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Abstracto

Después de un desbridamiento quirirgico extenso en el tratamiento de la infeccién, puede resultar un
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modelo era conveniente y efectivo para la evaluacién de materiales de implantes para el manejo del

espacio muerto en el tejido muscular. Los dos materiales probados fueron efectivos para resolver el
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desbridamiento, gestién del espacio muerto [1 ]y prevencién de la colonizacién bacteriana. El relleno de espacios muertos
se ha considerado una practica clinica imprescindible en cirugia séptica desde hace mas de 60 afios [2 ].

Se pueden utilizar colgajos de tejido local o colgajos libres para rellenar el espacio muerto [3, 4 1. Sin embargo, esto no
siempre es posible, especialmente si ha tenido lugar un desbridamiento significativo de los tejidos blandos en el sitio
quirdrgico debido a la extirpacién extensa de tejidos infectados. Las perlas de polimetilmetacrilato (PMMA) impregnadas
con antibiéticos e impregnadas con antibidticos se han utilizado durante mas de tres décadas [5 1. Estas cuentas se usan
comunmente dentro del espacio muerto [6, 7 1. El PMMA se utiliza con frecuencia en la cirugia de revision articular en
forma de espaciador [8, 9], y en el tratamiento de fracturas infectadas [10 ] o en forma de cuentas en un alambre o como
una bolsa [11 1.

El PMMA puede tener algunas desventajas. Como material no reabsorbible, en muchas circunstancias debe ser
removido en un procedimiento quirtrgico adicional cuando su funcién ha sido completada, debido al riesgo de convertirse
en un nido para futuras infecciones [12, 13 ]. Ademas, puede formarse una capa de fibrina alrededor de las perlas de
PMMA después de la implantacién, que también puede servir como un nido adicional para la infeccién [14 ]. Los estudios
de laboratorio muestran que las bacterias pueden adherirse facilmente y formar biopeliculas en PMMA en cuatro dias [15
1.

Se ha informado del uso de materiales alternativos. Mackey et al informaron resultados con antibidtico
con perlas de sulfato de calcio, afladiéndolas para reducir el espacio muerto remanente tras la cirugia,
reduciendo asf la formacién de hematomas posoperatorios. Los autores crefan que esta reduccién en la
formacion de hematomas, un medio de cultivo potencial para cualquier bacteria restante, posiblemente
explicaba los resultados positivos cuando se usa sulfato de calcio en el tratamiento de las cavidades por
osteomielitis. También informaron que cuando se usa en presencia de una herida que supura, el sulfato de
calcio se reabsorbe o se drena en el pus, y no permanece como un secuestro [dieciséis 1.

La técnica de amputacion transmetatarsiana también ha descrito la colocacién de perlas de sulfato de calcio
impregnadas de antibidtico con especial atencién a la técnica de tejidos blandos, colocadndolas en el espacio
muerto entre los colgajos de piel. Esto se informé para prevenir la recontaminacién del espacio profundo en caso
de que ocurriera una necrosis de la herida [17 ].

Una decision I6gica con respecto al relleno que se utilice es la necesidad de algun tipo de proteccién contra la
colonizacién con bacterias patégenas [18 1. Las infecciones relacionadas con dispositivos (DRI) son un problema
importante en la cirugia de implantes, asi como con los dispositivos biomédicos a corto plazo [19 ]. De hecho, en
casi todos los dispositivos médicos se han observado infecciones microbianas resultantes de la adhesion
bacteriana a las superficies de los biomateriales [20 ]. Estos se observan con frecuencia como infecciones de
biopeliculas en el implante y plantean una serie de desafios clinicos debido a su resistencia a los mecanismos de
defensa inmunoldgica y a los antimicrobianos. Con el fin de reducir la incidencia de infecciones relacionadas con
los dispositivos, varios investigadores han explorado la incorporacién de antibiéticos en los dispositivos, utilizando

una variedad de materiales. Estos materiales han sido objeto de varias revisiones [19 -23 ].

Los modelos animales se han utilizado anteriormente para demostrar la eficacia de los materiales para la
gestion del espacio muerto y la regeneracion de tejidos en el tejido 6seo [24 -26 1. Sin embargo, no se ha
informado de ninglin modelo animal que investigue la seguridad y eficacia de los materiales de implantes para el
manejo del espacio muerto en el tejido muscular. Este estudio describe un modelo animal novedoso para
investigar el manejo del espacio muerto en tejidos blandos y la evaluacién del sulfato de calcio en este modelo,

solo y en combinacién con dos antibidticos, vancomicina y tobramicina.

Materiales y métodos

Se colocaron materiales de implante (1 cc por sitio, 5 perlas de material) en sitios intramusculares después de la
retracciéon de los musculos longissimus en 4 sitios de implante no adyacentes en 24 conejos blancos adultos de
Nueva Zelanda para imitar la implantacién para el manejo del espacio muerto en el tejido muscular después de la

aprobacién. del Comité de Etica y Cuidado Animal de la Universidad de New South
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Gales (ACEC #: 13/ 67A). Se implantaron dos materiales de prueba; perlas de sulfato de calcio
solo (CS) y perlas de sulfato de calcio combinado con vancomicina y tobramicina (CSVT).

Preparacién de materiales para implantes.

En condiciones estériles, se utilizaron kits de 10 ml que contenian 20 g de polvo de alfa-hemihidrato de
sulfato de calcio de calidad farmacéutica (Stimulan, Biocomposites Ltd, Reino Unido) para preparar las
perlas para la implantacién; Se mezclaron 20 g de sulfato de calcio alfa-hemihidrato con 6 ml de la solucién
de mezcla proporcionada para las perlas sin carga. Para las perlas que contienen antibiético, se mezclaron
20 g de sulfato de calcio alfa-hemihidrato con 1000 mg de clorhidrato de vancomicina en polvo (Hospira UK
Limited) y se mezclaron completamente antes de agregar 6 ml de solucién de sulfato de tobramicina (40
mg / ml, Hospira UK Limited) .

En cada caso, todos los componentes se mezclaron a fondo durante 30 a 60 segundos para formar una pasta
suave que se presion6 en cavidades hemisféricas de 6,0 mm de didmetro en el molde flexible (Fiqura 1A ). Las
perlas se dejaron sin tocar durante 30 a 60 minutos para que se hidrataran y fraguaran de acuerdo con la

reaccion:

CaSOa4:1=2HO p 11=2HO %4 CaS0;2H:0

Cuando se endurecieron, las perlas se quitaron flexionando el molde (Fiqura 1B).
Las perlas eran hemisféricas con un didmetro (D) de 6 mm y una longitud (L) de 4,8 mm (Figura 2 ). Se
logré una mezcla homogénea de antibidtico y sulfato de calcio alfa-hemihidrato como resultado de una
mezcla completa en la preparacion de las perlas, lo que permitio el calculo de la concentracién de

antibiético, como peso / peso de las perlas.

Analisis de sangre periférica

Se extrajo sangre periférica antes de la operacion, 1, 6, 12, 24 horasy 3, 7, 14, 21, 42 y 63 dias
durante todo el estudio para hematologia / bioquimica de sangre estandar (Laboratorios IDEXX,
Sydney, Australia), citocina sérica niveles (IL-1f3, IL-6 y TNF-a) y para determinar los niveles
sistémicos de vancomicina y tobramicina.

Fig 1. Preparacién del material del implante. A. Preparacién de las perlas de sulfato de calcio utilizando el molde flexible. B. Retirar las perlas del molde una vez

endurecidas.

doi: 10.1371/ journal.pone.0136514.g001
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Fig 2. Forma de cuentas. Forma de perlas producidas por el molde flexible.

doi: 10.1371/ journal.pone.0136514.g002

La sangre se recogié en un tubo Vacutainer Plain Clot de 4 mly se dejé coagular a temperatura ambiente
durante 2 horas antes de centrifugar durante 15 minutos a 2000 xg. El suero se extrajo con cuidado y se almacend
a -80 ° C hasta que se necesité.

Los niveles séricos de IL-1p (E0410010), IL-6 (CSB-E06903Rb) y TNF-a (CSB-E06998Rb) se analizaron mediante
un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) utilizando kits disponibles comercialmente (Cusabio
Biotech, Beijing, China) seguiin segun las instrucciones del fabricante. Cada muestra se midié por duplicado y los
estandares también se procesaron en cada placa de 96 pocillos. Los limites de deteccién dentro del suero para

cada una de estas citocinas probadas son 1 pg/ ml, 15,6 pg / mly 78 pg / ml respectivamente.

Cirugia
Para los 24 animales del estudio, se utilizaron cuatro sitios de implante por animal, dos sitios a cada lado
de la columna, en sitios intramusculares no adyacentes (musculos longissimus) por encima de los niveles
en L1-L2, L2-L3, L3-L4 y L4-L5 (Fig. 3). El plano intermuscular entre los mudsculos multifidus y longissimus
se retrajo para crear un vacio de 1 cm x 2 cm. El vacio se llené con aproximadamente 1 cc de material de
prueba, lo que representa cinco perlas de material por sitio de implante. Las perlas se colocaron de forma
estéril en jeringas estériles de 3 cc con la punta retirada para facilitar la implantacién (Figura 4 ). Esto
permitié una implantacién uniforme y una implantacion reproducible. Cada animal recibié perlas de CS en
dos sitios y perlas de CSVT en los dos restantes. Las incisiones fasciales se cerraron con una sutura
individual no absorbible de una sola hebra. El cierre se logré con puntos adyacentes equidistantes a
intervalos de aproximadamente 3 mm. La piel de la incisién se cerré con una sutura absorbible de una
sola hebra individual de manera continua. Los animales se sacrificaron en grupos de cuatroalos 0, 1, 7,
21,42y 63 dias después de la operacion.

Para cada punto de tiempo de sacrificio en el estudio, la asignacién de material a los sitios de implante es como se

describe en Fig. 3.
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Animal | Surgical Site Implant
material

1 [1-L2 leftside | CSVT |
L2-L3 right side | CS
L3-L4 left side CS
L4-L5 right side | CSVT

2 [L1-L2 leftside | CS
L2-L3 right side | CSVT
L3-L4 left side CSCT
L4-L5 right side | CS

3 [1-L2 leftside | CSVT |
L2-L3 right side | CS
L3-L4 left side CS
L4-L5 right side | CSVT

4 L1- L2 left side CS
L2-L3 right side | CSVT
L3-L4 left side CSVT
L4-L5 right side | CS

Fig 3. Disefio del estudio y esquema de implantacién. Cada punto de tiempo tiene 4 animales con 4 sitios de implantacién por
animal (asteriscos).

doi: 10.1371 / journal.pone.0136514.g003

Se utilizaron radiografias posteroanteriores para visualizar el aspecto de las perlas en el tejido blando

en el momento de la cirugia. Las radiografias se tomaron con una maquina de rayos X movil (Poskom Co.,

Ltd, Corea) y placas digitales (AGFA, Sydney Australia). Estas imagenes se utilizaron como referencia para

el examen en momentos posteriores. Durante el estudio, se tomaron muestras de sangre en vida y

radiografias posteroanteriores y laterales de cada animal después de la implantacién. También se

informan los niveles de vancomicina y tobramicina en las muestras de suero sanguineo frente al tiempo.

Elen vivo La absorcién de los materiales de prueba se cuantificé mediante analisis de radiografias

estandar y micro tomografia computarizada (uCT).

PLOS ONE | DOI: 10.1371 / journal.pone.0136514 25 de agosto de 2015
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Fig 4. Implantacién de perlas. Las perlas se implantaron en sitios de implantacién individuales utilizando jeringas preenvasadas, modificadas con la punta extraida.

doi: 10.1371/ journal.pone.0136514.g004

Eutanasia y necropsia

Una vez que se completé la duracién programada, los animales se sacrificaron, se realizaron radiografias y
UCT, y se inspeccionaron y recolectaron los sitios de implante para evaluar la curacion, las reacciones
tisulares locales y los niveles locales de vancomicina y tobramicina.

Los animales se sacrificaron de acuerdo con el disefio del estudio: cada punto de tiempo tenia 4 animales con
4 sitios de implantacién por animal. Elen vivo Se evalud la cinética de liberacién de vancomicina y tobramicina en
tejidos locales, asi como los niveles séricos. Se observé la integridad general de la incisién cutdnea junto con la
reacciéon macroscépica de los tejidos subcutaneos subyacentes como normal o anormal. Si era anormal, esto se
evalué adicionalmente en busca de evidencia de infeccién o signos macroscépicos de inflamacién / reaccién a
cuerpo extrafio.

En el momento de la cosecha, se examinaron el corazén, el higado, los rifiones, el bazo y los pulmonesy se
anotaron las anomalias de cada animal. Una parte de los érganos distantes se procesé para la histologia en
parafina de rutina y se evalué de forma ciega para detectar cualquier anomalia. Los cambios microscépicos se
clasificaron seguin un grado de gravedad segun lo siguiente: 1 = minimo, 2 = leve,

3 =moderado, 4 = grave, N = normal.

Radiografia

Los animales se radiografiaron de la misma manera que se realizé al finalizar la cirugia. Las imagenes se utilizaron
para determinar la reabsorcién segun el aspecto radiografico. El estado radiografico de los sitios de implante se
comparé con las radiografias obtenidas inmediatamente después de la implantacién para determinar la absorcién
del material del implante. Las radiografias se clasificaron de forma ciega para la absorcién del implante en una
escala de 0 a4 (tabla 1). Los datos se analizaron mediante un andlisis de varianza no paramétrico (prueba de
Kruskal Wallis) [27 1.

Tomografia microcomputada

Se realiz6 una micro tomografia computarizada (UCT) para todos los animales utilizando un en vivo escaner
(Inveon, Siemens Medical, PA, EE. UU.) para obtener imagenes de alta resolucién de la absorcién del implante.

Se escanearon los sitios quirdrgicos y se reconstruyeron las imagenes en bruto, lo que resulté en
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Tabla 1. Escala de clasificacién radiografica.

Clasificacién radiogréfica

Calificacion Descripcion:% de implante restante
0 81-100
1 61-80
2 41-60
3 21-40
4 0-20

Las radiografias se clasificaron para la reabsorcién del implante en una escala de 0 a 4.

doi: 10.1371 / journal.pone.0136514.t001

tamafio de pixel efectivo de 53,12 pm. Los modelos 3D se crearon utilizando el software de analisis de imagenes
de Siemens (Inveon Research Workplace 3.0, Siemens Medical, PA, EE. UU.) Para evaluaren vivo absorcién, asf
como cualquier reaccién adversa en los tejidos. Se examinaron imégenes en los planos axial, sagital y coronal. Las
imagenes resultantes se clasificaron de forma ciega para la absorcién del implante en una escala de 0 a 4 (tabla 1

). Los datos se analizaron mediante un andlisis de varianza no paramétrico (prueba de Kruskal Wallis) [27 1.

Recoleccién de muestras de tejido y niveles de vancomicina / tobramicina

Perlas de CSy CSVT residuales. Los sitios quirdrgicos se disecaron cuidadosamente y se examinaron
para detectar la presencia de perlas residuales. Se recogié una porcién de las perlas residuales presentes
en los sitios quirdrgicos. Este material se dej6 secar al aire y se colocé en un desecador durante 24 horas y
luego se mordié usando un mortero. Se sumergieron 0,1 g del polvo en 1 ml de suero durante 24 horas.
Los niveles de vancomicina y tobramicina en las muestras por gramo de material se determinaron usando
un ensayo de anticuerpos estandar.

Recoleccién de tejido muscular. Se recogié una muestra de musculo (1 x 1 ¢cm) del lugar de implantacién, se
sec6 al aire durante 72 horas y luego se mordié usando un mortero y una mano. Se sumergieron 0,1 g del tejido
mordido en 1 ml de suero durante 24 horas. La concentracién local de vancomicina y tobramicina en la muestra
de musculo se midié usando un ensayo de anticuerpos estandar.

Validacién del método; Niveles de vancomicina y tobramicina en suero de conejo, in vitro.El suero de conejo se
recogié de conejos de otros estudios en el momento del sacrificio para realizar una curva de respuesta a la dosis
para el suero de conejo con una concentracién conocida de vancomicina y tobramicina. También se analizaron los
niveles estandar de vancomicina y tobramicina en solucién salina para la comparacién. Se determinaron niveles
de concentracién de 0,1, 1, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500 y 1000 pg / ml para proporcionar una curva estandar. Esta
parte del estudio se completé con un ensayo estandarizado (Roche Cobas 6000, Roche Diagnostics, Mannheim,
Alemania). El método de ensayo se basé en una técnica de inmunoensayo enzimatico homogénea utilizada para el
analisis cuantitativo de antibiéticos en suero o plasma humanos. (Rango de ensayo de vancomicina: 1.7-80 mg / L,
Precision del ensayo: CV total <5%, Rango de ensayo de tobramicina: 0.33-10 mg / L, Precisién del ensayo: CV total
<5%).

Las muestras de suero recogidas después de la implantacion se analizaron luego usando este ensayo.

Histologia

Los sitios de implantes recolectados asignados para histologia se fijaron inmediatamente en formalina tamponada con
fosfato durante un minimo de 48 horas. Luego se descalcificaron en formalina tamponada con fosfato de &cido férmico al
10% a temperatura ambiente. Las muestras descalcificadas se colocaron en bloques de inclusién para el procesamiento de
parafina. Los bloques de parafina se seccionaron a 5 micrones utilizando un micrétomo (Leica, Alemania) y se colocaron en

portaobjetos supercongelados para la hematoxilina de rutina.
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y tincién con eosina (H&E). Las secciones tefiidas se fotografiaron utilizando un microscopio Olympus (Olympus,
Japén) y una cdmara Olympus DP72. La histologia se evalué cualitativamente frente al tiempo en cada momento.
En vivo Se evalué la respuesta y biocompatibilidad a los materiales en el limite entre el lugar del implante y el

tejido huésped.

Inmunohistoquimica

Se realizé inmunohistoquimica en secciones de parafina de todos los animales en todos los sitios para los marcadores de respuesta inflamatoria, incluidos IL-1B, CD3, CD79a e IL-6 utilizando técnicas
estandar [28 -32 1. Las secciones de parafina se desparafinaron en xileno y se hidrataron en una serie graduada de etanol. Se utiliz6 un tampén de citrato de recuperacién de diana modificado, pH 6,1
(Dako Australia) para la recuperacién de la antigenicidad. La peroxidasa endégena se inactivé con peréxido de hidrégeno al 0,3% en metanol al 50% durante 10 minutos. Anticuerpos monoclonales
primarios de ratén contra IL-6 (ab9324, Abcam Plc, Cambridge, Reino Unido), IL-1B (MAB201, R&D Systems, Minneapolis MN, EE. UU.), CD79a (M7051, Dako Australia) y CD3 (55274, BD Biosciences, San
Jose, CA EE. UU.) Se incubaron con las secciones (un anticuerpo por seccién) durante la noche a 4 ° C en cémaras de humedad. Se utilizé IgG de rat6n no inmunizado (Dako Australia) como control
negativo. Las concentraciones finales para el anticuerpo primario y el control fueron 0,5 pg / ml para IL-6, 5 g / ml para IL-18, CD3 e IgG de ratén y 1:25 para CD79a. Después de tres lavados con
solucién salina tamponada con fosfato con 0,05% de Tween-20 (PBS-T), las secciones se incubaron con polimero marcado DakoCytomation EnVision + System-HRP (conjugado con anticuerpo
secundario anti-ratén) durante una hora a temperatura ambiente. Después de cuatro lavados separados con PBS-T, se aplicd un sistema de sustrato-cromégeno de diaminobencidina liquida (DAB)
DAKO a las secciones y se dejé que se desarrollara un producto final marrén en el sitio de los antigenos diana. Todas las secciones se tifieron con hematoxilina de Harris y se montaron con medio
EUKITT (Kindler GmbH & Co., Freiburg, Alemania) y se cubrieron con cubreobijetos. Las imégenes se evaluaron de forma ciega en busca de pruebas de expresién de proteinas frente al tiempo. las
secciones se incubaron con polimero marcado con DakoCytomation EnVision + System-HRP (conjugado con anticuerpo secundario anti-ratén) durante una hora a temperatura ambiente. Después de
cuatro lavados separados con PBS-T, se aplicé un sistema de sustrato-cromégeno de diaminobencidina liquida (DAB) DAKO a las secciones y se dejé que se desarrollara un producto final marrén en el
sitio de los antigenos diana. Todas las secciones se tifieron con hematoxilina de Harris y se montaron con medio EUKITT (Kindler GmbH & Co., Freiburg, Alemania) y se cubrieron con cubreobjetos. Las
imégenes se evaluaron de forma ciega en busca de pruebas de expresién de proteinas frente al tiempo. las secciones se incubaron con polimero marcado con DakoCytomation EnVision + System-HRP
(conjugado con anticuerpo secundario anti-ratén) durante una hora a temperatura ambiente. Después de cuatro lavados separados con PBS-T, se aplicé un sistema de sustrato-cromégeno de
diaminobencidina liquida (DAB) DAKO a las secciones y se dejé que se desarrollara un producto final marrén en el sitio de los antigenos diana. Todas las secciones se tifieron con hematoxilina de Harris
y se montaron con medio EUKITT (Kindler GmbH & Co., Freiburg, Alemania) y se cubrieron con cubreobjetos. Las imagenes se evaluaron de forma ciega en busca de pruebas de expresién de proteinas
frente al tiempo. Se aplicé un sistema de sustrato-cromégeno de diaminobencidina liquida DAKO (DAB) a las secciones y se dejé que se desarrollara un producto final marrén en el sitio de los
antigenos diana. Todas las secciones se tifieron con hematoxilina de Harris y se montaron con medio EUKITT (Kindler GmbH & Co., Freiburg, Alemania) y se cubrieron con cubreobjetos. Las imégenes

se evaluaron de forma ciega en busca de pruebas de expresion de proteinas frente al tiempo. Se aplicé un sistema de sustrato-cromégeno de diaminobencidina liquida DAKO (DAB) a las secciones y se dejé que se desarre

Resultados

La cirugia se completé sin ningln evento adverso. Todos los animales se recuperaron bien después de la
cirugia. Se controlaron las reacciones macroscépicas a nivel de las incisiones quirdrgicas para cada animal.
No hubo evidencia de ruptura de la herida en ningin momento. Se observé absorcién de perlas el dia 7y
el dia 21. Se observé una ligera reaccién el dia 21 en un sitio en un animal donde habia elevacion de los
tejidos subcutaneos pero la reaccién general parecia normal. Todos los sitios subcutaneos eran normales
el dia 42 y el dia 63y los sitios de implantacién quirdrgica parecian bien curados. Los érganos distantes
parecian normales en todos los animales.

Niveles de vancomicina y tobramicina en suero sanguineo

Se recolectaron muestras de sangre periférica antes de la cirugia (preoperatoria)y 1, 6, 12y 24
horas después de la cirugia, asi como 3, 7, 14, 21, 42 y 63 dias después de la implantacion para
determinar la vancomicina sérica sistémica y niveles de tobramicina después de la colocacién del
material del implante. Aunque el ensayo de vancomicina se confirmé en la validacién preliminar de
la metodologia utilizando experimentos de dilucién de suero de conejo, no se detect6é vancomicina
en el suero sanguineo de ningun animal en ningdin momento de este estudio. Se detectaron niveles
de tobramicina en 6 animales 1 hora después de la implantacién, seguidos de niveles detectables en
todos los animales 6 horas después de la implantacion. El nivel sérico mas alto detectado en este
momento fue de 0,88 mg /L, con valores promedio en todos los animales de 0,69 mg / L. Los niveles
séricos de tobramicina luego disminuyeron en todos los puntos de tiempo posteriores para todos
los animales,Figura 5).
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Fig 5. Grafico que indica la liberacién de tobramicina sistémica. El promedio de todos los resultados de sangre disponibles para andlisis en cada uno de los tiempos de muestreo de sangre predeterminados

para la liberacién de tobramicina sistémica.

doi: 10.1371/ journal.pone.0136514.g005

Analisis del nivel de citocinas inflamatorias en suero sanguineo (ELISA)

En comparacién con las curvas estdndar para cada uno de los factores medidos (IL-6, TNF-a e IL-1B), los niveles de

citocinas sistémicas se cuantificaron preoperatoriamente (linea de base) y posoperatoriamente en cada uno de los

puntos de tiempo asignados: 1 h, 6 h, 12 horas, 24 horas, 72 horas, 7 dias, 14 dias, 21 dias, 42 dias y 63 dias.

Los niveles de IL-1B se detectaron en todos los puntos de tiempo asignados con una diferencia significativa entre la expresion

preoperatoria y del dia 63 (p <0,05), sin embargo, los niveles de IL-6 solo se detectaron desde las 12 horas hasta los 42 dias. Estos

se muestran en las Figs.6 y 7 . Los niveles de citocina sérica para TNF-a en todos los casos, en todos los puntos de tiempo, estaban

por debajo del nivel de deteccién de la muestra (datos no mostrados).

Recoleccion de muestras de tejido y niveles de vancomicina / tobramicina

Durante la cosecha, los sitios quirtrgicos se disecaron cuidadosamente y se examinaron para detectar la presencia de

perlas de sulfato de calcio residuales. Se recogié una porcién (0,1 g) de cualquier perla de sulfato de calcio residual

presente. Solo se encontraron perlas residuales en animales asignados para puntos de tiempo de 24 horas y dia 7. Se

determinaron los niveles de vancomicina y tobramicina en las muestras por gramo de material (CSVT). Los resultados se

representan enFigura 8 .

Se recogieron muestras de musculo (1 x 1 cm) de los sitios de implantacién y luego se trituraron y se secaron

al aire. La concentracion local de vancomicina y tobramicina en la muestra de musculo se midié usando un ensayo

de anticuerpos estandar. El antibiético estuvo por debajo del nivel de deteccién en las muestras analizadas

durante 24 horas y las muestras recolectadas del dia 7, por lo que no se examinaron los puntos de tiempo

posteriores.
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Fig. 7. Expresion seroldgica de citocinas para IL-6 a lo largo del tiempo. Los niveles de IL-6 solo se detectaron desde las 12 horas hasta los 42 dias.

doi: 10.1371 / journal.pone.0136514.g007
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Fig 8. Representacion gréfica de los niveles de antibiéticos dentro de las perlas. Niveles medidos de vancomicina y tobramicina dentro de las perlas remanentes encontradas en el sitio de

implantacién a las 24 horas y al dia 7.

doi: 10.1371/ journal.pone.0136514.g008

Radiografia

Se tomaron radiografias anteriores posteriores segun lo programado en el momento de la recolecciéon y después de la
operacion. Las radiografias se clasificaron de 0 (81% a 100% del implante restante) a un grado 4 (0% a 20% de implante
restante).

Las perlas CS y CSVT fueron evidentes en las radiografias del dia 0, 24 horas y dia 7. Se observé algo de
ablandamiento de las perlas asi como algunas areas de brillo el dia 7. La absorciéon completa de todas las
perlas se confirmo el dia 21, y sélo se notaron escasas areas de consolidacion de las perlas. Las perlas no
fueron evidentes en las radiografias de 42y 63 dias (Figura 9 ). La clasificacién radiografica reveld los
mismos patrones de absorcién para las perlas CSVT y CS como se demostré enFigura 10 . La migracién de
las perlas implantadas no fue evidente en las radiografias.

Se observo un leve halo de material en el tejido muscular alrededor de las microesferas CSy CSVT en
las radiografias a las 24 horas y 7 dias. El halo permanecié a los 21 dias a pesar de la completa absorcién

de las perlas. Sin embargo, este halo de material ya no estaba presente en las radiografias de 42 y 63 dias.

Tomografia microcomputada

UCT proporcioné una evaluacion de la absorcién de perlas en los planos anatémicos axial, sagital y coronal y
confirmé los hallazgos radiograficos. Todas las perlas fueron absorbidas en el punto de tiempo de 21 dias (
Figura 11). No se observaron reacciones adversas a los materiales implantados. La clasificacién uCT revel6

patrones de absorcién similares para ambos materiales implantados, como se demuestra enFigura 12 ..

Histologia

Analisis cualitativo. Para los sitios de implantacién en el dia 0, no se observé ninguna reaccién local al material

del implante en ninguno de los sitios de implantacién. Para los sitios de implantacién a las 24 horas, el
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Fig 9. Panel de radiografia representativo. Las perlas estaban presentes en los dias 0, 1y 7. La absorcién completa se observo el dia 21.

doi: 10.1371 / journal.pone.0136514.9009
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Fig. 10. Resumen de la clasificaciéon de resorcién media de Faxitron para los grupos CSVT y CS en cada punto de tiempo. No se observaron diferencias entre los grupos.

doi: 10.1371/ journal.pone.0136514.g010

La reaccién a CSy CSVT fue idéntica en naturaleza y magnitud, con linfocitos y glébulos rojos observados
en la interfase implante / tejido huésped. El dia 7, una vez mas, la reaccién a ambos materiales fue idéntica
en naturaleza y magnitud. Se observaron linfocitos y glébulos rojos en la interfase implante / tejido
huésped. Ademas, estaban presentes algunas células multinucleadas y se observé cierta infiltraciéon de
tejido fibroso. En los dias 21, 42y 63, la respuesta a ambos materiales fue idéntica en naturaleza y
magnitud, todos con linfocitos y glébulos rojos en la interfase implante / tejido huésped y células
multinucleadas presentes. Los materiales se habian reabsorbido completamente y fueron reemplazados
por tejido fibroso.

Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica demostré la expresién de proteinas para los marcadores de inflamacién
(IL1-Beta, CD3, CD79 e IL-6). Se encontré alguna expresién para estos marcadores en los grupos
CSy CSVT enlos dias 7, 21, 42 y 63 y fue similar entre CS 'y CSVT en cada punto de tiempo. El
generalen vivo La respuesta a los materiales fue la misma (Fiqura 13).

La IL-6 se expreso el dia 1 en vasos sanguineos adyacentes. Se observé expresién en el dia 7 en células

endoteliales, asi como en células multinucleadas (linaje de macréfagos) (Fiqura 14 ).

Discusion

El espacio muerto se puede definir como un espacio que queda en una herida después del cierre quirdrgico. Con frecuencia
es el resultado de la extraccién de implantes y el desbridamiento extenso del tejido necrético después de la cirugia de
revisién articular. Si el espacio muerto no se erradica, se llena rapidamente de hematoma y exudado de la herida

inmediatamente después de la cirugia, lo que proporciona las condiciones ideales para
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Fig 11. Panel 3D MicroCT representativo. MicroCT que demuestra el patrén de absorcién de los materiales implantados en los dias 0, 1, 7, 21, 42 y 63 dias.

doi: 10.1371/ journal.pone.0136514.g011
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Fig 12. Resumen de la clasificacién de resorcién media de pCT para los grupos CSVT y CS en cada punto de tiempo. No se observaron diferencias entre los grupos.

doi: 10.1371/ journal.pone.0136514.g012

crecimiento bacteriano de patégenos residuales presentes en el sitio quirdrgico. Una vez que las bacterias se
establecen en este espacio, la infeccién es dificil de erradicar debido a la capacidad limitada de los antibidticos
administrados por via parenteral para penetrar en el espacio, ya que no esta vascularizado. Por lo tanto, es
fundamental que se minimice el espacio muerto. Esto se puede lograr con la transferencia de colgajos musculares
[33-37 10 llenando el espacio con un dispositivo o material de implante que minimice la posibilidad de formacién
de hematomas. El PMMA se utiliza con frecuencia para realizar esta funcién, ya sea en forma de espaciador [8, 9,
38] en cirugia de revisién de articulaciones, o perlas [5, 39 ] que se utilizan con frecuencia en casos de
osteomielitis. Sin embargo, como se discutié anteriormente, el PMMA tiene algunos inconvenientes que han dado
lugar a que los médicos busquen materiales reabsorbibles alternativos para la gestién del espacio muerto. Uno de
esos materiales es el sulfato de calcio, y la literatura reciente discute su aplicacién en combinacién con antibiéticos
[12, 40, 41], incluido su uso en sitios de tejidos blandos infectados [42 1.

Se han publicado varios modelos animales que permiten la evaluacién de materiales de implantes para
rellenar huecos en el hueso después de una osteomielitis [24 , 43 -45 ], sin embargo, no se han publicado
modelos animales para evaluar la eficacia de un material de implante para el manejo del espacio muerto en los
tejidos blandos. Este estudio describe un modelo animal novedoso para investigar el espacio muerto en el tejido
blando y evaluar el material del implante para su manejo.

El modelo ofrece una serie de ventajas. En primer lugar, permite multiples sitios quirdrgicos por animal, lo que
hace posible la comparacién de la respuesta del huésped con las variaciones del dispositivo / material en el mismo
animal, y permite estudiar menos animales considerando los controles internos. Ademas, después de escalar a
sujetos clinicos humanos, el tamafio del sitio intramuscular es comparable al espacio muerto potencial observado
en escenarios clinicos después de un desbridamiento extenso. Finalmente, el modelo es lo suficientemente
grande como para permitir facilmente una amplia gama de técnicas de anélisis, incluido el analisis radiografico

(radiografias estandar y uCT), anélisis de suero sanguineo multiple,
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Fig 13. Inmunohistoquimica para la expresién de CD3, IL-1B y CD79. Se encontr6 algo de expresién para estos marcadores en los grupos CSy CSVT a los 21 dias
(sefial positiva por tincién marrén). La misma expresiéon general de los materiales se observé en los otros momentos.

doi: 10.1371 / journal.pone.0136514.g013

analisis de tejidos y analisis histolégico completo para caracterizar y cuantificar la respuesta del
huésped al material del implante sometido a prueba.
El material de sulfato de calcio absorbible elegido para evaluar el modelo ha sido reportado previamente en la

literatura como un medio de manejo del espacio muerto en la cirugia de revision articular [46 -51 ]
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Fig 14. Inmunohistoquimica para la expresion de IL-6. La expresion de IL-6 se observé el dia 1 (sefial positiva por tincién marrén) en los vasos sanguineos adyacentes asi como el
dia 7 en las células endoteliales y células multinucleadas (linaje de macréfagos) (flechas).

doi: 10.1371 / journal.pone.0136514.g014

y sitios de tejidos blandos infectados [42, 52 1. El modelo evalué el sulfato de calcio solo (CS) y en combinacién
con dos antibiéticos, vancomicina y tobramicina (CSVT). La eleccién y la cantidad de antibidticos elegidos refleja
los reportados previamente en la literatura [46 , 47, 49 -51 ]. La eleccién del antibiético para su incorporacién
en un dispositivo para la gestiéon del espacio muerto debe considerarse cuidadosamente si se quiere ofrecer
una proteccién éptima contra la colonizacién bacteriana.

La vancomicina es un antibiético glicopéptido que se utiliza en la profilaxis y el tratamiento de infecciones
causadas por bacterias grampositivas. La tobramicina es un antibiético aminoglucésido que se usa para tratar
varios tipos de infecciones bacterianas. La combinacién de vancomicina con tobramicina es favorable debido a la
actividad sinérgica de los dos antibiéticos con respecto a la cobertura bacteriana Gram-negativa y Gram-positiva [
53, 54 1. La vancomicina muestra una penetracion tisular sistémica muy deficiente [55, 56 ] que se ha considerado
una desventaja en la aplicacién intravenosa [57, 58 ]. Sin embargo, esto podria ser una ventaja en su uso para
proteger un implante de la colonizacién microbiana, ya que puede reducirse la penetracién desde el lugar del
implante en el sistema vascular, manteniendo altos los niveles de vancomicina adyacentes al implante y bajos los

niveles sistémicos. La corriente
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El estudio mostré una falta de niveles séricos detectables de vancomicina manteniendo una mala penetracién
sistémica y con las observaciones clinicas.

Las caracteristicas de elucién de perlas de sulfato de calcio impregnadas con tobramicina se han evaluado
previamente [59 -61 1. Las concentraciones sistémicas logradas incluso después de implantar experimentalmente
1.8 veces la dosis maxima prescrita en humanos a perros fueron indetectables después de 24 horas, sin signos de
toxicidad sistémica [60 ]. Los niveles sistémicos de tobramicina medidos en el estudio actual concuerdan con esta

observacion, y los niveles sistémicos de tobramicina disminuyen en la mayoria de los animales en 24 horas.

El andlisis de las perlas CSVT residuales recolectadas a los 7 y 21 dias contenia algo de vancomicinay
tobramicina residuales, con una mayor cantidad de vancomicina presente. Como resultado de la gran desviaciéon
estandar en los niveles medidos para ambos antibiéticos, una comparacién de los niveles relativos de antibidtico
presentes en las perlas residuales con la proporcién original en las perlas preparadas tiene una relevancia
limitada. Cuando se midié la concentracion local de vancomicina y tobramicina en las muestras de musculo
recolectado, los niveles estaban por debajo del nivel de deteccién en todas las muestras analizadas durante las 24
horas y el dia 7 después de la implantacién. Esta contradiccion puede ser el resultado de una falta de unién del
antibiético al tejido muscular cosechado y justifica una mayor investigacién.

La respuesta histoldgica a los materiales implantados fue acorde con lo esperado.
en vivo respuesta a la implantacién de un sulfato de calcio que es un material de
implante bien tolerado, con la respuesta del tejido del huésped calificada de leve a
moderada. Esta es una observacién interesante cuando se considera la naturaleza
de los materiales del implante y sus componentes. El sulfato de tobramicina es
seguro para la administracién intramuscular en la dosis correcta y posteriormente
se absorbe rapidamente. Por el contrario, las soluciones de hidrocloruro de
vancomicina tienen un pH bajo (2,8-4,5) y son irritantes para los tejidos, causan
fiebre por farmacos, dolor y posible necrosis. Como tal, no se administra por via
intramuscular, siendo la via intravenosa la recomendada. Stimulan se produce
sintéticamente a partir de reactivos de pureza farmacéutica. Tiene un pH fisiolégico
de neutro a levemente alcalino. Esto es diferente a otros CS que se producen a partir
de yeso y tienden a tener un pH acido.46 1.

La respuesta del tejido del huésped a CS 'y CSVT fue la misma, lo que indica que no hay una respuesta
tisular local adversa adicional a la presencia de vancomicina y tobramicina en las perlas de CSVT. La
posible irritacion tisular adicional que podria ser causada por la presencia de vancomicina no fue evidente.
Esto puede deberse a los bajos niveles de clorhidrato de vancomicina presentes en las perlas CSVT, o como
resultado de algin cambio en las caracteristicas del antibiético que provocan una reaccién adversa. Una
posible causa es la amortiguacién del pH acido del clorhidrato de vancomicina como resultado de su
combinacién con sulfato de calcio.

El estudio tuvo varias limitaciones. Aunque un espacio muerto se crea tipicamente mediante la
resecciéon de un volumen de tejido en una situacién clinica, en nuestro modelo retraemos el musculo y
creamos el espacio muerto. Cortar un trozo de musculo para provocar un defecto de tejido blando o
muscular lleno de sangre habria provocado un tipo diferente de respuesta tisular. No se empleé ningiin
procedimiento simulado en el modelo para determinar el efecto de la creacién de un sitio intramuscular
sin relleno. Se consideré que esto habria sido de uso limitado, ya que el sitio intramuscular se habria
cerrado con la formacién de espacio muerto si no se hubiera colocado material de implante. El modelo
descrito no es un modelo de infeccién. Por lo tanto, no fue posible determinar la eficacia in vivo del
antibidtico en el implante CSVT para proteger el material de la colonizacién bacteriana.62 1. La introduccién
de la infeccién de tejidos blandos en este modelo mejoraria su uso para determinar la eficacia de los
dispositivos para la gestién del espacio muerto y, como resultado, cualquier reduccién resultante en las
tasas de reinfeccion. Debido a la complejidad procesal adicional
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No se recogié ni analizé orina de animales en el estudio. Esto puede haber proporcionado una imagen

mas completa de la farmacocinética de los antibiéticos combinados con el implante CSVT.

Conclusién

Se descubrié que el modelo es un modelo conveniente y eficaz para la evaluacién de materiales de implantes
para la gestién del espacio muerto en el tejido muscular. Los dos materiales probados fueron efectivos para
resolver el espacio muerto creado quirdrgicamente y no provocaron ninguna respuesta adversa inesperada del

huésped.
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