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PALABRAS CLAVE Resumen

Rifampicina; Introduccion: La creciente resistencia a antimicrobianos esta impulsando la adicion de anti-
Polimetilmetacrilato; bioticos con elevada actividad antiestafilocdcica al polimetilmetacrilato (PMMA), para su uso
Microcapsulas; en los espaciadores de cemento en la infeccion periprotésica. El linezolid o el levofloxacino ya
Espaciadores de han sido utilizados en estudios in vitro; sin embargo, la rifampicina ha demostrado un efecto
cemento; deletéreo sobre las propiedades mecanicas del PMMA, inhibiendo su polimerizacion. El obje-
Infeccion tivo de nuestro estudio fue aislar la rifampicina durante el proceso de polimerizacion mediante
periprotésica técnicas de microencapsulacion, con el fin de obtener un PMMA apto para la fabricacion de

espaciadores articulares.

Material y método: Se sintetizaron microcapsulas de rifampicina con alginato y PHBYV, uti-
lizando Rifaldin®. Se estudié la concentracion de rifampicina mediante espectrofotometria
UV-visible. Se realizaron ensayos de compresion, dureza y tiempo de fraguado con probetas
de cemento CMW®1 solo, con rifampicina y microcapsulas de PHBV y alginato.

Resultados: El rendimiento de produccion, la eficiencia y el rendimiento de microencapsula-
cion fueron mayores con alginato (p=0,0001). El cemento con microcapsulas mostré mayor
resistencia a la compresion que el cemento con rifampicina (91,26 +5,13, 91,35+6,29 y
74,04 + 3,57 MPa en alginato, PHBV y rifampicina, respectivamente) (p=0,0001). El tiempo de
fraguado disminuyd, siendo la curva de dureza del cemento con microcapsulas de alginato
similar a la de control.
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Discusion y conclusiones: La microencapsulacion con alginato es una técnica adecuada para
introducir rifampicina en el PMMA preservando las propiedades de compresion y el tiempo de
fraguado. Su obtencion permitiria fabricar espaciadores que liberasen localmente rifampicina
para el tratamiento de la infeccion periprotésica.

© 2017 SECOT. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Todos los derechos reservados.

New method for antibiotic release from bone cement (polymethylmethacrylate):
Redefining boundaries

Abstract

Introduction: The increasing antimicrobial resistance is promoting the addition of antibiotics
with high antistaphylococcal activity to polymethylmethacrylate (PMMA), for use in cement
spacers in periprosthetic joint infection. Linezolid and levofloxacin have already been used
in in-vitro studies, however, rifampicin has been shown to have a deleterious effect on the
mechanical properties of PMMA, because it inhibits PMMA polymerization. The objective of our
study was to isolate the rifampicin during the polymerization process using microencapsulation
techniques, in order to obtain a PMMA suitable for manufacturing bone cement spacers.
Material and method: Microcapsules of rifampicin were synthesized with alginate and PHBYV,
using Rifaldin”. The concentration levels of rifampicin were studied by UV-visible spectropho-
tometry. Compression, hardness and setting time tests were performed with CMW®1 cement
samples alone, with non-encapsulated rifampicin and with alginate or PHBV microcapsules.
Results: The production vyield, efficiency and microencapsulation yield were greater with
alginate (P = .0001). The cement with microcapsules demonstrated greater resistance to
compression than the cement with rifampicin (91.26+5.13, 91.354+6.29 and 74.0443.57 MPa
in alginate, PHBV and rifampicin, respectively) (P = .0001). The setting time reduced, and the
hardness curve of the cement with alginate microcapsules was similar to that of the control.
Discussion and conclusions: Microencapsulation with alginate is an appropriate technique for
introducing rifampicin into PMMA, preserving compression properties and setting time. This
could allow intraoperative manufacturing of bone cement spacers that release rifampicin for

the treatment of periprosthetic joint infection.
© 2017 SECOT. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights reserved.

Introduccion

La infeccion periprotésica es una complicacion grave cuya
prevalencia ha aumentado en las Ultimas décadas. Se estima
que sera la causa mas frecuente de revision protésica en
las proximas 2 o 3 décadas'?. La aparicion de gérmenes
multirresistentes y la complejidad médica de los pacientes
obliga a modificar los protocolos de actuacion existentes,
insuficientes para el 6ptimo manejo de un problema tan
complejo, y a investigar nuevas formas de tratamiento.

La mayoria de los microorganismos que causan la infec-
cién periprotésica son productores de biofilm. Las bacterias
que estan dentro del biofilm modifican su fenotipo radi-
calmente llevando a un crecimiento bacteriano con baja
actividad metabolica y permitiendo la supervivencia bac-
teriana durante la infeccidn crénica®. Esto implica que, en
condiciones de biofilm maduro, las dosis activas in vitro
de antibiotico sean de 200 a 1.000 veces superiores a
la dosis habitual*, haciendo imposible el tratamiento de
las infecciones periprotésicas Unicamente con antibioticos
administrados por via sistémica. La obtencion de concen-
traciones elevadas de antibidtico en el sitio de la infeccion
aumenta la probabilidad de éxito en el tratamiento, y esto

se puede conseguir mediante la utilizacion de espaciadores
de cemento cargados de antibidtico.

El recambio en 2 tiempos es considerado el patrén oro
del tratamiento de la infeccion periprotésica cronica. Tras
la retirada de la prétesis articular y el desbridamiento
amplio de los tejidos infectados, se implanta temporal-
mente un espaciador de cemento 6seo con altas dosis de
antibioticos, con el fin de conservar el espacio articular y
alcanzar concentraciones locales elevadas de antibidticos.
Los aminoglucdsidos y la vancomicina son los antibidticos
mas frecuentemente anadidos al cemento 6seo, pero la
aparicion de cepas de bacterias multirresistentes esta ame-
nazando su eficacia en el tratamiento local®.

El papel de la rifampicina frente a las infecciones esta-
filococicas asociadas a implantes ha sido demostrado®. La
rifampicina, en combinacion con otros antibiéticos, es con-
siderado el de eleccion para el tratamiento de la infeccion
estafilocdcica de protesis articulares por su actividad bac-
tericida frente a las bacterias en fase estacionaria, su
actividad intracelular y su capacidad de difusion en el
biofilm’. Tedricamente, su uso de forma topica en los tejidos
periprotésicos aportaria ventajas, sin embargo, la adicién
de rifampicina al polimetilmetacrilato (PMMA) retrasa la
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polimerizacion del cemento, impidiendo su uso para la fabri-
cacion de espaciadores. El mecanismo propuesto es que la
rifampicina reacciona con el perdxido de benzoilo (iniciador)
y/o con la N,N-Dimetil-p-toluidina (activador), impidiendo
que se formen radicales de benzoilo y que estos formen
enlaces covalentes en el metilmetacrilato®.

El objetivo de este trabajo experimental fue el
aislamiento de la rifampicina durante el proceso de
polimerizacion del PMMA mediante técnicas de microencap-
sulacion, con el fin de preservar las propiedades mecanicas
y el tiempo de fraguado del cemento 6seo.

Material y métodos

Proceso de sintesis de microcapsulas

Se sintetizaron microcapsulas de rifampicina con alginato y
polihidroxibutirato (PHBV) por los métodos de gelificacion
ionica y evaporacion del disolvente, respectivamente, uti-
lizando rifampicina comercial Rifaldin® (Sanofi, Barcelona,
Espafa).

La gelificacion idnica se fundamento en la capacidad del
alginato para reticular y formar hidrogeles en presencia de
contraiones (CaCl, y quitosano). Se adicion6 la mezcla de
alginato y la rifampicina por goteo, bajo condiciones cons-
tantes de agitacion, a una disolucion con los contraiones,
formandose complejos entre las especies de carga opuesta
y dando lugar a las microcapsulas, que fueron recogidas por
filtracion.

El método de evaporacion del disolvente consistio en la
formacion de una emulsion cuya fase interna fue el PHBV
disuelto en un disolvente organico con la rifampicina. Pos-
teriormente, la fase organica se dispersé en una solucion
acuosa que contenia el tensioactivo. Una vez formada la
emulsion, se homogeneizd y se evaporo el disolvente para
conseguir la precipitacion gradual del PHBV con rifampicina.

Las microparticulas obtenidas fueron analizadas con
microscopia electrdnica de barrido. La morfologia de las
microparticulas fue esférica en las muestras de PHBV e
irregular en las de alginato. Se sintetizaron 8 muestras de
microcapsulas de PHBV y 4 de alginato.

Caracterizacion de las microcapsulas

Para determinar el contenido de rifampicina de las micro-
capsulas de PHBV se disolvieron 5mg de cada muestra

Figura 1
microcapsulas de PHBV y con microcapsulas de alginato).

en 5ml de una disolucion de diclorometano y metanol
(10/90%). En el caso del alginato, se utilizdé una disolucion
de acido etilendiaminotetraacético 0,25 M ya que el alginato
no se disuelve en diclorometano y etanol. Para favorecer
la disolucion total de las microcapsulas, se centrifuga-
ron a 4.000 rpm durante 5min. El sobrenadante se analizo
mediante espectrofotometria ultravioleta-visible (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.), previa construccion
de la curva de calibrado de la rifampicina a una longitud de
onda de 334nm. Cada muestra se analizd por triplicado.

El proceso de microencapsulacion se caracterizd
mediante 3 parametros: eficiencia de encapsulacion de
rifampicina o contenido de rifampicina (% Rifampicina),
rendimiento de produccién de microcapsulas (mwc) Y
rendimiento de microencapsulacion de rifampicina (mgre).
El contenido de rifampicina se defini6 como el cociente
entre la masa de rifampicina microencapsulada y la masa
de microcapsulas obtenida. El rendimiento de produccion
de microcapsulas se determind como el cociente entre la
masa de microcapsulas obtenida y la masa de los reactivos
de partida. El rendimiento de microencapsulacion de
rifampicina se calculé como el cociente entre la masa de
rifampicina microencapsulada y la masa de rifampicina
utilizada.

Preparacion de las muestras de cemento y ensayos
mecanicos

El cemento se prepar6 manualmente siguiendo los estan-
dares internacionales ASTM F451:99 (Standard Specification
for Acrylic Bone Cement)’ e 1SO 5833:2002 (Implants for
surgery-Acrylic resin cements)'®. Se empleé cemento comer-
cial CMW®1 (DePuy International Ltd., Blackpool, Reino
Unido). Se prepararon muestras con rifampicina (1,25% P/P)
y microcapsulas (5% P/P) siguiendo las recomendaciones
de Frommelt para conseguir la distribucion homogénea del
antibiotico. También se prepararon muestras control de
cemento sin antibiotico.

Se fabricaron probetas cilindricas de 12,04+0,1 mm de
altura y 6,04+0,1mm de didmetro para los ensayos de
compresion (fig. 1), siguiendo la norma 1SO 5833:2002. Se
obtuvieron entre 4 y 6 probetas de cada muestra. Se ensa-
yaron con la maquina de ensayos universales ELIB 20W°
(Ibertest, Madrid, Espaia) una semana después de su fabri-
cacion, a una velocidad de compresion de 20 mm/min y con
una célula de carga de 20 kN.

IR oo ~o it

Probetas de cemento para los ensayos de compresion (de izquierda a derecha: cemento control, con rifampicina, con
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Figura 2
microcapsulas de PHBV y con microcapsulas de alginato).

Probetas de cemento para los ensayos de dureza (de izquierda a derecha: cemento control, con rifampicina, con

Tabla 1 Valores medios y desviacion estandar del porcentaje de rifampicina encapsulada, rendimiento de produccion y de
microencapsulacion de las 8 muestras de microcapsulas de PHBV vy las 4 de alginato
Polimero Reactivos de partida % Rifampicina Rendimiento Rendimiento
encapsulada produccion (%) microencapsulacion
(%)
PHBV PHBV: 0,92 ¢g 1,75+0,24 70,51 £ 6,51 11,13+2,19
Rif: 0,11¢g
Masa obtenida: 0,73 g
Alginato Alginato: 1,50¢g 5,33+1,47 135,6 + 16,31 60,03 +12,19

Rif: 0,20¢
Masa obtenida: 2,32¢g

Para estudiar la dureza, se fabricaron probetas rec-
tangulares de 80,0+0,1mm de longitud, 10,0+0,1mm
de anchura y 4,040,1mm de altura (fig. 2), segun el
estandar internacional UNE-ISO 7619-1:2011 (Caucho vul-
canizado o termoplastico. Determinacion de la dureza de
indentacion)'". Se utilizé el durémetro shore Bareiss® (Neur-
tek, Eibar, Espafa) para la determinacion de la dureza a los
15, 30, 45y 60min, y a las 2, 3, 4y 24h, en 3 probetas de
cada muestra.

Los datos se presentan como media + desviacion estan-
dar. El andlisis estadistico se realizo con SPSS® version 22,0
(SPSS Inc., Chicago, IL, EE. UU.), utilizando el test de ANOVA
para medidas repetidas y el analisis post hoc de Bonferroni.
Se definié como estadisticamente significativa una p <0,05.

Resultados

El porcentaje de rifampicina, el rendimiento de produccién
de microcapsulas y el rendimiento de microencapsulacion
de rifampicina fueron mayores con alginato que con PHBYV,

como se muestra en la tabla 1, siendo las diferencias esta-
disticamente significativas (p=0,0001).

La figura 3 expone la resistencia a compresion de
las muestras estudiadas. Las probetas de cemento con
microcapsulas de PHBV y alginato mostraron una menor
reduccion en la resistencia a compresion (reduccion del
14% respecto al cemento control) que el cemento con
rifampicina no encapsulada (disminucion del 30% compa-
rado con el cemento control). Los datos obtenidos en el
ensayo se muestran en la tabla 2. Se detectaron diferen-
cias estadisticamente significativas al comparar los valores
medios de la resistencia a compresion entre cemento
control-rifampicina, control-alginato, PHBV-control, PHBV-
rifampicina y alginato-rifampicina (p=0,0001 en todas las
comparaciones). No se alcanzo la significacion estadistica al
comparar PHBV y alginato (p=1).

La curva de dureza obtenida con el cemento con micro-
capsulas de alginato fue similar a la del cemento control en
todos los momentos estudiados (fig. 4), alcanzado la dureza
maxima a los 15min (73 Hp). El tiempo de fraguado del
cemento con rifampicina no encapsulada fue mayor que el
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Figura 3 Resistencia a compresion de las muestras de cemento. *La norma 1SO 5833:2002 establece una resistencia a compresion

minima de 70 MPa para los cementos acrilicos.

Tabla 2 Valores medios y desviacion estandar de la
resistencia a compresion de los cementos control, con rifam-
picina sin encapsular, con microcapsulas de PHBV y con
microcapsulas de alginato

del cemento con rifampicina microencapsuladay el cemento
control. El cemento con rifampicina no encapsulada no pudo
ensayarse a los 15min porque estaba demasiado liquido.
Comenzd a adquirir dureza a los 30 min (33 Hp) y no con-
siguid una dureza similar a la del cemento control hasta los

Existe un creciente interés por afadir al cemento dseo anti-
bioticos con elevada actividad antiestafilococica debido a la

==4== CONTROL

== RIFAMPICINA

PHBV

=3é= ALGINATO

Resistencia a Desviacion 45min (67 Hp).
compresion (MPa) estandar
Control 106,2 2,97 Discusién
Rifampicina 74,04 3,57
PHBV 91,26 5,13
Alginato 91,35 6,29
90,00
80,00
70,00 % )
o
. 60,00
o
o
I 50,00
»
<
N 4000
o
)
© 30,00
20,00
10,00
0,00 :
15min | 30 min | 45min | 1h 2h 3h 4h 24 h
CONTROL 72,67 | 73,56 | 73,44 | 73,72 | 7350 | 73,56 | 7550 | 75,11
RIFAMPICINA | 0,00 | 33,06 | 66,17 | 66,44 | 66,78 | 70,44 | 70,61 | 7156
PHBV 63,22 | 69,72 | 69,67 | 71,83 | 73,72 | 7511 | 7589 | 76,44
ALGINATO | 7322 | 73,89 | 71,33 | 73,78 | 73,67 | 74,44 | 74,89 | 78,00

Figura 4 Dureza adquirida a lo largo del tiempo por las distintas muestras de cemento (en unidades de dureza).
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preocupacion por el aumento de la resistencia bacteriana a
los antibidticos habituales. El linezolid y algunas quinolonas
como el levofloxacino ya han sido utilizados en estudios in
vitro'2'3. Sin embargo, la adicidn de rifampicina al PMMA
evita su completa polimerizacion, produciendo un material
pastoso negro inadecuado para su uso en la practica clinica,
a pesar de haber demostrado una buena elucion in vitro y
actividad frente a S. aureus™®'4,

Los primeros en microencapsular un antibiotico para
anadirlo al PMMA fueron Shi et al."®, que describieron la
fabricacion de microesferas de colistina con acido polilac-
tico para controlar la liberacion del antibiotico del PMMA
usado en los defectos 6seos craneofaciales. Desde entonces,
no hay referencias en la bibliografia sobre la microencapsu-
lacion de antibidticos en el PMMA.

La rifampicina ya habia sido previamente encapsulada
para su uso en el tratamiento de la tuberculosis pulmonar.
Los polimeros empleados fueron PHBY, alginato, colistina
con acido polilactico, y también liposomas y lipidos'¢-2°. Sin
embargo, no se ha estudiado la utilizacion de rifampicina
microencapsulada en el cemento 6seo con el fin de preservar
las propiedades mecanicas y las caracteristicas de fraguado.

Son necesarios entre un 5-10% P/P de antibidtico para
obtener buenos niveles de elucion de antibidtico del
cemento dseo y asi conseguir niveles locales terapéuticos.
Sin embargo, la adicion de dosis elevadas de antibioticos
al cemento dseo deteriora sus propiedades mecanicas. He
et al.?" estudiaron las modificaciones mecanicas tras afadir
1g (2,4% P/P), 2g (4,8% P/P), 4g (9,1% P/P) y 6g (13%
P/P) de gentamicina al cemento Palacos”’, recomendando
un maximo de 6,5% P/P de antibiotico para mantener las
propiedades de compresién del cemento. Lautenschlager
et al.?? estimaron que la adicién de 4,5g de gentamicina
por 40g (10,1% P/P) disminuia la fuerza de compresion por
debajo de 70 MPa. La rifampicina, incluso en concentracio-
nes inferiores a las recomendadas para la fabricacion de
espaciadores de cemento, deteriora de forma importante
las propiedades del PMMA. De Palma et al., en 1982, fueron
los primeros en hacer referencia a la inhibicion de la polime-
rizacion completa del cemento 6seo CMW® cuando se afadia
rifampicina?®. Anguita-Alonso et al.’ y Galvez-Lopez et al.?*
reconocieron recientemente los beneficios que supondria la
obtencion de un cemento que liberase rifampicina en el tra-
tamiento de la infeccion periprotésica, pero senalaron la
misma problematica en cuanto al retraso del fraguado. En
nuestros ensayos mecanicos, la resistencia a compresion del
cemento con 1,25% P/P de rifampicina (0,5 g de rifampicina
por 40 g) fue de 74,04 MPa, y la del cemento con 5% P/P de
microcapsulas (0,035 0 0,10 g de rifampicina por 40 g) fue de
91,26 y 91,35 MPa en las microcapsulas de PHBV o alginato,
respectivamente. No hay datos en la bibliografia sobre la
resistencia a compresion de PMMA con rifampicina.

Nuestro estudio es el primero en aportar una solucion
al problema del retraso del tiempo de fraguado del PMMA
al anadir rifampicina. La polimerizacion del cemento con
rifampicina no encapsulada se retrasdé 45 min, excediendo
el tiempo habitualmente disponible en quiréfano para la
fabricacion de espaciadores de cemento. Sin embargo, la
microencapsulacion con alginato permitié obtener tiempos
de fraguado equivalentes a los del cemento control. Tiempos
mayores de fraguado, 122,54+ 31,1 min, han sido publicados

tras anadir 1, 2 y 4g de rifampicina o una combinacionde 1g
de rifampicina + 1g de isoniazida, o 2 g de rifampicina+2g
de isoniazida al cemento CMW® 3", Los resultados obtenidos
indican que la microencapsulacion podria ser una técnica
adecuada para aislar la rifampicina durante el proceso de
polimerizacion del PMMA, permitiendo su completo fraguado
en un tiempo razonable.

La principal limitacién de nuestro estudio es su natu-
raleza in vitro, que puede no reflejar con exactitud las
condiciones in vivo. Se necesitarian ensayos en animales
para conocer mejor los efectos del cemento con rifampicina
en la infeccion protésica. Otra limitacion es que todos los
ensayos se realizan en monoterapia. Es bien conocido que
el uso de rifampicina en monoterapia no se recomienda por
el riesgo elevado de desarrollar resistencias. El estudio de
la sinergia de la rifampicina con otros antibioticos habitual-
mente utilizados en el cemento 6seo, como la gentamicina
o la vancomicina, forma parte de nuestras futuras investi-
gaciones. Tampoco se determino la cinética de liberacion
de la rifampicina desde el cemento con microcapsulas, ya
que esto no formaba parte del objetivo de la fase inicial
del estudio, que era conseguir la adicion de rifampicina al
PMMA.

La aplicacion clinica primordial que se deriva de este
estudio experimental es la posibilidad de obtener un
cemento 6seo que contenga rifampicina, preservando unas
propiedades mecanicas validas para la fabricacion de
espaciadores de cemento. Los beneficios de conseguir con-
centraciones locales elevadas de rifampicina en el lugar de
la infeccion periprotésica son indudables. La gelificacion
ionica con alginato seria la técnica de microencapsulacion
de rifampicina que mas ventajas aportaria en cuanto a
tiempo de fraguado y propiedades de compresion del PMMA.

Los ensayos realizados en este trabajo pueden ser el
punto de partida para estudiar si la microencapsulacion
aportaria ventajas en el caso de antibidticos de uso comun
en el cemento dseo, permitiendo conservar las propiedades
mecanicas a pesar de aumentar su concentracion. Siguiendo
la misma linea, la encapsulacion podria suponer una ventaja
en otros antibioticos cuya adicion al cemento dseo plantea
inconvenientes, como la anfotericina?’, y en la vehiculiza-
cion de agentes tumorales en metastasis dseas?®.

En conclusion, la microencapsulacion con alginato es la
mejor técnica para introducir rifampicina en el PMMA, ya
que preserva las propiedades de compresion y tiempo de
fraguado.
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