, con ciprofloxacino o pefloxacino, para
estudiar la cesion de estos antibidticos in vitro y la degradacion de los
polimeros. Las concentraciones alcanzadas en el medio de cesion fueron
superiores a las CMI para los microorganismos mas frecuentes en infecciones
6seas; Con los implantes de D,L-PLA de mayor peso molecular obtuvieron
una cesion del antibidtico y degradacion del polimero mas lenta, por lo que los
autores indican que estos implantes pueden ser mas convenientes para su
ensayo in vivo, ya que cabe esperar que ambos procesos sean mas rapidos.

En estudios experimentales llevados a cabo en animales infectados,
destaca el realizado por Kanellakopoulou et al.*, en el 2000; basandose en el
trabajo anterior, probaron la eficacia de los implantes de L-PLA de menor
peso molecular (2 kDa) con pefloxacino frente a SAMR, en un modelo

experimental de OM en conejos, utilizando el método de Norden modificado,
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con la inclusion de una aguja a modo de cuerpo extrafio, que se retira en el
momento de la colocacién del implante, a la 32 semana. Valoran la eficacia
del sistema a través de la reduccion del numero de colonias a lo largo del
tiempo, criterios clinicos (fiebre, pérdida de peso) y radioldgicos (reaccién
peridstica, erosion cortical y neoformacién ésea), observando una disminucion
bacteriana muy importante a los 33 dias, sin recidivas, con una liberacion
sostenida del pefloxacino y niveles 100 veces superiores a la CMI para
SAMR.

El ofloxacino incluido en una matriz de PLGA (perlas) ha sido
desarrollado como sistema de liberacion y estudiado in vivo por el mismo
grupo de trabajo. Nie et al.®*, en 1998, aplican este sistema en una OM por
P. aeruginosa, instilando la suspension bacteriana directamente dentro de la
cavidad medular a través de un orificio perforado en la porcién distal del
fémur de conejos. Realizan valoraciones radioldgicas, histolégicas, cultivo de
tejido y determinacion de concentraciones éseas de ofloxacino. El porcentaje
de cultivos estériles fue de 33, 83, 75 y 91% para los grupos tratados con
PLGA sin antibidtico, perlas de PLGA-ofloxacino, ofloxacino sistémico y
perlas mas ofloxacino sistémico, respectivamente. Los niveles de antibiotico
en hueso fueron mayores en los grupos con implantes de PLGA-ofloxacino e
implantes con antibiético mas tratamiento sistémico. Los autores concluyen
que el PLGA es un excelente vehiculo para alcanzar concentraciones
elevadas de antibiotico en el lugar de infeccién. Por otro lado, Nicolau et al.%,
en 1998, estudian el mismo tipo de implante en una OMA hematdégena por
S. aureus, utilizando el método de OMA experimental de Morrissy y Haynes®’,
que consiste en la inoculaciéon endovenosa de S. aureus, tras la agresion
inicial en el hueso (fractura en la placa fisaria tibial proximal del conejo),
simulando una bacteriemia. Los autores modifican este método, realizando un
agujero en la cortical del hueso, posteriormente colocan el implante (con y sin

antibidtico) y al cabo de una hora, proceden a la inoculacion endovenosa de
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la bacteria. La evaluacion de la infeccion la llevan a cabo mediante estudios
bacteriolégicos, radiolégicos e histoloégicos y también determinan Ia
concentracién de ofloxacino en hueso. Los resultados mostraron que los
cultivos positivos y los signos radiograficos e histolégicos de infeccion, fueron
significativamente superiores en el grupo con implante sin antibidtico y los
niveles éseos del antibiético fueron mayores que la CMI para el S. aureus al
final del tratamiento (28 dias), en el grupo con el implante de ofloxacino,
demostrando asi la efectividad de los implantes en la prevencion del

desarrollo de osteomielitis hematdégena aguda.

8.2.4. Mezcla de Polimeros y Sales de Calcio

En este apartado hemos recogido las publicaciones mas relevantes en
lo que respecta a sistemas elaborados con mezclas de polimeros y fosfatos
calcicos para la cesion controlada de antibidticos, ya que son la base de los
implantes utilizados en la realizacion de este trabajo.

Sasaki e Ishii®, en 1999, desarrollaron implantes formados por un
bloque cilindrico de fosfato calcico, en cuyo interior hay otro cilindro
compuesto por L-PLA de 100 kDa, fosfato calcico y gentamicina, justificando
la presencia del cilindro exterior de fosfato calcico por las mejores
propiedades osteoconductoras de este material con respecto al PLA o sus
copolimeros. Posteriormente valoraron el comportamiento del implante en un
modelo experimental de OM provocado en la metafisis proximal tibial de
conejos, basandose en el método descrito por Dekel y Francis®, que consiste
en la inoculacién percutanea en la tibia proximal del conejo, de un agente
esclerosante (tetradecilsulfato sédico), 0,1 ml de suspension de S. aureus 'y
0,1 ml de suero fisiolédgico. Después de producir la infeccién en los animales,
a las dos semanas, éstos fueron divididos en 4 grupos: grupo sin implante,

grupo con implante, grupo tratado con gentamicina intramuscular y grupo
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control, realizandoles controles del peso, radiolégicos, histolégicos vy
determinacion de anticuerpos IgG de S. aureus en suero; en el grupo con
implante se obtuvo un titulo bajo de anticuerpos IgG, ganancia del peso
corporal, una respuesta reparativa en las primeras 4-6 semanas, una
progresiva invasion del implante por neoformacion 6sea y osteoblastos desde
la 6% semana. Con el tratamiento sistémico también se consiguieron buenos
resultados clinicos y titulacion de anticuerpos, pero ademas de las
desventajas debidas a la via de administracién, no se observé el efecto
osteogénico, por lo que los autores concluyen que los implantes son eficaces
para prevenir el desarrollo de OM e inducir la formacion 6ésea en un modelo
experimental de OM.

En la tabla 1 se recoge un resumen de los modelos experimentales de
osteomielitis descritos hasta ahora, si bien, solo se mencionan aquellos que
han sido tratados con algun tipo de material biodegradable, como fosfatos
calcicos, polimeros o mezclas de ambos. En la tabla se especifica el método
utilizado para provocar la infeccion, el animal y el hueso en el que se ha
inducido la infeccion, asi como, el sistema usado para su tratamiento.

Continuando con esta misma linea de investigacion sobre la utilizacion
de mezclas de polimeros y sales de calcio, para el tratamiento local de
osteomielitis, hemos de citar los trabajos elaborados por nuestro equipo de
investigacion:

Soriano y Evora'®, en el 2000, comparan la cinética de cesion in vitro
de gentamicina desde implantes elaborados con mezclas de fosfatos célcicos
y PLA, recubiertos con polimeros (PLA y PLGA), frente a las perlas de PMMA.
Los resultados pusieron de manifiesto la importancia del efecto de la
degradacion de los polimeros del recubrimiento, sobre la velocidad de cesion
del antibiético, consiguiendo cinéticas préximas a la 6ptima con implantes
recubiertos con PLA de alto peso molecular. La cesion de gentamicina in vitro

desde estos implantes recubiertos se prolongd mas de 8 semanas, mientras
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que en dos semanas, se cedid la dosis total de gentamicina desde las perlas
de PMMA. Posteriormente, en el afio 2001, Sanchez et al."®" ensayan estos
implantes in vivo comprobando que, aunque la cesién en el fémur de ratas es
mas rapida que in vitro, se mantiene la formulacién recubierta como la mas
préxima a la ideal. Los niveles alcanzados en hueso son superiores a las CMI
para S. aureus a lo largo de 4 semanas, comprobando también la capacidad
osteoconductora del material empleado. Con el fin de caracterizar estos
implantes y conocer el mecanismo por el cual la pelicula de PLA controla la
cesion de la gentamicina tanto in vitro como in vivo, Baro et al.'%, en el 2002,
elaboran nuevos implantes del tamafo adecuado para llevar a cabo el estudio
en conejos. Los resultados pusieron de manifiesto que mientras in vitro la
cesion del antibidtico no es completa, in vivo la totalidad de la dosis es
liberada en ocho semanas. Estas diferencias en la velocidad de cesién son
fundamentalmente debidas a la mayor degradacion in vivo que sufre el PLA,
tanto de la matriz como del recubrimiento, consecuencia del crecimiento
celular que se observa en el implante.

Por ultimo, Castro et al.*®, en el 2003, desarrollan implantes
compuestos de fosfatos calcicos (HAP y TCP), PLA-30 y ciprofloxacino (CFX),
en distintas proporciones. Los resultados in vitro muestran que la velocidad de
cesion de CFX depende de la presion aplicada en la compresion, de la
relacion PLA/fosfatos y del contenido en antibidtico, siendo menor, a mayor
presion, proporcion de PLA y carga de CFX. Los autores concluyen que la
solubilidad de CFX juega un papel dominante en el mecanismo de cesion del
antibiotico y que el proceso de erosion-disgregacion es necesario para la
disolucidn/cesion completa del antibidtico. Se eligié la formulacion con un
10% de CFX para el estudio en conejos; los resultados mostraron que los
niveles de antibidtico a lo largo del fémur fueron superiores a la CMI frente a
los microorganismos que mas frecuentemente producen OM, durante 4

semanas, confirmando que la liberacion de CFX in vivo también esta limitada
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por su solubilidad sin embargo, la neoformacion 6ésea intraimplante es
responsable del aumento de la velocidad de cesion in vivo. Los estudios
histolégicos y radiograficos mostraron las propiedades osteoconductoras del
material.

Con el fin de abordar el estudio de la eficacia de estos implantes en la

osteomielitis, se planteé el presente estudio.
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Animal y

Método de infeccion’ Tratamiento/implante Referencia

localizacion
l'r’]‘tsrz:ﬁ:(;‘uf‘fr‘fg :freus Rata-tibia implante HAP-GM Korkusuz et al. (1993) [68]
Inoculacién S.aureus +
PMMA, en defecto perro-tibia cilindro PLGA-GM Garvin et al. (1994) [82]
metafisario
!noculamon S.aureus, conejo-tibia perla PLA-PLGA-VCM Calhoun y Mader (1997)
intramedular [80]
L’:ﬁ)eg;"sr;('j”;rfg‘ii‘;gs rata-tibia implante HAP-arbekacina ltokazu et al. (1997) [70]
Fractura + inoculacion L microesferas PLGA-CFZ/
S.aureus +osteosint AO conejo-tibia polvo CFZ Jacob et al. (1997) [81]
Inoculacion S.aureus + | Lo tinia | perlas FTC-GM Lambotte et al. (1998) [71]

agente esclerosante

Inoculacion I.V. SAMS
post-implante = OMH

conejo-fémur

perlas PLGA+Ofloxacino
(previo a infeccion)

Nicolau et al. (1998) [96]

Instilacion P.aeruginosa,
intramedular

conejo-fémur

perlas PLGA+Ofloxacino

Nie et al. (1998) [95]

Esclerosante+inoculacion

cilindro PCa, con un cilindro

intramedular S.aureus conejo-fibia interior de L-PLA +PCa +GM Sasaki e Ishii (1999) [98]

fg“;irsefs'””amed“'a’ rata-tibia pasta HAP+GM Solberg et al. (1999) [69]

'S”‘;‘ZI‘;EUC;T ;gtg?amgg“'ar conejo-tibia | varillas PHBV-(SULB-CFP) | Yagmurlu et al.(1999) [84]

Inoculacién intramedular C . Kanellakopoulou et al.

SAMR + aguja SS conejo-tibia L-PLA-Pefloxacino (2000) [94]

Inoculacién intramedular e varillas PHBV-(SULB-CFP) .

S.aureus conejo-tibia o de PHBV-(SULB-AMP) Girsel et al. (2001) [85]
o Aamiontor |

Inoculacion intramedular | oo pipia | DesPridamientorimplante g ot a1 (2002) [73)

SAMR + esclerosante

HAP-VCM

Inoculacién S.aureus +
agente esclerosante

conejo-fémur

varillas PCL-TBM

Rutledge et al. (2003) [86]

Inoculacién intramedular
S.aureus

rata-tibia

aguja Kirschner de titanio
recubierta con PLA-GM

Lucke et al. (2003) [87]

Tabla 1.- Osteomielitis experimental y tratamientos utilizados.

! Abreviaturas: SS: acero inoxidable; HAP: Hidroxiapatita, GM: gentamicina; PLGA: acido poli

D-L lactico-coglicdlico; PLA: acido poli D-L lactico; VCM: vancomicina;

Osteosint. AO:

osteosintesis placa AO; CFZ: cefazolina; FTC: fosfato tricalcico;, SAMS: S. aureus meticilin
sensible; OMH: osteomielitis hematdgena; PCa: Fosfato calcico; PHBV: polihidroxibutirato-
cohidroxivalerato; SULB: sulbactam,; CFP: cefoperazona;, SAMR: S. aureus meticilin resistente;
AMP: ampicilina; PCL: policaprolactona; TBM: Tobramicina.
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OBJETIVOS

Siguiendo con la linea de investigacion desarrollada en los ultimos

afios por nuestro grupo, el objetivo de este trabajo es la evaluacién de un

sistema biodegradable de cesidn sostenida de gentamicina o ciprofloxacino

para el tratamiento local de Osteomielitis por Staphylococcus aureus,

provocada en el fémur de conejos.

Las etapas a cubrir son:

Primero

a.

Elaboracion de implantes compuestos por una mezcla de fosfatos

calcicos y PLA conteniendo un 10% de gentamicina.

b. Efecto de la esterilizacion por radiacibn gamma sobre las
caracteristicas de los implantes.

c. Evaluacién de la eficacia de los implantes esterilizados en una
osteomielitis por S. aureus en fémur de conejos.

Segundo

a. Efecto de la esterilizaciébn por radiacion gamma sobre las
caracteristicas de los implantes con un 10% de ciprofloxacino
previamente optimizados por Castro et al.*®

b. Evaluacién de la eficacia de los implantes estériles en una

osteomielitis por S. aureus en fémur de conejos.
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MATERIALES

e Farmacos
Sulfato de gentamicina (SG), donado por Laboratorios Normon S.A.
Clorhidrato de ciprofloxacino (CFX), donado por Laboratorios Bayer (Quimica

Farmacéutica Bayer, S.A.).

e Polimeros

Poli(acido D,L-lactico), Resomer® R203, con viscosidad intrinseca declarada
de 0,3 dl/g (PLA-30) vy poli(acido D,L-lactico), Resomer® R207, viscosidad
intrinseca declarada de 1,5 dl/lg (PLA-200), fueron suministrados por

Boehringer Ingelheim KG, Alemania.

e Fosfatos
Hidroxiapatita, Cas(PQ,4);OH (HAP), suministrado por Osteosynth, Espana.

Fosfato tricalcico, Ca3(PO,), (FTC), suministrado por Panreac.

e Reactivos y disolventes organicos

Solucién de o-naftaldialdehido, acido trinitrobenceno sulfénico y sal sddica
del acido 1-heptanosulfénico, suministrados por Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA).

e Medios de cultivo

Caldo nutritivo (Cultimed, Panreac)

Agar nutritivo (agar triptona y soja, TSA) (Scharlau)
Agar Mueller-Hinton (Mikrobiologie, Merck)
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METODOS

1. Preparacion de los implantes

1.1. Implantes de gentamicina

Fueron elaborados a partir de la mezcla de una emulsiéon de SG y

PLA-30 con una pasta acuosa de fosfatos'®.

a)

Preparacion de la emulsion. Se obtuvo homogeneizando en un
sonicador, a una potencia de 42 w (output 4) (Sonicator® XL 2020)
durante 5 minutos en un bafio de hielo, una disolucién acuosa de SG
con una disolucién de PLA-30 en diclorometano.

Preparacion de la pasta. Se elabor6 con una mezcla de fosfatos (HAP
y FTC) y un volumen de agua igual al peso de los fosfatos.
Posteriormente, la emulsion se vierte sobre la pasta de fosfatos, se
mezcla y se seca durante 2 horas a 60°C. A continuacién, se granula
con un tamiz de 1,6 mm de luz de malla y se deja secar durante la
noche a 40°C. Las proporciones de los componentes del implante
fueron: 18% de HAP, 52% de FTC, 18% de PLA y 12% de SG. La
relacion HAP:FTC fue de 25:75 y la de PLA:fosfatos, 20:80.
Compresion. 1 g del granulado seco se comprimié usando una prensa
hidraulica (Carver) con un punzén de 12 mm, a temperatura ambiente
y a una presion de 520 MPa. Los implantes, de 12 x 4 mm fueron
cortados en paralelepipedos de tamafo adecuado para su insercion
en el fémur del animal de experimentacion. Para conseguir una mayor
homogeneidad en el tamano, se utiliz6 como modelo un molde vacio

de aproximadamente 12 x 6 x 4 mm.
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d) Recubrimiento. Los implantes se recubrieron sumergiéndolos en una
disolucién al 20% p/v. de PLA-200 en diclorometano (Merck).
Después, durante 48 horas permanecen a temperatura ambiente para
evaporar el disolvente y endurecer la cubierta. El grosor de la misma
se determind por diferencia entre la medida del grosor del implante
antes y después del recubrimiento, utilizando un micrometro digital

(Micrometrics, Mitutoyo, Japon).

1.2. Implantes de ciprofloxacino

Los implantes fueron preparados por compresion directa siguiendo el
método descrito por Castro et al.*®
a) Preparacion de la mezcla: se llevd a cabo mezclando los fosfatos, HAP
(18%) y FTC (54%), previamente pulverizados, con PLA-30 (18%) y CFX
(10%). La relacién HAP:FTC se mantuvo en 25:75 y la del PLA: fosfatos,
en 20:80.
b) Elaboracion de los implantes: fueron preparados por compresion de 500
mg de la mezcla, a 312 MPa, utilizando un punzén de 6 mm con una

prensa hidraulica (Carver) a temperatura ambiente, durante cinco minutos.
2. Estudios in vitro
2.1. Métodos analiticos
2.1.1. Determinacion de SG
El método analitico utilizado para la determinacién de gentamicina fue

el descrito por Zhang et al."®, que se basa en la determinacién del SG por

espectrofotometria tras la derivatizacion con o-naftaldialdehido. El
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procedimiento de analisis consiste en afadir a 1 ml de muestra, 1 ml de
alcohol isopropilico (Panreac) y otro del reactivo o-naftaldialdehido, se agita y
se deja en reposo 45 minutos a temperatura ambiente. La concentracién se
determina por espectrofotometria UV (Ultrospec® 3300 pro, Amersham
Pharmacia Biotech) a 334 nm frente a un blanco sometido al mismo proceso
que las muestras a analizar.

Para la determinacién de SG in vitro se prepararon disoluciones
patrones de SG en tampoén fosfato pH 7,4 de concentraciones comprendidas
entre 15 y 90 ug/ml, a partir de una disolucion de SG en el mismo; El
coeficiente de variacion del método fue 1,41%. La relacion lineal entre

absorbancia y concentracion se ajusto a la siguiente ecuacion:

y =0,0101x - 0,0091 (R = 0,9992) (ec.1)

2.1.2. Determinacion de CFX

Para la determinacion de CFX en los ensayos in vitro se empleé la
espectrofotometria directa a 277 nm, utilizando HCI (Panreac) 0,1 N para la
valoracién del contenido de CFX en los implantes y tampdn fosfato pH 7,4
para la cesion. Los coeficientes de variacion del método fueron 2,09% y
1,34%, respectivamente y las relaciones lineales entre absorbancia vy

concentracion se ajustaron a las siguientes ecuaciones:

y = 0,107x - 0,0503 (R? = 0,998) (ec.2)

y = 0,075x + 0,0075 (R? = 0,999) (ec.3)
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2.2. Determinacion del contenido

2.2.1. Determinacion del contenido de SG en los implantes

El contenido de SG se valor6 tomando 3 muestras de 100 mg de cada
lote de granulado a las que se les afiadié 15 ml de NaOH (Merck), 0,05 N,
para extraer la gentamicina. Las muestras se mantuvieron en agitacion
durante 24 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, fueron filtradas a
través de filtros Gelman GHP Acrodisc de 0,45 um de diametro de poro,
diluidas con tampén fosfato pH 7,4 y 1 ml de las mismas fue analizado por el
método espectrofotométrico descrito en el apartado anterior. La eficacia de
incorporacion fue calculada como porcentaje de SG en el granulado con
respecto a la cantidad inicial empleada en la elaboracion del mismo.

El método de extracciéon fue previamente validado con 5 mezclas
diferentes de los componentes y una cantidad conocida de SG, con una
eficiencia del 98,7 + 0,2%.

2.2.2. Determinacion del contenido de CFX en los implantes

El contenido de CFX se llevo a cabo por triplicado. Una vez pesados
los implantes, se pulverizan y se mantienen agitandose en 100 ml de HCI
0,AN durante 24 horas a temperatura ambiente y en oscuridad.
Posteriormente se filtran (Gelman GHP Acrodisc de 0,45 um) y se valoran
por el método espectrofotométrico descrito anteriormente. La eficacia de
incorporacion fue calculada como porcentaje de CFX en la mezcla con

respecto a la cantidad inicial empleada.
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El método de extraccién fue previamente validado con 5 mezclas
diferentes de los componentes y una cantidad conocida de CFX, con una
eficiencia del 99,8 + 0,02%.

2.3. Ensayos de cesidn

Para la realizacion de estos ensayos, los implantes se incubaron a
37°C, en tampodn fosfato pH 7,4 (0,066 M) isoténico conteniendo 0,02% de
azida-sodica (Merck) como agente bacteriostatico. Los ensayos se llevaron a

cabo por triplicado para cada formulacion.

2.3.1. Ensayos de cesion de SG

Los ensayos se realizaron con agitacién basculante, a 90 rpm. A
tiempos previamente establecidos, se tomaron alicuotas de 1 ml para
determinar la gentamicina cedida, previa filtracion, por el método
espectrofotométrico anteriormente descrito. El volumen extraido fue repuesto
con 1 ml de medio de cesion fresco, manteniendo siempre las condiciones

sumidero.

2.3.2. Ensayos de cesion de CFX

Los ensayos se realizaron sin agitacién y protegidos de la luz. A
tiempos previamente establecidos se tomaba el volumen total de medio de
cesién para determinar el CFX cedido, previa filtraciéon, por el método
espectrofotométrico anteriormente descrito. EI medio extraido fue repuesto
con un determinado volumen de medio de cesién fresco que permitiera

mantener las condiciones sumidero durante todo el ensayo.
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2.4. Esterilizacion de los implantes

Los implantes fueron esterilizados por radiacion y. La esterilizacion,
tanto de los implantes como de sus componentes por separado, se llevo a
cabo en la Unidad de Esterilizacion gamma de Aragogamma S.A.
(Barcelona), siguiendo las recomendaciones de la USP'™, a 25 kGy bajo una
fuente de ®°Coy evitando el aumento de la temperatura de la muestra.

Con el fin de evaluar el posible efecto de la radiacion y sobre las
caracteristicas de los implantes, las muestras fueron caracterizadas antes y
despueés de la esterilizacion en términos de actividad biologica, degradacion,

perfiles de cesion, estructura cristalina y caracteristicas morfolégicas.
2.4.1. Andlisis de los antibiéticos
2.4.1.1. Actividad biolégica de SG y CFX

Para evaluar la posible pérdida de actividad biolégica de los
antibioticos tras el proceso de esterilizacion, se procedié a la determinacion
de la concentracién minima inhibitoria (CMI) y minima bactericida (CMB),
antes y después del proceso de irradiacion.

La determinacion se realizé por el método de macrodiluciéon'®. Tubos
que contenian un volumen final de 2 ml, se inocularon con 0,1 ml de una
suspension de S. aureus (ATCC 6538), preparada previamente a partir de
cultivos en caldo nutritivo, en agitacién a 37°C durante 24 horas, diluidos
previamente de manera que quedara una concentracion celular de
1-5 x 10° ufc/ml y concentraciones crecientes de CFX y SG disueltos en
tampén citrato pH 4,0 y NaOH 0,05 N, respectivamente. Como control se

utilizaron tubos en las mismas condiciones pero sin antibiético.
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Transcurrido el periodo de incubacion, se tomaron alicuotas de
aquellos tubos en los que no se detectd un crecimiento visible para efectuar
un recuento de unidades viables en placas de agar nutritivo, con el fin de
establecer la CMI (minima concentracion de antibiotico a la cual no hubo
crecimiento) y CMB (minima concentracion de antibidtico que produjo la

muerte del 99,9% de la poblacion inicial).

2.4.1.2. Evaluacion de la estabilidad quimica y estructura cristalina

El estudio del efecto de la radiacion y sobre los antibiéticos se realizé
utilizando las técnicas de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) y
difraccién de rayos X (DRX).

2.4.1.2.1. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

La pureza y posible degradacién de SG y CFX antes y después de la
radiacion y fue verificada mediante HPLC utilizando un equipo Waters
(Waters, Milford, MA, USA) equipado con una bomba modelo 600E, un
autoinyector Wisp 717 plus, un detector de longitud de onda variable modelo
490 y una columna de acero inoxidable Nova-pak Cs. La adquisicion y el
analisis de datos se realizaron con el programa Maxima 820, v. 3.30. Para
preparar la fase movil se utilizé agua desionizada, purificada por un sistema
Millipore Milli-Q. Todos los disolventes y la fase movil fueron filtrados con

filtros de tamafo de poro de 0.45 um y desgasificados.
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a) Determinacion de SG por HPLC

Para la valoracién de SG por HPLC se utilizé una modificacion del

método de Mauduit et al.'®

, que consiste en mezclar 1 ml de solucién acuosa
al 0,5% p/v de acido trinitrobenceno sulfénico con 100 ul de la solucién
acuosa de SG y 1,25 ml de piridina (Merck). La mezcla, en un vial cerrado, se
calienta a 70°C durante 30 min. Después de enfriarla en un bafio de hielo
durante 5 min, se anade 1 ml de acido acético (Merck), para asegurar la
estabilidad de la mezcla durante al menos 10 horas. Se prepararon
disoluciones acuosas de SG de concentraciones comprendidas entre 100 y
1000 pg/ml y el volumen inyectado fue de 50 ul. Como fase movil, se utilizé
una mezcla de metanol (Merck), acetonitrilo (Merck) y tampén fosfato pH 7,5
(0,02 M) en proporciones 12/49/39 % vl/v, respectivamente, con una velocidad
de flujo de 1,5 ml/min. El proceso se llevé a cabo a temperatura ambiente.

El complejo formado fue detectado midiendo la absorcién a 350 nm y
el tiempo de retencién de los distintos picos oscilo entre 3 y 14 min.

Para verificar la reproducibilidad del método se midio el area total de
los picos correspondientes a los distintos isbmeros de gentamicina. Bajo

estas condiciones, el coeficiente de variacién del método fue de 2,4%.

b) Determinacion de CFX por HPLC

El método utilizado para determinar las concentraciones de CFX fue el
propuesto por Torniainen et al'”. La fase mdvil consiste en una mezcla de
acetonitrilo/acido fosférico (Merck) (20 mM, pH 2,3) en proporciones 15/85%
v/v, con sal sddica del acido 1-heptanosulfénico (2,5 mM), a un flujo de 1,5
ml/min, volumen de inyeccion de 25 ul y temperatura ambiente. La deteccion

se realizd a 278 nm. Se prepararon disoluciones patrones de CFX en tampén
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citrato de Sorensen, pH 4.0, de concentraciones comprendidas entre 2,5 y 30

ug/ml. El coeficiente de variacion del método fue 1,94%.

2.4.1.2.2. Andlisis de los antibidticos por difraccion de rayos X (DRX)

Muestras de SG y CFX fueron analizadas por DRX antes y después de
la esterilizacién, con el fin de determinar cambios en la estructura cristalina de
los antibiéticos componentes del implante.

La DRX fue realizada a temperatura ambiente, con un difractémetro de
polvo (Philips XPER'T) equipado con un monocromador secundario y usando
la radiacion Ko del Cu (L = 1,5418 A). El intervalo angular fue 5° < 26 < 80°,
utilizando un tamano de paso de 0,02° y un tiempo de tres segundos por

paso.

2.4.2. Analisis de los componentes del implante

2.4.2.1. Degradacion del polimero

El efecto de la radiacion y sobre los polimeros constituyentes de los
implantes fue evaluado mediante la técnica de cromatografia de permeacion
en gel (GPC).

Antes y después de la irradiacion de los implantes, se analizaron los
polimeros por GPC relativa a patrones de poliestireno monodispersos, de
acuerdo con el método que se detalla a continuacion'®®'%?4° determinando su
peso molecular medio en peso (Mw) y en numero (Mn), asi como la
polidispersividad (pd), que proporciona una medida de la dispersién de la

curva de distribucion.
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Las muestras fueron introducidas en tetrahidrofurano (THF) (Merck)
para disolver el PLA-30 de los implantes de SG y de CFX y el PLA-200 de la
cubierta de los implantes de SG. Los ensayos se realizaron por triplicado.

La GPC se llevé a cabo utilizando un equipo Waters® compuesto por
una bomba modelo 515 HPLC, un inyector manual (Rheodyne®), un detector
de indice de refraccion modelo 2414 y un horno calefactor. La adquisicion vy el
analisis de datos se realizaron con el programa Breeze GPC Waters.

Las condiciones cromatograficas fueron: tres columnas (Styragel®
HR4, HR3 y HR1) colocadas en serie y temperatura de 31°C (detector y
columnas); la fase mévil fue THF filtrado (filtros Millipore FH de 0,5 um) y
desgasificado; el flujo fue de 0,9 ml/min, el tiempo de analisis de 38 min y el
volumen de inyeccion de 20 pl (patrones y muestras).

Para calibrar el sistema se emplearon patrones monodispersos de
poliestireno, disueltos en THF, con pesos moleculares de: 2.800, 5.570,
10.300, 43.900, 102.000, 190.000, 355.000 y 710.000 (Tokio Soda Ltd.). La
concentracion de los patrones fue de 0,05% (p/v) y la de las muestras, de
0,5% (p/v).

2.4.2.2. Alteraciones de la estructura cristalina

Con el fin de determinar cambios en la estructura cristalina de los
componentes del implante, se analizaron por DRX muestras pulverizadas del
implante, antes y después de la esterilizacion.

La DRX fue realizada en las mismas condiciones que las utilizadas

para los antibiéticos.
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2.4.3. Analisis morfolégico. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Para el anadlisis morfolégico antes y después de la irradiacion, tanto de
la superficie como de los cortes transversales de los implantes, las muestras
recubiertas con una pelicula de oro-paladio, fueron examinadas al SEM (Jeol
JSM-632) a 15 kV, en el caso de los implantes de CFX y a 10 kV, en los de
SG.

2.4.4. Ensayos de cesion

Con el fin de evaluar posibles cambios en la cesion de SG y CFX a
partir de los implantes, debidos al proceso de esterilizacion, se llevaron a
cabo ensayos de cesion con los implantes irradiados. La metodologia usada
fue la misma que para los implantes no irradiados, tanto de SG como de CFX.
La comparacion de los perfiles de cesion in vitro de las formulaciones
estériles y no estériles, se realizO mediante el “factor de similitud” f5,

propuesto por Moore y Flanner'®, calculado a partir de la siguiente ecuacion:

£, =50 xlog{(lJrlZn:(R, —Pt)zJ x 100} (ec.4)

no

donde R;y P:son los porcentajes de antibiético cedidos a partir de cada una
de las dos formulaciones a tiempo ty n es el nUmero de puntos muestreados.

El indice f, proporciona una medida de la similitud de dos curvas.
Puede tomar valores entre 0 y 100, de tal manera que un valor de 100
indicaria que los perfiles de cesion de las dos formulaciones son idénticos,

mientras que a medida que dichos perfiles se alejan el uno del otro, el valor
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de f, tiende a cero. Asi, el valor de f, para dos curvas que presentan una

diferencia promedio de un 10% es igual a 50 '%°.

3. Estudios in vivo

Los ensayos in vivo descritos a continuacion, fueron previamente

aprobados por el Comité de Etica de la Universidad de La Laguna.

3.1. Animales de experimentaciéon

Los animales utilizados en los experimentos fueron conejos machos
albinos de raza Neozelandesa, con pesos comprendidos entre 2,5 y 4 kg.

Los animales antes y después de someterlos a las intervenciones
quirdrgicas que se detallan a continuacién, fueron alojaron en jaulas
independientes con libre acceso a comida y agua y en condiciones de
temperatura y humedad ambiental adecuadas, en el estabulario de la
Universidad de La Laguna.

Todos los protocolos experimentales utilizados cumplen la Directiva
del Consejo de la Comunidad Europea, de 24 de noviembre de 1986
(86/609/CEE), sobre cuidado y uso de animales para procedimientos
experimentales. Asimismo, se tomaron las medidas adecuadas para

minimizar el dolor y las molestias de los animales durante la experimentacion.

3.2. Protocolos de experimentacion in vivo

Los ensayos consistieron en la induccion de una infeccion ésea por
Staphylococcus aureus, en el fémur de los animales y, después de dos
semanas, la limpieza del foco infeccioso y la colocacion del implante a un

grupo de animales. El periodo de dos semanas de espera para que se
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desarrolle la infeccion, fue establecido de acuerdo con los resultados
obtenidos por Mayberry-Carson et al.""®y Sasaki e Ishii®®. El esquema general
se muestra en la figura 1. Los experimentos realizados en el grupo de
animales tratados con el implante se prolongaron durante 12 semanas,
mientras los correspondientes al grupo sin implante, solo se mantuvieron
durante 6 semanas.

Todos los procesos microbiolégicos se llevaron a cabo bajo
condiciones asépticas, en cabina de flujo laminar (Heraeus, Gemini). El

instrumental quirdrgico fue siempre esterilizado en autoclave (Selecta).

Inoculaciéon de S. aureus

Grupo sin implante

0 6 semanas

Grupo tratado con implantes

0 12 semanas

f

Limpieza y desbridamiento del area afectada

14 semanas

Figura 1.- Esquema de los ensayos in vivo
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3.2.1. Protocolo de infeccion

3.2.1.1. Preparacion del inéculo de Staphylococcus aureus

Se preparé un cultivo de S. aureus (ATCC 6538) en caldo nutritivo, a
partir de una placa de dicha bacteria. El cultivo fue mantenido a 37°C durante
24 h en agitacion basculante. Posteriormente se diluyd en suero fisioldgico
para que quedara una concentracion celular de 102 ufc/ml, que fue utilizada

para inocular a los animales de experimentacion.

3.2.1.2. Proceso de induccion de la infeccion

Los animales de experimentacion fueron intervenidos segun la técnica
quirdrgica descrita por Wei et al.""!, Baro et al."® y Castro et al.**, modificada
por nosotros para adaptarla al proceso de inoculacion.

El animal fue anestesiado con una disolucion de ketamina (Imalgene®
1000) (35 mg/kg) y xilacina (Rompun®) (5 mg/kg) por via intramuscular.
Seguidamente se procedia al rasurado y lavado de la rodilla de la pata trasera
derecha, donde se va a inocular la bacteria.

En el area quirdrgica, la zona rasurada es desinfectada con povidona
yodada (Betadine®) y aislada con campos quirurgicos. Se realiza un abordaje
de unos 2,5 centimetros, longitudinal, en la region parapatelar externa
seccionando las estructuras periarticulares de la cara externa de la
articulacion de la rodilla, para poder asi luxar la rétula hacia el lado interno,
tras la artrotomia correspondiente. Esta maniobra se acompafia con un
movimiento de flexo-extension de la rodilla, que deja expuestos los céndilos
femorales. Se practica un orificio en la regién intercondilea, anterior a la

insercion femoral de los ligamentos cruzados, con una aguja 18G (1,2 x 40
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mm) (Microlance®), que penetra en toda su longitud por la cavidad medular
hasta el fémur proximal.

Una vez hecho el orificio, se introduce la aguja 23G (0,6 x 25 mm)
(Microlance®) de una jeringa de insulina cargada con 100 ul de la suspension
de S. aureus, inoculando lentamente el fémur del animal, desde proximal a
distal. Seguidamente se limpia la articulacion con suero fisioldgico, para retirar
los posibles restos bacterianos que emerjan con la sangre, desde la cavidad

medular (figura 2).

Abordaje quirdrgico Orificio de inoculacién

Inoculacién Lavado post-inoculacion

Figura 2.- Proceso de induccion de la infeccion con S. aureus.
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Al final de la intervencion, los conejos reciben una dosis de 0,5 ml de
metamizol (Nolotil® o Neo melubrina®), i.m. como analgesia para el
postoperatorio, repitiéndose la misma dosis al cabo de 8-12 h.

Se procede a la reduccion de la rétula y se sutura la herida por planos,
con material reabsorbible del 4/0 (Polysorb®) para el cierre de la capsula y
fascia y no reabsorbible del 2/0 (Monosof®) para la piel. Por ultimo, se vuelve
a limpiar la zona intervenida con Betadine® y se coloca a cada animal en su
jaula independiente provista de comida y agua, en un ambiente tranquilo y

silencioso.

3.2.2. Protocolo de limpieza y de implantacion en el animal infectado

3.2.2.1. Procedimiento de limpieza

Transcurridas dos semanas de la inoculacion del fémur, el animal
anestesiado se coloca sobre un campo estéril en la mesa del quiréfano y se
procede a aislar el area a intervenir con un campo estéril fenestrado. Se le
administra una dosis de buprenorfina (Buprex®) de 25 ug/kg (0,3 ml), por via
subcutanea, se desinfecta la piel con Betadine® y se realiza la incision
pararotuliana externa longitudinal, de unos 2,5-3 cm. Con un hisopo estéril se
toma una muestra de pus del absceso existente alrededor de la zona.

Se profundiza hasta hacer una artrotomia externa y se procede a la
luxacion hacia el lado medial de la rétula, quedando expuestos los céndilos
femorales. En este momento, se toman muestras de pus que brotan de la
medular del fémur por el orificio de inoculacién, utilizando hisopo y jeringa. Se
desinfecta toda la zona con Betadine® y gasas estériles y se procede al
desbridamiento de los tejidos blandos infectados (bordes cutaneos, fistula,

fascia, capsula y sinovial afectadas). Posteriormente, se limpia la zona segun
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el siguiente orden: solucion salina (Braun®), agua oxigenada (Cinfa), solucién
salina isoténica, Betadine® y solucién salina isoténica. En la figura 3 se
muestran algunas fases del procedimiento. Seguidamente se continta la

intervencion para colocar el implante a los animales que van a ser tratados.

Abordaje y supuracion Toma de muestra articular

Toma de muestra medular

Desbridamiento final

Figura 3.- Toma de muestras de pus, desbridamiento y limpieza del area
afectada, a las 2 semanas de la inoculaciéon con S. aureus.
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Al grupo de animales que no van a recibir el tratamiento, se les somete
al mismo procedimiento que a continuacion se detalla, pero sin insertarles el

implante de antibidtico.

3.2.2.2. Técnica de insercién del implante

Se realizé siguiendo la técnica quirdrgica de Baro et al.'®

y Castro et
al.*®, de manera que una vez realizada la maniobra que deja expuestos los
condilos femorales, se practico un orificio en la region intercondilea,
coincidiendo con el orificio de inoculaciéon, anterior a la insercion femoral de
los ligamentos cruzados, con fresas de didmetro progresivo hasta 6 mm,
idénticas a las empleadas en la cirugia percutdnea del pie (Shanon 44 y
Wedge Burrs), adaptadas a un motor eléctrico (Minicraft) que alcanza unas
1.200 rpm. El fresado se realizé con la minima velocidad del motor para
evitar la necrosis térmica de los tejidos. De esta manera, se accede a la zona
metafisaria y posteriormente, avanzando en profundidad y respetando
siempre las corticales, a la diafisis femoral. Finalmente, el implante
previamente pesado se introdujo en la cavidad creada cuidando de no
dafarla e intentando que alcance la didfisis (figura 4).

Para evitar las posibles calcificaciones periarticulares que alterarian
los resultados radiolégicos, se procede a la limpieza meticulosa de la viruta
O6sea, producto del fresado. Se continla con la reducciéon de la rétula,
para terminar con la sutura por planos. Las pérdidas hematicas con este tipo
de intervencién son minimas.

Una vez terminada la intervencion, se limpia nuevamente la herida
quirdrgica con povidona yodada y se coloca cada animal en su jaula, provista
de comida y agua, en un ambiente tranquilo y silencioso.

Cada 8-12 horas, se administra a los conejos una dosis de 0,3 ml de

buprenorfina durante las 36-72 primeras horas del periodo postoperatorio, se



66 Tesis Doctoral

aplica povidona yodada a la herida operatoria y se controla el estado general
del animal.

Con el fin de confirmar la infeccién por S. aureus, y aunque solo es un
ensayo cualitativo, las muestras tomadas con hisopo y jeringa (estas ultimas
muestras fueron diluidas con solucién salina) se siembran en placas de TSA
y se incuban a 37° C durante 18-20 h.

Materiales e implante

Etapas del fresado

Insercion
del
implante

Figura 4.- Técnica de la insercién del implante de CFX en el fémur de conejos.



Materiales y métodos 67

3.2.3. Protocolo de toma de muestras del animal infectado

Transcurrido el tiempo de estudio previsto para cada animal y una vez
anestesiado, se le inyecta una dosis letal de pentotal sodico (Abbott), de 3 ml
de una disolucién de 50 mg/ml de tiopental en suero fisiolégico por via .V., en
la vena marginal de la oreja.

A continuacién se desinfecta la herida o zona de intervencién con
Betadine® y se secciona la piel, fascia, capsulas y musculos para abordar la
zona y despejar el hueso.

Si hay presencia de pus en la articulacién, se toma una muestra con
hisopo para confirmar la infeccién y otra muestra con jeringa de insulina (0,5
ml), que se diluye en un volumen igual de solucién salina estéril.

Se procede a la extraccion del fémur, desarticulandolo de la rodilla y
de la cadera y extrayéndolo con la minima cantidad posible de tejido muscular
por desperiostizacion, y se coloca sobre un campo estéril, cortandolo con una
sierra fina longitudinalmente, de tal forma que quede como un libro abierto. En
el caso de animales tratados, se extrae el implante con una espatula estéril y
se introduce en la disolucion adecuada para extraer el antibiético.

El fémur abierto por la mitad, se corta transversalmente en dos,
separando la zona distal (FD) de la proximal (FP), que se introducen en
erlenmeyers de 250 ml, con 20 ml de solucion salina estéril y se agitan
durante unos minutos (figura 5). Por ultimo, para asegurar la muerte del

animal se procede a la seccién del diafragma.
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Fémur de 3 semanas con el implante de CFX

Figura 5.- Tratamiento de muestras.
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3.2.4. Protocolo de tratamiento de muestras de animales infectados

Las muestras 6seas de los animales infectados, obtenidas a distintos
tiempos, fueron usadas para realizar el recuento de células viables de
S. aureus, con el fin de evaluar la eficacia del tratamiento con implantes de
SGy CFX.

e Ensayo cualitativo
Las muestras de pus recogidas con hisopo se sembraron en placas de
TSA 'y se incubaron a 37C° durante 18-20 h.

e Ensayo cuantitativo

Las muestras 6seas y las de pus, recogidas con jeringa, se
mantuvieron durante 5 min en un bafio de ultrasonido y luego, en agitacion
basculante durante 1 h a temperatura ambiente.

Se determind la concentracion celular mediante diluciones seriadas en
solucion salina y recuento en placas de TSA.

Las comparaciones de los recuentos de colonias de S. aureus, en
ufc/ml, del grupo tratado con el implante del antibiético frente al grupo sin
implante, se llevaron a cabo con la prueba Wilcoxon-Mann-Whitney''?. El
analisis se realizé con el paquete estadistico StatXact 5.0.3 (Cytel Software
Co., MA).

3.3. Monitorizacion de parametros biolégicos y signos clinicos de

infeccion

A lo largo de los ensayos se recogieron datos de peso, temperatura,

parametros hematologicos y bioquimicos y signos clinicos de infeccion, con el
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fin de valorar el proceso infeccioso y posteriormente, la curacién o no del
animal.

Para establecer los valores basales de los parametros, éstos se
midieron antes de infectar a los conejos. En el caso de la temperatura, su
valor se tomé desde una semana antes de la infeccion, para valorar su
variabilidad intra e interindividual.

Los parametros y signos evaluados fueron:

a) Peso

Con el fin de determinar la pérdida o ganancia de peso durante los
experimentos, se calculdé su variacion en cada conejo mediante las
ecuaciones x ey, validas para el periodo de desarrollo de la infeccion y para

el periodo postratamiento, respectivamente:

P —P
Variacién de peso (%)= 2P Lx100 (ec. 5)

l

donde: P, es el peso del animal al cabo de dos semanas de infectado y P;, el

peso inicial.

P-P
Variacion de peso (%)= tP 2 %100 (ec. 6)

2
donde: P;es el peso atiempoty P, el peso a las dos semanas de infectado.
b) Temperatura rectal

c) Parametros hematolégicos: hematies, hematocrito (Hto), hemoglobina

(Hg), leucocitos, neutrdfilos (NE), linfocitos (LY) y plaquetas.
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Las muestras de sangre se tomaron periddicamente mediante
puncién de la vena marginal de la oreja. Se recogian dos muestras, una para
el hemograma (tubos heparinizados) y otra para la determinacién de niveles
séricos de proteina C-reactiva (PCR); el suero obtenido tras la centrifugacién
de la muestra de sangre, fue conservado a -20°C hasta el momento de su
utilizacion para la valoracion de PCR. Los hemogramas fueron realizados en
el Servicio del Laboratorio Central del Hospital Universitario de Canarias,

utilizando un Coulter STKS (Beckman Coulter).

d) Parametros bioquimicos: Proteina C-Reactiva (PCR)

La valoracion de los niveles séricos de PCR se llevé a cabo utilizando
un kit para PCR (RapiTex® CRP, Dade Behring) basado en un método de
aglutinacion con un reactivo de latex que proporciona resultados cualitativos y
semi-cuantitativos. La valoracion semicuantitativa se llevd a cabo mediante
una serie de diluciones de la muestra de suero con solucién isotonica de
cloruro sodico, a la que posteriormente se le realiza la prueba afadiendo los
reactivos incluidos en el kit de valoracion. La sensibilidad de la prueba es de
aproximadamente 6 mg/l en las condiciones indicadas por el fabricante. Una
manifiesta aglutinacion se observa en muestras cuya concentracion de PCR
es superior a los 6 mg/l, por lo que para obtener un valor mas aproximado al
existente en la muestra, se diluye ésta y se valora la muestra cuya dilucion
aun deja reconocer una aglutinaciéon evidente. Las muestras sin aglutinacién
tienen concentraciones de PCR inferiores a 6 mg/I.

Los resultados por tanto, no ofrecen un valor determinado, sino un

intervalo en el cual se encuentra el valor real de PCR en la muestra.

e) Signos clinicos indicadores de la infeccién: desarrollo de artritis, aspecto de
la herida, presencia de fistula, supuracién articular, sinovitis y grado de

afectacion articular. Estas observaciones clinicas se hicieron en la articulacién



72

Tesis Doctoral

intervenida. El criterio elegido para valorar la gravedad de los sintomas fue:

0 = negativo o normal; 1 = leve; 2 = moderado; 3 = grave; 4 = muy grave.

Las comparaciones de las proporciones de los distintos signos en el

grupo tratado con el implante del antibi6tico, frente al grupo sin implantar, se

llevaron a cabo con la prueba Kruskal-Wallis

"2y el analisis se realizé con el

paquete estadistico StatXact 5.0.3 (Cytel Software Co., MA).

3.4. Valoracion de los antibidticos

Los niveles de antibiético remanentes en el implante fueron valorados

microbiolégicamente por quintuplicado, por el método de difusion en agar
utilizando Bacillus subtilis (CECT 39)'9%4,

El método microbioldgico consistié en:

Obtencién del preindculo: La preparacion del preindculo de B. subtilis se
llevd a cabo en caldo nutritivo a 37°C durante 18 horas en agitaciéon
basculante.

Preparacion del cultivo bacteriano: Una vez obtenido el preindculo y tras
las diluciones correspondientes, se tomaron 250 ul de la suspensién
bacteriana (10° ufc/ml) y se mezclaron con 15 ml de agar Mueller-Hinton,
obteniéndose una concentracion final de 10* ufc/ml

Valoracién del antibidtico: Tras la solidificacion del medio de cultivo, se
colocaron los discos de 12,7 mm de diametro (Schleider & Schuell)
cargados con 100 pl de muestra y se incubaron a 37°C aproximadamente
durante 18 horas. Transcurrido este tiempo se procedié a la medida del
halo de inhibicidon, cuantificando la concentracion del antibidtico con
respecto a una recta de calibrado.

Control del método: Se llevé a cabo mediante la inclusion de una recta de

calibrado en cada valoracion. Para obtener las rectas de calibrado se
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utilizaron disoluciones patrones del antibiético en tampédn citrato pH 4,0
para CFX y en NaOH 0,01 N, para SG. Los coeficientes de variacion del
método para CFX 'y SG fueron 1,58 y 2,6 %, respectivamente.

3.5. Andlisis radiolégico

Periddicamente se realiz6 el analisis radioldgico en los animales vivos,
en el Servicio de Radiologia de Hospitén Rambla, S.L. (Tenerife).

Las imagenes se tomaron con un aparato Philips®, modelo OPTIMUS,
con los siguientes datos: 44 kV, 3.6 mA/s y 15,4 msv. Disparo libre y foco fino.
Se utilizaron placas Konica®, de 24x30 cm.

Las radiografias fueron evaluadas por un médico especialista en
Radiodiagnéstico ajeno al estudio, valorando los siguientes parametros:

e Presencia de infeccién

e Partes blandas

e Reaccion peridstica

e Presencia de interfase implante-hueso
e Aspecto de la cortical

e Aspecto de la medular

e Aspecto del implante

3.6. Anadlisis histopatolégico

A tiempos predeterminados y una vez extraido el fémur, se procedi6 a
su estudio anatomopatolégico por un medico especialista en Anatomia
Patologica independiente al estudio. Las piezas Oseas fueron conservadas en
una disolucion de formaldehido al 10% hasta el momento de su andlisis. Las

muestras fijadas, previamente decalcificadas en una disoluciéon de &cido
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férmico al 10%, se embebieron en parafina liquida y se cortaron en secciones
de 6 um para ser posteriormente, tefiidas con hematoxilina y eosina y

examinadas al microscopio optico.



RESULTADOS Y DISCUSION
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ESTUDIOS IN VITRO

Como se expone en el apartado de objetivos, la finalidad de este
trabajo es la evaluacion de la eficacia de una formulacion de gentamicina y
otra de ciprofloxacino frente a la infeccion dsea producida por S. aureus.
Tanto el método de elaboracion de los implantes, como su caracterizacion,

fueron objeto de otras tesis doctorales previas''®'*,

Los implantes de
gentamicina previamente estudiados, fueron elaborados con una carga de
antibiotico de un 3,5% y de acuerdo con el rendimiento de incorporacion, la
dosis final incorporada fue de aproximadamente un 3%, alcanzandose niveles
de gentamicina en hueso muy proximos a las CMI. Sin embargo, los
implantes de ciprofloxacino se elaboraron con un 10% de antibiético y los
niveles 6seos detectados fueron muy superiores a las CMI, por ello y
teniendo en cuenta que la potencia antimicrobiana de ambos antibiéticos
frente al S. aureus es muy préxima, se considerd que la formulacion con

gentamicina debia contener una dosis similar a la de ciprofloxacino.

1. Gentamicina

1.1. Elaboracién de implantes de gentamicina

Los implantes de gentamicina se elaboraron tal y como se recoge en
el apartado de material y métodos. El rendimiento del proceso de granulacién
fue del 88,4 + 2,51% (n = 4) mientras que el contenido experimental y la
eficacia de incorporacion fueron de 9,67 + 0,207 % y 80,6 + 1,72%,
respectivamente, lo que supone una carga real de antibiético muy préxima al
10%, coincidiendo con el contenido de los implantes de ciprofloxacino.

Las caracteristicas de los implantes elaborados se muestran en la
tabla 2.
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Implantes recubiertos Cubierta
Peso (mg) Dimensiones (mm) Peso (mg) Espesor (mm)
467,8 12,5 x 6,06 x 4,09 33,7 0,2

(£42,7)  (£0,232x0,348x0,241) | (¢ 5,64) (+ 0,086)

Tabla 2.- Peso y dimensiones de los implantes de SG y de la cubierta de PLA-200
(n = 20).

1.2. Esterilizacion de los implantes de gentamicina

La inspeccién visual de SG polvo, revelé un discreto cambio en el
color después de la irradiacién, pasando de blanco-cremoso a ligeramente

amarillo. Sin embargo, no se apreciaron cambios de color en los implantes.

1.2.1. Analisis de gentamicina

1.2.1.1. Efecto de la radiacién y sobre la actividad biolégica de SG

Para evaluar la influencia de la radiacién y sobre la actividad del SG,
se determind su actividad biolégica a través de las CMI y CMB de SG frente
a S. aureus, antes y después de la irradiaciéon, no encontrandose diferencias.
De hecho, las concentraciones fueron las mismas para el antibiético irradiado

y no irradiado: CMI entre 1,5y 2 ug/ml y CMB igual a 2 pg/ml.
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1.2.1.2. Efecto de la radiacién y sobre la estabilidad quimica de SG

La posible degradacién del antibidtico bajo las condiciones de
esterilizacién, se estudi6 utilizando la técnica de HPLC.

El analisis por DRX de SG polvo no se realizd, ya que es una
sustancia esencialmente amorfa'"?.

En la figura 6 se muestran los cromatogramas obtenidos para las
disoluciones preparadas con SG irradiada y no irradiada. Como puede
observarse, el perfil cromatografico de SG después de irradiada se superpone
al obtenido a partir de muestras no irradiadas. En los cromatogramas se
observan tres picos caracteristicos de SG a los tiempos de retencién de 3, 9y
11,9 min. El pico saturado que aparece antes de los 3 minutos corresponde a
la fase movil. Estos resultados indican que la gentamicina permanece estable
después de someterla a una dosis de radiacion de 25 kGy y por lo tanto, no

hay evidencias de degradacion del antibiético.
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1 _
—— SG irradiada
—— SG no irradiada
Z 05-
o)
0 T T T 1
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Figura 6.- Efecto de la radiaciéon y sobre el perfil cromatografico del sulfato de
gentamicina (SG).

1.2.2. Analisis de los componentes del implante

1.2.2.1. Efecto de la radiacién y sobre la degradacién del polimero

La influencia de la radiacién y en la degradacion de los polimeros se
comprobd determinando los pesos moleculares del PLA-30 y PLA-200, como
componentes aislados y como constituyentes del implante, a tiempo cero y
después de tres semanas en incubacion en el medio de cesion. En la tabla 3
se recogen los resultados obtenidos por GPC con muestras no irradiadas e

irradiadas.
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Mw (Da) Mn (Da) pd
Muestras no irradiadas

PLA-200 221025+ 1350 125914+ 2545 1,75+0,013
PLA-30 28207 + 355 18420 + 126 1,53+ 0,016
Implante, t=0

Cubierta (PLA-200) 226726 + 7825 144395+ 3684 1,57 £0,014
Matriz (PLA-30) 27681 + 398 18315 + 148 1,52 + 0,018
Implante, t = 3 semanas

Cubierta (PLA-200) 223002 + 735 122389 +6365 1,52 + 0,011
Matriz (PLA-30) 26894 + 110 17638 + 182 1,82 £ 0,102

Muestras irradiadas

PLA-200 88125 + 5735 45871 +£7365 1,92+ 0,101
PLA-30 23309 £ 615 14653 + 132 1,59 + 0,019
Implante, t =0

Cubierta (PLA-200) 126725 +9848 70781+ 10250 1,79+0,12
Matriz (PLA-30) 25546 + 70 17133 £ 775 1,49 + 0,071
Implante, t = 3 semanas

Cubierta (PLA-200) 88851 + 761 40228 £999 2,21 + 0,055
Matriz (PLA-30) 23036 + 929 14765 + 589 1,56 + 0,035

Tabla 3. Efecto de la radiacién y sobre los pesos moleculares medios en peso (Mw) y
en numero (Mn) y polidispersividad (pd) de los polimeros, como productos aislados y
como constituyentes de los implantes de gentamicina, al inicio (t = 0) y final (t = 3
semanas) del ensayo de cesion in vitro. Valores medios * desviacion estandar (n = 3).
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1.2.2.2. Alteraciones en la estructura cristalina de los componentes

Los perfiles de difraccion de rayos X de los componentes del implante
de SG se muestran en la figura 7. El difractograma observado corresponde
al fosfato tricélcico, no apreciandose el pico correspondiente a la HAP, por la
pequefa proporcion en la que se encuentra en la mezcla. El resto de los
componentes del implante, al ser amorfos, no presentan picos de Bragg. Por
tanto, la Unica conclusion que se extrae es que la radiacion y no afecta la

estructura de los fosfatos.

— Implante de SG
31,57 no irradiado

34,89

53,45

31,31 — Implante de
SG irradiado
34,65
53,31

0 10 20 30 40 50 60

Figura 7.- Peffil de difraccion de rayos X de implantes de sulfato de gentamicina
(SG), no irradiados e irradiados, a tiempo t = 0.
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1.2.3. Efecto de la radiacion y sobre la morfologia de los implantes

El analisis de los implantes mediante microscopia electronica de
barrido (SEM) se realizé con el objetivo de evaluar posibles cambios en la
morfologia de los implantes, como consecuencia de la irradiacion.

En la figura 8 se muestran las microfotografias obtenidas con
muestras irradiadas y no irradiadas, tanto del implante completo, como de las

secciones transversales del mismo, no apreciandose alteracion alguna.

: i : : Yo %
Figura 8.- Microfotografias del corte transversal (x85) (izquierda) y del exterior

(x2000) (derecha) de implantes de sulfato de gentamicina, no irradiados
(microfotografias superiores) e irradiados (microfotografias inferiores), a tiempo t = 0.
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1.2.4. Efecto de la radiacién y sobre el perfil de cesién in vitro

En las tablas 4 y 5 se recogen las cantidades de SG cedidas desde los
implantes no irradiados e irradiados y en las figuras 9 y 10 se representan sus

correspondientes perfiles de cesion.

Tiempo Cantidad cedida (mg) Media  Desviacion
(semanas) a b C estandar
0,143 4,72 1,65 3,36 3,25 1,54
0,286 10,6 6,51 7,96 8,35 2,06
0,429 16,5 12,3 11,9 13,5 2,56
1 27,8 24,4 29,7 27,3 2,69
1,43 29,7 30,2 33,2 31,0 1,85
2 32,2 30,9 35,3 32,8 2,30
3 33,7 32,9 40,0 35,5 3,87

Tabla 4.- Cantidad de gentamicina cedida (mg) en los estudios de cesion in vitro con
los implantes no irradiados (35,4, 36,0 y 41,0 mg iniciales de sulfato de gentamicina
para cada replicado, respectivamente) en tampén fosfato (0,066 M), pH 7,4 isoténico
con 0,02% de azida sddica.

Tiempo Cantidad cedida (mg) Media  Desviacion
(semanas) a b C estandar
0,143 2,29 1,98 1,26 1,84 0,53
0,286 5,68 8,60 4,77 6,35 2,00
0,429 10,4 11,7 10,4 10,9 0,77
1 24,9 30,6 28,3 27,9 2,91
1,43 28,9 38,8 31,4 33,0 5,12
2 35,1 42,1 38,3 38,5 3,54
3 39,9 44,2 39,8 41,3 2,54

Tabla 5.- Cantidad de gentamicina cedida (mg) en los estudios de cesién in vitro con
los implantes irradiados (43,3, 47,9 y 43,6 mg iniciales de sulfato de gentamicina para
cada replicado, respectivamente) en tampon fosfato (0,066 M), pH 7,4 isoténico con
0,02% de azida soédica.
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SG cedido (%)

0 T T 1
0 1 2 3
Tiempo (semanas)

Figura 9.- Porcentajes acumulados de sulfato de gentamicina (SG) cedida a partir de
los implantes no irradiados, en tampén fosfato (0,066 M), pH 7,4 isoténico con 0,02%
de azida sodica.

100 -

SG cedido (%)

0 T T 1

0 1 2
Tiempo (semanas)

w

Figura 10.- Porcentajes acumulados de sulfato de gentamicina (SG) cedida a partir
de los implantes irradiados, en tampon fosfato (0,066 M), pH 7,4 isoténico con 0,02%
de azida sodica.
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En la figura 11 puede apreciarse el efecto de la radiacion y sobre los
perfiles de cesion medios de SG a partir de los implantes irradiados y no

irradiados.

100 -

80 -

—a— Implantes no estériles

40

—a— Implantes estériles

SG cedido (%)

20

0 1 2 3
Tiempo (semanas)

Figura 11.- Efecto de la radiacion y sobre el perfil de cesién in vitro de sulfato de
gentamicina (SG) a partir de los implantes no irradiados e irradiados.

Con objeto de comprobar la equivalencia de los perfiles de disoluciéon
in vitro de los dos tipos de implantes, irradiados y no irradiados, se estimo el
factor de similitud f,, empleando los datos de cesién hasta las 2 semanas,
cuando se ha cedido el 85% de SG. El valor obtenido, 52,8, indica que la
radiacion y no parece afectar la cesién de SG desde estos implantes.

Asimismo se comprobd la equivalencia entre los perfiles de disolucion
de los tres replicados de cada tipo de implante, con el perfil correspondiente a
sus valores medios. Esto nos permite determinar la variabilidad dentro de

cada lote. Los resultados de los valores de f, obtenidos, se recogen en la
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tabla 6. Como en el caso anterior, los perfiles de cesion de los replicados son

equivalentes para cada tipo de implante.

Lote Implantes no irradiados Implantes irradiados
Replicado I Il 1 I Il 1]
fa 60,3 71,8 71,7 70,2 70,8 81,8

Tabla 6.- Valores del factor de similitud, f,, calculados para los tres replicados de
cada lote de implantes de sulfato de gentamicina, usando como referencia los datos
medios de cesién correspondientes a ese lote.

2. Ciprofloxacino

2.1. Elaboracion de los implantes de CFX

Los implantes de ciprofloxacino fueron elaborados por compresion
directa de la mezcla de fosfatos, PLA-30 y CFX. El peso medio resultante fue
de 499,9 + 2,167 mg y sus dimensiones 8,9 (+ 0,051) x 6,0 (+ 0,025) mm
(n = 25), siendo el porcentaje de CFX incorporado del 10,02 £+ 0,09%.

2.2. Esterilizacion de los implantes de CFX

En la caracterizacion de los implantes de CFX y sus componentes
antes y después de su esterilizacion, se procedié de igual forma que en el
estudio con sulfato de gentamicina. En este caso, no se apreciaron cambios

de color en el polvo ni en los implantes después de la irradiacion.
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2.2.1. Analisis de CFX

2.2.1.1. Efecto de la radiacion y sobre la actividad biolégica de CFX

Al realizar el ensayo de actividad biolégica de CFX polvo, estéril y no
estéril, frente a S. aureus, se obtuvo un valor de CMI comprendido entre 0,1 y
0,5 ug/ml y de CMB de 1 ug/ml, para ambas muestras. Claramente, la
actividad antimicrobiana de CFX no se ve afectada por el proceso de

esterilizacion.

2.2.1.2. Efecto de la radiacion y sobre la estabilidad quimica y estructura
cristalina de CFX

Para evaluar la estabilidad quimica del CFX se utilizé la técnica de
HPLC. Los cromatogramas que se muestran en la figura 12, fueron obtenidos
a partir de disoluciones de CFX polvo irradiado y no irradiado, observandose
en ellos un pico caracteristico a los 12 min. Los perfiles cromatograficos se
superponen, por lo que no hay evidencias de degradacién o descomposicion
de CFX.
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2,5

— CFXIrradiado
— CFX no irradiado

Figura 12.- Cromatogramas de ciprofloxacino (CFX) polvo, antes y después de la
esterilizacion por radiacion y.

Asimismo, en el analisis de DRX no se observan cambios en la
estructura cristalina como consecuencia de la irradiacion (figura 13). En los
difractogramas, los picos de Bragg observados a 8,31 (20), 9,17 (26), 19,43
(20) y 26,65° (20), caracteristicos de CFX, no se modifican. Es evidente que la

esterilizacion por radiacion no afecta

antibiodtico.

10 15 20 25

Tiempo (min)

la estructura cristalina de este
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9,17

8,31

8,35

0 10

19,43

19,45

20

26,65

26

65
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—— CFX no irradiado

—— CFXirradiado

40 o ©) 50

Figura 13.- Difractogramas de ciprofloxacino (CFX) polvo, antes y después de la

esterilizacién por radiacion y.

2.2.2. Analisis de los componentes del implante

2.2.2.1. Efecto de la radiacion y sobre la degradacion del polimero

En la tabla 7 se recoge el efecto de la esterilizacion por radiacion

sobre el peso molecular y polidispersividad del polimero

(PLA-30)

constituyente de los implantes de CFX. Conjuntamente se muestran los
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valores obtenidos para el PLA-30, como producto aislado, recogidos

previamente en el correspondiente apartado del estudio con gentamicina.

Mw (Da) Mn (Da) pd
Muestras no irradiadas
PLA-30 28207 + 355 18420 + 126 1,53 £ 0,016
PLA-30 del implante 27632 + 415 17040 + 548 1,62 + 0,131
Muestras irradiadas
PLA-30 23309 £ 615 14653 + 132 1,59 + 0,019
PLA-30 del implante 23633 £ 775 14536 + 621 1,62 + 0,012

Tabla 7.- Efecto de la radiacién y sobre el peso molecular medio en peso (Mw) y en
namero (Mn) y polidispersividad (pd) del polimero (PLA-30) como producto aislado y
como constituyente de los implantes de ciprofloxacino, a tiempo, t = 0. Valores
medios + desviacién estandar (n = 3).

Los datos obtenidos ponen de manifiesto que el proceso de
esterilizacion no afecta al peso molecular del PLA-30 utilizado en la
elaboracion de los implantes de CFX. El Mw disminuye ligeramente, pasando
de un valor inicial de 27,6 kDa a 23,6 kDa después de la irradiacion. Teniendo
en cuenta que el coeficiente de variacion del método es del 5%, los resultados
no indican degradacién del PLA-30 durante la esterilizacién de los implantes
de CFX.

2.2.2.2. Alteraciones de la estructura cristalina de los componentes

En los difractogramas de los componentes del implante de CFX que se

muestran en la figura 14, solo se pueden observar claramente los picos

caracteristicos del fosfato tricalcico, no apreciandose la mayoria de los picos
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de Bragg correspondientes al CFX, excepto el de 26,65 (20), aunque muy
débilmente debido a la pequefia cantidad que hay en la formulacion, un 10%.

Analizando los difractogramas de la figura 14, no observamos cambios
apreciables en los perfiles, por lo que podemos confirmar que la radiacién vy

no afecta la estructura cristalina de los componentes del implante de CFX.

31,35
— Implante de CFX
34,75 no irradiado
28,17
47,3 53,35
26,1
31,19
— Implante de CFX
34,45 irradiado
27,99
25,99 53,17
471
0 20 40 60 29() 80

Figura 14.- Perfil de difraccién de rayos X de implantes de ciprofloxacino (CFX), no
irradiados e irradiados a tiempo, t = 0. (C = pico de Bragg a 26,7° correspondiente a
CFX).

2.2.3. Efecto de la radiacion y sobre la morfologia de los implantes

En la figura 15 se muestran las microfotografias de las muestras de

implantes de CFX no irradiados e irradiados, tanto del implante completo,
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como de las secciones transversales. En las imagenes se pueden observar
que tanto la capa externa, como la estructura interna del implante,
inicialmente se mantienen intactas, no apreciandose cambios relacionados
con un aumento de porosidad o una mayor erosién debidos a la radiacion, por

lo que parece que la radiacion y no afecta la morfologia de estos implantes.

Figura 15.- Microfotografias del exterior (x100) (izquierda) y del corte transversal
(x85) (derecha) de implantes de ciprofloxacino, no irradiados (microfotografias
superiores) e irradiados (microfotografias inferiores), a tiempo t = 0.
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2.2.4. Efecto de la radiacion y sobre el perfil de cesién in vitro

En las tablas 8 y 9 se recogen las cantidades de CFX cedidas desde
los implantes no irradiados e irradiados, y en las figuras 16 y 17, se

representan sus correspondientes perfiles de cesion.

Tiempo Cantidad cedida (mg) Media  Desviacion
(semanas) I Il Il estandar
0,143 2,26 2,33 2,19 2,26 0,07
0,286 4,41 4,33 4,26 4,33 0,07
0,429 5,65 5,68 5,58 5,64 0,05
0,714 8,79 9,28 8,64 8,90 0,34

1 12,3 12,7 12,0 12,3 0,34
1,429 14,9 15,3 15,3 15,2 0,27
2 21,0 211 21,5 21,2 0,28

28,5 27,2 27,8 27,9 0,66
4 32,9 32,2 31,7 32,3 0,57
5 36,3 36,6 34,3 35,7 1,24
6 39,6 39,6 37,1 38,8 1,44
7 423 42,0 39,9 41,4 1,27
8 442 43,6 41,5 43,1 1,39
9 46,1 44,8 43,1 447 1,51
10 47,6 45,8 44,4 45,9 1,57
11 48,3 46,7 45,54 46,8 1,37
12 48,9 47,7 47,2 47,9 0,89
14 49,5 48,9 48,7 49,0 0,42
16 49,5 49,4 49,1 49,4 0,19

Tabla 8.- Cantidad de ciprofloxacino cedido (mg) en los estudios de cesion in vitro
con los implantes no irradiados (49,9, 49,8 y 49,9 mgq iniciales de ciprofloxacino para
cada replicado, respectivamente) en tampon fosfato (0,066 M), pH 7,4 isotdénico con
0,02% de azida sédica.
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Tiempo Cantidad cedida (mg) Media  Desviacion
(semanas) | Il 11 estandar
0,143 2,7 2,68 2,93 2,77 0,14
0,286 4,27 4,29 4,57 4,38 0,17
0,429 5,97 5,90 6,37 6,08 0,26
0,714 8,84 8,56 9,24 8,88 0,34

1 11,9 11,8 12,5 12,1 0,37

1,429 14,6 14,8 15,6 15,0 0,56
2 20,5 20,7 21,3 20,8 0,43
27,6 27,3 27,7 27,6 0,24

4 32,7 32,3 32,8 32,6 0,25
5 36,3 36,3 37,3 36,7 0,61
6 38,8 39,5 40,2 39,5 0,65
7 41,0 41,9 42,6 41,8 0,81
8 43,2 43,7 44,6 43,8 0,70
9 45,2 449 46,0 45,4 0,57
10 46,7 46,2 47 1 46,7 0,45
11 47,3 47 1 48,0 47,5 0,47
12 47,9 48,0 48,9 48,3 0,55
14 48,5 48,4 49,1 48,7 0,38
16 49,8 49,9 49,7 49,8 0,10

Tabla 9.- Cantidad de ciprofloxacino cedido (mg) en los estudios de cesion in vitro
con los implantes irradiados (50, 49,9 y 49,9 mg iniciales de ciprofloxacino para cada
replicado, respectivamente) en tampdn fosfato (0,066 M), pH 7,4 isoténico con 0,02%
de azida sodica.
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Figura 16.- Porcentajes acumulados de ciprofloxacino (CFX) cedido a partir de los
implantes no irradiados, en tampdn fosfato (0,066 M), pH 7,4 isoténico con 0,02% de
azida sodica.
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Figura 17.- Porcentajes acumulados de ciprofloxacino (CFX) cedido a partir de los
implantes irradiados, en tampoén fosfato (0,066 M), pH 7,4 isoténico con 0,02% de
azida sddica.
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En la tabla 10 se encuentran recogidos los valores obtenidos de f, al
comparar los perfiles de cesién de los tres replicados de cada tipo de implante
con el perfil correspondiente a sus valores medios. Los datos confirman la
observacién grafica de que la variabilidad intralote, tanto para los implantes

estériles, como no estériles, es despreciable.

Lote Implantes no irradiados Implantes irradiados
Replicado I Il 1] I Il Il
f, 91,6 92,8 84,4 94,5 98,3 92,4

Tabla 10.- Valores del factor de similitud, f,, calculados para los tres replicados de
cada lote de implantes de ciprofloxacino, usando como referencia los datos medios de
cesion correspondientes a ese lote.

Asimismo, en la figura 18 puede apreciarse la superposicion de los
perfiles de cesion de CFX a partir de los implantes irradiados y no irradiados,
El factor de similitud f,, estimado a partir de los datos de porcentajes medios
cedidos de CFX hasta el 85%, fue de 93,2. Claramente, la equivalencia entre
los perfiles es indiscutible, por lo que la radiacion no afecta la cesion de CFX

desde estos implantes.
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Figura 18.- Efecto de la radiacién y sobre el perfil de cesion in vitro de ciprofloxacino
(CFX) a partir de los implantes no irradiados e irradiados.

3. Discusion de los resultados de esterilizacion

La esterilizacion de farmacos o de sistemas disefiados para ser
implantados es un aspecto de gran importancia en Tecnhologia Farmaceéutica,
prefiriéndose la esterilizacion del producto final, al proceso aséptico de
elaboracion. Actualmente, el uso de radiaciones altamente energéticas en la
esterilizacion de productos farmacéuticos ha aumentado, fundamentalmente
por los inconvenientes, aceleracién de la degradacion de los productos o
restos de residuos téxicos de dificil eliminacién, que presentan los métodos
de esterilizacién convencionales, como el calor humedo o seco y el empleo de
oxido de etileno. Las radiaciones ionizantes son las mas empleadas y en
concreto radiaciones y producidas por fuentes de ®°Co o "*'Cs, caracterizadas
por un alto poder de penetracion'®. Una dosis uniforme de 25 kGy se

considera, de acuerdo con las normas de buena practica de manufactura
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(GMP), suficiente para la esterilizacion'®. Sin embargo, cuando la radiacién y
interacciona con el sistema a esterilizar, se pueden modificar tanto las
propiedades de los farmacos, como la de los componentes del sistema'"”.

La esterilizacion de los implantes elaborados en este trabajo es
necesaria, ya que son sistemas disefiados para ser insertados en la cavidad
intramedular, donde se encuentra el foco de infeccién. La eleccion del método
de esterilizacion se hizo teniendo en cuenta que, tanto los antibiéticos como
los polimeros utilizados, son sensibles a la humedad y al calor. Sin embargo,
el efecto de la radiacion y sobre este tipo de sistemas de liberacién de
farmacos, aunque ha sido ampliamente estudiado, es muy controvertido,
segUn los resultados obtenidos por diversos autores''®"'%°.

En nuestro caso, los resultados indican claramente que el proceso de
esterilizacion no afecta a la estructura ni a la actividad antimicrobiana de los
antibiéticos empleados. En cuanto a los polimeros, hemos de resaltar que el
PLA-30 constituyente de la matriz, no se modifica en los implantes de SG ni
de CFX; el peso molecular en peso se mantiene, y la polidispersividad
practicamente no se modifica. Por el contrario, el PLA-200 empleado en el
recubrimiento de los implantes de gentamicina, reduce su peso moleculary la
polidispersividad aumenta ligeramente, debido a que la disminucién del peso
molecular en numero (Mn) es ligeramente mas acentuada que en peso (Mw).
Si se analizan los resultados mostrados en la tabla 3, podemos observar que
este efecto es mucho mas acusado cuando se somete a la radiacion, el
polimero en polvo, que cuando se encuentra formando la cubierta de los
implantes; probablemente esto es debido a que la superficie expuesta es
mucho mayor. Sin embargo, el mecanismo de degradacion debe ser el
mismo, pues en ambos casos se reducen los pesos moleculares y la
polidispersividad aumenta ligeramente, por lo que la rotura de las cadenas

debe tener lugar predominantemente de forma selectiva. Las cadenas de
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mayor peso molecular estan sometidas a mayor tension, lo que facilita su
rotura, ademas de presentar un mayor numero de enlaces, o que aumenta la
probabilidad de la misma™’. Hemos de poner de manifiesto que esta
degradacién del polimero comienza durante el proceso de esterilizacion y
continta durante el ensayo de cesion llevado a cabo en tampon fosfato. Este

100102 30In cuando

efecto no se habia observado en los implantes no estériles
la gentamicina es una sustancia basica, que podria catalizar la hidrélisis del
polimero, por lo que parece mas adecuado suponer que la degradacion que
se produce en esta etapa es un proceso autocatalitico'®.

Los valores de f, de los perfiles de cesion de ambos antibidticos,
obtenidos con los implantes irradiados y no irradiados, pone de manifiesto
unas diferencias menores al 10%, lo que hace suponer que la bioequivalencia
se podria asegurar. Sin embargo, teniendo en cuenta que en estudios
previos'® ya se habia detectado in vivo una ligera disminucién del peso
molecular del PLA-200 de la cubierta, podria suponerse que los implantes de
gentamicina una vez irradiados, presentaran una degradacién mucho mas
acusada in vivo.

Por otro lado, como se muestra en la figura 11, en la primera semana
se ha liberado aproximadamente el 65% de la carga de gentamicina y en tres
semanas la totalidad de la dosis, lo que supone una cesiéon muy rapida. Si a
esto anadimos que in vivo, como ya se ha puesto de manifiesto anteriormente

10245 v por otros autores®, el proceso de

por nuestro grupo de investigacion
cesion se acelera y la degradacion del PLA-200 de la cubierta es mas rapida,
la formulacion elaborada con un 10% resultaria inadecuada para mantener
concentraciones terapéuticas durante el tiempo suficiente, en el hueso
afectado de osteomielitis.

En este estudio no se abordé la modificacion de la formulacién para
retrasar la cesion de gentamicina puesto que, de acuerdo con publicaciones

anteriores'®'%, |a Gnica via para conseguir este propdsito es el recubrimiento
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de los implantes y como hemos visto, al aumentar la carga de un producto
soluble como la gentamicina, el efecto de la cubierta no es suficiente. Otra
posibilidad es la encapsulaciéon del farmaco en microesferas de polimero
previa a la compactacion; esta estrategia fue probada por nuestro grupo de
investigacion, resultando una eficacia de encapsulacibn muy baja, no
alcanzandose dosis de antibidtico suficientes para elaborar un sistema
potencialmente eficaz.

En resumen, los implantes de gentamicina fueron descartados para el
posterior estudio in vivo en animales infectados por varias razones: por un
lado, la duracién de la cesion del antibidtico no es lo suficientemente
prolongada, y por otro, la degradacion de la pelicula de PLA-200, factor
limitante de la cesién de gentamicina, presumiblemente sera mucho mas
acusada in vivo. Resultados anteriores'®® han mostrado que, mientras in vitro
la liberaciéon de gentamicina desde este tipo de implantes con menor carga,
podia prolongarse durante 15 semanas, in vivo la cesion del farmaco se
completaba en 8 y los niveles en hueso por encima de las CMI, solo se
mantenian durante 4 semanas, efecto que en el caso de implantes irradiados,
se espera sea aun mas acusado.

Con respecto a los implantes de ciprofloxacino, como muestran las
figuras 14, 15 y 18 y la tabla 7, el sistema no es afectado por el proceso de
esterilizacion, ya que tanto el antibioético, como el polimero (PLA-30), no se
modifican y las curvas de cesién del antibiético son superponibles. Este
sistema es suficientemente estable y predecible, como para esperar que la
cinética de cesion in vivo de CFX desde los implantes irradiados, sea similar a
la obtenida con estos mismos implantes no estériles*® y resulte eficaz para

tratar la infeccion 6sea, objetivo de este trabajo.
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ESTUDIOS IN VIVO

Los ensayos in vivo se realizaron con implantes estériles de 500 mg

con un contenido en ciprofloxacino de 50 mg.

1. Protocolo de muestreo

Con el fin de estudiar la eficacia de los implantes de CFX, los
experimentos se llevaron a cabo en conejos infectados con S. aureus. Se
compararon los resultados obtenidos a partir de animales tratados con CFX
con los de animales no tratados.

Los animales utilizados en los experimentos de esta memoria se

dividieron en dos grupos:

Grupo I: grupo infectado no tratado, formado por 18 animales.

Grupo Il grupo infectado y tratado, formado por 28 animales.

Por otra parte, para determinar si la presencia del proceso infeccioso
podria alterar la cesién de CFX desde estos implantes, se compararon los
resultados obtenidos a partir de animales infectados y tratados con implantes
de CFX con otros previamente publicados*’, obtenidos a partir de animales no
infectados y tratados con la misma formulacion de CFX.

Los experimentos realizados en cada grupo de animales fueron:

Grupo |. Este grupo lo formaban 18 animales, 3 para cada tiempo y se
destino al estudio control. Para ello, se les infectd con S. aureus, inoculando a
través de la zona intercondilea del fémur del animal, 100 pl de la suspensién

bacteriana de una concentracién determinada, procediendo para ello como
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indica el protocolo de infeccion (apartado 3.2.1.), recogido en el capitulo de
materiales y métodos.

Durante las dos semanas siguientes en las que la infeccion va
evolucionando, se monitorizaron periédicamente los parametros biolégicos y
signos clinicos de infeccion correspondientes.

A las 2 semanas de la inoculacion, los conejos fueron intervenidos de
nuevo para proceder a la limpieza y desbridamiento de tejidos infectados de
la zona, siguiendo el protocolo de limpieza recogido en el apartado 3.2.2.1.,
de materiales y métodos. Seguidamente se les practicaba un orificio en la
region intercondilea, tal y como se indica en el apartado 3.2.2.2., de
materiales y métodos, pero sin insertarles el implante. Una vez finalizada la
intervencion, los animales permanecian monitorizados en sus jaulas hasta el
momento del sacrificio.

Los conejos se sacrificaban después de 3 dias, 1, 2, 3, 4 y 6 semanas
con una dosis letal de pentobarbital sédico, previamente anestesiados con la
mezcla de ketamina vy xilacina. Para asegurar la muerte del animal, se
procedia a la seccion del diafragma. La extraccion del fémur se realizd
desarticulandolo de la rodilla y de la cadera, y extrayéndolo con la minima
cantidad posible de tejido muscular. Para proceder a la toma de muestras y
tratamiento de las mismas, se siguieron los protocolos recogidos en los

apartados 3.2.3. y 3.2.4., del capitulo de materiales y métodos.

Grupo Il. Formado por 28 animales, cuatro para cada tiempo, destinados al
estudio de la eficacia de los implantes de CFX.

Los animales fueron infectados y tratados de la misma forma que los
del grupo |. Asimismo, al cabo de dos semanas de haber inoculado la
suspension de S. aureus, se les intervenia para proceder a la limpieza y

desbridamiento del area femoral infectada.
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Una vez realizada la limpieza de la zona, se insertaba el implante de
CFX siguiendo para ello, el protocolo recogido en el apartado 3.2.2.2., del
capitulo de materiales y métodos. Durante todo este periodo y hasta el
momento de ser sacrificados, los animales fueron monitorizados
peridédicamente.

Los conejos fueron sacrificados después de 3 dias, 1, 2, 3, 4,6y 12
semanas siguiendo el método descrito anteriormente, extrayendo el fémur,
en el que previamente se le habia colocado el implante. Posteriormente, se
extraia el implante y el fémur se trataba igual que en el caso del grupo I,
cortando transversalmente el fémur para separar la zona distal (FD) de la
zona proximal (FP) e introduciéndolo en solucion salina estéril.

Las muestras 6seas de los animales infectados (grupos | y Il)
obtenidas a distintos tiempos, se utilizaron para el recuento de células viables
de S. aureus, con la finalidad de evaluar la eficacia del tratamiento con los
implantes de CFX.

Para valorar el CFX remanente en el implante, se procedia a su
incubacién en tampén citrato pH 4, a temperatura ambiente, durante 24 horas,
en agitacion y oscuridad. Posteriormente, se determinaba la concentracion de
CFX por el método microbiolégico descrito en el apartado 3.4., del capitulo de
materiales y métodos.

De los cuatro animales del grupo Il asignados a cada tiempo, uno de
ellos se seleccionaba al azar para su estudio radiologico e histolégico. Las
tres muestras restantes se emplearon para el recuento de células viables de
S. aureus y para la valoracién de CFX remanente en el implante.

La evolucion radiolégica se llevd a cabo con los animales vivos. Las
imagenes radiolégicas se tomaban al animal sano, antes de infectarlo, y
después, peridodicamente, incluyendo siempre la correspondiente al dia antes

de sacrificarlo.
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Para el analisis histolégico, se extraia el fémur con el implante en su
interior y se conservaba en una disolucién de formaldehido al 10% hasta la
realizacion del analisis.

Para simplificar la nomenclatura en esta memoria, los animales se han
designado de la siguiente manera: grupo-tiempo-replicado, de tal forma que el
grupo puede ser C, grupo control o CFX, grupo tratado con el implante; el
tiempo es el correspondiente a las semanas transcurridas tras la segunda
intervencion quirdrgica y los replicados pueden ser a, b, ¢ y RxH, éste ultimo
designa al animal destinado al estudio radiolégico e histolégico.

Antes de proceder a la presentacion de los resultados de ambos
grupos de animales, hemos de puntualizar varios aspectos:

1. Desde el inicio, cada animal fue asignado a un experimento
determinado, para lo cual se le identificaba tatuandolo en la oreja.

2. Después de inocular a los animales con S. aureus, cuatro murieron a
los 2-3 dias de la intervencién, y en dos de ellos no se desarrollé la
infeccidn, por lo que hubo que anadir otros para sustituirlos y asi cubrir
todo el ensayo. Los datos que hasta el momento del exitus se habian
recogido, no se han registrado en esta memoria.

3. Dos animales del grupo control, no superaron la segunda intervencién
en la que se iba a proceder a la limpieza de la zona infectada, por lo
que también tuvieron que ser sustituidos. En este caso, si hemos
registrado los datos recogidos durante el periodo previo y posterior a
la inoculacion hasta el momento del exitus. Asi mismo, se procedio al
recuento de células viables en fémur, datos que nos permitieron tener
una idea aproximada de la concentracion bacteriana que habia a las
dos semanas de infectados.

4. Un animal del grupo control asignado a 3 semanas, muri6é a los 11

dias y otro de 4 semanas, curé espontaneamente.
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5. De los animales del grupo control destinados a seis semanas, dos
murieron a los 30 y 33 dias por lo que, debido al estado del animal y
por motivos éticos, fue sacrificado el tercero. Por ello, aunque se
tuvieron en cuenta y se registraron los datos de estos animales, no

disponemos de los correspondientes al término del ensayo.

Hemos de indicar, que en algunos casos, tampoco disponemos
de los valores correspondientes a todos los parametros biolégicos, debido a
la imposibilidad de extraer sangre en unas ocasiones, y al estado del animal,

en otras.

2. Induccién, valoracién y control de la infeccion 6sea

Este apartado recoge los aspectos relacionados con la inoculacion de
S. aureus en el fémur de los conejos, asi como la valoracién y control de la
infeccion durante las 2 semanas siguientes a la inoculacién, a través de la
monitorizacion de los parametros bioldgicos y signos clinicos de infeccién en
el animal. Para ello, previamente se determinaron los valores basales de

distintos parametros.

2.1. Inoculacién de S. aureus en el fémur de conejos

Para infectar el fémur, se inoculaban 100 ul de una suspensién de
S. aureus. Las concentraciones bacterianas obtenidas una vez realizado el
recuento de células viables en la suspensién, se recogen en la figura 19. La
concentracion media de la suspension bacteriana inoculada a los animales
fue de 2,45 x 10% + 1,12 x 108 ufc/ml.
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Figura 19.- Concentracion de la suspension de S. aureus inoculada en el fémur de
cada uno de los animales. Valor medio (linea continua) + 1 (trazo discontinuo corto) y
2 (trazo discontinuo largo) desviaciones tipicas (n = 48).

2.2. Parametros biolégicos y signos clinicos de infeccion

A lo largo del ensayo in vivo se monitorizaron varios parametros del
animal para su posible uso como indicadores del grado de infeccién
alcanzado y posteriormente, de la eficacia del tratamiento. Previamente
fueron determinados sus valores basales. Las observaciones clinicas sobre
la articulacion intervenida, se valoraban al hacer la artrotomia es decir, a las
dos semanas de infectado y una vez sacrificado. Estos datos se recogen en

los apéndices | y Il

2.2.1. Determinacién de valores basales de los parametros biolégicos

a) Peso

El peso inicial del animal fue tomado momentos antes de ser

anestesiado para inocularle la bacteria. El valor medio fue de 3,15 + 0,472 kg
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(n = 48). En la figura 20 se representa el peso inicial de cada animal y el

intervalo de confianza.
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Figura 20.- Carta control del peso inicial. Valor medio + 2 desviaciones tipicas
(n = 48).

b) Temperatura

Con el fin de determinar la variabilidad intraindividual, la temperatura
de 10 animales tomados al azar, fue medida diariamente durante una
semana, hasta el dia de la inoculacion del fémur con S. aureus. Los valores
medios obtenidos para cada animal muestreado se representan en la figura
21.



Resultados y Discusion 107

e :
. { ot

37,5

Temperatura (°C)

Figura 21.- Temperaturas basales medias semanales, y variacion intraindividual de
cada uno de los 10 conejos muestreados.

Tras realizar el correspondiente analisis de la varianza (ANOVA), las
diferencias de temperatura entre animales fueron significativas (p < 0,001),
pero no, las observadas en un mismo animal (p = 0,67). Por ello, como
temperatura basal, se tomé la medida correspondiente al dia de la primera
intervencion, representada en la figura 22, donde se recoge ademas, el valor
medio y el intervalo de confianza (media + 2 desviaciones tipicas).

La temperatura media basal fue de 38,9 + 0,402 °C (n = 48). Este dato

concuerda con los recogidos por otros autores en la bibliografia'" '3,
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Figura 22.- Carta control de la temperatura basal. Valor medio + 2 desviaciones
tipicas (n = 48).
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c) Proteina C-Reactiva (PCR)

En la figura 23 se representan los valores de PCR basales. De los 46
animales a los que se les pudo extraer sangre y valorar la PCR basal, 34
(78%) presentaban concentraciones séricas normales, 9 (19,5%) presentaban
valores comprendidos entre 6 y 12 mg/l y 3 (6,5%), entre 12 y 24 mg/I. Estos
valores positivos de PCR pudieron ser provocados por algin proceso
inflamatorio presente en el animal y no detectado durante la observacion

clinica.
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Figura 23.- Valores basales de Proteina C-Reactiva (PCR) en suero de los animales
de experimentacion (n = 46).

d) Plaquetas y leucocitos

En el hemograma realizado antes de infectar al animal se determiné la
serie roja, serie blanca y recuento de plaquetas.

En las figuras 24 y 25 se muestran los valores basales de plaquetas y
leucocitos junto con sus intervalos de confianza. Los valores medios fueron

421x10° £ 141x10° plaquetas/ul y 6,8x10° + 1,6x10°leucocitos/pl (n = 40).
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Figura 24.- Carta control del niumero de plaquetas/ul, basal. Valor medio (linea
continua) £ 2 desviaciones tipicas (lineas discontinuas), n = 40.
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Figura 25.- Carta control del nimero de leucocitos/ul, basal. Valor medio (linea
continua) + 2 desviaciones tipicas (lineas discontinuas), n = 40.

El recuento de hematies, neutrdfilos y linfocitos, asi como el
hematocrito y hemoglobina de cada animal se recogen en los apéndices | y Il

de esta memoria.
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2.2.2. Monitorizacion de parametros y signos clinicos de infeccion

durante el periodo de pre-tratamiento

Durante el periodo transcurrido entre la inoculaciéon con S. aureus y la
limpieza y desbridamiento del area afectada (dos semanas), se monitorizaron
los pardmetros elegidos como indicadores del grado de infeccidn, cuyos
valores se encuentran recogidos en las tablas 11y 12.

El proceso infeccioso conlleva una pérdida del peso de 12,2 £ 6,11%,
calculada mediante la ecuacion 5, durante las dos semanas en las que se
desarrolla.

Por el contrario, la temperatura no parece verse afectada de forma
importante. En la tabla 11, puede observarse que su valor permanece
constante, con ligeras oscilaciones a lo largo del ensayo, excepto en algunos
animales, en los que aumento a las 24-48 horas siguientes a la inoculacién
(apéndices | y II).

Con respecto al recuento de leucocitos, en la tabla 11 se observa
como en la primera semana se produce un aumento importante, debido al
proceso infeccioso, pero luego su valor disminuye aunque no llega a
normalizarse.

Las plaquetas sin embargo, aumentan a lo largo de las dos semanas,
pasando de 421.000 inicialmente, a 1.132.000 al final del periodo. El
aumento tan espectacular que se observa en todos los animales, puede
permitirnos utilizar el recuento de plaquetas como parametro indicativo o de

referencia de la presencia o no de infeccién en el animal.
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Tiempo (semanas)

Parametros 0 1 2

Peso (kg) 3,15+0,472 2,85+ 0,408 2,75+ 0,353
(n=48) (n=48) (n=48)

Temperatura (°C) 38,9+0,4 39,1 +0,374 38,9 + 0,456
(n=48) (n=48) (n =48)

Leucocitos/ul (x107) 6,8+1,6 10,2 + 3,87 8,7 £ 2,61
(n=40) (n=43) (n=44)

Plaquetas/pl (x107) 421 + 141 1108 + 201 1132 + 287
(n=40) (n=43) (n=44)

Tabla 11.- Evolucién temporal del peso, temperatura y numero de leucocitos y
plaquetas, en los animales durante el periodo previo al tratamiento, que abarca desde
que son infectados (valores basales, t = 0) hasta que son tratados (t = 2 semanas).
Valores medios + desviacién estandar.

Tiempo (semanas)
0 1 2
PCR (mg/l) % de animales

<6 73,91

6-12 19,57

12-24 6,52 4,55
24 — 48 2,38 13,64
48 — 96 2,38 9,09
96 — 192 21,43 15,91
=192 73,81 56,82

Tabla 12.- Porcentajes de animales con niveles de Proteina C-Reactiva (PCR)
obtenidos durante el periodo previo al tratamiento, que abarca desde que son
infectados (valores basales, t = 0) hasta que son tratados (t = 2 semanas). (Para t = 0,
n =45 para t=1semana, n =42y parat= 2 semanas, n = 44).
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Como muestran los datos recogidos en la tabla 12, la PCR podria ser
utilizada como indicador de la infeccion en los conejos. Inicialmente, un 74%
de animales tiene valores menores de 6 mg/l, mientras que a la semana de
ser infectados practicamente el mismo porcentaje presenta niveles superiores
a 192 mg/l y a las 2 semanas, un 16% de animales tiene niveles entre 96 y
192 mg/l y un 57%, niveles mayores de 192 mg/I.

Al final de estas dos semanas de infeccion, se valoraron también los
signos presentes en la articulacion afectada, definidos en la tabla 13. En la
figuras 26 y 27 se muestran las imagenes correspondientes a cada uno de
estos signos y la valoracion del estado de la articulacion afectada, durante la

segunda intervencién quirurgica.

Observacién Definicion

Artritis Inflamacion articular

Herida Aspecto segun evolucién: normal, cerrada, cicatrizada,
abierta y necrosis de los bordes.

Fistula Supuracioén exterior desde la articulacion a través o no de
la herida.

Supuracion Presencia, aspecto y cantidad de pus intraarticular;

pseudocapsula; presencia de pus en intercondilo y/o
orificio de inoculacion.

Aspecto de la supuracion: pastosa, granulosa;
amarillenta/cremoso.

Sinovitis Inflamacion de la membrana sinovial y formaciéon de
pannus (tejido de granulacién proveniente de la sinovial
que recubre la superficie articular). Presencia de liquido

sinovial.
Afectacion Lesiones degenerativas articulares: cartilaginosas
articular (condrolisis), osteocondritis, artrosis.

Rigidez articular, inmovilidad de la pata afectada e
impotencia funcional.

Tabla 13.- Observaciones y signos clinicos monitorizados durante los experimentos.
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Artritis séptica Herida

Fistula Supuracién articular

Sinovitis Osteocondritis

Figura 26.- Imagenes de los signos de afectacion de la zona intervenida,
correspondientes a las dos semanas de la inoculacion de S. aureus en el fémur del
animal.
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Figura 27.- Porcentaje de animales con distintos niveles de afectacion de la zona
intervenida, para cada uno de los signos o sintomas evaluados antes de iniciar el
tratamiento (n = 48). El criterio seguido en la evaluacién fue 0 = negativo o normal;
1 =leve; 2 = moderado; 3 = grave; 4 = muy grave.
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El analisis de los signos clinicos observados al final de las dos
primeras semanas de infeccién, pone de manifiesto el predominio de la
artritis, supuraciéon articular y sinovitis, sobre otros como el aspecto de la
herida, la presencia de fistulas y la afectaciéon articular (rigidez articular,
lesiones degenerativas, inmovilidad de la pata).

Aproximadamente el 80% de los animales presentan una herida
normal o leve, sin fistula y sin afectacion articular relevante. Sin embargo, el
50% tiene artritis, sinovitis y supuracién articular de grado 3, es decir, grave.
El otro 50% de animales presenta distintos grados de afectacién de estos tres
signos, entre leve (grado 1), moderado (grado 2) y muy grave (grado 4).

Clinicamente, la infeccion 6sea inducida es relevante.

3. Tratamiento de la infeccion 6sea

Una vez confirmada la infeccidon ésea por S. aureus, el tratamiento se
llevé a cabo mediante la colocacién in situ de implantes de CFX. No obstante,
debe tenerse en cuenta que el desbridamiento del tejido infectado y la
limpieza del area afectada, forman parte también del tratamiento. Por ello los
animales de experimentacion se diferenciaron en dos grupos, segun fueran o

no implantados.

3.1. Cesioén de ciprofloxacino in vivo

La valoracion de CFX remanente en los implantes a lo largo del
tiempo, se hizo siguiendo el método de difusion en agar, descrito en
materiales y métodos. La incorporacion experimental de CFX en los implantes
fue del 10,0 £ 0,213 %.
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Los porcentajes de CFX remanentes en los implantes, una vez

insertados en el fémur de conejos de animales infectados, se recogen en la

tabla 14.
(szir(?wr:r?:s) Ciprofloxacino remanente (%) Media
I Il Il
0,429 72,5 78,3 75,8 75,5+ 291
1 63,2 65,4 67,7 65,4 £ 2,25
2 53,8 51,1 58,6 54,5+ 3,8
3 46,5 34,4 31,1 37,3 £ 8,11
4 27,4 32,5 29,8 37,3 £ 8,11
6 2,19 3,77 10,2 5,391+4,24
12 0,01 0,01 0,02 0,01 £ 0,005

Tabla 14.- Porcentajes remanentes de ciprofloxacino en los implantes insertados en
fémur de conejos. Media + desviacion estandar (n = 3).

En la figura 28 se puede apreciar que practicamente, la totalidad de la

dosis de CFX se ha cedido desde estos implantes en las primeras 6 semanas.

No obstante, el ensayo se prolongé durante 6 semanas mas, para comprobar

si se producia reinfeccion del fémur.




Resultados y Discusion 117

100

80

60 -

40 -

CFX cedido (%)

20

0 T T T T T

0 2 4 6 8 10 12
Tiempo (semanas)

Figura 28.- Porcentaje de ciprofloxacino (CFX) cedido desde los implantes, tras su
insercion en el fémur de conejos (media + desviacion estandar, n = 3).

Estos resultados estan totalmente de acuerdo con los obtenidos

1.4, a partir de animales no infectados y tratados

previamente por Castro et a
con la misma formulacion (figura 29). Como puede observarse en la figura 29,
la presencia de la infeccion no altera la liberacion de CFX desde estos
implantes.

En la figura 30 se muestra la correlacién obtenida in vivo - in vitro. Los
datos corresponden a la cesién de CFX desde implantes estériles y a partir de
animales infectados. La pendiente obtenida por regresién lineal es
practicamente igual a la unidad.

Una vez mas se confirma que la cesién de CFX desde estos implantes
es mas rapida in vivo que in vitro, ya que mientras que in vitro se libera

aproximadamente un 80% a las 6 semanas, in vivo se cede casi el 100%.
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Figura 29.- Cesion de ciprofloxacino (CFX) tras la insercion del implante en el fémur
de conejos infectados (Grupo 1l) y no infectados. (Media + desviacién estandar, n = 3).
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Figura 30.- Correlacion in vivo — in vitro, establecida entre el porcentaje de
ciprofloxacino (CFX) cedido desde los implantes, tras su insercion en el fémur de
conejos infectados (Grupo 1) y el porcentaje cedido in vitro.
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3.2. Valoracion de la eficacia del tratamiento

Se llevd a cabo mediante el recuento de unidades viables de S. aureus
en las muestras 6seas, monitorizacion de los parametros y signos clinicos y

evolucion radioldgica e histoldgica del hueso infectado.

3.21. Evolucion de la infeccion de Staphylococcus aureus en fémur

El andlisis cualitativo de las muestras de pus tomadas con hisopo y
jeringa confirmé siempre la presencia de S. aureus, indicando por tanto, que
la infeccion era producida por esta bacteria. Ademas, se observé la presencia
de macréfagos y un crecimiento bacteriano maximo en la zona infectada (10°
ufc/ml).

En la figura 31 se muestra la evolucion temporal de la concentracion
de S. aureus tras la inoculacién del fémur de los conejos. A las 2 semanas, el
valor medio fue de 4x10® y 1,13x10® ufc/ml para fémur distal y proximal,
respectivamente. Como puede observarse en la figura, al cabo de 3 dias de
realizarse la limpieza y desbridamiento del area afectada, se produjo una
caida de la concentracion de S. aureus en el fémur, a 10* ufc/ml es decir, una
reduccion de 4 logaritmo, tanto en los conejos del grupo control, como en los
tratados con el implante de CFX. Este hecho indica que la técnica de limpieza
por si sola contribuye a la disminucién del numero de células viables en el
hueso.

A partir de los tres dias de la limpieza de la zona afectada, la evolucion
en los dos grupos de animales fue totalmente diferente. En el grupo | (grupo
control) la concentracion de S. aureus aumento, llegando a alcanzar a las 4
semanas de la limpieza, un nivel de 10" ufc/ml en el area distal del fémur y

10° ufc/ml en la zona proximal, hecho que parece l6gico, ya que en la zona
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distal se realiza la inoculacién y por tanto, es la zona donde se inicia el foco
de infeccion.

Por el contrario, en el grupo tratado con los implantes de CFX (grupo
I), los niveles de S. aureus disminuyeron progresivamente a partir de los tres
dias de la limpieza, para alcanzar una concentracién de 10° ufc/ml al cabo de
3 semanas pos-limpieza en fémur proximal, mientras que en dicho tiempo, se
produjo la eliminacion de la infeccidn en el fémur distal, siendo necesaria una
semana mas para la eliminacion de la infeccién en el area proximal del fémur.

Debe recordarse, que el implante se encuentra localizado en la diafisis
distal, por lo que en esta zona se alcanzan los niveles de CFX mas elevados,
de aproximadamente 1180 ug/g de tejido, a las tres semanas, mientras que
en la mitad proximal, las concentraciones no son tan elevadas, aunque
siempre son superiores a la CMI para S. aureus. Teniendo en cuenta estos

datos, que han sido valorados previamente por Castro et al.*’

, Y que la
cinética de cesion de CFX in vivo es igual en animales infectados y no
infectados (figura 29), cabe esperar que en los primeros, también se
alcancen niveles 6seos de CFX similares.

Los resultados del analisis estadistico de las comparaciones de los
recuentos de colonias de S. aureus, en ufc/ml, del grupo Il frente al grupo
control (grupo I) a los 3 dias, 1, 2, 3 y 4 semanas, estratificando por la
variable “fémur”, indican que a los 3 dias, no existen diferencias significativas
(p = 0,30) en el numero de colonias entre ambos grupos. Sin embargo, las
medianas del recuento de colonias de S. aureus en el grupo tratado con el
implante, frente al grupo control, fueron inferiores a la primera (p = 0,007),
segunda (p = 0,002), tercera (p = 0,01) y cuarta semana (p = 0,002). Por lo
tanto, a partir de la primera semana de iniciar el tratamiento, existen

diferencias significativas entre ambos grupos, lo que nos permite concluir que
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la colocacion in situ del implante de CFX resulté eficaz como tratamiento de

la infeccidn osea.
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Figura 31.- Evolucion temporal de la concentracion de S. aureus en la zona distal
(FD) y proximal (FP) del fémur de los animales infectados del grupo I (no tratados) y Il
(tratados con implante de ciprofloxacino). Valores medios + desviacién estandar.

Un aspecto importante a resaltar, es que no se produjo reinfeccién del
fémur, tal como se extrae de los datos correspondientes a las 12 semanas del
comienzo del tratamiento con los implantes (figura 31), teniendo en cuenta

que desde las 6 semanas se ha cedido practicamente toda la dosis de CFX.
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En la figura 32 se muestran los porcentajes de curacién, que fueron de
un 33% y 66%, a las 2 y 3 semanas de la implantacién, respectivamente, y
del 100% en 4 semanas.
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Figura 32.- Porcentaje de animales infectados que sanaron a lo largo del tiempo
transcurrido después de haberles insertado el implante de ciprofloxacino (grupo Il).

3.2.2. Monitorizacion de parametros y signos clinicos durante el periodo
postratamiento

A la vista de los resultados obtenidos durante el periodo pre-
tratamiento, los parametros que pueden ser utiles como indicadores de la
evolucion de la infeccion son: peso, leucocitos, plaquetas y PCR, ademas de
los signos clinicos de afectacién. La temperatura, utilizada por algunos
autores para el seguimiento de la infecciéon®** | fue descartada porque resulté
ser un parametro no discriminador, hecho que coincide con otros resultados

publicados®’.
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a) Peso

Es uno de los parametros que mas acusadamente se ha visto afectado
durante todo el ensayo.

En la tabla 15 se recoge el peso medio de los animales a lo largo del
periodo pre y pos-limpieza y desbridamiento, tanto para el grupo control,
como para el tratado.

Como se ha visto anteriormente, el proceso infeccioso provoca una
importante pérdida de peso durante las dos primeras semanas de infeccion
(12,2%), que continla en aquellos animales del grupo control. Por el
contrario, en el grupo tratado con implantes de CFX, se produce un aumento
normal del peso. En la figura 33 se pone de manifiesto la recuperacion
ponderal en estos animales, asi como la pérdida o ganancia de peso que

tiene lugar en cada grupo, a lo largo del ensayo.

T (semanas) Peso (kg)
Tiempo Tiempo desde Grupo | Grupo I
desde inicio limpieza

2 0 2,75+ 0,353 (n = 48)

2,249 0,249 2,62+0,263(n=18) 2,8+0,387 (n=28)
3 1 2,57 £0,274 (n=15) 2,86 + 0,326 (n = 24)
4 2 256+0,199 (n=11) 2,96 0,29 (n = 20)
5 3 246 +0,199 (n=8) 3,09+ 0,358 (n = 16)
6 4 231+0,279(n=6) 3,21 +0,426 (n=12)
8 6 3,45+ 0,485 (n = 8)
14 12 3,89+ 0,856 (n =4)

Tabla 15.- Evolucién del peso de los animales desde la colocacion (grupo 1) o no
(grupo 1) del implante de ciprofloxacino. Valores medios + desviacion estandar.
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Figura 33.- Variacion del peso de los animales infectados antes (pre-tratamiento,

periodo A) y después (periodo B) de limpiar la zona afectada y colocar o no el
implante de ciprofloxacino.

b) Proteina C-Reactiva

En las tablas 16 y 17 se recogen los porcentajes de animales que
tienen distintos valores de PCR, a lo largo del periodo de pos-tratamiento, que
abarca desde que son intervenidos para limpiar y desbridar el area afectada,
hasta el final del ensayo, y en la figura 34 se muestra la proporciéon de
animales que tienen distintos niveles de PCR al inicio y a las 4 semanas del
periodo pos-tratamiento. El 80% de animales del grupo no tratado, presenta
niveles de PCR mayores de 192 mg/l a las 4 semanas y el resto, niveles entre
96 y 192 mg/l. Estos valores son incluso mayores que los que presentaban al
final de las dos semanas del periodo de induccion de la infeccién, indicando
que a medida que la infeccion progresa, los niveles de PCR aumentan. Por el

contrario, en el grupo Il, casi un 60% tiene valores de PCR menores de 6
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mg/l, considerados negativos, un 17% entre 12 y 24 mg/l y otro 17% tiene

valores entre 24 y 96 mg/I.

Tiempo (semanas) PCR (mg/l)
<6 6-12 12-24 24-48 48-96 96-192 =>192
Desde  Desde % de animales
inicio limpieza
2 0 4,55 13,64 9,09 15,91 56,82
3 1 10 90
4 2 22,2 77,8
5 3 33,3 16,7 50
6 4 20 80

Tabla 16.- Niveles de Proteina C-Reactiva (PCR) obtenidos en el suero de los
animales del grupo I, durante el periodo pos-tratamiento.

Tiempo (semanas) PCR (mg/l)
<6 6-12 12-24 24-48 48-96 96-192 =192
Desde  Desde % de animales
inicio limpieza
2 0 4,55 13,64 9,09 15,91 56,82
3 1 5 20 35 25 15
4 2 588 4172 29,4 5,88 17,65
5 3 46,67 20 13,33 20
6 4 58,33 8,33 16,67 8,33 8,33
8 6 75 25
14 12 100

Tabla 17.- Niveles de Proteina C-Reactiva (PCR) obtenidos en el suero de los
animales del grupo Il, durante el periodo pos-tratamiento.
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Figura 34.- Niveles de PCR (Proteina C-Reactiva) en los animales infectados antes
de limpiar la zona afectada (pre-tratamiento) y a las 4 semanas de colocar (grupo )
o no (grupo 1) el implante de ciprofloxacino.

Estos resultados revelan que, después de dos semanas de infectados,
mas de la mitad de los animales (56,8%) tienen niveles muy elevados de PCR
y que si no son tratados, el porcentaje de animales con estos mismos niveles,
aumenta al 80% a las 4 semanas. Por el contrario, en el grupo tratado con el
implante, los niveles de PCR disminuyen, llegando a normalizarse a las 4
semanas en un 60% de animales y en un 100%, al final del ensayo (12
semanas), por lo que los niveles de PCR son utiles para el seguimiento del

proceso inflamatorio-infeccioso desarrollado en los animales.

¢) Leucocitos y plaquetas

Como puede observarse en la tabla 18, con respecto al valor medio
inicial, en el grupo | se produjo un aumento de leucocitos a lo largo de las 4

semanas del ensayo, paralelo al recuento de unidades viables de S. aureus.
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Sin embargo, en el grupo Il su nimero disminuye progresivamente hasta
valores normales, de aproximadamente 6.800 leucocitos/ul. Como cabia
esperar, la infeccion provoco una leucocitosis importante en el animal.

Con respecto a las plaquetas (tabla 19), aunque se observan ligeras
oscilaciones, su valor se mantiene muy elevado hasta el final del ensayo, en
el grupo |, mientras que en el grupo Il van disminuyendo hasta alcanzar

valores normales (421.000 plaquetas/ul).

T (semanas) Leucocitos/ul (x 107)
Tiempo Tiempo desde Grupo | Grupo I
desde inicio limpieza

2 0 8,7 £ 2,605 (n = 44)
3 1 13,1+8,12 (n=12) 8,36 £ 1,97 (n = 19)
4 2 14,6 £ 9,87 (n =10) 8,03+1,74 (n=17)
5 3 12,8+9,54 (n=7) 7,52 £ 1,27 (n=13)
6 4 12,5+7,53 (n =6) 7,33+ 1,11 (n=12)
8 6 7,09 £ 0,844 (n = 8)
14 12 6,9+0,316 (n=4)

Tabla 18.- Evolucién del recuento de leucocitos en los animales implantados (grupo
1) y no implantados (grupo I). Valores medios + desviacion estandar.
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T (semanas) Plaquetas/ul (x 107%)
Tiempo Tiempo desde Grupo | Grupo Il
desde inicio limpieza

2 0 1132 £ 287 (n = 44)
3 1 1196 £+ 301 (n = 12) 840 £+ 214 (n = 20)
4 2 1277 £ 208 (n = 10) 682 + 228 (n = 18)
5 3 1034 £ 278 (n=7) 645 £ 125 (n = 14)
6 4 1366 + 130 (n = 6) 572 £ 136 (n = 12)
8 6 492 +91 (n = 8)
14 12 318 +£69 (n=4)

Tabla 19.- Evolucién del recuento de plaquetas en los animales implantados (grupo 1)
y no implantados (grupo I). Valores medios * desviacion estandar.

Los hallazgos confirman que, al igual que ocurre en humanos, los
niveles de PCR, y el recuento de plaquetas y leucocitos, son parametros de
gran utilidad en el diagnéstico del proceso infeccioso, y en la valoracion de la

eficacia del tratamiento.

d) Observaciones clinicas de la articulacién afectada

En los histogramas de la figura 35 se muestran los porcentajes de
animales con distinto grado de afectacién para cada uno de los signos
evaluados, segun el criterio utilizado, a las 4 semanas del periodo pos-
tratamiento, para ambos grupos y a las 12 semanas del inicio del tratamiento
para el grupo ll.

Con respecto a la artritis, mientras que los animales del grupo |

presentan distinto grado de afectacion, en el 75% del grupo Il no se observa
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Figura 35.- Porcentaje de animales con distinto grado de afectacién de la zona
intervenida, para cada uno de los signos evaluados a las 4 semanas de limpiar la
zona afectada (grupo 1) e insertar el implante de ciprofloxacino (grupo 1l), asi como a
las 12 semanas de iniciar el tratamiento en el grupo II.
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este signo, un 25% tiene inflamacion articular de grado 1, y ningun animal
mostrd signos de artritis al final del ensayo. En la figura 36 se muestran

imagenes de la articulacién con y sin artritis.

J

Figura 36.- Articulacién con artritis leve de un animal del grupo Il (izquierda) y con
artritis muy grave en un animal del grupo | (derecha), correspondientes a las 4
semanas postratamiento.

La evolucién de la herida quirdrgica en el grupo I, fue favorable,
presentando un aspecto normal, totalmente cicatrizada y cubierta
completamente por el pelo del animal, a partir de la 4 semana. Sin embargo
un 33% de animales del grupo |, tenia la herida abierta y con necrosis de los

bordes. Ambas situaciones pueden observarse en la figura 37.

Figura 37.- Herida quirdrgica normal en un animal implantado (izquierda) y muy grave
en uno del grupo control (derecha).
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La presencia de fistulas a las 4 semanas se observd en un 50% de
animales del grupo | y en un 25% del grupo Il (figura 35). En todos ellos hubo
supuracion exterior desde la articulacion, aunque no siempre a través de la
herida. No obstante, a las 12 semanas no se observé fistula en ninguno de

los animales del grupo Il (figura 38).

Figura 38.- Ausencia de fistula en un animal implantado (izquierda) y presencia de
una fistula y supuracion, muy grave, en un animal del grupo control (derecha).

La supuracion articular fue uno de los signos mas relevantes de la
infeccién en los animales. La presencia de pus intraarticular, en la zona
intercondilo y/o en el orificio de inoculacién, formando o no pseudocapsulas,
fue evidente en los animales del grupo |. El aspecto de la supuracién fue
variable, en unos casos era un pus pastoso y en otros, granuloso, de color
amarillento/cremoso y normalmente, abundante. Solo un 25% de los animales
del grupo Il presentaron supuracién de grado | a las 4 semanas, remitiendo a
las 12. En la figura 39 se muestran imagenes correspondientes a los dos

grupos, a las 4 semanas de la limpieza y desbridamiento del area afectada.
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Figura 39.- Aspecto de una herida sin supuracion correspondiente a un animal del
grupo tratado (izquierda) y supuracion moderada en la articulaciéon de un animal del
grupo control (derecha).

La inflamacion de la membrana sinovial y formacién de pannus, con
presencia de liquido sinovial, fue otro de los signos caracteristicos de la
afectacién articular durante el proceso infeccioso. Una sinovitis grave, de
grado 3, se observo en un 50% de animales del grupo |. El resto presentaba
distintos grados de afectacion. En el grupo Il, no se observo inflamacion de la
membrana sinovial ni liquido sinovial a las 4 semanas, en ninguno de los
animales y tampoco en 3 de los cuatro animales de 12 semanas; solo en uno

de ellos se aprecio sinovitis leve al final del ensayo (figura 40).

Figura 40.- Sinovitis leve en la articulacion de un animal tratado (izquierda) y muy
grave en un animal control (derecha).
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La afectacion articular fue valorada mediante la presencia de lesiones
degenerativas articulares como condrolisis, osteocondritis o artrosis y por la
existencia de rigidez articular, inmovilidad de la pata afectada e impotencia
funcional. A las 4 semanas, un 75% de animales del grupo | presenté una
afectacion articular grave y el resto, muy grave. A este tiempo, solo un 25%
del grupo Il mostraba una afectacién moderada, mientras que el 75% restante
no presentaba signos de lesiones o rigidez articular (figura 35). Sin embargo,
al final del ensayo, los 4 animales del grupo Il tenian afectada la articulacion,
la mitad de ellos en grado moderado. En la figura 41 se muestran imagenes

del fémur con distinto grado de afectacién articular.

Figura 41.- Artrosis en la articulacion de un animal implantado (izquierda) y
afectacion articular muy grave en un animal control (derecha).

La aparicion de signos degenerativos articulares a las 12 semanas
parece un proceso cronico o de caracter evolutivo y se puede interpretar
desde las siguientes posibilidades: el dafio articular por la condrolisis
ocasionada por la propia infeccion, el dano articular durante la implantacién
por el fresado (orificio de 6 mm en el intercondilo femoral) y, por ultimo, el

dafio que pueda producir el antibiético en el cartilago, como ya se comenta en



134 Tesis Doctoral

la introduccion. Sin embargo, nos inclinamos por la primera de las causas, es
decir, consecuencia de la infeccion, ya que en estudios previos realizados en
conejos no infectados y monitorizados a lo largo de 6 meses, no se aprecio

ningln caso de afectacion articular®.

De todo lo expuesto anteriormente, podemos concluir que el proceso
infeccioso es la causa de la aparicion y evoluciéon de muchos de estos signos
y que posiblemente, la técnica quirdrgica también contribuye a ello, sobre

todo en la afectacion articular.

Los resultados del analisis estadistico de las comparaciones de las
proporciones de los signos o sintomas del grupo tratado (grupo Il) frente al
grupo control (grupo I) a las 4 semanas, indican que las proporciones de
artritis (p = 0,006), supuracion articular (p < 0,001), sinovitis (p = 0,008) y
afectacién articular (p = 0,002) fueron inferiores en el grupo tratado con el
implante, frente al grupo control. Las diferencias significativas encontradas
entre ambos grupos nos permiten afirmar una vez mas, que el tratamiento con

los implantes de CFX es eficaz en infecciones 6seas inducidas por S. aureus.

3.2.3. Evolucion radiolégica del fémur infectado

Como hemos indicado anteriormente, para valorar la eficacia del
tratamiento con implantes de CFX, hemos realizado el estudio radioldgico del
fémur de cada uno de los animales tratados a lo largo de todo el ensayo.

Para mostrar la evolucion radiolégica y evitar imagenes reiterativas,
hemos seleccionado las correspondientes al conejo de 12 semanas (CFX-12-
RxH). No obstante, también se presentan aquellas en las que se observan
diferencias o aspectos que no aparecen en las de este animal.

Antes de comenzar el ensayo, se tomaron imagenes radiolégicas de

cada uno de los animales, una de las cuales se muestra en la figura 42.
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Figura 42.- Imagen radiologica obtenida antes de la inoculacién de S. aureus en el
fémur del conejo CFX-12-RxH.

A las dos semanas pos-inoculacion, en ninguna de las imagenes de
los animales se observan signos radiolégicos de osteomielitis, pero si se
aprecia un aumento considerable de partes blandas, debido a la infeccion. En
el fémur del conejo CFX-1-RxH se aprecia una pequefia fractura
diafisometafisaria distal (figura 43), debida al debilitamiento 6seo provocado

por la infeccion.

Fractura

Figura 43.- Imagenes radiolégicas obtenidas a las dos semanas pos-inoculacion.
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A continuacion, describimos la evolucidn radioldgica temporal tras la
colocacion del implante.

Inicialmente, a los 3 dias de la colocacién del implante, en la imagen
del animal CFX-0,4-RxH (figura 44) se observa un proceso de osteolisis
central simétrica, sin esclerosis marginal, en el tercio distal del fémur, que
engloba la estructura cilindrica hiperdensa, que corresponde al implante. La

osteolisis es debida probablemente, al efecto mecanico de la fresa durante el

acto operatorio.

CFX-0,4-RxH

Figura 44.- Imagenes radiol6gicas obtenidas a los tres dias de la colocacion del
implante.

En las imagenes radiolégicas de los animales CFX-1-RxH, CFX-3-
RxH, CFX-4-RxH, CFX-6-RxH y CFX-12-RxH correspondientes a una
semana, sigue viéndose el implante bien delimitado, aunque ya no podemos
apreciar claramente donde acaba éste y donde empieza la cortical, como
puede verse en la imagen del conejo CFX-6-RxH de la figura 45 y en la del
conejo CFX-2-RxH. En todas las imagenes se advierte la presencia de
osteolisis periimplante, pero mucho menos acusada que en las de tres dias,

como puede observarse en el fémur del conejo CFX-6-RxH (figura 45).
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Figura 45.- Imédgenes radiol6gicas obtenidas tras la primera semana de la colocacion
del implante.

En la figura 46, correspondiente a las dos semanas de la implantacion,
se observa en la zona del implante, un engrosamiento de la cortical del fémur
de los animales CFX-2-RxH, CFX-3-RxH, CFX-4-RxH, CFX-6-RxH y CFX-12-
RxH. Se aprecia disminucion del area de osteolisis en el fémur del conejo
CFX-3-RxH, y al igual que en el fémur del conejo CFX-2-RxH, se sigue

observando que los limites del implante son poco precisos.
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CFX-3-RxH

Figura 46.- Imagenes radiolégicas obtenidas a las dos semanas de la colocacién del
implante.

A la tres semanas, en las imagenes radioldgicas correspondientes a
los animales CFX-3-RxH, CFX-4-RxH, CFX-6-RxH y CFX-12-RxH (figura 47),
lo mas llamativo que se observa es un ensanchamiento del diametro de la
zona del hueso donde se encuentra el implante (CFX-12-RxH). Asi mismo, se

aprecia también una clara disminucién de la zona radiolucida (CFX-3-RxH).
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Figura 47.- Imagenes radiologicas obtenidas a las tres semanas de la colocacion del
implante.

En las imagenes correspondientes a las cuatro semanas es cuando se
hacen mas claros los cambios radiolégicos respecto a la primera semana.
En las radiografias de los animales CFX-4-RxH, CFX-6-RxH y CFX-12-
RxH se observa ensanchamiento del diametro éseo con engrosamiento

cortical. El area de osteolisis es practicamente inexistente (figura 48).

Figura 48.- Imagen radiologica obtenida a las cuatro semanas de implantacion.
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En las imagenes radioldgicas obtenidas a la quinta y sexta semana
(figura 49), no hemos observado cambios significativos en el fémur de los

animales CFX-6-RxH y CFX-12-RxH, con respecto a la cuarta semana.

CFX-12-RxH CFX-12-RxH

5 semanas . 6 semanas

Figura 49.- Imagenes radiolégicas obtenidas a la 52 y 62 semana de implantacion.

A las nueve semanas, en la imagen radiologica del conejo CFX-12-
RxH, se aprecia el area de lisis totalmente remodelada, con presencia de
hueso radiolégicamente maduro, especialmente en la zona proximal al

implante (figura 50).
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CFX-12-RxH

Figura 50.- Imagen radiolégica obtenida a las nueve semanas de implantacion.

Por ultimo, a las 12 semanas de la implantacion, podemos observar
en la imagen del fémur del conejo CFX-12-RxH, como el implante ha perdido
ya sus limites, dando la impresion de que aumenta longitudinalmente al
aparecer hueso radiolégicamente maduro, tanto proximal como distal al

implante (figura 51).

CFX-12-RxH

Figura 51.- Imagen radiolégica obtenida a las doce semanas de implantacion.



142 Tesis Doctoral

3.2.4. Evolucion histologica

Con el fin de confirmar la eficacia de los implantes de CFX, se realizé
el estudio anatomopatoldgico del fémur intervenido. Para ello, se dispuso de
siete muestras correspondientes a siete fémures de conejos sacrificados a los
3 dias, 1, 2, 3,4, 6 y 12 semanas, un fémur para cada tiempo.

Las muestras se sometieron a técnicas de decalcificacibn en un
periodo variable dependiente de la consistencia pétrea de las mismas. A
continuacion, se seccionaron longitudinalmente, se identifico el implante y se
secciond la zona correspondiente al mismo y zonas adyacentes que se
incluyeron en parafina para efectuar su estudio histolégico. Se practicaron
secciones de 6 micras a las que se les efectud la técnica convencional de
tincion de hematoxilina-eosina.

Los hallazgos histolégicos observados corresponden al proceso
evolutivo convencional de un cuadro inflamatorio infeccioso en torno al
implante.

Inicialmente, a los tres dias de la implantacién se observa un proceso
inflamatorio agudo, difuso, periimplante, con acumulo de leucocitos
polimorfonucleares neutrofilos, macréfagos y colonias bacterianas (elementos
bacterianos cocoides), que desplazan la médula 6sea normal y se extienden a
espacios intertrabeculares adyacentes, constituyendo grandes placas (figuras
52 y 53). En el implante se aprecian estructuras cristaloideas en forma de

estrella.



Resultados y Discusion 143
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Figura 52.- Proceso inflamatorio agudo y médula 6sea normal observada en
preparaciones de muestras correspondientes a los 3 dias del inicio del tratamiento
(conejo CFX-0,2-RxH).

Figura 53.- Extension del proceso inflamatorio agudo a lo largo del espacio
intertrabecular 6seo observado en preparaciones de muestras correspondientes a los
3 dias del inicio del tratamiento (conejo CFX-0,2-RxH).

En la muestra correspondiente a una semana, ya aparece el absceso
histologico (figura 54) y en una de las secciones coincide con una imagen de
arteritis en vaso de mediano calibre (figura 55). También se aprecia en otra

seccion, la pared del vaso permeado por el componente inflamatorio con
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necrosis parietal focal (figura 56). Se observan cuerpos asteroides

calcificados en el implante, asi como un callo de fractura.

Figura 54.- Absceso periimplante observado en preparaciones de muestras
correspondientes a la primera y tercera semana (conejos CFX-1-RxH y CFX-3-RxH).

Figura 55.- Absceso histologico periimplante con arteritis en un vaso de mediano
calibre observado en una de las secciones de la muestra correspondiente a una
semana (conejo CFX-1-RxH).
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Figura 56.- Pared del vaso permeado por el componente inflamatorio con necrosis
parietal focal observado en una de las secciones de la muestra correspondiente a una
semana (conejo CFX-1-RxH).

A las dos semanas se afiade una reaccion gigantocelular, tipo cuerpo
extrafio (figura 57). En la preparacion se ve un callo de fractura evolucionado
(figura 58) y el proceso isquémico inflamatorio periimplante con colonias
bacterianas. También se observan los cuerpos asteroides calcificados en el
implante (figura 59).
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Figura 57.- Reaccion giganto-celular, tipo cuerpo extrafio, observada en una de las
preparaciones correspondientes a la muestra de dos semanas (conejo CFX-2-RxH).

= - - =

Figura 58.- Callo de fractura: trabéculas 6seas inmaduras con ribete osteoblastico
prominente y tejido conectivo inmaduro intertrabecular, observado en preparaciones
correspondientes a muestras de una, dos y tres semanas (conejos CFX-1-RxH, CFX-
2-RxH y CFX-3-RxH, respectivamente).
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Figura 59.- Cuerpos asteroides calcificados observados en las preparaciones
correspondientes a la muestra de dos semanas (conejo CFX-2-RxH).

A las tres semanas se observa ademas, un proceso isquémico con
formacion de pseudoquistes. Permanece la presencia de un callo de fractura,
la reaccion gigantocelular tipo cuerpo extrafio y abscesos histolégicos (figura
60). En el implante se observan escasos cuerpos pigmentados.

Figura 60.- Absceso histologico observado en una de las secciones de la muestra de
fres semanas (conejo CFX-3-RxH).
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A las cuatro semanas comienza a formarse un tejido de granulacién
inmaduro en torno al cuadro inflamatorio isquémico (figura 61). Se observa el
desarrollo de pequefios vasos capilares y tejido conectivo inmaduro (figura
62). En el implante continua la presencia de estructuras cristaloideas

poligonales pigmentadas.

Figura 61.- Tejido de granulacion inmaduro observado en la muestra
correspondiente a las cuatro semanas (conejo CFX-4-RxH).

Figura 62.- Proliferacion fibrovascular: desarrollo de pequefios vasos capilares y
tejido conectivo inmaduro observado en una de las secciones de la muestra de
cuatro semanas (conejo CFX-4-RxH).
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A las seis semanas se afnade neoformacion ésea inmadura que rodea
al proceso inflamatorio, observandose la presencia de abscesos vy
pseudoquiste periimplante (figura 63) y las estructuras cristaloideas

pigmentadas en el implante (figura 64).
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Figura 63.- Pseudoquistes periimplante con neoformacién 6sea inmadura
circundante, observados en secciones correspondientes a la sexta semana (conejo
CFX-6-RxH).
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Figura 64.- Presencia de estructuras cristaloideas pigmentadas y asteroides

intraimplante, observados en una de las secciones correspondientes a la sexta
semana (conejo CFX-6-RxH).
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En todo este tiempo, el implante no sufre modificaciones histologicas
significativas; sélo llama la atencion, como hemos comentado anteriormente,
la presencia en las primeras etapas, de estructuras asteroideas calcificadas
que, en etapas posteriores son sustituidas por estructuras poligonales
pigmentadas.

A las doce semanas, en las secciones histoldgicas efectuadas,
desaparece el componente inflamatorio e isquémico periimplante con
restitucion completa del tejido medular, se constituye un pequeno envoltorio
0seo (neoformacion 6ésea) periimplante (figura 65) y empiezan a visualizarse
septos conectivo-vasculares que penetran desde la periferia al interior del

implante (figura 66).
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Figura 65.- Neoformacién 6sea periimplante, observada en una de las secciones
histolégicas, correspondiente a las doce semanas (conejo CFX-12-RxH).
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Figura 66.- Septos conectivo-vasculares parcialmente osificados intraimplante,
observados en una de las secciones histologicas, correspondiente a las doce
semanas (conejo CFX-12-RxH).

4. Discusion de los resultados del estudio in vivo

En el trabajo realizado, hemos utilizado un modelo de osteomielitis
experimental en conejos en el que, para asegurar la colonizacion de la zona,
hemos inoculado S. aureus directamente en la médula del fémur, a través del
intercondilo. Este modelo, aunque similar al desarrollado por otros
autores''%98948587 ‘g tiliza por ejemplo, cuerpos extrafios precolonizados o
no, ni agentes esclerosantes para provocar una osteonecrosis local, antes de
la inoculacion bacteriana, con objeto de potenciar o asegurar el desarrollo de
la infeccion. Cabe resaltar que en todos los animales inoculados, se
desarrollé una osteomielitis aguda destructiva, excepto en dos, en los que no
se observaron signos de infeccion, por lo que nuestro modelo resulté eficaz
en la mayoria de los animales y adecuado para inducir una osteomielitis, tal y
como confirma la anatomia patoldgica.

La concentracion bacteriana con la que se inoculé el fémur de los
animales (2,5x10® ufc/ml), se mantuvo durante el periodo pre-tratamiento en

valores practicamente iguales.
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Segun la bibliografia consultada, el tiempo necesario para que se

98,110 85,94

desarrolle la infeccion, oscila entre dos y tres semanas, dependiendo
del modelo experimental. En nuestro caso, a las dos semanas ya existian
signos evidentes de infeccién en los animales, por lo que se eligi6 como
periodo adecuado.

Otro aspecto interesante y que constituye una practica habitual en
clinica, para el tratamiento de las infecciones osteoarticulares, es el
desbridamiento y limpieza de la zona afectada, antes de proceder, como en
nuestro caso, a la colocacion del implante con antibiético. Como hemos
comprobado, este proceso contribuye a la eliminacion de los microorganismos
causantes de la infeccion, pero sin embargo, si no se instaura rapidamente
una terapia antimicrobiana eficaz, el crecimiento bacteriano se intensifica
(figura 31), por lo que como unico tratamiento no seria suficiente para curar la
infeccion. Por otro lado, en muchas ocasiones, la administracion sistémica de
antibioticos no es eficaz para alcanzar niveles terapéuticos en el foco de
infeccidn; esta situacion es lo que ha llevado al desarrollo de sistemas de
liberacion local de antibiéticos, como el elaborado en este trabajo, que ha
permitido la eliminacion total del foco infeccioso y lo que es mas importante
aun, la ausencia de recidivas después de tres meses de la implantacion de
este sistema con ciprofloxacino.

El cuadro inflamatorio-infeccioso y su evolucion tras el tratamiento, se
ven reflejados en la evolucidén temporal de los parametros biolégicos
seleccionados como indicadores clinicos. Tras la implantacion, tanto los
leucocitos y plaquetas, como los niveles de proteina C-Reactiva se
normalizan y el peso evoluciona hacia valores normales.

El peso es un parametro habitualmente empleado como indicador de

8794 y aunque algunos autores® lo consideran

la gravedad de la infeccion
poco discriminador, nosotros creemos que puede ser un fiel reflejo del

proceso; asi, hemos observado una importante pérdida de peso durante el
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periodo pre-tratamiento y un incremento fisiolégico durante el proceso de
recuperacion en los animales tratados, al contrario que el grupo control, que
continta perdiendo peso.

De acuerdo con la bibliografia consultada de modelos experimentales,
el parametro hematoldgico mas utilizado es el recuento de leucocitos®’, en
cambio el registro de los niveles de PCR y plaquetas no es habitual para el
seguimiento del proceso inflamatorio-infeccioso. Sin embargo, en nuestro
estudio, ambos pardmetros fueron muy ilustrativos de la gravedad de la
infeccion. Si bien es cierto que el aumento de la proteina C-Reactiva puede
indicar tanto un proceso infeccioso, como inflamatorio, en este caso los
elevados niveles que se alcanzan durante el periodo pre-tratamiento son
debidos fundamentalmente a la infeccion.

Una vez superado este periodo los dos grupos son desbridados y
sometidos al fresado interno del hueso y por tanto, la Unica diferencia entre
ambos es la instauracidn o no del tratamiento local con el implante de
ciprofloxacino. Los niveles de PCR aumentan como respuesta a la
inflamacién debida a la intervencién quirdrgica y a la infeccion provocada, si
bien mientras en los tratados se van normalizado, en el grupo no tratado los
niveles de PCR se mantienen elevados, principalmente debido al componente
infeccioso, aun cuando el proceso inflamatorio perdura, tal y como se observa
en los analisis histoldgicos.

Ademas del recuento de estafilococos y la monitorizacion de los
parametros bioldgicos, para cuantificar la evolucién de la infeccion se emple6
el “indice de gravedad de la infeccion”. Este permite valorar conjuntamente
todos los signos clinicos; se calcula a partir del promedio de los valores
obtenidos para cada signo, exceptuando el de afectacion articular, por
considerarlo un signo de cronicidad. Por lo tanto, se analizaron cinco signos
cuyos valores, segun el criterio aplicado, varian de 0 a 4, en funcién de la

gravedad. Segun el grado de infeccion, el indice puede tomar los siguientes
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valores: 0-4 indica estado normal, 5-8 leve, 9-12 moderado, 13-16 grave y 17-
20 muy grave. Los resultados obtenidos se recogen en la tabla 20, donde se
observa que al realizar la limpieza del area afectada, el indice de gravedad
obtenido correspondié a moderado. Desde este momento, el indice del grupo
control pas6 de moderado a los 3 dias, a grave durante las tres primeras
semanas, para estabilizarse en moderado a las 4 semanas. Sin embargo, en
el grupo I, el indice de gravedad disminuyd, manteniéndose en valores
normales durante todo el experimento. Por la tanto, la infeccion empeoré o se
mantuvo igual en los animales del grupo |, mientras que los del grupo II,
tratados con el implante de CFX, mejoraron e incluso se normalizaron. Estos
datos clinicos reflejados en el indice de gravedad, se encuentran
correlacionados con los parametros hematoldgicos y bioquimicos, tal y como

puede observarse en los apéndices | y || de esta memoria.

T (semanas) 0 0,42 1 2 3 4 6 12
Grupo | 8,9 8,7 15,7 12,3 153 10
Grupo I 8,9 2,3 2 1,3 1 0,75 O 0,5

Tabla 20.- indice de gravedad de la infeccién en una escala de 0 a 20, calculados
para los signos clinicos de artritis, herida, fistula, supuracion articular y sinovitis,
durante el periodo postratamiento.

El estudio radiolégico reveld que a las dos semanas de la inoculacion
de S. aureus, los signos de infeccion apreciados fueron el aumento
considerable de partes blandas, descrito por la mayoria de los autores, y la
presencia de una fractura espontanea en uno de los casos, parametro que

Lucke et al.* incluyen también como criterio de infeccion.
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Tras la colocacion del implante, a los tres dias, se aprecia un proceso
de ostedlisis central que engloba el implante, que va difuminandose en las
siguientes semanas, comenzando a las dos semanas a observarse un
engrosamiento de la cortical en la zona del implante. En las semanas
sucesivas, desaparece finalmente el area de radioluscencia (ostedlisis)
perimplante y se va ensanchando el diametro 6seo con engrosamiento
cortical a nivel del implante, el cual va perdiendo sus limites, apareciendo
finalmente, entre las nueve y las doce semanas, hueso radiolégicamente
maduro, tanto en la zona proximal como distal a él.

Después del tratamiento con el implante, en ningun animal se
encontraron aquellos signos o parametros radiograficos indicativos de

688587.959 LCotos  gutores

infeccion, establecidos por numerosos autores
determinan radiolégicamente la eficacia del tratamiento a través de: (a) la
desaparicién gradual del area de ostedlisis®, (b) la reduccién de la
deformidad de las partes blandas®®, (c) el no empeoramiento radiografico del
proceso’>®, (d) la unién del implante al hueso’®, (e) la no aparicién de signos
de infeccién en los animales implantados®” o la presencia de formas mas
leves® y (f) la disminucién progresiva de los signos hasta la normalizacién
del hueso®.

En resumen, la eficacia de los implantes de CFX se confirma por la no
progresion de la infeccion, siguiendo los diferentes parametros radiograficos
indicativos de osteomielitis, establecidos por la mayoria de los autores
citados.

La evolucion del proceso infeccioso, valorado a partir del recuento de
estafilococos, parametros bioldgicos, indice de gravedad de la infeccion y
signos radiologicos, se refleja en los resultados de anatomia patoldgica. Los
hallazgos histoldgicos observados corresponden a un proceso inflamatorio
infeccioso. Inicialmente se observan leucocitos polimorfonucleares,

neutréfilos, macrofagos, colonias bacterianas, reaccion gigantocelular tipo
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cuerpo extrafio y procesos isquémicos, que van desapareciendo en el tiempo
para dejar paso a un proceso de recuperacion tisular. A partir de las cuatro
semanas, comienza a formarse un tejido de granulaciéon inmaduro entorno al
cuadro inflamatorio-isquémico, que desemboca en neoformacion Osea
inmadura y que evoluciona hacia la restitucion completa del tejido medular, y
la formacion de septos conectivo-vasculares que penetran desde la periferia
al interior del implante.

En la figura 67 podemos ver las diferencias macroscopicas entre un
fémur infectado del grupo control y otro del grupo Il, a las 4 semanas. En el
fémur no tratado, la cavidad medular tiene aspecto inflamatorio, eritematoso y
brillante, y las corticales adelgazadas. Mientras que en el fémur tratado con el
implante de CFX, se observa una trabeculacién medular normal y en la zona

del implante, neoformacion ésea periférica con engrosamiento cortical.

Figura 67.- Aspecto de la cavidad medular del fémur infectado a las 4 semanas, sin
tratar (izquierda) y tratado con el implante de CFX (derecha).
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CONCLUSIONES

1. La esterilizacion mediante radiaciones y tanto de los implantes de
gentamicina, como de ciprofloxacino, elaborados con mezcla de
fosfatos calcicos y polimero, no afecta a los componentes de la matriz.
Solamente el peso molecular del polimero de la cubierta de los

implantes de gentamicina, PLA-200, disminuyé de forma importante.

2. Los perfiles de cesion in vitro de ambos antibidticos desde estos

sistemas, no se modificaron tras el proceso de esterilizacion.

3. La cesion de gentamicina in vitro desde los implantes conteniendo una
carga préoxima al 10%, resultd demasiado rapida como para

considerarlos adecuados para el tratamiento local de una osteomielitis.

4. El método experimental de infeccion por Staphylococcus aureus
utilizado, permitié el desarrollo de una osteomielitis aguda difusa en el

fémur de conejos.

5. La monitorizacién del peso, recuento de plaquetas y leucocitos, y
niveles séricos de proteina C-reactiva, a lo largo de los ensayos
in vivo, permitié la valoracion de la evolucién de la infeccion. Asi,
durante el periodo de pre-tratamiento, el peso de los animales
disminuyd en un 12%, las plaquetas aumentaron desde valores
normales de 400.000 a 1.100.000 y los leucocitos de 6.800 a 8.700.
Los niveles de proteina C-reactiva fueron superiores a 96 mg/l, en la

mayoria de los animales.
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La eficacia terapéutica de los implantes de ciprofloxacino se puso de
manifiesto a través del aumento de peso, disminucién del nimero de

leucocitos, plaquetas, niveles de PCR e indice de gravedad.

La eficacia terapéutica de los implantes de ciprofloxacino, desde el
punto de vista radiolégico, se confirmé por la no progresion de signos
radiograficos indicadores de infeccidn y la integracion del implante en

la estructura 6sea afectada.

El analisis anatomopatoldgico resultd ser una herramienta util para el
seguimiento de la eficacia de los implantes de ciprofloxacino.
Inicialmente se aprecia un proceso inflamatorio infeccioso, que
desaparece con el tiempo, mientras tiene lugar una respuesta
reparativa y la progresiva invasion del implante por neoformacion

osea.

Los implantes de ciprofloxacino fueron terapéuticamente eficaces para
el tratamiento de la infeccion 6sea por S.aureus. El 100% de los
animales infectados sanaron en cuatro semanas, y no se observaron

recidivas durante los tres meses que duré el estudio.
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Figura I-1.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacion intervenida

T=14d T=17d
Avrtritis 3 1
Herida 0 0
Fistula 0 0
Supuracién articular 3 0
Sinovitis 2 0
Afectacion articular 0 0

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

Incidencias: hematoma periarticular.

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR)

basal (T=0) | T=7d T=14d
Hematies/pL 5,71*10° 5,95*10° 6,87*10°
Hto (%) 34,4 34,8 40,1
Hg (g/dL) 11,8 11,7 13,2
Leucocitos/uL 4,9*10° 6,2*10° 7,3*10°
NE (%) 15 31,4 36,1
LY (%) 73 63,5 51,2
Plaquetas/uL 454*10° 814*10° 837*10°
PCR (mg/l) <6 96-192 24-48
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Figura 1-2.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencién. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacién intervenida

T=14d
Artritis 3
Herida 0
Fistula 1
Supuracion articular 3
Sinovitis 3
Afectacion articular 0

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave
Incidencias: exitus durante la segunda intervencion.

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR)

basal (T=0) | T=7d T=14d
Hematies/pL 6,02*10° 5,17*10° 5,87*10°
Hto (%) 36,7 31 34,5
Hg (g/dL) 12,4 10,7 11,6
Leucocitos/uL | 3,9*10° 6,6*10° 5*10°
NE (%) 35,8 29,4 34,9
LY (%) 52,7 52,1 61
Plaquetas/uL 582*10° 839*10° 835*10°
PCR (mg/l) 12-24 96-192 96-192
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Figura I-3.- Evoluciéon temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la

segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacion intervenida

T=14d T=17d

Artritis
Herida

Fistula

Supuracion articular

N(fw(fo|lo|w|a
= (N[O |WwW|Ww|(a

Sinovitis

Afectacion articular 0 0

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR)

basal (T=0) | T=74d T=14d
Hematies/pL 6,13*10° 5,31*10° 5,33*10°
Hto (%) 38,2 31,5 30,5
Hg (g/dL) 12,8 10,6 10,2
Leucocitos/uL 9,2*10° 9,8*10° 5,8*10°
NE (%) 27,5 43,1 39,9
LY (%) 66,2 42,7 39,9
Plaquetas/pL 295*10° 1402*10° 1400*10°
PCR (mg/l) <6 2192 96-192
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a) Peso y temperatura
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Figura 1-4.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de

todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacién intervenida

T=14d 17d
Artritis 2 4
Herida 3 2
Fistula 0 3
Supuracion articular 2 4
Sinovitis 1 3
Afectacion articular 0 0

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

Incidencias: supuracién en partes blandas adyacentes a los 3 dias de limpiar la zona intervenida.

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR)

basal (T=0) | T=7d T=14d
Hematies/uL 8,17*10° 5,67*10° 5,69*10°
Hto (%) 49,8 33,9 32,6
Hg(g/dL) 17,1 11,2 11
Leucocitos/uL 8,4*10° 10,1*10° 7,2*10°

NE (%) 37,1 56,7 412

LY (%) 55,4 23,7 33,4
Plaquetas/ulL 415*10° 1066*10° 1010*10°
PCR (mg/l) <6 2192 2192
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Figura I-5.- Evoluciéon temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacion intervenida

T=14d T=21d
Artritis 3 4
Herida 0 0
Fistula 0 0
Supuracion articular 3 4
Sinovitis 3 4
Afectacion articular 0 0

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

Incidencias: al abrir el fémur a la semana de la 22 intervencion, se observa el canal medular edematizado,
palido, desestructurado.

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR)

basal (T=0) | T=7d T=14d T=21d
Hematies/uL 6,29*10° 6,08*10° 4,23*10° 4,76*10°
Hto (%) 36,8 35,3 26,1 26,4
Hg (g/dL) 12,9 1,7 8,2 8,6
Leucocitos/uL 7*10° 8,8*10° 9,3*10° 10*10°
NE (%) 22,8 31,7 62 45,4
LY (%) 70,1 53,1 28,9 34,4
Plaquetas/uL 489*10° 948*10° 1962*10° 1560*10°
PCR (mg/l) <6 2192 2192 2192
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Figura 1-6.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacién intervenida

T=14d T=21d
Artritis 2 4
Herida 0 4
Fistula 0 3
Supuracion articular 2 4
Sinovitis 2 4
Afectacion articular 0 0

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

Incidencias: a tiempo final (1 semana) se observa mal estado general, descenso importante de peso;
supuracion en tejidos adyacentes periarticulares y musculares; abundante pannus. Al abrir el hueso: canal
medular palido, edematizado y desestructurado.

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR) (n.d.: no disponible)

basal (T=0) | T=7d T=14d T=21d
Hematies/pL 6,59*10° 6,24*10° 6,69*10° n.d.
Hto (%) 39,5 35,3 37,6 n.d.
Hg (g/dL) 13,2 12,2 12,6 n.d.
Leucocitos/uL 9*10° 7,3*10° 6,7*10° n.d.

NE (%) 23,9 35 37,9 n.d.

LY (%) 70,6 52,1 54,1 n.d.
Plaquetas/uL 125*10° 1366*10° 857*10° n.d.
PCR (mg/l) 6-12 96-192 24-48 n.d.
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Figura I-7.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencién. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacion intervenida

T=14d T=21d
Artritis 2 3
Herida 0 4
Fistula 0 3
Supuracion articular 2 3
Sinovitis 2 3
Afectacion articular 0 1

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

Incidencias: signos clinicos de osteomielitis en fémur, hueso osteoporético.

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR)

basal (T=0) | T=7d T=14d T=21d
Hematies/uL 5,67*10° 5,49*10° 5,28*10° 4,93*10°
Hto (%) 35,7 33,5 31,1 27,6
Hg (g/dL) 12,3 11,5 10,3 9,1
Leucocitos/pL 6,2*10° 8,5*10° 10,5*10° 10,4*10°
NE (%) 25,2 34,3 36,1 49,5
LY (%) 70,3 41,1 48,2 37,4
Plaquetas/uL 441*10° 980%10° 1040%10° 1038*10°
PCR (mg/l) <6 2192 2192 2192
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Figura 1-8.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencién. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacién intervenida

T=14d T=28d
Artritis 4 4
Herida 2 3
Fistula 0 4
Supuracion articular 4 4
Sinovitis 3 4
Afectacion articular 0 4

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

Incidencias: al extraer el hueso la zona distal esta destruida con abundante tejido de granulacion,
supurante, grave afectacion articular; al abrir se aprecia gran cantidad de pus en canal medular.

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR) (n.d.: no disponible)

basal (T=0) | T=7d T=14d T=21d T=28d
Hematies/pL 5,51*10° 4,97*10° 5*10° n.d. 4,11%10°
Hto (%) 34 30,1 30,2 n.d. 22,1
Hg (g/dL) 11,8 10,3 10,3 n.d. 74
Leucocitos/uL 5,9*10° 24,5*10° 11,7*10° n.d. 24,1*10°
NE (%) 23,4 443 52,6 n.d. 70,2
LY (%) 67,4 34,5 30,6 n.d. 16,3
Plaquetas/uL 448+10° 1333*10° 1262*10° n.d. 1048*10°
PCR (mg/l) <6 2192 2192 2192 2192
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Figura 1-9.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencién. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacion intervenida

T=14d T=28d
Artritis 2 3
Herida 0 3
Fistula 0 2
Supuracién articular 2 3
Sinovitis 2 0
Afectacion articular 2 4

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

Incidencias: t=14 d: focos de osteocondritis en troclea femoral. A los 28 dias se observa rigidez articular,
movilidad de la pata anulada. Signos clinicos de afectacién generalizada del conejo.

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR)

basal (T=0) | T=7d T=14d T=21d T=28d
Hematies/pL 5,78*10° 5,54*10° 5,84*10° 5,58*10° 4,83*10°
Hto (%) 36,2 33,7 35 32,2 26,8
Hg (g/dL) 12 11,2 11,7 11,1 9
Leucocitos/pL 7,6*10° 5,4*10° 4,8*10° 8,2*10° 15,6*10°
NE (%) 34,9 37,9 38,1 58,2 65,1
LY (%) 59,2 51,3 57,8 24,6 16,2
Plaquetas/pL 188*10° 903*10° 592%10° 652*10° 1452*10°
PCR (mg/l) 6-12 24-48 2192 2192 2192
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Figura 1-10.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de

todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacién intervenida

T=14d

Artritis

Herida

Fistula

Supuracion articular

Sinovitis

G NG N N VNG B

Afectacion articular 3

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

Incidencias: infeccion de partes blandas extraarticulares, destrucciéon de la articulacién, orificio de
inoculacion abierto, secrecion de pus desde distintas zonas del fémur y tejidos adyacentes. En la cara
posterior de la metafisis - diafisis distal del fémur se observa salida de pus a través de un nuevo orificio.

Exitus a las pocas horas de la 22 intervencion.

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR) (n.d.: no disponible)

basal (T=0) | T=7d T=14d
Hematies/uL 6,44*10° n.d. n.d.
Hto (%) 38,6 n.d. n.d.
Hg (g/dL) 12,2 n.d. n.d.
Leucocitos/uL 8,5*10° n.d. n.d.
NE (%) 40,9 n.d. n.d.
LY (%) 53,2 n.d. n.d.
Plaquetas/pL 556*10° n.d. n.d.
PCR (mg/l) <6 n.d. n.d.
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Figura 1-11.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencién. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacion intervenida

T=14d T=28d
Artritis 2 2
Herida 1 0
Fistula 0 1
Supuracion articular 2 2
Sinovitis 1 2
Afectacion articular 0 2

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR)

basal (T=0) | T=74d T=14d T=21d T=28d
Hematies/uL 6,05*10° 5,93*10° 6,09*10° 6,16*10° 6,38*10°
Hto (%) 37,8 36,2 37 36,9 38,7
Hg (g/dL) 12,6 12,2 12,6 12,5 12,7
Leucocitos/pL 7*10° 7,3*10° 7,2*10° 7,1%10° 8*10°

NE (%) 20,8 33,5 37,7 29,2 28,6

LY (%) 72,2 54,3 54,4 65,9 67,2
Plaquetas/pL 323*10° 914*10° 1702*10° 1608*10° 1537*10°
PCR (mg/l) <6 48-96 2192 2192 2192
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Figura 1-12.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulaciéon intervenida

T=14d T=25d
Artritis 4 4
Herida 0 0
Fistula 0 0
Supuracion articular 4 4
Sinovitis 3 4
Afectacion articular 4 4

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

Incidencias: t = 14 d: mal estado general, pérdida de peso, inmovilidad de la articulacion, calor local. Gran
destruccién articular, gran supuracién periarticular y pérdida de referencias anatémicas, con esfacelos.
Exitus por septicemia, a los 11 dias de la 22 intervencién.

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR) (n.d.: no disponible)

basal (T=0) | T=7d T=14d T=21d
Hematies/pL 6,26*10° 5,48*10° 4,72*10° 2,91*10°
Hto (%) 37,9 32,7 28 17,4
Hg (g/dL) 12,7 10,9 9,5 57
Leucocitos/uL 9*10° 12,8*10° 16,6*10° 13,6*10°
NE (%) 26,8 37,3 37,1 40,7
LY (%) 69,7 21,6 28 24,4
Plaquetas/uL 529*10° 712*10° 1088*10° 1095*10°
PCR (mg/l) n.d. n.d. n.d. n.d.
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a) Peso y temperatura
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Figura 1-13.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacion intervenida

T=14d T=35d
Artritis 2 4
Herida 0 3
Fistula 0 4
Supuracién articular 2 4
Sinovitis 2 4
Afectacion articular 0 3

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

Incidencias: a tiempo final (35 dias) presenta dos fistulas, una en la herida quirirgica y otra en la region
pretibial. Articulacion femoral muy afectada.

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR)

basal (T=0) | T=14d T=21d T=28d T=35d
Hematies/uL 6,06*10° 5,77*10° 4,29*10° 4,77*10° 4,96*10°
Hto (%) 36,9 33,7 23 24,4 24,1
Hg (g/dL) 12,3 11,1 7.8 8 7.8
Leucocitos/pL 5,6*10° 12,9*10° 33,4*10° 38,2*10° 33,8*10°
NE (%) 28,9 43,5 60,8 67,8 66,1
LY (%) 64,4 30,1 14,5 10,2 6,9
Plaquetas/pL 243*10° 1470%10° 1060%10° 1596*10° 1616*10°
PCR (mg/l) <6 2192 2192 2192 2192

(Datos correspondientes a 7 dias pos-inoculacion, no disponibles)
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Figura I-14.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulaciéon intervenida

T=14d T=35d
Artritis 3 3
Herida 2 3
Fistula 2 3
Supuracion articular 3 3
Sinovitis 2 3
Afectacion articular 0 4

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave
Incidencias: a tiempo final (35 d) se observa al extraer el hueso, pus acumulado en tendon rotuliano,
calcificaciones paraarticulares y fistula en la cara posterior del fémur a nivel de la cresta zona metafisaria.

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR)

basal (T=0) | T=7d T=14d T=21d T=28d T=35d
Hematies/uL 4,89*10° 5,75*10° 6,03*10° 5,31*10° 5,85*10° 6,39*10°
Hto (%) 34 33,7 33,9 28,2 30,6 34,3
Hg (g/dL) 13,2 11,3 11,2 9,2 10,2 11,5
Leucocitosd/uL | 9*10° 13*10° 12,7*10° 21,2*10° 15,3*10° 12,7*10°
NE (%) 54,8 55,1 55,1 67,2 58,7 59,3
LY (%) 31,3 28,2 33,3 21,6 34,2 38,6
Plaquetas/uL 453*10° 1704*10° 996*10° 1336*10° 1058*10° 830*10°
PCR (mg/l) <6 2192 2192 2192 96-192 48-96
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Figura 1-15.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencién. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacion intervenida

T=14d T=42d
Artritis 3 1
Herida 0 0
Fistula 0 0
Supuracion articular 3 1
Sinovitis 2 1
Afectacion articular 0 3

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

Incidencias: t = 42 dias: rigidez articular. Tras un periodo de mala evolucion clinica se produce una mejoria
hasta la aparente resolucién espontanea del proceso. Aumento del liquido sinovial.

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR) (n.d.: no disponibles)

basal (T=0) | T=14d T=28d T=35d T=42d
Hematies/pL 5,5*10° n.d. 5,64*10° 5,03*10° 4,51*10°
Hto (%) 35,1 n.d. 30,5 26,8 23,1
Hg (g/dL) 11,6 n.d. 10,2 8,9 7.6
Leucocitos/pL 5*10° n.d. 6,5*10° 8,2*10° 10,7¥10°

NE (%) 19,1 n.d. 50,4 60,9 56,2

LY (%) 75,1 n.d. 41,7 26,8 27,8
Plaquetas/pL 127*10° n.d. 1152%10° 1130*10° 1280*10°
PCR (mg/l) <6 48-96 96-192 96-192 96-192

(Datos correspondientes a 7 y 21 dias, no disponibles)
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Figura 1-16.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencién. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacién intervenida

T=14d T=42d
Artritis 3 1
Herida 0 1
Fistula 0 2
Supuracion articular 3 3
Sinovitis 3 2
Afectacion articular 0 3

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

Incidencias: mala evolucion clinica con fistula y elevada supuracién de pus. Aumento de liquido sinovial.

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR)

basal (T=0) | T=7d T=14d T=21d T=28d
Hematies/pL 6,44*10° 5,65*10° 5,99*10° 5,81*10° 6,03*10°
Hto (%) 38,3 32,9 34,1 32 33,4
Hg (g/dL) 13 11,4 11,6 10,9 11,2
Leucocitos/uL 7,2*10° 10,3*10° 8,7*10° 710° 11,1*10°
NE (%) 24,2 40,4 418 39,2 36,4
LY (%) 66,2 35,4 428 50,7 46,7
PLaquetas/uL 541%10° 1180*10° 1320%10° 844*10° 1115*10°
PCR (mg/l) <6 2192 2192 96-192 2192
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(continuacion)
T=35d T=42d

Hematies/pL 6,43*10° 5,97*10°
Hto (%) 34,3 33,2
Hg (g/dL) 11,6 11,2
Leucocitos/pL 6,5%10° 7,7410°

NE (%) 32,7 32,9

LY (%) 52 60,5
Plaquetas/pL 885%10° 1560*10°
PCR (mg/l) 48-96 2192
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Figura I-17.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencién. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacién intervenida

T=14d T=42d
Artritis 3 3
Herida 0 1
Fistula 0 2
Supuracion articular 2 2
Sinovitis 2 3
Afectacion articular 0 3

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

Incidencias: a tiempo final presenta una fistula en herida quirdrgica con supuracion y articulaciéon femoral
muy afectada. Aumento de liquido sinovial.

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR) (n.d.: no disponible)

basal (T=0) | T=7d T=14d T=21d T=28d
Hematies/pL 7,09*10° 6,14*10° 6,66*10° 6,47*10° 6,38*10°
Hto (%) 42,4 36,2 38,8 37,1 35,8
Hg (g/dL) 14,5 12,3 13,1 12,7 12
Leucocitos/uL 6,8*10° 7,3*10° 6,1*10° 6,4*10° 5,9*10°
NE (%) 13,7 32,7 28 28,1 30,3
LY (%) 79,3 44,9 53,5 60,3 53,6
Plaquetas/uL 423*10° 1134*10° 972*10° 814*10° 1144*10°
PCR (mg/l) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
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(continuacion)
T=35d T=42d
Hematies/pL 6,82*10° 7,11*10°
Hto (%) 38,3 39,8
Hg (g/dL) 13 13,3
Leucocitos/pL 6,7*10° 7,8*10°
NE (%) 30 37,9
LY (%) 57,4 54,3
Plaquetas/uL 828*10° 1420%10°
PCR (mg/l) n.d. n.d.
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Figura 1-18.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacién intervenida

T=14d T=44d
Artritis 3 4
Herida 1 0
Fistula 1 0
Supuracion articular 3 4
Sinovitis 3 4
Afectacion articular 0 4

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

Incidencias: mala evolucion clinica, precisé sueroterapia. Exitus a los 30 dias de la 22 intervencion.

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR)

basal (T=0) | T=7d T=14d T=42d
Hematies/pL 6,05*10° 5,91*10° 6,56*10° 4,84*10°
Hto (%) 35,8 33,7 36,9 23,7
Hg (g/dL) 12,5 11,4 12,2 8,1
Leucocitos/uL 7,3*10° 7,5*10° 6,9*10° 27,5*10°
NE (%) 18 30,5 35,8 64,2
LY (%) 72 39,4 58,5 8,3
Plaquetas/uL 368*10° 1300*10° 1402*10° 1300*10°
PCR (mg/l) <6 2192 2192 2192

(Datos correspondientes a 21, 28 y 35 dias, no disponibles)
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Figura 1-19.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacion intervenida

T=14d T=47d
Artritis 2 2
Herida 0 0
Fistula 0 1
Supuracién articular 3 3
Sinovitis 3 3
Afectacion articular 0 4

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

Incidencias: mal estado general con aumento de liquido sinovial y gran afectacion articular. Se sacrifica a
los 33 dias de la 22 intervencion.

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR)

basal (T=0) | T=7d T=14d T=21d T=28d
Hematies/uL 6,4*10° 5,97*10° 7,27*10° 6,06*10° 6,21*10°
Hto (%) 35,6 32,5 38,6 30,9 30,7
Hg (g/dL) 12,6 1,3 13,7 10,6 10,1
Leucocitos/pL 6,3*10° 11,1*10° 11*10° 11,6*10° 9,7*10°
NE (%) 22,9 33,7 32,5 34,1 33,6
LY (%) 70 39,6 44,8 43 39,1
Plaquetas/uL 311%10° 1342%10° 908*10° 1135%10° 1230%10°
PCR (mg/l) 6-12 2192 2192 2192 2192
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(continuacién)

T=35d T=42d
Hematies/uL 6,19*10° 6,55*10°
Hto (%) 30,7 32,7
Hg (g/dL) 10,4 10,9
Leucocitos/uL 10,4*10° 9,4*10°
NE (%) 34,4 49,2
LY (%) 43,4 33,3
Plaquetas/uL 951%10° 1438*10°
PCR (mg/l) 2192 2192
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Figura 1-20.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacion intervenida

T=14d T=47d
Artritis 2 2
Herida 0 0
Fistula 0 0
Supuracién articular 2 4
Sinovitis 2 3
Afectacion articular 0 3

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

Incidencias: mala evolucion clinica; precis6 sueroterapia. Exitus a los 33 dias de la 22 intervencion. Al abrir
destaca aumento del liquido sinovial y gran deterioro articular con elevada supuracion.

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR)

basal (T=0) | T=74d T=14d T=21d T=28d
Hematies/uL 5,36*10° 5,24*10° 6,06*10° 5,33*10° 5,5*10°
Hto (%) 32,9 29,7 33,7 28,2 27,8
Hg (g/dL) 11,6 10,2 11,7 9,3 9,2
Leucocitos/pL 6,6*10° 12,8*10° 11,5*10° 19,9*10° 12*10°
NE (%) 19 33 29,8 38,7 35,4
LY (%) 75 40,9 52 40,9 44
Plaquetas/pL 592*10° 929*10° 1288*10° 1354*10° 1442*10°
PCR (mg/l) <6 2192 2192 2192 2192
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(continuacién)

T=35d T=42d
Hematies/pL 5,65*10° 5,83*10°
Hto (%) 28,4 28,9
Hg (g/dL) 9,4 9,6
Leucocitos/uL 11,6*10° 11,9*10°
NE (%) 38,3 37,4
LY (%) 48,2 425
Plaquetas/uL 999*10° 1200*10°
PCR (mg/l) 2192 2192
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CFX-0,4-a
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Figura II-1.- Evolucién temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencién. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacion intervenida

T=14d T=17d
Artritis 1 1
Herida 0 0
Fistula 0 0
Supuracion articular 1 1
Sinovitis 1 1
Afectacion articular 0 0

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR)

basal (T=0) | T=7d T=14d

Hematies/uL 6,47*10° 5,84*10° 6,98*10°
Hto (%) 38,8 34 39,1
Hg (g/dL) 12,8 11,7 13
Leucocitos/ uL | 5,4*10° 7,7*10° 5,9*10°

NE (%) 32,2 48,4 48,6

LY (%) 61,1 50,0 48,1
Plaquetas/ uL 770%10° 1200*10° 924*10°
PCR (mg/l) 12-24 2192 96-192
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CFX-0,4-b

a) Peso y temperatura
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Figura II-2.- Evolucién temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacién intervenida

T=14d T =17d
Artritis 3 1
Herida 3 0
Fistula 3 0
Supuracion articular 3 0
Sinovitis 3 1
Afectacion articular 0 0

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR) (n.d.: no disponible)

basal (T=0) | T=7d T=14d
Hematies/pL n.d. 5,33*10° 5,55*10°
Hto (%) n.d. 31,6 32,1
Hg (g/dL) n.d. 10,8 10,8
Leucocitos/uL n.d. 10,5*10° 8,3*10°
NE (%) n.d. 42,8 35
LY (%) n.d. 39,8 48
Plaquetas/pL n.d. 1160*10° 990*10°
PCR (mg/l) 6-12 2192 2192
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CFX-0,4-c

a) Peso y temperatura
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Figura II-3.- Evolucién temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacion intervenida

T=14d T=17d
Artritis 3 1
Herida 1 0
Fistula 0 0
Supuracion articular 3 0
Sinovitis 3 1
Afectacion articular 0 0

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave
Incidencias: falsa via en cara posterior del fémur.

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR) (n.d.: no disponible)

basal (T=0) | T=7d T=14d

Hematies/pL 6,03*10° n.d. 6,46*10°
Hto (%) 37,1 n.d. 36,8
Hg (g/dL) 12,8 n.d. 12,2
Leucocitos/pL 6,0*10° n.d. 8,4*10°

NE (%) 37,4 n.d. 42

LY (%) 55 n.d. 36,6
Plaguetas/uL 575*10° n.d. 1044*10°
PCR (mg/l) <6 n.d. 48-96
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Figura II-4.- Evolucién temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacién intervenida

T=14d T=17d
Artritis 3 1
Herida 1 0
Fistula 0 0
Supuracion articular 3 0
Sinovitis 3 1
Afectacion articular 0 0

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave
Incidencias: hematoma periarticular.

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR)

basal (T=0) | T=7d T=14d
Hematies/pL 6,15*10° 5,18*10° 5,61*10°
Hto (%) 35,1 29,9 31,61
Hg (g/dL) 11,9 10,3 10,5
Leucocitos/uL 8,7*10° 6,6*10° 7,8*10°
NE (%) 27,9 34,4 36,6
LY (%) 66,9 52,4 49,5
Plaquetas/pL 540*10° 1210%10° 1358*10°
PCR (mg/l) 6-12 2192 2192
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CFX-1-a

a) Peso y temperatura
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Figura II-5.- Evolucién temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacion intervenida

T=14d T=21d
Artritis 3 1
Herida 0 0
Fistula 0 0
Supuracion articular 3 0
Sinovitis 3 0
Afectacion articular 0 0

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR)

basal (T=0) | T=74d T=14d T=21d
Hematies/pL 6,11*10° 6,27*10° 6,43*10° 5,86*10°
Hto (%) 34,9 34,8 36,1 31,9
Hg (g/dL) 12 11,5 12,3 10,7
Leucocitos/pL 5,3*10° 7,4*10° 7,4*10° 7,9%10°
NE (%) 20,6 33,4 32,3 42,4
LY (%) 66,8 47,7 55,7 45,3
Plaquetas/pL 355*10° 778*10° 833*10° 724*10°
PCR (mg/l) <6 96-192 24-48 6-12
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Figura II-6.- Evolucién temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacién intervenida

T=14d T=21d
Artritis 3 0
Herida 0 0
Fistula 0 0
Supuracion articular 3 0
Sinovitis 3 0
Afectacion articular 0 0

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR) (n.d.: no disponible)

basal (T=0) | T=7d T=14d T=21d
Hematies/pL 5,56*10° 4,83*10° 5,84*10° 5,35*10°
Hto (%) 33,8 28,9 33,3 29,8
Hg (g/dL) 11,4 9,7 10,9 10,0
Leucocitos/uL | 4,2*10° 8,1*10° 5,6*10° 4*10°
NE (%) n.d. 40,3 48,5 37,0
LY (%) n.d. 33,5 37,8 52,5
Plaquetas/uL 421*10° 1010*10° 918*10° 653*10°
PCR (mg/l) <6 96-192 12-24 12-24
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Figura II-7.- Evolucién temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacion intervenida

T=14d T=21d
Artritis 3 0
Herida 0 4
Fistula 0 0
Supuracion articular 3 0
Sinovitis 2 1
Afectacion articular 0 0

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave
Incidencias: herida abierta por dehiscencia de sutura. Liquido sinovial.

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR)

basal (T=0) | T=7d T=14d T=21d
Hematies/pL 5,39*10° 5,70%10° 5,72*10° 5,51*10°
Hto (%) 39,4 34,3 34,3 34,1
Hg (g/dL) 13,7 11,6 11,6 12,2
Leucocitos/pL 5,8*10° 11,6*10° 9,1*10° 9,9*10°
NE (%) 20,9 45,6 29,1 38,6
LY (%) 75,1 37,3 61 446
Plaquetas/pL 561*10° 1082*10° 1420*10° 1092*10°
PCR (mg/l) 6-12 2192 2192 48-96
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Figura II-8.- Evolucién temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacién intervenida

T=14d T=21d
Artritis 4 1
Herida 0 0
Fistula 0 0
Supuracion articular 4 0
Sinovitis 3 1
Afectacion articular 0 0

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR)

basal (T=0) | T=7d T=14d T=21d
Hematies/pL 6,24*10° 5,98*10° 5,95*10° 7*10°
Hto (%) 38,9 36,1 347 40,1
Hg (g/dL) 13,3 12,6 11,8 14,4
Leucocitos/uL 9,3*10° 10,7*10° 9,0710° 8,6%10°
NE (%) 23,6 46,4 50,8 48,5
LY (%) 67,7 36,1 35 40,6
Plaquetas/uL 379*10° 1212*10° 1080*10° 328*10°
PCR (mg/l) <6 2192 96-192 48-96
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Figura 11-9.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la

segunda intervencién. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacion intervenida

T=14d T=28d
Artritis 1 0
Herida 0 0
Fistula 0 0
Supuracion articular 1 0
Sinovitis 1 0
Afectacion articular 0 0

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave
Incidencias: fractura en fémur no consolidada a las 2 semanas.

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR)

basal (T=0) | T=7d T=14d T=21d T=28d
Hematies/uL 6,25%10° 5,66*10° 5,83*10° 5,23*10° 5,90*10°
Hto (%) 38,9 34,5 35,5 30,5 34,7
Hg (g/dL) 13,4 11,7 12,4 10,5 11,4
Leucocitos/pL 4,0*10° 7,2*10° 6,7*10° 9,9*10° 6,3*10°

NE (%) 50,4 37,9 44,4 48,5 64,3

LY (%) 46,8 46,1 50 32,7 33,5
Plaquetas/pL 364*10° 632*10° 880%10° 951*10° 945*10°
PCR (mg/l) 6-12 96-192 24-48 96-192 24-48
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Figura 11-10.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacién intervenida

T=14d T=28d
Artritis 3 1
Herida 2 0
Fistula 2 0
Supuracion articular 3 0
Sinovitis 3 0
Afectacion articular 0 0

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR) (n.d.: no disponible)

basal (T=0) | T=74d T=14d T=214d T=28d
Hematies/uL 6,41*10° 6,32*10° n.d. 6,27*10° 7,04*10°
Hto (%) 37,5 36,8 n.d. 34,4 38,6
Hg (g/dL) 13,2 12,1 n.d. 11,4 12,8
Leucocitos/uL 8,5*10° 10,9*10° n.d. 6,9*10° 5*10°
NE (%) 39,2 33,3 n.d. 36,6 55,5
LY (%) 55,6 44,6 n.d. 47,8 34,6
Plaquetas/uL 501%10° 1040%10° n.d. 555%10° 530%10°
PCR (mg/l) <6 96-192 n.d. n.d. n.d.
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Figura 11-11.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacion intervenida

T=14d T=28d
Artritis 2 1
Herida 0 2
Fistula 0 1
Supuracion articular 3 0
Sinovitis 2 0
Afectacion articular 0 0

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

Incidencias: Herida con evolucion térpida.

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR) (n.d.: no disponible)

basal (T=0) | T=7d T=14d T=21d T=28d
Hematies/pL 5,81*10° 5,74*10° 6,14*10° n.d. 6,68*10°
Hto (%) 35,2 33,8 33,7 n.d. 35,9
Hg (g/dL) 12 11,6 11 n.d. 13,4
Leucocitos/uL | 5,7*10° 10,8*10° 8,9*10° n.d. 6,4*10°
NE (%) 25,4 55,7 51,4 n.d. 54,9
LY (%) 71 25,3 33 n.d. 32,7
Plaquetas/pL 438*10° 1020%10° 1086*10° n.d. 974*10°
PCR (mg/l) <6 2192 96-192 n.d. 96-192
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Figura 11-12.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacién intervenida

T=14d T=28d
Artritis 4 0
Herida 0 0
Fistula 0 0
Supuracion articular 4 0
Sinovitis 4 0
Afectacion articular 0 0

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR) (n.d.: no disponible)

basal (T=0) | T=7d T=14d T=21d T=28d
Hematies/pL 6,87*10° n.d. 6,17*10° n.d. 6,43*10°
Hto (%) 40,4 n.d. 34,8 n.d. 33,9
Hg (g/dL) 13,9 n.d. 11,8 n.d. 11,5
Leucocitos/uL 8,2*10° n.d. 9,1*10° n.d. 9,2*10°
NE (%) 24 n.d. 47,7 n.d. 35,5
LY (%) 67,8 n.d. 31,6 n.d. 52,2
Plaquetas/uL 416*10° n.d. 868*10° n.d. 340*10°
PCR (mg/l) <6 n.d. 2192 n.d. 48-96
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Figura 11-13.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacion intervenida

T=14d T=35d
Artritis 2 1
Herida 0 0
Fistula 0 0
Supuracién articular 2 0
Sinovitis 1 1
Afectacion articular 0 0

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

Incidencias: al abrir el hueso se observa en ambos extremos del implante formacién de hueso trabecular;
alrededor del implante se aprecia engrosamiento de la cortical, médula normal, salvo una zona de osteolisis
en el extremo distal del implante, con pequefia cantidad de liquido que sale por el orificio de implantacion.

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR)

basal (T=0) | T=74d T=14d T=21d T=28d T=35d
Hematies/pL 6,28*10° 5,85*10° 6,02*10° 6,01*10° 6,57*10° 6,69*10°
Hto (%) 38 33,8 34,2 32,5 354 40,3
Hg (g/dL) 13,3 11,3 11,8 10,8 11,5 13,5
Leucocitos/pL 5,5*10° 7,4*10° 6,9*10° 7,5*10° 7,1%10° 8,6*10°
NE (%) 31,6 40,2 38,9 45,3 54 32
LY (%) 57,7 31,6 42,1 38,8 26,5 64,5
Plaquetas/pL 200%10° 1394*10° 838*10° 905*10° 631*10° 410*10°
PCR (mg/l) <6 >192 48-96 48-96 6-12 6-12
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Figura 11-14.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacién intervenida

T=14d T=35d
Artritis 2 0
Herida 0 0
Fistula 0 0
Supuracion articular 2 0
Sinovitis 2 0
Afectacion articular 0 0

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR) (n.d.: no disponible)

basal (T=0) | T=74d T=14d T=21d T=28d T=35d
Hematies/pL 5,71*10° 4,97*10° 6,08*10° n.d. 5,76*10° n.d.
Hto (%) 33,6 29,3 35,6 n.d. 33 n.d.
Hg (g/dL) 11,4 9,9 11,6 n.d. 11,4 n.d.
Leucocitos/uL 7*10° 9,1*10° 8,6*10° n.d. 8,1*10° n.d.
NE (%) 36,3 52 42,4 n.d. 45 n.d.
LY (%) 60,1 37,6 54,9 n.d. 47,5 n.d.
Plaquetas/uL 559*10° 1022*10° 705*10° n.d. 691*10° n.d.
PCR (mg/l) <6 96-192 24-48 12-24 6-12 <6
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Figura 11-15.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacion intervenida

T=14d T=35d
Artritis 2 0
Herida 0 0
Fistula 0 0
Supuracién articular 2 0
Sinovitis 2 0
Afectacion articular 1 0

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR)

basal (T=0) | T=74d T=14d T=21d T=28d T=35d
Hematies/uL 6,11*10° 5,11*10° 5,28*10° 5,25*10° 6,05*10° 5,68*10°
Hto (%) 37 31 30,5 29,9 33,3 31
Hg (g/dL) 12,5 10,6 10,5 10 10,9 10,8
Leucocitos/uL | 4,1*10° 16*10° 8,1*10° 7*10° 6,1*10° 5,1*10°
NE (%) 23,8 29,6 43,1 40 41,6 37,6
LY (%) 70,5 57,9 35,7 36 36,7 48,9
Plaquetas/pL 306%10° 1045*10° 1200%10° 909*10° 905*10° 437*10°
PCR (mg/l) <6 2192 2192 2192 24-48 12-24




212

Tesis Doctoral

CFX-3-RxH

a) Peso y temperatura

42

Peso (kg)

L 41

L 40

-+ 39

- 38

(Do) BANJRIDdWS |

- 37

2

1 28

Tiempo (dias)

36
35

Figura 11-16.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacién intervenida

T=14d T=35d
Artritis 4 1
Herida 0 0
Fistula 0 0
Supuracion articular 4 0
Sinovitis 4 1
Afectacion articular 0 0

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR)

basal (T=0) | T=74d T=14d T=21d T=28d T=35d
Hematies/uL 5,93*10° 5,11*10° 5,70*10° 5,46*10° 6,53*10° 6,40*10°
Hto (%) 36,4 30,9 33,3 30,7 35,3 33,5
Hg (g/dL) 12,5 10,8 10,8 10,2 11,4 11,3
Leucocitos/uL 6,7*10° 8,7*10° 16,4*10° 12,3*10° 7,5%10° 6,9*10°
NE (%) 21,3 25,7 43,1 413 36,3 42,4
LY (%) 74,6 47,6 31,4 43,4 55,1 46,4
Plaquetas/uL 288*10° 1074*10° 1120%10° 752*10° 125*10° 667*10°
PCR (mg/l) 12-24 2192 2192 96-192 96-192 48-96
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Figura 11-17.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencién. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacion intervenida

T=14d T=42d
Artritis 3 1
Herida 0 0
Fistula 0 1
Supuracién articular 3 0
Sinovitis 3 0
Afectacion articular 0 2

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave
Incidencias: absceso subcutaneo con fistula a las 4 semanas.

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR) (n.d.: no disponible)

basal (T=0) | T=7d T=14d T=21d T=28d
Hematies/uL n.d. 5,85*10° n.d. 5,26*10° 7,30%10°
Hto (%) n.d. 34 n.d. 34,9 40,6
Hg (g/dL) n.d. 11 n.d. 12,1 14,4
Leucocitos/pL n.d. 13*10° n.d. n.d. n.d.
NE (%) n.d. 42,5 n.d. n.d. n.d.
LY (%) n.d. 37,4 n.d. n.d. n.d.
Plaquetas/pL n.d. 1144*10° n.d. 966*10° 570*10°
PCR (mg/l) 6-12 2192 96-192 2192 24-48
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(continuacion)

T=35d T=42d
Hematies/uL 6,25*10° 6,96*10°
Hto (%) 34,5 38,4
Hg (g/dL) 11,3 12,8
Leucocitos/uL n.d. 7,1*10°
NE (%) n.d. 56,9
LY (%) n.d. 36,2
Plaquetas/uL 771%10° 590*10°
PCR (mg/l) 12-24 12-24
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Figura 11-18.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacion intervenida

T=14d T=42d
Artritis 1 0
Herida 0 0
Fistula 0 0
Supuracién articular 1 0
Sinovitis 1 0
Afectacion articular 1 0

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR)

basal (T=0) | T=74d T=14d T=21d T=28d
Hematies/pL 5,59*10° 4,92*10° 7,77%10° 5,34*10° 5,49*10°
Hto (%) 34,7 29,8 33 29,5 30,6
Hg (g/dL) 11,7 10,1 10,9 10 10,4
Leucocitos/pL 5,2*10° 7,7*10° 6*10° 6,4*10° 8,5*10°
NE (%) 26,8 31,9 36,2 33,5 36,5
LY (%) 67 443 59,1 54,1 49,2
Plaquetas/pL 664*10° 1086*10° 901*10° 879+*10° 686*10°
PCR (mg/l) <6 2192 12-24 12-24 6-12
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(continuacion)

T=35d T=42d
Hematies/uL 6,02*10° 5,89*10°
Hto (%) 33,5 33,6
Hg (g/dL) 11 11,4
Leucocitos/uL 8,5*10° 8,6*10°
NE (%) 39,4 37
LY (%) 50,6 56,3
Plaquetas/uL 713*10° 578*10°
PCR (mg/l) <6 <6
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Figura 11-19.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacion intervenida

T=14d T=42d
Artritis 4 0
Herida 0 0
Fistula 4 0
Supuracién articular 4 0
Sinovitis 3 0
Afectacion articular 0 0

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

Incidencias: al abrir longitudinalmente el fémur se observa en el polo proximal del implante un acimulo con
aspecto de pus. Se coge una muestra y se realiza el recuento de células viables, con resultado negativo.

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR) (n.d.: no disponible)

basal (T=0) | T=7d T=14d T=21d T=28d

Hematies/pL n.d. 5,38*10° 6,25*10° 5,44*10° 5,96*10°
Hto (%) n.d. 32,4 36,2 30,9 32,7
Hg (g/dL) n.d. 11 12,3 10,4 10,9
Leucocitos/pL nd. n.d. 7,2*10° 8,1*10° 6,7*10°

NE (%) n.d. n.d. 37,6 33,9 31,6

LY (%) n.d. n.d. 442 438 66
Plaquetas/uL n.d. 1092*10° 983*10° 1064*10° 821*10°
PCR (mg/l) <6 2192 96-192 96-192 6-12
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(continuacion)

T=35d T=42d
Hematies/uL 5,83*10° 5,71*10°
Hto (%) 33 32,8
Hg (g/dL) 11,2 11,6
Leucocitos/uL 6,1*10° 6,2*10°
NE (%) 28,4 26,1
LY (%) 60,6 56,3
Plaquetas/uL 644*10° 478*10°
PCR (mg/l) <6 <6
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Figura 11-20.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacion intervenida

T=14d T=42d
Artritis 3 0
Herida 0 0
Fistula 0 0
Supuracién articular 3 1
Sinovitis 3 0
Afectacion articular 0 0

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR)

basal (T=0) | T=74d T=14d T=21d T=28d
Hematies/uL 5,89*10° 5,18*10° 5,86*10° 6,09*10° 6,43*10°
Hto (%) 36,2 31,3 33,9 34,1 34,7
Hg (g/dL) 12,7 11,2 11,3 11,3 11,6
Leucocitos/pL 8,7*10° 10,4*10° 9*10° 10,8*10° 10,2¥10°
NE (%) 26,8 30,5 43 41,4 39,4
LY (%) 70,1 44,6 37 452 49,6
Plaquetas/pL 320%10° 1218*10° 1020%10° 948*10° 904*10°
PCR (mg/l) <6 2192 2192 96-192 96-192
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(continuacion)

T=35d T=42d
Hematies/pL 6,44*10° 5,71*10°
Hto (%) 33,6 32,8
Hg (g/dL) 11,3 11,6
Leucocitos/uL 9,6*10° 6,2*10°
NE (%) 328 26,1
LY (%) 55,1 56,3
Plaquetas/uL 852%10° 478*10°
PCR (mg/l) 48-96 12-24
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Figura 11-21.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencién. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacion intervenida

T=14d T=56d
Artritis 3 0
Herida 0 0
Fistula 0 0
Supuracion articular 3 0
Sinovitis 3 0
Afectacion articular 2 0

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR) (n.d.: no disponible)

basal (T=0) | T=7d T=14d T=21d T=28d
Hematies/uL n.d 5,95*10° 6,09*10° 5,59*10° 5,9*10°
Hto (%) n.d 35,4 34,8 32 33
Hg (g/dL) n.d 12 11,8 10,5 10,8
Leucocitos/uL | n.d 19,3*10° 7,1%10° 7,4*10° 9,1*10°

NE (%) nd 29,1 33,7 33,5 38,8

LY (%) n.d 55,1 53,1 50,7 55
Plaquetas/pL n.d 1084*10° 952*10° 594*10° 570*10°
PCR (mg/l) <6 2192 48-96 48-96 6-12
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(continuacion)

T=35d T=42d T=49d T=56d
Hematies/pL 6,13*10° 6,09*10° 6,59*10° 6,26*10°
Hto (%) 35,3 35,5 38,6 37,8
Hg (g/dL) 12,1 12,2 12,9 13
Leucocitos/uL 7,1*10° 6,5*10° 8,3*10° 7,5410°

NE (%) 241 24,2 28,6 27,3

LY (%) 70,3 62,2 66,8 67,8
Plaquetas/ uL 608*10° 617*10° 575*10° 503*10°
PCR (mgfl) <6 <6 <6 <6
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Figura 11-22.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacion intervenida

T=14d T=56d
Artritis 3 0
Herida 0 0
Fistula 0 0
Supuracién articular 3 0
Sinovitis 3 0
Afectacion articular 0 0

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR)

basal (T=0) | T=74d T=14d T=21d T=28d

Hematies/uL 5,87*10° 5,97*10° 5,88*10° 5,79*10° 5,97*10°
Hto (%) 41,2 35,9 34,5 32,6 32,8
Hg (g/dL) 14,3 12 11,5 11,1 11
Leucocitos/pL 7,7%10° 19,9*10° 9,5*10° 10,3*10° 8,8*10°

NE (%) 26,8 29,2 43,4 34,1 35,7

LY (%) 55,9 50,4 35,7 459 50,9
Plaquetas/pL 481*10° 1080*10° 1198*10° 932*10° 888*10°
PCR (mg/l) <6 2192 2192 96-192 24-48
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(continuacion)

T=35d T=42d T=49d T=56d
Hematies/pL 6,14*10° 6,61*10° 6,76*10° 6,65*10°
Hto (%) 33,9 36,8 37,4 38,3
Hg (g/dL) 11,6 12,5 12,4 13,1
Leucocitos/uL 8,6*10° 8,1*10° 8,4*10° 7,5410°
NE (%) 35,9 35,4 27,9 26,8
LY (%) 53,7 52,2 66 69
Plaquetas/uL 732%10° 785%10° 541%10° 403*10°
PCR (mg/l) <6 6-12 <6 <6
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Figura 11-23.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacion intervenida

T=14d T=56d
Artritis 3 0
Herida 0 0
Fistula 0 0
Supuracién articular 4 0
Sinovitis 2 0
Afectacion articular 0 0

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave
Incidencias: pequefia cantidad de liquido sinovial perirrotuliano.

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR) (n.d.: no disponible)

basal (T=0) | T=74d T=14d T=21d T=28d
Hematies/pL n.d. 6,17*10° 6,45*10° 4,97*10° 7*10°
Hto (%) n.d. 35,9 35,8 27 37,5
Hg (g/dL) n.d. 11,6 12 9 12,9
Leucocitos/pL n.d. 10,2*10° 10,1*10° 10,4*10° 10,3*10°

NE (%) n.d. 39,5 42,8 46,9 46,6

LY (%) n.d. 36,4 39,2 38,4 49,5
Plaquetas/uL n.d. 1140*10° 1334*10° 1198*10° 841*10°
PCR (mg/l) <6 2192 2192 48-96 24-48
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(continuacion)

T=35d T=42d T=49d T=56d
Hematies/pL 6,97*10° 6,87*10° 6,7*10° 6,82*10°
Hto (%) 36,9 37,2 37,2 38
Hg (g/dL) 12,3 12,3 12,4 12,8
Leucocitos/uL 8,1*10° 7,5*10° 9,4*10° 6,9*10°

NE (%) 416 32,7 38 26,7

LY (%) 52 62,4 55 67,1
Plaquetas/uL 620%10° 559*10° 555%10° 472*10°
PCR (mg/l) 6-12 <6 <6 <6
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Figura 11-24.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencién. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacion intervenida

T=14d T=56d
Artritis 3 0
Herida 0 0
Fistula 0 0
Supuracion articular 3 0
Sinovitis 3 0
Afectacion articular 0 0

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR)

basal (T=0) | T=74d T=14d T=21d T=28d

Hematies/pL 6,28*10° 6,04*10° 6,59*10° 5,76*10° 6,15*10°
Hto (%) 37,9 36,8 39,4 35,3 37
Hg (g/dL) 13,2 12,8 13,5 12,1 13,3
Leucocitos/pL 7,8*10° 9,2*10° 8,8*10° 9,4*10° 9,5*10°

NE (%) 21,3 28,6 33,3 27,1 24,1

LY (%) 73 60,9 58,4 66 68,1
Plaquetas/uL 410*10° 1272*10° 731*10° 603*10° 451%10°
PCR (mg/l) <6 96- 192 24-48 12-24 <6
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(continuacion)

T=35d T=42d T=49d T=56d
Hematies/pL 6,3*10° 6,17*10° 6,49*10° 5,37*10°
Hto (%) 38,4 38,2 40,1 33,3
Hg (g/dL) 13 12,9 13,3 11,5
Leucocitos/uL 7,4*10° 8*10° 6,9*10° 5,9*10°
NE (%) 24,8 23,2 22,8 18,5
LY (%) 67,1 71,8 73,3 71,9
Plaquetas/uL 553*10° 435*10° 577*10° 395*10°
PCR (mgfl) <6 <6 <6 <6
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Figura 11-25.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencion. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacion intervenida

T=14d T=98d
Artritis 3 0
Herida 0 0
Fistula 0 0
Supuracion articular 3 0
Sinovitis 3 1
Afectacion articular 0 2

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave
Incidencias: herida en pata izquierda pretibial con pérdida cutanea a las 8 y 12 semanas; a pesar de las

curas locales, se isquemiz6 dicha pata, hasta el sacrificio. A las 12 semanas se observa engrosamiento de

la cortical periimplante, sinovitis reactiva. Procesos degenerativos articulares.

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR) (n.d.: no disponible)

basal (T=0) | T=74d T=14d T=42d T=56d T=98d
Hematies/uL n.d. 6,17*10° 6,92*10° 6,9*10° 6,94*10° 6,31*10°
Hto (%) n.d. 36,9 39,7 37,3 36,7 34,4
Hg (g/dL) n.d. 12,4 13,3 12,6 12,5 11,4
Leucocitos/uL | n.d. 8,3*10° 13*10° 8,010 7,2*10° 6,8*10°
NE (%) n.d. 39,5 454 40 47,9 55
LY (%) n.d. 48,5 47,7 52 46,4 36,3
Plaquetas/pL n.d. 1350*10° 1698*10° 849*10° 692*10° 320*10°
PCR (mg/l) 6-12 2192 2192 24-48 12-24 <6
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Figura 11-26.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencién. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacién intervenida

T=14d T=98d
Artritis 2 0
Herida 0 0
Fistula 0 0
Supuracion articular 2 0
Sinovitis 2 0
Afectacion articular 0 3

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

Incidencias: engrosamiento de la cortical periimplante. Proceso degenerativo: Artrosis.

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR) (n.d.: no disponible)

basal (T=0) | T=74d T=14d T=21d T=28d T=35d
Hematies/uL n.d. 5,77*10° 5,79*10° 3,7*10° n.d. 7,08*10°
Hto (%) n.d. 33,2 31 18,5 n.d. 33,3
Hg (g/dL) n.d. 11,1 10,4 6,3 n.d. 11,1
Leucocitos/uL n.d. 12,8*10° 8,1*10° 7,1*10° n.d. 8,5%10°
NE (%) n.d. 57 57,6 49,2 n.d. 46,5
LY (%) n.d. 23 25,7 27,5 n.d. 36,5
Plaquetas/uL n.d. 1176*10° 1580*10° 990*10° n.d. 718*10°
PCR (mg/l) <6 2192 2192 2192 n.d. 48-96
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(continuacién)

T=42d T=49d T=56d T=70d T=98d
Hematies/uL 6,55%10° 6,31*10° 6,45%10° 6,58*10° 6,74*10°
Hto (%) 31,7 31,8 33,7 35 39,3
Hg (g/dL) 11 11,2 11,6 12 13,6
Leucocitos/pL 8,4*10° 9,2*10° 7,8*10° 9,9*10° 7,2*10°
NE (%) 40,8 40 32,9 31,4 41,2
LY (%) 46,7 54 65,4 58,3 50,4
Plaquetas/pL 596*10° 537%10° 487*10° 387*10° 220*10°
PCR (mg/l) 48-96 24-48 12-24 12-24 <6
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Figura 11-27.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencién. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacién intervenida

T=14d T=98d
Artritis 3 0
Herida 0 0
Fistula 3 0
Supuracion articular 3 0
Sinovitis 3 0
Afectacion articular 0 1

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

Incidencias: engrosamiento cortical periimplante.

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR) (n.d.: no disponible)

basal (T=0) | T=74d T=14d T=21d T=28d T=35d
Hematies/uL n.d. 5,6*10° 5,73*10° 5,35%10° 6,35*10° 6,01*10°
Hto (%) n.d. 35,1 34,5 31,6 37,9 36,2
Hg (g/dL) n.d. 11,6 11,8 10,8 12,6 12,1
Leucocitos/uL | n.d. 6,9*10° 6,3*10° 6,3*10° 6,5*10° 6,1*10°
NE (%) n.d. 35,8 32,5 32,5 33,2 28,5
LY (%) n.d. 59 50,7 56,8 61,6 67
Plaquetas/uL n.d. 1165%10° 1148*10° 994*10° 612*10° 553*10°
PCR (mg/l) <6 2192 2192 48-96 6-12 6-12
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(continuacién)

T=42d T=49d T=56d T=70d T=98d
Hematies/pL 6,46*10° 6,12*10° 6,34*10° 5,97*10° 6,02*10°
Hto (%) 39 37,1 38,8 36,5 38,4
Hg (g/dL) 13,2 12,8 13,2 12,4 13,5
Leucocitos/pL 5,1*10° 5,5*10° 5,8*10° 6,4*10° 7,1%10°
NE (%) 22,3 39 28,5 24 20,1
LY (%) 65,6 55 70 70,6 75,8
Plaquetas/pL 378*10° 539*10° 502%10° 405*10° 350*10°
PCR (mg/l) <6 <6 <6 <6 <6
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Figura 11-28.- Evolucion temporal del peso y la temperatura. La linea vertical discontinua indica el momento de la
segunda intervencién. Las lineas horizontales discontinuas indican el valor medio de la temperatura basal de
todos los animales * 2 desviaciones tipicas.

b) Observaciones clinicas en la articulacién intervenida

T=14d T=98d
Artritis 4 1
Herida 0 0
Fistula 0 0
Supuracion articular 4 0
Sinovitis 3 0
Afectacion articular 0 2

0 = negativo / normal; 1 = leve; 2= moderado; 3 = grave; 4 = muy grave

c) Hemograma y Proteina C-Reactiva (PCR)

basal (T=0) | T=74d T=14d T=21d T=28d T=35d
Hematies/uL 6,12*10° 5,93*10° 6,71*10° 6,38*10° 6,73*10° 6,74*10°
Hto (%) 35,8 33,5 34,5 34,1 35,2 36,2
Hg (g/dL) 12,2 11,8 11,5 12,5 11,9 11,8
Leucocitos/uL 7,9*10° 8,1*10° 8,2*10° 8,6*10° 9,4*10° 7,2¥10°
NE (%) 27,9 40,8 42,7 49 30,8 30,9
LY (%) 66,8 37,8 38,8 43,8 63,6 64,7
Plaquetas/uL 393*10° 1371*10° 1047*10° 772¥10° 783*10° 730*10°
PCR (mg/l) <6 2192 >192 48-96 6-12 <6
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(continuacién)

T=42d T=49d T=56d T=63d T=70d
Hematies/uL 6,51%10° 6,97*10° 6,82*10° 6,66*10° 6,99*10°
Hto (%) 35,4 39 38,6 38,1 40
Hg (g/dL) 12 12,9 13,2 12,2 13,3
Leucocitos/pL 8,3*10° 10,2*10° 8,1*10° 5,8*10° 8*10°

NE (%) 35,9 36,7 27,2 29,3 30,4
LY (%) 60,8 56,2 66 58,5 65,3
Plaquetas/pL 519*10° 548*10° 485*10° 493*10° 520%10°
PCR (mg/l) <6 6-12 <6 <6 <6
(continuacion)
T=77d T=84d T=98d
Hematies/pL 6,74*10° 6,68*10° 6,71*10°
Hto (%) 39,6 39,2 39,5
Hg (g/dL) 13,7 13,2 13,2
Leucocitos/pL 7,910° 8*10° 6,8*10°
NE (%) 31,7 28,7 38,8
LY (%) 60,1 63 56,2
Plaquetas/uL 423*10° 522*10° 380*10°
PCR (mg/l) 6-12 <6 <6
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