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|.-INTRODUCCION.

1.- GONARTROSIS.

La artrosis es considerada como la patologia reumatologica mas comun. La
forma que afecta a la rodilla es la mas prevalente y la que ocasiona un mayor impacto
socio-sanitario (2). La artrosis de la rodilla representa un proceso degenerativo que
puede afectar a uno o varios de los tres compartimentos que presenta esta articulacion.
Mas que ser considerada como una Unica enfermedad debe estudiarse como un grupo
heterogéneo de patologias con manifestaciones clinicas similares y cambios patologicos
y radiologicos comunes. La causa y etiopatogénesis de este desorden atn son
desconocidas. Se presenta en etapas tardias de la vida y clinicamente se manifiesta con
dolor, deformidad y limitacion de la movilidad articular.

Es necesario diferenciar la lesion artrosica de la artrosis con manifestaciones
clinicas, dado que toda artrosis antes de ser dolorosa, presentar algun déficit de
movilidad o provocar deformidad articular, es decir antes de pasar al plano clinico,
evoluciona de una manera asintomatica durante un periodo de tiempo. Cuando los
cambios involutivos del cartilago hialino articular son considerables, el hueso
subcondral responde esclerosandose y formando osteofitos marginales que conllevaran
una traduccion radiologica. No obstante la existencia de estos signos radiograficos no
tiene porque acompafiarse de manifestaciones clinicas que limiten la vida del paciente.

Las alteraciones anatdmicas del cartilago articular son muy comunes y estan

relacionadas con la edad. En estudios realizados en necropsias se detectan alteraciones
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degenerativas ya en la segunda década de la vida. En la necropsia de 300 personas
mayores de 50 anos se hallaron lesiones en el cartilago rotuliano en el 39% y en el de
los condilos femorales en el 23% (12). Sélo en una parte de la poblacion las lesiones
tienden a progresar y en este grupo encontraremos los casos de artrosis con repercusion
clinica. El estudio EPISER realizado en Espafia objetiva una prevalencia de gonartrosis
sintomadtica en la poblacién mayor de 20 afios del 10,2%, siendo del 33,7% en personas
mayores de 70 afios. La incidencia anual estimada se sitiia entorno al 2,5%. En cuanto a
la distribucion por sexos vemos una mayor frecuencia de esta patologia en mujeres que

en hombres (14% y 5,7% respectivamente) (9,20).

1.1- ETIOPATOGENIA.

Podriamos resumir la apariciéon de la artrosis como una conjuncion de
factores genéticos, bioquimicos y mecéanicos que alterarian la respuesta metabolica de
los condrocitos y su normal relacion con la matriz del tejido cartilaginoso, que
conllevaria la destruccion del cartilago hialino articular. Las células sinoviales,
meniscales y los condrocitos producirian citoquinas que activarian la sintesis de otros
mediadores inflamatorios, proteasas, y otros factores catabdlicos, como el 6xido nitrico,
favoreciendo el catabolismo del tejido cartilaginoso, la apoptosis de los condrocitos y
otros cambios estructurales articulares. Los residuos resultantes de la degradacion
desprendidos en el liquido sinovial, inducirian la sintesis de madas citoquinas
proinflamatorias, que empeorarian el estado lesional del cartilago (89).

Varios estudios han demostrado que el cartilago articular artrésico es
metabolicamente mas activo que el normal (22,27,91). El cartilago articular lesionado

inicialmente responde con un aumento de la actividad sintetizadora, con el desarrollo
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del reticulo endoplasmico, lo que provoca la sintesis mas rapida de proteoglicanos en el
cartilago artrésico que en el sano. Sin embargo cuando la lesion es mas intensa la
replicacion celular y la sintesis de proteoglicanos disminuye.

Entre los factores catabolicos del cartilago articular se encuentran las
encimas proteoliticas o proteasas, las citoquinas y los radicales libres de oxigeno.
Dentro de las proteasas podemos diferenciar las metaloproteasas, las serimproteasas y
las tiolproteasas. Las metaloproteasas actian en el recambio fisiol6gico de la matriz del
tejido conjuntivo durante el crecimiento y el desarrollo. Pueden actuar en el cartilago
adulto normal contrarrestadas por los factores de crecimiento, pero su accion mas
manifiesta es el deterioro del cartilago en la artrosis. Las serimproteasas pertenecen al
grupo de los activadores del plasmindgeno/plasmina y son capaces de activar la
colagenasa en presencia de estromelisina. Las tiolproteasas se encuentran en los
lisosomas de los condrocitos y poseen una intensa accion hidrolitica frente a la proteina
central de los proteolicanos. Las citoquinas favorecen la destruccion del cartilago e
inhiben su reparacion. Entre las citoquinas encontramos la interleuquina 1 (IL1), la IL6
y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa). La IL1 es sintetizada en las células
mononucleares y estimula la expresion de las proteasas, de las prostaglandinas y de la
forma inducible de la enzima o6xido nitrico sintetasa. A su vez la IL1 inhibe la
formacion de coladgeno II. El TNFa induce la reabsorcion del cartilago y con la IL1
estimulan la sintesis de 0xido nitrico, el cual es parte del proceso catabodlico dentro de
los condrocitos. La inhibicion de la sintesis de proteoglicanos y del colageno y de la
proliferaciéon de los condrocitos depende, en parte, del 6xido nitrico endogeno
(3,17,47,58,61,99,125).

La gonartrosis suele ser secundaria a un trastorno estatico de los miembros

inferiores que conlleve desviaciones en el plano frontal, genu varo més que genu valgo
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(tabla 1). La obesidad es un factor de riesgo para agravar esta patologia, estando una

persona obesa expuesta a desarrollar gonartrosis bilateral 8 veces mas que una persona

sin sobrepeso. No se ha objetivado una causa sistémica por la que la obesidad empeore

la evolucion de la artrosis por lo que su efecto deletéreo se debe a un factor mecanico

que sobrecarga el cartilago articular.

Factores intraarticulares pueden ser causantes de este cuadro degenerativo,

bien por fracturas que interrumpan la congruencia articular, osteocondritis disecantes o

lesiones meniscales.

Factoresderiesgo para el desarrollo de

Factoresderiesgo parala progresion

la gonartrosis delagonartrosis
Herencia Obesidad
Edad Baja densidad dsea

Sexo femenino

Baja ingesta de vitaminas C y D

No6dulos de Heberden / Artrosis de manos

Indometacina y otros AINEs

Obesidad Inestabilidad
Alta densidad 6sea Genu varo
Traumatismos, meniscectomias e
. o . . Genu valgo
inestabilidades ligamentarias
Laxitudes en varo o valgo Condrocalcinosis

Ocupacion / Deportes

Deposito cristales de pirofosfato calcico

Debilidad de cuadriceps

Sinovitis de la rodilla

Tablal. Factores de riesgo para sufrir cambios degenerativos artrésicos estructurales en

la rodilla segun Doherty (32,40,71).
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1.2- EVALUACION DIAGNOSTICA.

Cualquier sospecha de gonartrosis ha de ser valorada a través de una
anamnesis, una exploracion, una analitica basica y una radiografia que confirmara el
diagnostico y descartara patologias asociadas o que puedan justificar la clinica del
paciente.

1.2.A- Anamnesis.

El sintoma principal es la gonalgia (46,62,83). En parte puede atribuirse a
un aumento de la presion capsular e intradsea, microfracturas subcondrales, entesopatia
y bursitis. Se trata de un dolor cronico de caracteristicas mecanicas y su gravedad
depende de la personalidad, de la ansiedad, del caracter distimico y de la actividad del
paciente. También podemos constatar rigidez articular, especialmente de presencia
matutina o después de un intervalo de inactividad, que caracteristicamente presenta una
corta evolucion en el tiempo, no siendo superior a 30 minutos. Estos factores conllevan
una impotencia funcional articular que pueden limitar al paciente para la realizacion de
una vida cotidiana.

1.2.B- Exploracion fisica.

Podemos encontrar signos de crepitacion, inestabilidad, disminucién del
rango de movilidad y deformidad. Es frecuente constatar una atrofia muscular del
cuadriceps.

1.2.C- Radiologia simple.

Como minimo debemos observar una proyeccién antero posterior y una
lateral de rodilla. Clasicamente se ha descrito una disminucion del espacio articular,
esclerosis subcondral, geodas y osteofitos. Kellgren y Lawrence describieron una escala

que puede sernos util para la graduacion radioldgica de la gonartrosis (tabla 2).

-10 -
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Disminucidn espacio articular y presencia

Grado | de osteofitos.

Presencia de osteofitos y disminucion del

Gradolll : .
espacio articular.

Osteofitos multiples moderados,
Grado Il disminucién espacio articular, esclerosis y
posible deformidad de extremos 0seos.

Osteofitos importantes, marcado descenso
Grado IV espacio articular, esclerosis severa y
definitiva deformidad de extremos Oseos.

Tabla 2.Escala de graduacion de Kellgren y Lawrence (75).

1.2.D- Telerradiografias.

Una proyeccidn antero-posterior en carga bipodal permite medir los grados
de desviacion existentes en varo o valgo, recordando la existencia de un valgo
fisioldgico aproximado de 6°.

1.2.E- Ecografia y resonancia magnética nuclear (RMN).

Podemos recurrir a estas técnicas para valorar el grosor del cartilago y
descartar la presencia de derrame o patologia periarticular asociada, pero estas dos
técnicas no tienen gran trascendencia clinica para el diagnostico comun de la
gonartrosis.

1.2.F- Valores analiticos.

Los parametros analiticos pro-inflamatorios como la velocidad de
sedimentacion globular y la proteina C reactiva son normales, asi como el factor
reumatoide y los anticuerpos antinucleares, por tanto, no existen pruebas de laboratorio
especificas para la gonartrosis (84,102). El liquido sinovial es transparente, tiene unas

caracteristicas viscosas y es filante, presentando menos de 2.000 células/pl.

-11 -
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1.3- TRATAMIENTO QUIRURGICO DE LA GONARTROSIS.

El cirujano ortopédico ha enfocado durante muchos afios la artrosis como un
problema de solucion quirrgica. Sin embargo actualmente se tiende a seleccionar mas a
los pacientes y solo cuando se han agotado las posibilidades de tratamiento médico y
fisioterapico es cuando tendremos que enfocar el tratamiento hacia la vertiente
quirargica. El objetivo principal del tratamiento quirurgico es erradicar el dolor y
recuperar la funcion articular perdida. Con este fin, podriamos sintetizar las
intervenciones de las que disponemos en tres tipos (53,86,105):

1.3.A- Lavado articular y limpieza artroscopica.

Mediante esta técnica minimamente invasiva podemos extirpar cuerpos
libres osteofitarios, regularizar lesiones meniscales, practicar sinovectomias y
perforaciones a nivel del cartilago que irian seguidas de la formacion de un tejido
fibroso y ofreceria mejorias clinicas durante periodos variables de tiempo. Con el
lavado artroscopico, al eliminar encimas proteoliticas, se ha descrito un efecto
analgésico en el 80% de los pacientes intervenidos, que se mantendria entre los cuatro
afos y los seis meses (90). El uso de la artroscopia queda limitado a pacientes con
molestias discretas a nivel de la interlinea articular, con miembro normoalineados y sin
unos parametros radioldgicos muy evolucionados.

1.3.B-_Osteotomias.

Mediante el tallado de una cuna de localizacioén extraarticular, se pretende
variar la orientacion del fémur o la tibia para preservar la zona articular mas lesionada
de grados moderados de gonartrosis. Al preservar las superficies articulares se trata de
una cirugia que puede dar buenos resultados funcionales y a la vez no impide la

realizacion de una ulterior artroplastia de rodilla. Las osteotomias corrigen las
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deformidades pero no el pinzamiento articular. Un estudio de una serie de pacientes con
osteotomias correctoras ha demostrado que el 86% de ellos presentaba una buena
funcién articular al afo de la cirugia mientras que este porcentaje disminuia a un 28% a
los 9 afios (88). Podemos diferenciar estas correcciones de la alineacion de los
miembros en osteotomias de valguizacion para las desviaciones en varo, y de varizacion
para las desviaciones en valgo:

-Osteotomias de valguizacion: es la osteotomia mas comunmente utilizada
dado que la deformidad en varo es la causa mas comuin de gonartrosis por desviacion
frontal del eje de los miembros inferiores. Se realiza al nivel de la zona proximal
metafisaria de la tibia, y la indicacion viene dada por la existencia de gonalgia en la
interlinea interna de un paciente menor de 65 afios de edad, sin sobrepeso, con una
artrosis radioldégicamente incipiente, arco de movilidad conservado y un varo menor de
12°. La articulacion femoro-patelar debe estar centrada, bien conservada, y no debe
existir una notable inestabilidad ligamentosa.

-Osteotomias de varizacion: las indicaciones son semejantes a las expuestas
en las osteotomias valguizantes salvo que el paciente debe presentar desviacion el
valgo. Esta deformidad es poco comin y suele estar asociada a una hipoplasia condilar
externa femoral por lo que estas osteotomias suelen realizarse en la metafisis distal del
fémur. No debemos realizar una técnica que conlleve una hipercorreccién que pudiera
ser deletérea para el futuro, incierto de antemano, de la articulacion (57).

1.3.C- Artroplastias.

El disefio protésico debe considerar las implicaciones que tiene el
constrefiimiento ligamentoso para elegir la geometria articular. Seglin el implante que
consideremos idoneo para el paciente, el cirujano puede intentar mantener ambos

ligamentos, laterales y cruzados, el ligamento cruzado posterior y los laterales,
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solamente los ligamentos laterales, o sustituir la funcion de ambos ligamentos, laterales
y cruzados. La eliminacion de los ligamentos cruzados es una maniobra importante en la
liberacion de tejidos blandos de las deformidades en varo o en valgo reparadas y facilita
la exposicion quirargica en las rodillas apretadas, por tanto la correccion de estas
deformidades se ve facilitada con el uso de un modelo estabilizado posterior. Sin
embargo, al anular la funcion del ligamento cruzado posterior, no se produce el
retroceso del componente femoral con lo que teéricamente se limita la flexion total
obtenible con la artroplastia. Segin la superficie articular que reemplacemos con el
implante protésico, las protesis pueden ser consideradas como monocompartimentales,
bicompartimentales o totales. Actualmente se observa una tendencia a utilizar las
artroplastias con elementos de cargas moviles, en las que el polietileno, que se articula
con el componente femoral metalico y la bandeja tibial metalica, tiene movilidad para
crear una articulacion de doble superficie que disminuya las situaciones de sobrecarga
en la superficie portante del polietileno y por debajo de este (19,71). La técnica de
cementacion de los implantes metalicos se estd imponiendo cada vez mas para aumentar
el contacto de la superficie del implante con la superficie 0sea y asi conseguir una
fijacion primaria mayor. Las artroplastias monocompartimentales tienen unas
indicaciones controvertidas y podrian reservarse para pacientes en los que so6lo se viese
un compartimiento afecto, que no presentasen sobrepeso y que tuviesen los ligamentos
cruzados intactos.

Esta técnica quirurgica no puede satisfacer a todos los pacientes y del 5% al
15% de las artroplastias precisaran una cirugia de revision (87,112).

1.3.D-_Artrodesis.

Mediante la reseccion de las superficies articulares y la fijacion de estos

bordes 0seos utilizando técnicas de enclavado o de fijacion externa, se pretende obtener

- 14 -



INTRODUCCION

una anquilosis articular. Esta técnica, que elimina cualquier tipo de movilidad, se
reserva para el fracaso de técnicas quirurgicas menos invalidantes o para pacientes con
un aparato flexo-extensor deficitario, y afortunadamente en la actualidad su uso es cada

vE€Z menor.

1.4- EVALUACION DE UNA PROTESIS DE RODILLA

INFECTADA.

La infeccion de una artroplastia total de rodilla implica una evolucion
desoladora para el enfermo y el sistema sanitario. Para conseguir erradicar la infeccion
suele ser necesario reintervenir quirurgicamente al paciente lo que conlleva un deterioro
funcional del mismo. Se calcula que el coste promedio que supone una artroplastia de
rodilla infectada es de 50.000 doélares, generando un consumo de recursos hospitalarios
3-4 veces mayor que el de una artroplastia primaria y 2 veces mayor que el de una
revision aséptica (5,98). La infeccion es la segunda causa de fracaso de una artroplastia
de rodilla, siendo la primera el aflojamiento aséptico. Un factor que podria explicar la
mayor frecuencia de infecciones de protesis de rodilla respecto a las de cadera es la
existencia de una peor vascularizacion y una menor proteccion por las partes blandas
(128,129). La frecuencia de infeccion profunda tras una protesis total de rodilla varia
del 0,5% al 5%. En la Clinica Mayo la frecuencia descrita en una serie de 18.749 casos
fue del 2,5%, alcanzando el 5,6% los procedimientos de revision y el 2% las
intervenciones primarias, llegando a porcentajes del 15 al 25% con el uso de implantes
constrenidos o en bisagra (8,38,51,113). Aunque la cifra de infecciones
afortunadamente ha disminuido en los tltimos afios debido a la deteccion de factores de

riesgo, mejoria de los protocolos de antibioterapia y cuidados en el tiempo quirtrgico,
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existe un techo de infecciones dificil de sobrepasar, dado que la incidencia de infeccion
profunda permanece constante entre el 1% y el 2% (39,100). Un analisis reciente
atribuyd a la infeccion la causa del 38% de las intervenciones que presentaron un
fracaso prematuro que exigi6 una revision quirurgica (18). Se han identificado variables
intrinsecas del paciente y factores ambientales que aumentan la posibilidad de sufrir una
infeccion tras la cirugia protésica. Dentro de las variables intrinsecas podemos destacar
un estado inmunitario deteriorado, artritis reumatoide, diabetes, uso de corticoesteroides
orales, hipopotasemia, edad muy avanzada, insuficiencia renal cronica, desnutricion,
tabaquismo, obesidad, infeccion concomitante e intervenciones quirurgicas previas
(24,143). El cirujano debe actuar sobre los factores ambientales en el periodo
perioperatorio, administrando un protocolo antibidtico intravenoso profildctico,
utilizando flujo laminar, reduciendo el transito del quir6fano, empleando material
adecuado para la preparacion del campo quirurgico y respetando las partes blandas
cuidadosamente.

1.4.A- Clasificacion de las infecciones.

Las infecciones superficiales se confinan a la piel y planos subcutaneos, no
penetrando mas alld de la capsula articular. Suelen presentarse como un eritema
localizado, un drenaje o un hematoma superficial. Pueden beneficiarse de un
desbridamiento local y antibioterapia intravenosa.

Las infecciones profundas al ser intraarticulares presentan un pronostico
menos favorable. Encontraremos una rodilla caliente y eritematosa, con un importante
derrame articular y una marcada impotencia funcional.

La infeccion aguda precoz aparece durante el primer mes después de la
cirugia, debido a hematomas intraarticulares infectados o a infecciones superficiales que

se han convertido en intraarticulares.
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Las infecciones cronicas tardias suelen originarse durante la intervencion
quirtrgica pero evolucionan silentes hasta pasados varios meses desde la intervencion
debido a que la inoculacién es de gérmenes de baja virulencia y en escasa cantidad. Ello
suele ocasionar una gonalgia desde el momento de la intervencidon que aumenta en
intensidad gradualmente y ocasiona una impotencia funcional progresiva.

Las infecciones hematdgenas agudas aparecen a partir de los dos primeros
afos de la cirugia y se deben a una diseminaciéon hematégena que origina una siembra
de microorganismos en una articulacion que se encontraba previamente aséptica. Estas
infecciones presentan un cuadro agudo de dolor, fiebre e impotencia funcional en
pacientes que habitualmente presentan cierto grado de inmunodepresion o infecciones

concomitantes en localizaciones no osteo-articulares (tabla 3).

Tipo | Agudaprecoz | Crénicatardia | Hematdgenaaguda
Menos de 48 h de
Menos de 1 mes Mas de 1 mes sintomas (con
Inicio después de la después de la frecuencia a partir de
operacion. operacion. los 2 afios de la
operacion)

Hematoma infectado . ,
Siembra hematdgena

o infeccion Infeccion indolora : >
. . o, de una articulacion
Mecanismo superficial de la desde la operacion .
. . .l anteriormente
herida que siembra inicial. o
aseptica.

la articulacion.

Irrigaciéon y
desbridamiento con

Irrigacion y Irrigacion y conservacion de la
. desbridamiento con desbridamiento prétesis si menos de
Tratamiento -, . .
conservacion del con recambio 48 h; de lo contrario,
implante. protésico. irrigacion y

desbridamiento con
recambio protésico.

Tabla 3: clasificacion de las artroplastias de rodilla infectadas (118).
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1.4.B- Agentes infecci0sos.

Las bacterias mas frecuentemente aisladas en infecciones profundas de las
protesis totales de rodilla son gram positivas, siendo los causantes de mas de la mitad de
las artroplastias infectadas el Staphylococcus aureus y el Staphylococcus epidermidis
(36). Este ultimo posee una gran capacidad de adherencia al polietileno que origina una
muy dificil erradicacion del germen mediante la terapia antibiotica. En ocasiones el
agente causal es gram negativo, siendo esto mas comun en complicaciones agudas de la
herida quirurgica o en una siembra hematdgena tardia. Las infecciones cronicas tardias
se ocasionan por gérmenes avirulentos, como los estafilococos coagulasa-negativos, los
estreptococos viridans, los cocos gram positivos anaerobios y las bacterias
corineformes. Las infecciones hematogenas agudas son causadas por agentes agresivos
como los Staphylococcus aureus, estreptococos beta hemoliticos y bacilos gram
negativos (104). Infrecuentemente observamos contaminacion de la herida quirurgica
por candidas que pueden acarrear infecciones de curso indolente.

1.4.C- Aproximacion diagnostica.

No existe ninguna prueba que posea una sensibilidad y especificidad del
100% para llegar al diagndstico de una infeccion de un implante articular por lo que
debemos basarnos en la presentacion clinica del cuadro, la exploracion del paciente y la
interpretacion de los resultados de las pruebas de imagen y de laboratorio (123,135).

-Anamnesis y exploracién: como en toda la terapéutica médica constituyen

el pilar mas importante para el acercamiento diagnostico siendo clave el estudio
pormenorizado de la historia clinica, las graficas de temperatura y las complicaciones
postoperatorias que pudo presentar el paciente. Debemos tener un indice elevado de
sospecha de una complicacion infecciosa ante un dolor no relacionado con la actividad,

que persiste desde la intervencion quirurgica, en un paciente que presentod problemas de
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cicatrizacion de la herida, relatd fiebre o escalofrios y sufri6 malestar generalizado.
Habitualmente nos encontraremos con una articulacion caliente, rigida, eritematosa,
dolorosa a la movilizacion pasiva y ocupada por un derrame. En casos mas evidentes se
puede observar necrosis cutanea o exudado a través de fistulas cutaneas.

-Pruebas de laboratorio: las pruebas de laboratorio mas usadas en los

pacientes con sospecha de infeccion de protesis total de rodilla son la formula
leucocitaria, la velocidad de sedimentacion y la proteina C reactiva (52). Es poco comun
observar un numero total elevado de leucocitos y una neutrofilia en una artroplastia
infectada. Cuando la formula leucocitaria ya estd alterada, la infeccion es patente y el
diagnostico es claro. La velocidad de sedimentacion puede permanecer elevada durante
3 meses 0 mads tras la cirugia. Si han transcurrido 6 meses, la velocidad continua elevada
y no existe otro foco, su valor predictivo positivo es del 80% (79). La proteina C
reactiva es un reactante de fase aguda sintetizado por el higado que aumenta de manera
inespecifica ante neoplasias o procesos inflamatorios en general. Tras una agresion

quirtrgica sufre un aumento que se normaliza transcurridas 2 6 3 semanas (1,62).

-Técnicas de imagen: como minimo, ante una protesis de rodilla dolorosa
debemos obtener 2 proyecciones radiolégicas simples perpendiculares entre si para
valorar un posible aflojamiento de los componentes, formacion de nuevo hueso
peridstico, osteolisis periprotésica o formaciéon de hueso heterotopico que serian
indicativos de complicacion infecciosa.

Habitualmente el estudio diagnostico se completa con gammagrafias
(leucocitos marcados con tecnecio 99 metaestable, citrato de galio 67 e indio 111). Sin
embargo aunque estas gammagrafias son bastante sensibles, tienen poca especificidad,
son caras y su uso requiere mucho tiempo. El tecnecio-99m fue el primer isétopo en

usarse en los afios 70 como marcador de la actividad dsea: ésta puede estar aumentada
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en procesos infecciosos, y también en los aflojamientos asépticos. Por ello la
especificidad de esta prueba no es buena, especialmente en la zona tibial durante el
primer afio, debido a que el metabolismo 6seo puede encontrarse aumentado. Ademas si
no existe un aporte sanguineo suficiente podemos obtener falsos negativos (33). El
galio-67 citrato es un radiois6topo que se acumula en areas de inflamaciéon. El uso
secuencial tecnecio-galio es mas seguro para el diagnostico de posible infeccion (140).
El indio-111 marcando leucocitos es utilizado para el diagnostico en condiciones de
aumento de vascularizacion y acimulo de células sanguineas (59,114). Se han usado
otros radionucleidos como la inmunoglobulina G marcada con radioisétopos, siendo su
papel similar al del indio-111. La gammagrafia pocas veces aporta por si misma
informacion que nos ayude a tomar decisiones terapéuticas. Su uso esta mas orientado
hacia casos en los que los componentes se encuentren bien integrados pero exista una
sospecha de infeccion. En estos casos lo recomendable es el uso secuencial de tecnecio-
99m y leucocitos marcados por indio-111. La sensibilidad del método secuencial es del
33% y su especificidad es del 86% (78).

-Artrocentesis: la obtencion del liquido intraarticular es considerado como el
patron de referencia asistencial para determinar la existencia o la ausencia de una
infeccion a nivel articular (6,79). Gracias al andlisis del material aspirado ademas
podemos identificar el agente causal y su sensibilidad antibidtica. Un recuento
leucocitario del liquido aspirado superior a 25.000/mm? o una férmula leucocitaria con
mas del 75% de leucocitos polimorfonucleares neutréfilos sugieren una infeccion. El
liquido sinovial tiene aproximadamente un tercio de las proteinas contenidas en el suero
mientras que la glucosa es similar en ambos medios. En los procesos infecciosos la
glucosa disminuye y las proteinas aumentan. La especificidad del aspirado sinovial es

del 97% y su sensibilidad del 67% (65). La causa mas frecuente de falsos negativos es
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la administracion de antibidticos por via oral o por la manipulacién incorrecta de la
muestra. Otras causas de falsos negativos son el empleo de anestésicos locales que
pueden poseer propiedades bacteriostaticas, el uso de suero salino o la obtencion de la
muestra en una infeccion localizada en un punto que no esté en contacto con el liquido
sinovial. Por ello los aspirados falsamente negativos no son infrecuentes y una sola
aspiracion negativa no descarta la infeccion. Cuando el resultado es negativo, la
reaspiracion, sin antibiotico, sin suero salino y sin anestesia local, proporciona una
sensibilidad del 75% y una especificidad del 96%. Se puede realizar una tincion gram,
aunque solo un 25% de los aspirados de rodillas infectadas serd positivo con dicha
puncion. Puede que los cultivos aerobicos y anaerdbicos del liquido aspirado
identifiquen la bacteria causal y su antibiograma, aproximadamente entre dos tercios y
tres cuartas partes de los pacientes tratados (101).

-Muestras intraoperatorias. es obligatorio obtener cultivos intraoperatorios

del liquido y tejido sinovial ante una sospecha de infeccion. Por ello no debemos
administrar antibioticos profilacticos antes de la cirugia que enmascararian los
resultados de las muestras. Los cultivos tienen poca trascendencia en la toma de
decisiones en el momento de una posible reimplantaciéon, pero representan una
inestimable ayuda para una correcta orientacion del ulterior tratamiento antibiotico (82).
Los patologos avezados pueden evaluar el estudio anatomopatoldgico intraoperatorio
del tejido sinovial para determinar el nimero de PMNs por campo de gran aumento, con
la técnica de la congelacion de muestras. Se suele obtener una muestra de un centimetro
de la superficie sinovial con aspecto mas inflamado. Tras ser congelada, se obtienen
secciones de 2 a 5 micras, y el cristal tras impregnarse durante 10 segundos en una
solucion al 10% de formol, se tifie con hematoxilina-eosina. Inicialmente se comunico

que mas de 5 polimorfonucleares neutr6filos por campo de gran aumento era indicativo
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de infeccion pero recientemente se ha demostrado que 10 polimorfonuclares, en
contraposicion a 5 mejoran la especificidad del 96% al 99%, mientras que mantienen
una sensibilidad del 84% (63). La tincion de gram intraoperatoria presenta poca
sensibilidad para descartar una complicacion infecciosa en el acto operatorio. Una serie
de 413 tinciones de gram intraoperatorias obtenidas durante artroplastias de revision,
detectd correctamente 10 de los 68 casos infectados, lo que supone una sensibilidad de
tan solo el 14,7% (28). Se deben obtener un minimo de 6 muestras totales de la pseudo
capsula, de la interfaz hueso protesis, del canal medular 6seo y de las partes con mas
apariencia de inflamacion. Si en el cultivo aparece crecimiento bacteriano en mas de un

tercio de las muestras, el diagnostico de infeccion se considera positivo.

Obtencién de muestrasintraoperatorias para anatomia patolégica (AP) y
microbiologia (M) (sin antibidticos 2 semanas antes de la intervencion)

1% puncidn articular con aguja antes de la artrotomia (M)

2° membrana sinovial y tejido patoldgico de granulacion (M y AP)

3% biopsia dsea periarticular (M y AP)

4°. material periprotésico, 2 6 3 muestras (M y AP), tras la retirada de los implantes,
incluyendo canal medular, femoral y tibial

Tabla 4: protocolo para la toma de muestras intraoperatorias. Cada muestra debe
obtenerse con distinto instrumental y los cultivos deben realizarse en medios
convencionales y en caldo enriquecido.

-Esguema diagndstico: dado que la anamnesis, la exploracion fisica, las

pruebas analiticas, las radiografias simples y los estudios gammagraficos no siempre
correlacionan bien con la infeccion, la aspiracion del liquido articular sigue siendo la
prueba mas concluyente para detectar una complicacion infecciosa en una artroplastia
total de rodilla. Las muestras intraoperatorias analizadas por el patdlogo y el
microbidlogo nos confirmaran el diagnostico y marcaran la pauta quirurgica y

antibidtica que debera seguir el paciente. Los criterios para la confirmacion diagnostica
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de una infeccidon aguda precoz o una infeccion hematégena aguda son la presencia de
exudado purulento que afecta a la articulacion en el tiempo quirtrgico y el cultivo
positivo del liquido articular. A estos criterios debemos afadirles la aparicion de signos
y sintomas clinicos durante el primer mes postquirirgico en la infeccion aguda precoz, o
la aparicion de esta clinica en una proétesis previamente no dolorosa en la infeccion
tardia hematogena (144,145).

Los criterios de confirmacion diagnéstica de una infeccion tardia son: a) la
presencia de una fistula articular con exclusion de otras causas (metalosis), b) exudado
purulento en el tiempo quirdrgico, c) histologia definitoria de infeccion en pacientes sin
artropatia inflamatoria de base (mas de 5 polimorfonucleares neutréfilos por campo de
gran aumento), d) 3 o mas cultivos intraoperatorios (de 5 posibles) con el mismo
microorganismo o 2 muestras positivas y 2 signos clinicos o hematolégicos ( PCR,
VSG, gammagrafia, 2 primeros afios, etc.), €) cultivo en muestras intraoperatorias de
patdgenos especiales (brucella, salmonella, M. tuberculosis), o f) clinica compatible con
un cultivo de biopsia 0sea significativo. El resto configuran criterios de probabilidad y
posibilidad pero nunca de confirmacion infecciosa (83,136).

Debemos mantener en mente el aforismo que hace referencia a la necesidad
de pensar siempre en una infeccion ante una protesis de rodilla dolorosa que no presenta

una causa aparente que pudiera justificar dicha gonalgia.
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Podriamos resumir nuestra toma de decisiones con este algoritmo (136):

Clinica, Rx, VSG y PCR

Positivas o dudosas cualquiera de ellas | \ Normales las dos. Casi seguro no infeccion.

!

Falsos (+) en enfermedades intercurrentes o inflamatorias.
Sospecha clinica.

J

ARTROCENTESIS

AP y micro (tubos de hemocultivo) ARTROCENTESIS % |
Negativa: No infeccion.

Negativa %

= | |

Positiva. Si signos Rx, clinicos y laboratorio lo confirman: Tratamiento en dos tiempos.
Si andlisis, Rx, clinica anodina y/o germen atipico: Repetir.

J

| Positiva: Tratamiento.

ARTROCENTESIS c
Asegurarse de que esté 3 semanas previas sin AB.
AP y micro (tubos de hemocultivo) \ Negativa: Persisten dudas

=

| Gammagr afia leucocitos hmpao |

Artroscopia o artrotomia: Biopsia 6sea (2-3 muestras)

Positiva o dudosa. Toma de muestras: / ﬂ

ﬂ ﬂ Negativa: No infecion> 95%.

Negativa <5 pmn por campo Positiva> 10 pmn por campo
Cultivo estéril 2 cultivos (+) mismo organismo

J

J

Valorar fijacion del implante: Revision en 2 tiempos.
*Fijo: observacion.

® Aflojado: recambio.

Tto. AB optimizado.
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2.- CITOQUINASY REACTANTES DE FASE AGUDA ANTE UNA

AGRESION QUIRURGICA.

Las lesiones mayores, las intervenciones quirurgicas o los accidentes,
originan respuestas metabodlicas, hormonales y hemodindmicas. Se caracterizan por una
alteracion en el metabolismo de las proteinas con balance nitrogenado negativo,
hiperglucemia, incremento en la lipolisis y retencion de sodio. Ademas se liberan
hormonas contrarreguladoras, se produce fiebre y el higado sintetiza numerosos factores
de fase aguda (23). Esta respuesta es activada por diversos estimulos nociceptivos, por
la lesion de los tejidos, por la isquemia y consecuente reperfusion tisular, asi como por
las alteraciones hemodindamicas que presentan estos pacientes.

Ante toda agresion, el organismo responde mediante un mecanismo
nervioso y otro hormonal. El mecanismo nervioso actia inespecificamente por medio
del hipotalamo, los nervios vegetativos, la médula suprarrenal y los 6rganos cromafines.
Desde los centros vegetativos del hipotalamo, los estimulos del estrés descienden a
través de los nervios auténomos y esplacnicos a la médula suprarrenal con la
consiguiente liberacion de adrenalina y noradrenalina al torrente sanguineo. Estas
actian produciendo un aumento de la tension arterial y una vasoconstriccion. El
mecanismo hormonal también actia de una manera inespecifica. Esencialmente
podemos resumirlo como una descarga masiva de ACTH, TSH y posteriormente
cortisol (14). La traduccién sistémica radica en un estado predominantemente
catabdlico, con elevacion de las concentraciones plasmaticas de catecolaminas, cortisol
y glucagdén. Aparecera eosinofilia, polinucleosis, linfocitosis, aumento de los fagocitos

y aumento de la formacion de anticuerpos.
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A nivel local, la respuesta a la agresion quirtrgica consiste en un fenomeno
inflamatorio necesario para la reparacion histica y para la defensa ante el trauma.

En general, la cirugia y los procedimientos anestésicos inducen una
depresion inmunitaria, siendo posible demostrar un descenso en el nimero y actividad
de las células inmunocompetentes circulantes, y alteraciones en la sintesis de proteinas
de fase aguda y de interleuquinas. Su estudio es complejo dado que es dificil valorar el
efecto aislado de cada factor indicado, y el diseno de los estudios experimentales o
clinicos suelen aportar visiones sesgadas. La reposicion de las perdidas hematicas
supone un factor afiadido a la alteracion inmunoldgica, presentando un efecto
inmunodepresor la transfusion de sangre homdloga, asociando ésta un mayor riesgo de
complicaciones infecciosas (66). Después del trauma quirurgico aparece una severa
disfuncion de los mecanismos de defensa del huésped junto a una parélisis de la
inmunidad mediada por las células, como consecuencia de una excesiva, sistémica y no
selectiva respuesta inflamatoria (14).

La infeccion postoperatoria se relaciona con diversos factores. Unos
dependen de la herida quirurgica, y por tanto del trauma tisular, de la contaminacion de
la herida, de la duraciéon y del tipo de intervencion quirurgica. Otro grupo hace
referencia a la situacidon perioperatoria del paciente: estado nutricional, patologia
asociada, situacion hemodinamica, o situaciéon inmune. El altimo grupo considera los
procedimientos perioperatorios utilizados: los agentes anestésicos, analgésicos,
antibioticos, transfusiones sanguineas, expansores de volumen, etc.

Es complejo conocer los cambios inmunoldgicos observados en el periodo
perioperatorio de un paciente, debido a la dificultad para reconocerlos con los métodos
clinicos disponibles actualmente ya que no esta establecida la cronologia e importancia

relativa de dichos cambios.
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Tres tipos de pruebas pueden informarnos sobre el estado inmunitario de un
paciente: a) concentraciones séricas y propiedades de moléculas circulantes implicadas
en la respuesta inmune, b) pruebas in vitro sobre células inmunocompetentes, ¢) estudio
de las caracteristicas, nimero y proporcion de las células extraidas del sistema
circulatorio. Sin embargo s6lo una pequefia parte de las células inmunocompetentes las
encontramos en el torrente circulatorio (31% de los neutroéfilos y 2% de los linfocitos),
lo que limita el poder extrapolar los hallazgos sobre las células circulantes a la
poblacion celular total (73). Ademas en la herida quirargica pueden existir
modificaciones locales que tengan una influencia variable sobre la poblacion celular
total.

La inflamacion es una respuesta inespecifica de los tejidos ante la agresion.
La agresion y los agentes infecciosos inducen la degranulacion de los mastocitos
(células cargadas de sustancias histaminoides de accidon inmediata), la activacion directa
del sistema del complemento, la liberacion y activacion de mediadores inflamatorios
(prostaglandinas y el sistema calicreina) que inducen vasodilatacion, y aumento de
permeabilidad capilar a grandes moléculas defensivas y facilitan la emigraciéon de
células con capacidad fagocitica (quimiotaxis). Los fagocitos circulantes (neutréfilos,
monocitos, basofilos y eosindfilos) procedentes de la médula 6sea, estin modulados por
mediadores de la inflamacién y otros productos celulares como la IL1 y el TNFa, asi
como por péptidos y endotoxinas bacterianas. Al llegar al foco de infeccion se adhieren
a los microorganismos los fagocitan y los digieren. La fagocitosis es mayor si el
material esta recubierto por las proteinas plasmaticas llamadas opsoninas, que son
basicamente anticuerpos, u otras proteinas de fase aguda. Estas proteinas (proteina C

reactiva, fragmento activado del complemente C3, fibronectina plasmatica, interferones,
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etc.) son moléculas complejas que modulan y amplifican la respuesta inmune
favoreciendo el desarrollo de mecanismos defensivos adaptativos e innatos (45).

La inflamacién va a originar una serie de manifestaciones sistémicas. Tras
la lesion se produce un reajuste de las proteinas plasmaticas debido a alteraciones de su
sintesis hepatica, y por tanto la IL6, y la IL1 y el TNF modifican su trascripcion al alza.
Se produce un aumento de la sintesis de proteina C reactiva, el fibrinégeno y el
amiloide sérico A, una disminucion de la transferrina y de la albimina. Ademas
observamos una leucocitosis a expensas de los PMNs. La inflamacion origina fiebre por
la accion de las citoquinas sobre el hipotdlamo anterior, donde se sitia el termostato
central del organismo y promueven la produccion de prostaglandina E2, lo que conduce

al aumento de la temperatura corporal (10).

2.1- CITOQUINAS.

Las citoquinas son proteinas solubles producidas por una amplia variedad de
tipos celulares hematopoyéticos y no hematopoyéticos. Ejercen una accion local
autocrina y paracrina, y en ocasiones una accioén sistémica endocrina. Regulan la
duracién, amplitud y tipo de respuesta, asi como la naturaleza de la inflamacion local y
sistémica que dicha reaccién provoca tras la estimulacion. Es caracteristico de las
citoquinas el tener un bajo peso molecular, una estructura polipeptidica y una sintesis
transitoria tras el estimulo. Tienen una naturaleza pleiotrdpica y redundante y su accién
la ejercen interactuando con receptores especificos. Forman parte de una red funcional
sometida a varios mecanismos de regulacion. Las citoquinas las podemos agrupar en

diferentes familias entre las que podemos destacar: interleuquinas, factores de necrosis
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tumoral, factores estimulantes de colonias (CSF), factores de crecimiento (GF) e
intercrinas (92).

La activacion de las células del sistema inmunitario esta regulada en gran
parte por la produccion ordenada de citoquinas que controlan la activacion de los genes
y la expresion de las moléculas de superficie celular.

Los leucocitos son los principales responsables de la defensa frente a las
infecciones por microorganismos, con un componente especifico formado por los
linfocitos y otro no especifico formado por los granulocitos y los macréfagos. Los
leucocitos circulan en la sangre y en el sistema linfatico, y ante un dafio tisular son
reclutados desde la sangre al tejido afectado de forma especifica. Asi, por ejemplo, los
eosinofilos son selectivos de reacciones alérgicas o infecciones por parasitos, mientras

que los PMNs se extravasan a zonas con inflamacion aguda o dafio tisular.

2.2- REACTANTESDE FASE AGUDA.

Ante cualquier infeccion o dafio tisular se desencadenan cambios
metabolicos dirigidos a destruir al agente inflamatorio y favorecer la cicatrizacion de los
tejidos. Entre estos cambios se incluyen la fiebre, la leucocitosis, alteraciones de la
permeabilidad vascular, variaciones del catabolismo muscular y modificaciones de la
sintesis hepatica de enzimas.

Los reactantes de fase aguda (RFA) son un grupo de proteinas sintetizadas
en el higado en respuesta al estimulo producido por las citoquinas liberadas en el foco
inflamatorio desde los macrofagos, principalmente IL1, IL6 y TNFa. Estd formado por
componentes del sistema del complemento, proteinas de la cascada de la coagulacion,

inhibidores de proteasas, proteinas ligadoras de metales, PCR, etc. cuya concentracion
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en suero aumenta en respuesta al dafio tisular, en proporcion variable. Por el contrario,
las concentraciones de algunas proteinas séricas, como la albumina, la prealbimina y la

transferrina, se reducen por la disminucion de su sintesis y el incremento del volumen

de distribucion.

A de la amiloidosis

*a-1 quimiotripsina

complemento C3-C4

(+)2100-1.000 veces (+)2-4 vecesvalor (+)0.5 vecesvalor )
valor basal basal basal
=a-1 antitripsina
PCR ;(Z;éaglucop roteina *Ceruloplasmina *Albiimina
=Componente sérico *Factores del *Transferrina

=Haptoglobina
*Fibrindgeno

Tabla 5: reactantes de fase aguda y nimero de veces que se modifican sus niveles
plasmaticos (73).

Estos reactantes cumplen un papel defensivo, como por ejemplo la PCR
uniéndose a las membranas celulares a modo de opsonina.

2.2. A- Fibrinogeno.

Se trata de una glucoproteina plasmatica soluble de elevado peso molecular,
compuesta por tres pares de cadenas polipeptidicas. Se sintetiza en el higado bajo el
control de diversos factores estimulantes y tiene una vida media de unas 100 horas.
Desempefia un papel central en la coagulacion, denominandose factor I: por la accion de
la trombina se transforma en fibrina insoluble. Interviene en la reologia sanguinea y
potencia la agregacion plaquetaria cuando esta elevado. Ademas actiia como reactante
de fase aguda aumentando en situaciones en las que existe inflamacion o destruccion
tisular como ocurre ante el estrés médico o quirurgico.

Se ha considerado un factor de riesgo independiente para el desarrollo de
enfermedades vasculares cuando se encuentra en cifras superiores a 350 mg/dl (147). Se

han descrito niveles mas elevados en personas hipertensas, fumadoras, obesas, ancianas
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o con valores elevados de LDL, y se han observado niveles menores en personas que
realizan ejercicio regularmente o que consumen alcohol de manera moderada (122).

2.2. B- Proteina C reactiva (PCR).

Se describi6 como el primer reactante de fase aguda que se fija a los
linfocitos T e inhibe la agregacion plaquetaria y la retraccion del codgulo. Se haya
involucrada directamente en la eliminacidon del tejido necrético y los microorganismos
causantes de infecciones. Pertenece a la fraccion de las Beta globulinas, de peso
molecular proximo a los 120.000 daltons, y su concentracion guarda correlacion con la
VSG (94).

En la actualidad es el reactante de fase aguda mejor estudiado y que posee
mayor aplicacion clinica.

A menudo el aumento de PCR va paralelo al aumento de la VSG, pero el
incremento de la PCR suele preceder al de la VSG y desciende antes que esta ultima al
desaparecer el estimulo causante. Al contrario que la VSG, la PCR no est4 influida por
factores dependientes de los hematies (anemia, policitemia, macrocitosis, microcitosis,
esferocitosis), por la insuficiencia cardiaca ni por la hipergammaglobulinemia (67).

Los intervalos normales de referencia son de 0 a 5,6 mg/dl (unidades
convencionales) o 0 a 0,01 g/l (unidades SI). Se considera que un valor previo basal
normal, bien establecido, confiere mayor valor discriminante en la deteccion de un
incremento ain pequeio (72).

La valoracion de la PCR es de gran utilidad como herramienta diagnoéstica,
pero también es util para la monitorizacioén del curso y la respuesta al tratamiento de
numerosas enfermedades inflamatorias, especialmente los desérdenes reumatolégicos, y
para el diagndstico de la presencia de enfermedades inflamatorias de origen infeccioso.

También es un eficaz biomarcador en la detecciébn y sospecha de infecciones
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postquirtrgicas ya que si bien la PCR aumenta con la agresion quirurgica, la evolucion
natural es sufrir un incremento dentro de las primeras 24 horas tras la intervencion con
un pico maximo entre las 24 y 72 horas posteriores, y una normalizacién de sus niveles
tras 2 6 3 semanas en ausencia de complicaciones infecciosas. Su concentracion
plasmatica empieza a elevarse a las 4-6 horas de la agresion quirargica, permaneciendo
elevada mientras dure la situacion patoldgica y volviendo en breve a la normalidad
cuando se resuelva la situacion estresante, debido a que la PCR posee una corta vida
media de 4 a 7 horas (110).

La concentracion alcanzada por esta proteina refleja la intensidad del
proceso inflamatorio subyacente, de manera que puede alcanzar rapidamente niveles mil
veces superiores a su concentracion basal en el curso de reacciones inflamatorias muy
intensas. Algunos estudios indican un aumento mayor de los niveles de esta proteina en
artroplastias de rodilla que en artroplastias de cadera, pero no se ha podido demostrar
significacion estadistica y ademads si la evolucion postoperatoria es normal el nivel
sérico postoperatorio disminuye siguiendo un mismo patrén en ambas intervenciones
(142). Un aumento persistente o un segundo incremento de los niveles plasmaticos son
sugerentes de complicaciones infecciosas o tromboembolicas, apareciendo incluso antes
del inicio de las manifestaciones clinicas relatadas por el paciente.

En sintesis la PCR aumenta en (72):

a) Enfermedades inflamatorias: artritis reumatoide, fiebre reumatica,
monoartritis y artritis seronegativas, espondilitis inflamatorias vasculiticas con o sin
sintomas articulares, la polimialgia reumatica, arteritis de células gigantes, enfermedad

inflamatoria intestinal cronica y enfermedad de Wegener.
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b) Necrosis tisular por isquemia o infarto. La mas representativa es el infarto
agudo de miocardio que muestra incrementos de PCR a las 6 horas con tendencia a la
normalizacién a los 7 dias.

¢) Tumores malignos: pulmén, mama y tubo digestivo. Después del
tratamiento con éxito y normalizacion de la PCR, la evolucion de la misma puede ser un
buen marcador prondstico tumoral.

d) Rechazo de trasplante de 6rganos 6 de médula dsea.

e) Traumatismos, fracturas 6 quemaduras.

f) Infecciones, particularmente las bacterianas. Las elevaciones son mas
modestas en las infecciones viricas.

La PCR no se modifica en (72):

a) Enfermedades autoinmunes (esclerodermia, lupus sistémico, colitis
ulcerosa y dermatomiositis) en estado refractario.

b) Angor, sin lesion tisular.

¢) Accidente vascular cerebral. Epilepsia o estado convulsivante.

d) Embarazo.

e) Enfermedades virales comunes como resfriado comtn o gripe.

f) Asma y reacciones asmaticas ¢ alérgicas.

2.3- PROTEINASDE CHOQUE TERMICO.

Los organismos han tenido que adaptarse mediante el desarrollo de
mecanismos de defensa, a condiciones ambientales adversas que originan estrés agudo o

cronico. En esta respuesta adaptativa que intenta proteger a la célula de agresiones
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letales se objetiva el incremento de la sintesis de un grupo de proteinas de estrés (SP) y
mas concretamente de las denominadas proteinas de choque térmico (Heat Shock
Proteins, HSPS).

La mayoria de estas HSPs se expresan de forma constitutiva en células no
sometidas a situaciones de estrés (11,21,29,30). La mayor parte de estas proteinas
constitutivas funcionan como caperonas moleculares, facilitando diversos aspectos
celulares del plegamiento, la maduracion, el transporte y la degradacion de las
proteinas. En situaciones patoldgicas, se observa un incremento en la sintesis de estas
caperonas para afrontar la elevada concentracion de proteinas alteradas, siendo capaces
de estabilizar proteinas no plegadas o parcialmente plegadas, evitando asi posibles
interacciones inapropiadas inter e intramoleculares. Estas proteinas juegan un
importante papel clinico en las enfermedades degenerativas, el traumatismo tisular, la
respuesta inmune y la oncogénesis (96).

Todas las células, tanto eucariotas como procariotas, reaccionan frente a la
hipertermia o ante cualquier otro agente estresante, activando los genes que codifican el
grupo de proteinas inducidas por el estrés (tabla 6).

Las HSPs, constituyen el grupo de las proteinas de estrés mas estudiadas e
intervienen en diversas etapas de la biosintesis proteica (desde la sintesis de las cadenas
polipeptidicas hasta su traslocacion y degradacion).

La célula activa, como consecuencia des estrés, la denominada respuesta al
choque térmico, (HSR: “heat shock response”), ello va a suponer un incremento en la
sintesis de distintos miembros de las familias HSPs. Tal incremento se produce
inicialmente desde mRNAs preexistentes (“prompt” HSPs) y se continuard con la

sintesis de HSPs cuyo control ocurre preferentemente, a nivel transcripcional. El nivel
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de expresion de hsps es directamente proporcional a la intensidad del estimulo inductor
de la HSR (146).

La HSR fue originalmente descrita en Drosophila como un fenémeno
inducido de expresion génica. En 1962 Ritossa y cols, observaron en los cromosomas de
las glandulas salivares la aparicion de abultamientos (“puffs”) cromosémicos tras
someter a las larvas de Drosophila a 30min de hipertermia, concretamente a 30°C
(temperatura 5°C superior a la considerada como fisioldgica, para el desarrollo larvario).
Dichos engrosamientos se observaban al minuto de iniciado el estimulo térmico y se
mantenian durante la hora siguiente. De igual forma, si las larvas eran sometidas a un
segundo estimulo térmico, la aparicion de los abultamientos volvian a observarse pero,
esta vez, retrasada en el tiempo a las 3h de iniciado el mismo. Iguales resultados se
conseguian si los cromosomas eran expuestos a distintos compuestos quimicos (el 2-4
dinitrofenolo salicilatos) (116).

En 1974 Tissierés y cols demostraron con experiencias similares que,
simultdneamente a la aparicion de los engrosamientos cromosomicos inducidos por HS,
se detectaba un incremento en los niveles de ciertas proteinas. Estas proteinas,
indetectables en condiciones basales, fueron separadas en PAGE-SDS en funcion de sus
Pms. Desde entonces, fueron denominadas “proteinas de choque térmico” (131).

En 1977, Lindquist-McKenzie y cols, observaron que, en Drosophila, tras
HS se producia un incremento en la formacion de nuevos polisomas y la desaparicion
de otros preexistentes; ello suponia la disminucién en la sintesis proteica global (81).

En 1978, Kelly describi6 la sintesis de HSPs en fibroblastos de pollo cuando
éstos eran incubados con andlogos de aminoécidos o tras HS, lo que convirtié a la HSR
en una respuesta adaptativa universal, propiedad general de todos los organismos vivos

(69).
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En 1980, Hightower observdé como muchos de los agentes inductores de la
HSR son desnaturalizantes proteicos, por lo que propuso que la acumulacion
intracelular de proteinas desnaturalizadas o incorrectamente plegadas, podria ser el
desencadenante de la HSR (77).

La HSR ocurria, también, al exponer las células a otros agentes
desnaturalizantes proteicos, como los metales pesados u otros venenos metabdlicos. Por
ello, se postuld que la HSR era un mecanismo defensivo fundamental para la célula.
Esta hipotesis se confirmo, anos después, tras el estudio de los genes implicados en la
HSR. La mutacidon de estos genes iba a provocar la aparicion de alteraciones en el
desarrollo celular, alteraciones en la sintesis de DNA y RNA, imposibilidad de division
celular, asi como la aparicion de procesos proteoliticos anormales (108).

En la secuencia evolutiva bioldgica de las especies, mas de 99% han
sucumbido al no superar agresiones medioambientales. Asi pues, se han seleccionado,
gracias a la evolucion de los genes de respuesta al estrés, los organismos que han
logrado adaptarse a situaciones adversas, siendo una muestra de las ganancias
evolutivas. Hoy en dia se consideran estas secuencias genomicas como las mas
abundantes y conservadas que existen en la naturaleza. Aunque la naturaleza de los
agentes estresantes sea diferente en términos fisicos o quimicos las reacciones
bioldgicas que inducen son similares, y todos ellos inducen la expresion de los genes

hsps.
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Enzimas fase I y II, glutation Biotransformacion, destoxificacion y
eliminacion de productos toxicos

Citoquinas Diferenciacion; proliferacion y expansion
de macréfagos e inmunecitos

Factores del crecimiento Proliferacion y expansion de varios tipos
celulares

Hormonas Estimulacion de células precursoras

SOD, catalasa Potenciacion del sistema antioxidante

Proteinas del choque térmico Carabinas moleculares y péptidos
antigénicos

Enzimas reparadores Endonucleasas, ligasas, proteasas

Tabla 6: superfamilia de genes de resistencia al estrés (108).

Ademas de las HSPs constitutivas que intervienen en gran numero de
procesos biologicos fundamentales, existen otras que se sintetizan bajo la influencia de
diversos estimulos que podriamos resumir en:

-Fendmenos fisiolégicos normales: la progresion del ciclo celular, el
desarrollo embrionario, la diferenciacion celular y el estimulo hormonal.

-Estados fisiopatoldgicos: la infeccion por bacterias y virus, el cancer, el
envejecimiento, el estrés oxidativo, la isquemia, la hipertrofia, la respuesta inmune, la
inflamacién, etc.

-Stuaciones de estrés medioambiental: elevacion de la temperatura,
farmacos hepatotoxicos, analogos de aminoéacidos, inhibidores del metabolismo
energético, metales de transicion, etc.

La célula tiene una mision fundamental que es la produccioén de proteinas
funcionales bien definidas en su conformacion tridimensional derivada de su estructura
primaria, siendo esenciales para la vida el plegamiento proteico y el ensamblaje de las
unidades proteicas recién sintetizadas (117). Tanto en las células procariotas como en

las eucariotas, estas funciones se realizan gracias a dos clases de proteinas: a) enzimas
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convencionales que catalizan reacciones especificas de isomerizacion, pudiendo asi
limitar la tasa de plegamiento proteico, y b) caperonas moleculares que estabilizan las
estructuras proteicas plegadas o incompletamente plegadas, y protegen de la interaccion
inapropiada entre o en el interior de las cadenas peptidicas, que conducen a la
agregacion (120).

Durante la sintesis, transporte, ensamblaje en oligomeros y secrecion, las
proteinas presentan conformaciones inestables facilmente agregables, e incluso las
proteinas maduras, durante el ejercicio normal de sus funciones pueden pasar por esas
conformaciones fragiles. Las caperonas moleculares han surgido para proteger a las
proteinas que se encuentran en estados inestables y necesitan asistencia externa,
ayudando a conseguir una conformacién funcional correcta. Ademas las caperonas
moleculares intervienen en la translocacion de las proteinas desde su sitio de origen
hasta su destino final donde ejerceran su funcion (97,146).

Anfinsen (4) demostré que las cadenas polipeptidicas, gracias a que su
conformacion tridimensional estd determinada por su estructura primaria, pueden
plegarse espontaneamente para formar las proteinas nativas funcionales. A este
principio fundamental de la biologia, debemos anadirle la necesidad de la ayuda
aportada por las caperonas moleculares. Este término fue utilizado por primera vez por
el grupo de Laskey (74) para describir la funcion de la nucleoplasmina en el ensamblaje
del DNA vy las histonas para formar los nucleosomas. Debido a que en el interior de la
célula las condiciones de elevada concentracion proteica, temperatura y fuerza ionica,
son muy desfavorables para el correcto plegamiento proteico, estas proteinas actiian
previniendo interacciones impropias entre superficies potencialmente complementarias,
mediante su unién no covalente a las estructuras polipeptidicas no nativas de otras

proteinas ayudandolas a alcanzar su conformacion tridimensional “in vivo”. Las
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caperonas moleculares son familias de proteinas, abundantes y ubicuas, muchas de las
cuales son proteinas de estrés. Con ellas se eleva el rendimiento de las reacciones de
plegamiento y se potencia la recuperacion celular después de una agresion. Algunas
familias de caperonas son muy especificas en su accion, que en la mayoria de los casos
se produce a expensas de ATP (148).

Para considerar una molécula como una caperona, esta debe asistir al
plegamiento o desdoblamiento de estructuras proteicas pero no debe formar parte de
estas estructuras cuando estén realizando su funcion bioldgica (108).

En resumen, las funciones de las caperonas moleculares son (69):

a) Prevenir la agregacion de proteinas mutantes o lesionadas.

b) Promover el correcto plegamiento y la glicosilacion de proteinas
segregadas y de membrana.

¢) Solubilizar los agregados proteicos.

d) Catalizar el ensamblaje de los multimeros y el plegamiento proteico.

e) Promover la ubiquitinacion y la degradacion de las proteinas anormales
no reparables.

f) Regular su propia expresion en el citosol y en el reticulo endopldsmico.

g) Suprimir el programa apoptogénico.

Hoy en dia utilizamos por extension, el término HSPs para todas las
proteinas de estrés, no s6lo para aquellas inducidas en la respuesta al choque térmico. El
término HSP va seguido de un niimero que indica la masa molecular determinada por
SDS-PAGE en kilodaltons (kDa). Las mas conocidas entre las eucariotas son las
HSPs8, HSPs27, HSPs70, HSPs90 y HSPs110 (15,31,34,56,81). Otras proteinas de
estrés se identificaron inicialmente como especificas de la respuesta celular a la

privacion de glucosa, por lo que se denominaron Grp (glucose regulated protein). Tanto
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las HSPs como las Grps se localizan en varios compartimentos de la célula eucariota:
nucleo, nucleolo, citosol, mitocondria, reticulo endopldsmico y cloroplastos. En las
células procariotas, que carecen de organulos, se localizan en el citoplasma, en la
membrana citoplasmatica y en el espacio periplasmico.

Si en una célula existe una version inducible y otra constitutiva de la misma
HSP, la constitutiva se denomina HSC (heat shock cognate protein), como por ejemplo
la HSP70i y la HSC70.

Hemos de tener en cuenta que las proteinas de una familia pueden
interaccionar con las de otras para el desarrollo de sus funciones, y que los limites entre
las familias no estan bien definidos, pero la clasificacion de éstas nos serd util para

organizar la informacién obtenida de su estudio (tabla 7).
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Tamafio | Homodlogo o .,
Nombre (k/Da) bacteriano L ocalizacion Funcion
Ubiqui_ ] Citosol/ Degradacion proteinas
tina nucleo proteosoma (no lisosémica)
HSP10 10 Grops | Mitocondria/ | rona de la HSP6O
cloroplasto
HSP20- 20-30 Citosol/ Caperonas moleculares.
30 nucleo Reguladoras de la actina.
HSP33 33 Citosol Caperona m'ole(':ular. Estrés
oxidativo
HSP47 47 Retn,:ulo‘ Caperona colageno
endoplasmico
Forma parte de receptor
HSP56 56 Citosol hormona esteroidea; se une
al FK506
HSP60 60 GroEL Mitocondria/ Caperona mqlecular
cloroplasto (caperonina)
TCP-1 60 GroEL Cl:[OSOl/ Caperona molecular
nucleo relacionada con Hsp60
HSP72 70 Dnak Cl:[OSOI/ Caper'ona rpolecular
nucleo inducible
HSP73 70 DnakK Cl:[OSOl/ Caperona'mo‘lecular
nucleo constitutiva
HSPT5 70 DnaK Mitocondria/ Caperona.mo‘lecular
cloroplasto constitutiva
Grp 78 Reticulo Caperona molecular
(BiP) 70 Dnak endoplasmico constitutiva
. Forma parte del receptor
HSP90 90 HtpG CIFOSOV hormona esteroidea;
nucleo
caperona molecular
HSP104- Familia Citosol/
110 104-110 CLp nicleo Caperona molecular

Tabla 7: clasificacion de las proteinas de estrés (21).
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La expresion de las HSPs ha de estar sujeta a un estricto control debido a
que su acumulacion durante largos periodos de tiempo puede resultar perniciosa. Se ha
observado en células termotolerantes, una disminucion en la trascripcion y en la
estabilidad del mRNA, lo que indica que la expresion de las HSPs se encuentra limitada
para evitar los potenciales efectos citotoxicos de estas proteinas. Un modo de prevenir la
acumulacion de las HSPs es elevar la degradacion del mRNA HSP, que va a contribuir
a limitar la expresion de los genes hsps.

La sintesis de las HSPs debido a la activacion transcripcional de los genes
hsps, esta regulada por unos factores de trascripcion denominados HSF (heat shock
factors). Los HSFs son proteinas transreguladoras que requieren una vez activadas,
traslocarse al nucleo donde reconoce a un elemento modulador, el HSE (heat shock
element) localizado en los promotores de los genes hsps. En el hombre se han descrito 4
HSFs, siendo el mas conocido y estudiado, el HSF1. En situaciones de reposo, el HSF1
se mantiene como un mondmero en el citosol, y ante cualquier estimulo estresante, se
traslada al ntcleo donde se oligomeriza, adquiriendo asi la capacidad de unirse a la
secuencia de nucledtidos consenso en la molécula de DNA, denominada HSE,
localizada dentro del elemento promotor de los genes hsps. Esta trimerizacion del HSF1
es esencial para su funcion al proporcionarle la afinidad necesaria para unirse al DNA e
interaccionar con el HSE. La uniéon del HSF con el DNA mediante el dominio de
enlace en el terminal amino, afecta la activacion transcripcional a través de secuencias
en el terminal carboxilico. Asi, al unirse el trimero HSF1 con el HSE, se activa la
transcripcion de los genes hsps, la sintesis de mRNAs y la traduccion a HSPs.

En las células de mamiferos la activacion de los HSF puede resumirse en las

siguientes etapas (108): a) liberacion del HSF del complejo con HSP70; b)
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oligomerizacion; c) traslado al nticleo; d) union al HSE; d) incremento de la actividad
transcripcional (figura 1).

La estructura basica del HSE tiene la secuencia 5'-nGGAn-3" o su
orientacion opuesta 5'-nTCCn-3’. El numero de repeticiones de pentanucleétidos puede
ser variable, pero un HSE funcional estd compuesto al menos por tres pentameros y la
reiteracion adicional de unidades pentaméricas ocasiona una mayor afinidad en las
interacciones entre el HSF1 y el HSE. El HSE de los promotores de las HSPs70 vy las
HSPs90, se compone de cinco y seis unidades pentaméricas respectivamente, en cercana
proximidad a los elementos promotores basales, cuya funcion es independiente de la
respuesta al estrés. El HSF1 puede reaccionar con el HSE, bien directamente a
temperatura normal o después de su activacion por cualquier situacion de estrés. En el
primer caso, descrito en levaduras, se forma un complejo HSE-HSF, que puede ser
activado por la fosforilacion del HSF. El segundo caso, descrito en organismos
superiores, consiste en la formacién el complejo HSF1-HSP70 en condiciones
normales. El HSF se libera de este complejo por elevacion de la temperatura o situacion
de estrés, se trimeriza, se une al HSE y se activa la transcripcion del gen hsp70. La
disociacion del complejo HSF-HSP70 ocurre debido a que es mayor la afinidad de la
HSP70 por las proteinas desnaturalizadas que por el HSF1. Esta regulacion es similar a
la regulacion de la expresion de los genes eucariotas por los intensificadores
(enhancers). En condiciones normales, unos segmentos de secuencias represoras
inhiben la sintesis de las HSPs. Estos segmentos estan localizados en lugares situados

en posicion anterior, proximos a los HSEs.

-43 -



INTRODUCCION

Cytoplasm

Physical/chemical stress

|
Q%_%@@

Unfolded /misfolded proteins

Heat shock protein

DL RSLASL A

» Non-functional :
* Prone to aggregation Trimerisation and phosphorylation (@) DMA-binding
+ Protease sensitive of heat shock factor (HSF) HSF trimers

Figura 1: induccién y regulacion de la expresion de las proteinas de choque térmico. El
estrés quimico o fisico induce la produccion de plegamientos proteicos incorrectos. Los
mondmeros de HSF en el citoplasma forman trimeros, se fosforilizan y se translocan al
nucleo donde se unen a las regiones de genes promotores de las HSP, favoreciendo la
transcripcion de los genes hsp. Esta transcripcion esta frenada por la interaccion de la
HSP70 o HSBP1 con los trimeros de HSF.

Tomada de Pockley AG. Heat shock proteins asregulators of the immune response.
The Lancet 2003 Aug; Vol 362 (9): 469-476.

Se han propuesto diversos modelos de activacion del HSFI y de
autorregulacion de la HSP70 (68,77,80,95). En células no estresadas, el HSFI1 se
mantiene en el citosol en forma de mondmero, sin capacidad para trastocarse al nucleo y
unirse al DNA, por su asociacion/interaccion con la HSP70. El choque térmico o
cualquier otra situacion estresante, al elevar la concentracion intracelular de proteinas
desnaturalizadas o no adecuadamente plegadas, hace que estas proteinas utilicen la
HSP70 disponible y en caso de agotarla, tendran que utilizar la HSP70 que se encuentra
unida al HSF. El monémero HSF una vez liberado de la HSP70, puede traslocarse al
nucleo donde se oligomeriza formando el trimero que posee capacidad para unirse al
HSE. El trimero entonces, una vez fosforilado, activa la expresion los genes hsps. La
activacion transcripcional de estos genes promueve, a su vez, la sintesis de la HSP70.

Cuando se ha sintetizado suficiente cantidad de HSP70 para evitar que la concentracion
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intracelular sea demasiado elevado, la HSP interacciona con el HSF activo y se forma
nuevamente el complejo HSF-HSP70. La formacion de este complejo conduce entonces
a la disociacion del HSF del DNA.

La sintesis de HSPs también se observa durante los procesos infecciosos
tanto en los microorganismos como en el organismo invadido. Las HSPs microbianas
son un factor de virulencia de los gérmenes. Estas moléculas son ademas antigenos
inmunodominantes y los anticuerpos frente a las HSPs bacterianas, especialmente frente
a la HSP60, se encuentran elevadas en individuos infectados o vacunados. Las
citoquinas estdn vinculadas con las proteinas de estrés y ademds es evidente la
significacion de la funcién de estas proteinas de estrés en el desarrollo de la respuesta
inmune. Se ha atribuido una funcion en la determinacioén de la composicion correcta de
las inmunoglobulinas a la HSP70i y ademés se ha demostrado la intervencion de la
HSP70i en el procesamiento de los antigenos y su transporte a la membrana de las
células accesorias. Otras posibles funciones de la HSP70i son el traslado de antigenos al
interior de los lisosomas para su procesamiento, el transporte de péptidos antigénicos
desde el citosol al interior del reticulo endoplasmico, y la amplificacién del proceso de
formacion de péptidos antigénicos estimulando la formacion de complejos proteosoma e
incrementando la presentacion en la membrana de los complejos principales de

histocompatibilidad I con el antigeno enddgeno (106).

2.4- VELOCIDAD DE SEDIMENTACION GLOBULAR (VSG).

Esta prueba valora la velocidad con la que precipitan hacia el fondo de una
pipeta milimetrada los globulos rojos de una muestra de sangre. En condiciones

normales durante la primera hora el volumen precipitado no es superior a los 15 mm en
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los hombres y a los 20 mm en las mujeres (1). Los valores suelen aumentar con la edad.
Dado que los reactantes de fase aguda son macromoléculas asimétricas hepaticas con
carga positiva, los estados patoldgicos en los que se encuentren elevados los niveles de
estas proteinas favoreceran la agregacion de los hematies formando pilas de monedas,
con lo que aumentan su peso sin aumentar proporcionalmente su superficie y por ello
sedimentaran mas rapidamente. No se debe olvidar que en estados patoldgicos en los
que existan elevaciones importantes de proteinas circulantes, concretamente las
gammaglobulinas monoclonales, la velocidad se acelera pero no es debida a la presencia
de un fenémeno inflamatorio. Por el contrario enfermedades que causen una alteracion
morfologica de los hematies interfieren fisicamente sobre la capacidad de los mismos
para agregarse por lo que la velocidad puede ser normal atin en presencia de importantes
elevaciones de los reactantes de fase aguda.

El aumento de la VSG fundamentalmente refleja el nivel de fibrindgeno y
en menor grado el de otras proteinas reactivas de fase aguda. Su elevacion en el curso
de un fenémeno inflamatorio es absolutamente inespecifica e independiente de la
etiologia del mismo. Ademds es menos sensible para valorar la respuesta a un
tratamiento. La velocidad puede permanecer elevada durante 3 o mas meses tras la
cirugia sin ser indicativa de complicaciones postquiriigicas, aunque su aumento, en
ausencia de otro foco, después de 6 meses tiene un valor predictivo positivo del 80%
para detectar complicaciones infecciosas.

La VSG es una prueba muy sensible, pues se modifica en multiples procesos
inflamatorios o infecciosos, por lo que resulta muy poco especifica. Ademas una VSG
normal no excluye la existencia de una enfermedad orgdnica y su ascenso es

relativamente tardio tras la exposicion a la noxa.
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2.5- RECUENTO Y FORMULA LEUCOCITARIA.

Es una de las determinaciones mas caracteristicas de las enfermedades
infecciosas. La formula leucocitaria determina el porcentaje, en relacion al total, de cada
variedad de leucocitos (neutroéfilos, basofilos, eosinéfilos, linfocitos y monocitos).

En ausencia de enfermedad solemos encontrarlos en un numero de 4.000-
10.000 por mm?.

En general se trata de un elemento muy variable, no encontrandose
asociacion entre la leucocitosis y los signos clinicos de infeccion en un 60% de los

casos, originando muchos falsos positivos (62).
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|l.- HIPOTESIS DE TRABAJO.

1.-HIPOTESIS.

Las proteinas de choque térmico pueden ser un biomarcador eficaz de la

infeccion en las artroplastias totales de rodilla.

2.-OBJETIVOS.

L os objetivos del presente estudio son:

1.- Examinar la biologia de las HSPs y otros reactantes de fase aguda en
pacientes, a los cuales se les implanta una prétesis total de rodilla y no presentan
ninguna complicacién postquirargica, como posibles biomarcadores de estrés
quirdrgico.

2.- Estudiar la biologia de las HSPs y otros reactantes de fase aguda en pacientes
diagnosticados de una complicacién infecciosa crénica tardia de una artroplastia total de

rodilla, como posibles biomarcadores diagndsticos de infeccion protésica.

-49-



MATERIAL Y METODOS

-B50 -



MATERIAL Y METODOS

l11.- MATERIAL Y METODOS.

1- MATERIAL.

1.1- DISENO.

Estudio piloto observacional prospectivo descriptivo con componentes

analiticos.

1.2- SUJETOSDE ESTUDIO.

Se reclutaron 35 pacientes de forma consecutiva a partir de marzo del 2003,
que reunieron los siguientes criterios de inclusion:

-Pacientes, hombres o mujeres, mayores de 65 afios, con diagnostico de
gonartrosis primaria evolucionada (grados III-IV de Kellgren y Lawrence) (75) y que
fueran a ser intervenidos quirirgicamente colocandoles una proétesis de rodilla en el
Hospital General Universitario Gregorio Marafion.

-Pacientes intervenidos bajo anestesia raquidea.

-Pacientes que otorguen su consentimiento informado escrito para participar
en el estudio.

-Pacientes en los que el platillo tibial y el escudo protésico femoral se

cementen.
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Concurrentemente, y a partir de la misma fecha, y con el fin de conseguir el
segundo objetivo, se reclutaron 10 pacientes a los que se les hubiera implantado una
prétesis de rodilla y presentasen criterios de infeccion (mediante biomarcadores
predictivos usados en la clinica y estudio anatomo-microbiologico de los especimenes
obtenidos durante la intervencion) y que reunieran los criterios anteriormente citados
(excepto el primero).

Ya que se trata de un estudio piloto, no hubo una predeterminacién del
tamafio muestral.

1.2.A- Detalles anestési cos.

Se empled un bloqueo combinado epi-raquideo, utilizando para la
intervencion quirirgica una raquianestesia mediante 10 mg de bupivacaina hiperbarica
al 0,5%, y un cateter epidural para el postoperatorio mediante perfusion continua de
bupivacaina al 0,125% con un ritmo de 6-10 ml/hora durante las primeras 48 horas. Se
administr6 una dosis de 2 gramos de cefazolina antes de realizar la isquemia de la
extremidad intervenida.

1.2.B- Detalles quirtrgicos.

Todos los pacientes fueron intervenidos, por médicos especialistas en
C.O.T., de una manera programada en los quir6fanos de ortopedia de nuestro
departamento. En dichas salas no se dispone de sistemas de flujo laminar. Los pacientes
fueron colocados en decubito supino en la mesa quirrgica. Se procedid a preparar la
extremidad a intervenir con una solucidon orgédnica yodada y posteriormente se aislo el
campo quirurgico con panos estériles. Entonces se activo el sistema de isquemia,
localizado en la porcion mas proximal del muslo, a un nivel 100mg de mercurio
superior a la tension arterial sistolica del paciente. La via de abordaje utilizada fue la

anterior, con la que se lograba una exposicion de la articulacion de la rodilla a través de
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una artrotomia parapatelar medial. Se implantaron los componentes protésicos de
acuerdo a las recomendaciones facilitadas por las casas comerciales, teniendo en cuenta
que el modelo Insall-Burstein II (Zimmer®) es un implante estabilizado posterior, por
lo que se debe resecar el ligamento cruzado posterior y este es reemplazado por el
disefio protésico, con lo que es necesaria una mayor reseccion o6sea que cuando
implantamos el modelo Profix (Smith-Nephew®) (figura 2). La eleccion del modelo de
implante utilizado en cada caso se realiz6, tras un estudio detallado, de acuerdo a la
existencia o no de deformidad de ejes en los miembros inferiores, estabilidad articular,
calidad 6sea y rango de movilidad.

Se cementaron tanto los implantes tibiales como los femorales, con
cemento CMW-1 (®), para facilitar la fijacién primaria. En ningin caso se uso6 el
componente rotuliano. Una vez conseguida la consistencia deseada del metilmetacrilato

se procedié a soltar el torniquete de isquemia para coagular los puntos sangrantes.

Finalmente se dej6 un sistema de drenaje intraarticular y se cerrd por planos.

Figura 2: Obsérvese la mayor reseccion Osea femoral necesaria para implantar el
modelo posteroestabilizado (figura de la derecha).

Después de la intervencion se inicid el tratamiento rehabilitador en las
primeras 24 horas mediante artromotor, iniciando la deambulaciéon con ayuda de dos

bastones ingleses a las 48 horas, tras la retirada del sistema de drenaje.
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2- METODOS.

2.1- VARIABLESY MEDICION.

A través de la anamnesis de los pacientes se obtuvieron las variables
demograficas y clinicas detalladas en el anexo 1.

Se procedio a la extraccion de 10 ml de sangre de cada paciente (figura 3);
5 ml se procesaron en el laboratorio central del Hospital General Universitario
“Gregorio Marafién”, para cuantificar proteina C reactiva, fibrindgeno, VSG y recuento
y formula leucocitaria. Con los 5 ml restantes, tras 15 minutos de reposo y coagulacion,
se procedid a su centrifugacion durante 10 minutos a 2500 rpm para la obtencion del
suero, el cual fue alicuotado, en cuatro tubos eppendorf previamente identificados. Las
muestras se guardaron a — 40°C hasta su procesamiento. En cada una de ellas, se
analizaron los siguientes parametros:

- Interleuquina la.

- Interleuquina 6.

- Factor de necrosis tumoral o.

- Autoanticuerpos circulantes antiHSP 70i.

- HSP 701 sérica.

2.2- METODOS DE MEDICION.

2.2.A- Recuento Leucocitario.

- Aparato: Coulter Gen's; Medida por volumen, conductividad y dispersion

de luz laser.
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- Reactivos: Azul de metileno en solucidn buffer al 0,06%; acido sulfurico
con estabilizacion al 0,15%; solucion buffer ISOTON (de Beckman Coulter).

- Tubo verde: Contiene EDTA (4cido etilendiaminitetracético) K3.

! =
(=3
=

3]

1050025

Figura 3: Tubos utilizados para la toma de las muestras sanguineas de los
pacientes del estudio.

2.2. B- Velocidad de sedimentacion.

- Aparato: Vesmatic 60 (marca registrada por Menarini®).

- Ves-Matic: Sistema automatico para la determinacion de la velocidad de

eritrosedimentacion.
- Tubo negro: contiene citrato sodico (0,36 ml).

2.2. C- Eibrinégeno.

- Aparato: ACL Fatura Plus.

-Tipo: Fibrindgeno derivado (basico de coagulacién); Instrumentatio

laboratory.

- Reactivo: Tromboplastina calcica (extracto liofilizado de conejo).

- Tubo azul: contiene citrato trisddico.
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2.2. D- Interleuquina 1R.

Técnica de ELISA comercial (MedSystems Diagnostics GMBH,
BMS224/2MST ®), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La concentracion
de IL-1B, se obtiene por interpolacion sobre curva patrén, de regresion lineal y se
expresa en pg/ml. Los valores normales en suero son de 0 pg/ml.

2.2. E- Interleuquina 6.

Técnica de ELISA comercial (MedSystems Diagnostics GMBH,
BMS213/2MST ®), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La concentracion
de IL-6 se obtiene por interpolacion sobre curva patron, de regresion lineal y se expresa
en pg/ml. Los valores normales se encuentran en un rango de 0-14.1 pg/ml, con una
media de 1.3 pg/ml y una desviacion estandar de 3.2pg/ml.

2.2.F- Factor Necrosis Tumoral.

Técnica de ELISA comercial (Bender MedSystems BMS223INST ®), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. La concentracion de TNFa., se obtiene por
interpolacion sobre curva patron, de regresion lineal y se expresa en pg/ml. No se
detecta TNFa en el suero de sujetos sanos.

2.2.G- Proteina C reactiva.

La PCR es medida por un ELISA comercial (CRP-MTPL-EIA, ITISA
Biomédica ®), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Al valor medio de la
absorbancia de cada estandar se le asigna la concentracion correspondiente de PCR, se
elabora una curva de calibracion log/lineal. La concentracion de PCR de las muestras
problema, se obtiene por interpolacion sobre curva patrén, y se expresa en mg/dl. El
limite superior del rango normal se situa entre 5 y 8 mg/dl. Para la toma de las muestras

se utilizo el tubo morado.
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2.2.H- Respuesta autoinmune: autoanticuerpos antiH SP70i.

Estos anticuerpos son medidos por un ELISA comercial (Stressgen EKS-
750 ®) de acuerdo con las intrucciones del fabricante. Basicamente en placas de 96
pocillos, se encuentra prefijada una cantidad constante de HSP70i humana
recombinante. Se elabora una curva patron a partir de los estandares suministrados por
el fabricante con los siguientes valores: 1000 ng/ml, 500 ng/ml, 250 ng/ml, 125 ng/ml,
62,5 ng/ml, 31,25 ng/ml. Las muestras de suero se diluyen 1:1000, y tanto los
estandares como las muestras, se aplican por duplicado (100 ul). Se lee a una longitud
de onda de 450 nm (referencia 540-570 nm). Los resultados de absorbancia se
interpolan sobre la curva patrén, con una regresion lineal y se expresan en ng/ml.

2.2.1- HSP70i.

La cuantificacion de la concentracion de HSP70i en suero de nuestros
pacientes se realizo mediante una ELISA comercial (Stressgen, StressXpress® HSP70
ELISA Kit) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En placas de microtitracion,
se encuentra prefijada una concentracion fija de un Ac monoclonal antiHSP70i. Las
muestras de suero, diluidas en una proporcion 1:5 se aplicaron por duplicado en un
volumen final de 100 pl. La HSP70i circulante es inmovilizada por estos Ac y detectada
a través de anticuerpos policlonales de conejo especificos contra estas proteinas y un
sustrato de tetrametilbenzidina que genera un color azul de intensidad proporcional a la
cantidad de HSP70 de cada muestra. La intensidad del color se lee a una longitud de
onda de 450 nm (referencia 540-570 nm). La curva patron se elabora simultineamente
con las muestras problema a partir de los estdndares suministrados por el fabricante con
los siguientes valores: 50 ng/ml, 25 ng/ml, 12,5 ng/ml, 6,25 ng/ml, 3,25 ng/ml y 1,62

ng/ml, y representada de forma bilogaritmica. La concentracion de HSP70i de las
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muestras se cuantifica al interpolar las lecturas de absorbancia sobre la curva patron y se

expresa en ng/ml o pg/ml, de acuerdo con las densidades dpticas obtenidas.

2.3- RECOGIDA DE LA INFORMACION.

Toda la informacion se recogioé en una ficha especificamente disefiada para

el estudio (anexo I) y se archivo en una base de datos para su posterior analisis.

2.4- CRONOGRAMA DE LASMEDICIONES.

Se obtuvieron todas las muestras con el siguiente cronograma:
TO: Muestra obtenida una hora antes de la intervencion.

T1: Muestra obtenida a las 24 horas de la intervencion.

T2: Muestra obtenida al mes de la intervencion.

T3: Muestra obtenida a los tres meses de la intervencion.

2.5- ANALISISDE LOSDATOS.

Se realizé una estadistica descriptiva de las variables medidas utilizando
medidas de frecuencia (absolutas y porcentajes) para las medidas de forma categorica y
medidas de centralizacion y dispersion (media, desviacion tipica, mediana y rango
intercuartil) para aquellas medidas de forma cuantitativa.

Para comparar y buscar posibles asociaciones se realizaron las pruebas
estadisticas pertinentes, bien parametricas o no paramétricas, utilizando la prueba de

Friedman para comparar los valores repetidos de las variables medidas en los mismos
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sujetos, y la prueba de U de Mann-Whitney (si variables cuantitativas) o la prueba de
Fisher (si variables categoricas) para comparar las variables entre las artroplastias
primarias de rodillas infectadas o no.

El nivel de significacion fue de P<0,05. Se utilizo el programa estadistico
SPSS 11,5 para Windows.

Este trabajo se realizd en colaboracion con el laboratorio de Biologia
Celular de la Unidad de Medicina y Cirugia Experimental del Hospital General

Universitario Gregorio Marafion.

2.6- CUESTIONESETICAS.

Esta investigacion se desarrolld de acuerdo a las normas de buena practica
clinica con plena aceptacion de las normas éticas vigentes (Declaracion de Helsinki,
revision de Edimburgo 2000).

Este protocolo se reviso, aprobd y tuteld por el comité de Investigacion y
por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital General Universitario
Gregorio Maraiion (anexo I1I).

A todos los pacientes se les solicitd su consentimiento informado por
escrito, mediante un formulario (anexo II), para participar en este proyecto,
informédndoles del objetivo del estudio, los procedimientos, los riesgos y beneficios
potenciales, las garantias de que su participacién es voluntaria, la proteccion de la
confidencialidad acorde a la legislacion vigente, y se le ofrecid la posibilidad de hacer

preguntas sobre el estudio.
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MATERIAL Y METODOS

ANEXO I:

DATOS DE FILIACION DE LAS MUESTRAS:

o INICIALES DEL PACIENTE:
o GRUPO DE INCLUSION:

o EDAD:

o SEXO:

o N°HISTORIA:

o ENFERMEDADES ASOCIADAS:

o ALERGIAS: AS.A.

o QX PREVIAS: DIAS LISTA ESPERA:

o MEDICACION HABITUAL:

o FECHA INTERVENCION:  MODELO IMPLANTE: EM.O.:
o GRUPO SANGUINEO: MINUTOS ISQUEMIA:

o PRECISO TRANSFUSION POSTQX: N° CONCENTRADOS:

MEDICIONES REALIZADAS:

| CRONOGRAMA | TO(1h preQx) T1 (24 h) T2 (1 m) T3 (3 m)

| LEUCOCITOS |

| FIBRINOGENO

V.S.G.

P.CR.

IL 6

HSP 701

|
|
|
IL 18 |
|
|
|
|

Ac anti HSP 701

TEMPERATURA |

| | |
| | |
| | |
| | |
| | |
| | |
| | |
| | |
| | |
| | |
| | |
| | |

|
|
|
|
| TNFa
|
|
|
|

T.AS/T.AD. |
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MATERIAL Y METODOS

ANEXO I1:

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Don Francisco Chana Rodriguez, licenciado en Medicina y Cirugia, médico residente
del Servicio de Cirugia ortopédica y traumatologia del Hospital General Universitario
Gregorio Maranén de Madrid e investigador del proyecto “ PROTEINAS DE
CHOQUE TERMICO EN LAS ARTROPLASTIAS TOTALES DE RODILLA”
INFORMA a:

) D703 s V8 s - VSRR , sometido/a a tratamiento
quirargico (diagnoOstiCo: ......eecvverveerrierieeiieeieeiie e ), en el Departamento de Cirugia,
siendo el Dr. Javier Vaquero Martin su médico responsable.

Que se lleva a cabo en el Departamento referido y en colaboracion con la Unidad de
Medicina y Cirugia Experimental, el proyecto arriba indicado. Proyecto que consiste, en
términos generales, en el estudio de las proteinas del suero sanguineo, a efectos de
detectar posibles alteraciones de su composicion y funcionamiento, hoy no bien
conocidos y que pudieran incidir en la evolucién postoperatoria de la intervencion a la
que va a ser sometido, tanto en sus efectos inmediatos como a largo plazo.

Para obtener datos relevantes, que puedan tener aplicacion clinica en un futuro préximo,
es necesario estudiar muestras biologicas procedentes de tejidos humanos; razén por la
que solicitamos su libre participacion.

El material que se precisa es una cantidad minima de sangre (10 ml) obtenida en las
exploraciones rutinarias a las que usted va a ser sometido. No se necesitan, por ello,
maniobras accesorias de ningln tipo. Tampoco interfiere con los diferentes estudios que
han de definir la naturaleza o el seguimiento de su enfermedad.

Los resultados que se obtengan del estudio no le reportaran beneficio directo alguno, ni
a efectos diagnosticos, ni de orientacion terapéutica, ni de prondstico de su enfermedad.
Sin embargo, las conclusiones del proyecto si que tendran aplicacion clinica en futuros
pacientes; por ello, su consentimiento, sin duda, tendra una incidencia favorable en un
futuro proximo.

Los resultados que se obtengan seran completamente confidenciales y anénimos, y no
se reflejardn en su historia clinica. Quedaran almacenados en un banco de datos, y
constaran, exclusivamente, de las iniciales de su nombre y dos apellidos, edad, sexo,
diagnostico anatomopatologico y estado evolutivo de la enfermedad.

En Madrid, adia ......... delmesde ...coooevveenveeieecniiieeennn. del afo 200.....
Enterado y conforme: El médico responsable:
Fdo. D/Dna. Fdo. Dr.
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MATERIAL Y METODOS

ANEXO II1:

Diia. M® Angeles Muiioz Fernandez, Presidenta del Comité de Investigacién del Hospital
General Universitario Gregorio Marafién de Madrid, hace constar que el Comité de
Investigacion, en su reunion del dia 27 de Febrero de 2003 (Acta n® 2003/4) ha estudiado y
valorado la solicitud presentada por Francisco Chana Rodriguez, médico residente de
traumatologia, para realizar su tesis doctoral mediante el desarrollo del proyecto de
Investigacion:

“ Proteinas de choque térmico en las artroplastias totales de rodilla: posibles
biomarcadores de infeccion”.

Que sera dirigida por los Drs. Javier Vaquero (Servicio de Traumatologia) y M* Concepcion
Guisasola (MCE)

El Comité de Investigacién ha aprobado la realizacion de dicho proyecto, ~considerando
que retine caracteristicas suficientes de interés y que resulta viable en todos sus termnos.

TSI 20
Dra. M* Angeles Muiioz Fernande g ac Pilar de Lucas Ramos
Presidenta de la Comisién de Inves ¢

Reproduccion de la carta de aprobacion del proyecto de investigacion
emitida por el Comité de Investigacion del Hospital General Universitario Gregorio
Marafion.
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RESULTADOS

V.- RESULTADOS.

De la recogida inicial de datos se desprende una informacién que vamos a
desglosar en tres grandes apartados, correspondiendo los dos primeros a los dos grupos

de estudio, y el tercero a la comparacion entre ambos.

1.- ARTROPLASTIASTOTALESPRIMARIASDE RODILLA.

De los 36 pacientes seleccionados inicialmente, sélo pudimos obtener un
seguimiento completo de todas las variables en 20 de ellos, por abandono del estudio (2
pacientes), por alteracion de las muestras en su obtencién o en su procesamiento (4
pacientes), o limitaciones presupuestarias (10 pacientes).

1.1-CARACTERISTICASBASALESDE LA MUESTRA.

1.1. A-Caracteristicas demogr aficas.

15 pacientes son mujeres y 5 varones, con edades comprendidas entre 67 y 90

anos.

Variables Pacientes con P.T.R. primaria N=20
Sexo () 75%(15)
Edaq afios 744 5.1
(media+DT) (74 (2.5)]
[mediana (RIQ)] ’

Tabla 8: caracteristicas demograficas del grupo de pacientes con P.T.R. primaria.
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RESULTADOS

1.1. B-Antecedentes médicos.

El diagndstico inicial para la colocacion de la protesis fue gonartrosis primaria en
todos los casos.

Cabe destacar la alta prevalencia de hipertension arterial (HTA), y una prevalencia
discretamente superior, a la descrita en diversos estudios epidemiologicos, de
alteraciones del metabolismo de la glucosa (diabetes mellitus insulindependiente
(DMID) y no insulindependiente (DMNID)).

Ninguno de estos pacientes habia sido sometido previamente a tratamiento
quirtrgico sobre alguna articulacion, aunque la mayoria de los casos si habian sido
intervenidos quirdrgicamente en alguna ocasion.

En la tabla 9 se muestran las enfermedades asociadas de estos pacientes.

Variables Pacientes con P.T.R. primaria N=20

DMID 10%(2)

DMNID 15%(3)
HTA 75%(15)

Enfermedad coronaria 15%(3)
Depresion 10%(2)

Artritis reumatoide 8,8%(3)
Artrosis (localizacion distinta de rodillas) 25%(5)
Ulcus 5,9%(2)

Hernia de hiato 5%(1)

Alergias 15%(3)
Intervenciones quirurgicas previas 80%(16)

Tabla 9: antecedentes médicos del grupo de pacientes con P.T.R. primaria.
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RESULTADOS

1.1. C-Tratamiento farmacol 6gi co asociado.

En la tabla 10 se muestran los farmacos utilizados por estos pacientes antes de
ser intervenidos.

Debido al estadio evolutivo de la gonartrosis, premisa de este grupo, la mayoria
de los casos estaban sometidos a un tratamiento analgésico. Este tratamiento

sintomatico no controlaba la gonalgia en ningun caso.

Variables Pacientes con P.T.R. primaria N=20
Anticoagulante oral 5%(1)
Antiagregante plaquetarios 15%(3)
Omeprazol 20%(4)
Analgésicos sin efecto antiinflamatorio 70%(14)
AINEs 25%(5)
Parches de opioides 10%(2)

Tabla 10: tratamiento farmacoldgico del grupo de pacientes con P.T.R. primaria.

1.2-DETALLES QUIRURGICOS.

Se constatdé el grupo sanguineo al que pertenecen los pacientes, el riesgo
anestésico de la intervencion, los dias transcurridos hasta la cirugia desde que fueron
incluidos en la lista de espera quirtrgica, el modelo de implante utilizado, la necesidad
de retirar el material de osteosintesis de una osteotomia previa, los minutos de isquemia
necesarios en el acto quirurgico y los concentrados de hematies que tuvieron que

trasfundirse a 12 pacientes.
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Variables Pacientes con P.T.R. primaria N=20
Grupo A+ 52,6%(10)
Grupo A- 5,3%(1)
Grupo B+ 15,8%(3)
Grupo O+ 26,3%(5)
No transfusion 42,1%(8)
2 CH* 47,4%(9)
3 CH* 3,3%(1)
4 CH* 5,3%(1)
CH* en quir6éfano 40%(8)
Min. isquemia 67
ASA.1 20%(4)
ASA. I 60%(12)
A.S.A. 1T 20%(4)
Dias en lista de espera 125
Insall Burstein [I® 30%(6)
Profix® 70%(14)
E.M.O. grapa 0%(0)

CH*: concentrado de hematies
Tabla 11: detalles quirargicos del grupo de pacientes con P.T.R. primaria.

1.3-RESPUESTA AL ESTRESANESTESICO-QUIRURGICO.

Las repercusiones del fendémeno inflamatorio necesario para la reparacion histica
y para la defensa ante el estrés anestésico-quirargico lo podemos resumir con la tabla

12.
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Pacientes con P.T.R. primaria N=20

Variables (mediatDT)
[mediana (RIQ)]
Leucocitos /mm? e
[7200 (4050)]
o 370,1+100,3
Fibrin6geno mg/dl [380,5 (97,8)]
22,3+16,1
VSG mm/h [19,5 (17,8)]
0,4+0,4
PCR mg/dl [0,4 (0,5)]
] 36,2+0,3
Temperatura °C [36,2 (0,5)]
144+20
T.A.S. mmHg [140 (29,3)]
78+9,9
T.A.D. mmHg [80 (10)]
2,12+1,23
IL 18 pg/ml [2,22 (1,43)]
0,73+3,19
IL 6 pg/ml 10 (0)
pg [0 (0)]
12,16+15,18
TNF o pg/ml [3,06 (25,50)]
' 2255+3037
HSP 70i pg/ml [986 (3030)]
Ac anti HSP 701 ng/ml DT

[567,5 (320,5)]

Tabla 12: mediciones de las variables del grupo de pacientes con P.T.R. primaria en TO.

Es interesante observar graficamente la variacion de los valores de las variables

estudiadas de acuerdo con el cronograma establecido. Utilizando la prueba de Friedman,

para analizar los valores de las distintas variables medidas de forma repetida a lo largo

del tiempo, encontramos variaciones estadisticamente significativas de los niveles de

leucocitos, fibrindgeno, VSG, PCR, temperatura, ambas tensiones sanguineas, la

interleuquina 6 y los anticuerpos anti HSP70i.
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1.3. A- Recuento L eucocitario.
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RESULTADOS

Grafica 1: evolucion recuento leucocitario en el cronograma de las P.T.R. primarias.

Leucocitos/mm* | TO T1 T2 T3

Media 6855 | 9090 | 7340 | 7090
Mediana 7200 | 8850 | 6450 | 7000
Varianza 5269 | 6728 | 6303 | 3759
DT 2295 | 2593 | 2510 | 1938
Minimo 3200 | 5000 | 4600 | 4100
Maximo 1090 | 1440 | 1290 | 1250
RIQ 4050 | 3025 | 3300 | 1600
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1.3. B- Eibrinégeno.
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RESULTADOS

Grafica 2: evolucion niveles fibrindgeno en el cronograma de las P.T.R. primarias.

Fibrin6geno mg/dl TO T1 T2 T3
Media 370,1 4405 | 4493 | 4114
Mediana 380,5 408 461 4115
Varianza 10050,8 | 10824,5 | 6609,4 | 7461,3

DT 100,3 104 81,3 86,4

Minimo 27 344 307 237

Méximo 524 707 651 587

RIQ 97,8 93,5 111,5 107
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1.3. C- Veocidad de sedimentacion.
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Grafica 3: evolucion niveles VSG en el cronograma de las P.T.R. primarias.

VSGmm/h | TO T1 T2 T3

Media 22,3 | 29,7 | 31,3 | 24,7

Mediana 19,5 27 26 20

Varianza | 259,3 | 379,2 | 409,8 | 278,2

DT 16,1 19,5 | 20,2 16,7

Minimo 0 3 9 1

Maximo 56 82 86 66

RIQ 17,8 | 195 23 22,5
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1.3. D- Proteina C reactiva.
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RESULTADOS

Gréfica 4: evolucion niveles PCR en el cronograma de las P.T.R. primarias.

PCRmg/dl | TO | T1 | T2 | T3
Media 0,4 8 1 /08
Mediana 04 | 77 [09 |04
Varianza | 0,2 | 20,2 | 1,3 | 3,8
DT 04 |45 |13 19
Minimo 0 0,5 0 0
Maximo 1,8 | 18,8 152 |89
RIQ 05|71 |11 |07
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1.3. E- Temperatura.
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RESULTADOS

Grafica 5: evolucion valores temperatura en el cronograma de las P.T.R. primarias.

Temperatura °C | TO T1 T2 T3
Media 36,2 | 36,7 | 36,5 | 36,5
Mediana 36,2 | 36,8 | 36,7 | 364
Varianza 0,1 0,2 0,2 | 02
DT 03 | 04 | 0,5 | 05
Minimo 35,5 | 36 | 35,5 | 358
Maximo 36,9 | 37,5 | 37,2 | 38
RIQ 05 | 06 | 08 | 0,7
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1.3. F- Tension arterial sistolica.
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RESULTADOS

Gréfica 6: evolucion valores T.A.S en el cronograma de las P.T.R. primarias.

T.A.S. mmHg | TO T1 T2 T3

Media 144 | 125 139 | 145
Mediana 140 | 120 130 | 144
Varianza 404 | 268,44 | 555,3 | 547
DT 20 16,4 | 23,6 | 234
Minimo 110 | 105 102 105
Maéximo 188 | 170 190 | 186
RIQ 293 | 175 35 30
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1.3. G- Tension arterial diastolica.
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Grafica 7: evolucion valores T.A.D. en el cronograma de las P.T.R. primarias.

T.AD.mmHg | TO | TI T2 T3

Media 78 | 67 80 77

Mediana 80 70 80 75

Varianza 98 |163,9 | 1603 | 152,5

DT 9,9 8 12,7 12,3

Minimo 60 50 60 60

Maximo 100 | 85 100 100

RIQ 10 | 10 | 175 | 158
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1.3. H- Interleucina 113,
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RESULTADOS

Gréfica 8: evolucion niveles IL 18 en el cronograma de las P.T.R. primarias.

IL 18 pg/ml | TO Tl T2 T3
Media 212 | 250 | 3,03 | 241
Mediana | 2,22 | 2,39 | 3,09 | 2,47
Varianza 1,51 | 1,31 | 2,65 | 1,69
DT 1,23 | 1,15 | 1,63 | 1,30

Minimo 0 0,44 0 0
Maximo 4,48 | 5,53 | 6,67 | 4,05
RIQ 1,43 | 1,27 | 1,88 | 1,93
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1.3. |- Interleucina 6.
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RESULTADOS

Grafica 9: evolucion niveles IL 6 en el cronograma de las P.T.R. primarias.

IL 6 pg/ml | TO T1 T2 T3
Media 0,73 | 38,74 | 1,28 | 0,80
Mediana 0 38,10 0 0
Varianza | 10,21 | 468,16 | 6,67 | 4,89
DT 3,19 | 21,64 | 2,58 | 2,21
Minimo 0 3,67 0 0
Maximo | 14,30 74 8,52 | 8,84
RIQ 0 3660 (127 | O
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13.J-TNF-c.
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Grafica 10: evolucion niveles TNFa en el cronograma de las P.T.R. primarias.

TNF o pg/ml TO T1 T2 T3

Media 12,16 | 17,69 | 17,89 | 12,75
Mediana 3,06 4,63 2,33 7,58

Varianza 230,29 | 553,05 | 878,09 | 262,03
DT 15,18 | 23,52 | 29,63 | 16,19

Minimo 0 0 0 0
Maximo 4590 | 71,90 117 58,50
RIQ 2550 | 3243 | 30,15 | 26,25
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1.3. K- HSP70i.
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Gréfica 11: evolucion niveles HSP 70i en el cronograma de las P.T.R. primarias.
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RESULTADOS

HSP70i pg/ml TO T1 T2 T3
Media 2255 1591 1905 1943
Mediana 986 746 992 766

Varianza 9224061 | 2788886 | 5402423 | 4856545

DT 3037 1670 2324 2204
Minimo 0 3 89 148
Maximo 13651 5206 9804 6706
RIQ 3030 2199 2295 3096
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1.3. L- Ac anti HSP70i.
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Grafica 12: evolucion niveles Ac anti HSP70 en el cronograma de las P.T.R. primarias.
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RESULTADOS

Ac anti HSP70i ng/ml TO Tl T2 T3
Media 757,4 516,4 779,3 888,6
Mediana 567,5 413 528 557,5
Varianza 275910 | 159453 | 370578 | 603581
DT 525,3 399,3 608,8 776,9
Minimo 236 85 154 362
Maximo 2170 1450 2200 2930
RIQ 320,5 209,5 498,3 318,8
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RESULTADOS

En cuanto a la evolucion de los reactantes de fase aguda en el grupo de pacientes
con protesis de rodilla primaria, los leucocitos, la IL 6 y la PCR presentan un pico
maximo a las 24 horas de la intervencion, observandose niveles preoperatorios en la
extraccion obtenida al mes (graficas 1, 9 y 4); El fibrinégeno y la VSG muestran un
ascenso hasta la extraccion tomada al mes de la cirugia, y continian con niveles
superiores a los basales incluso después de tres meses (graficas 2 y 3). La temperatura
corporal suele ser menor en la primera determinacion (media 36°2) y mayor en la
segunda (media 36°7), debido al enfriamiento que suelen sufrir los pacientes en las
unidades de preparacion para la anestesia y la reaccion exotérmica en respuesta al
trauma quirrgico observado (grafica 5). Favorecido por la pérdida sanguinea sufrida en
la cirugia, se observa una disminucion de las tensiones arteriales sistolicas y diastolicas
medias el dia después de la intervencion (graficas 6 y 7). Los anticuerpos anti HSP70i
muestran un descenso a las 24 de la intervencion para luego mostrar niveles
progresivamente superiores a los niveles preoperatorios al mes y a los tres meses de la

artroplastia.
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2.- ARTROPLASTIASTOTALESINFECTADASDE RODILLA.

2.1-CARACTERISTICASBASALESDE LA MUESTRA.

2.1. A-Caracteristicas demoqgr aficas.

8 pacientes son mujeres y 2 varones, con edades comprendidas entre 65 y 80

anos.
Variables Pacientes con P.T.R. infectada N=10
Sexo (#) 80%(8)
Edad afios (media+DT) 71+44
[mediana (RIQ)] [70 (5,3)]

Tabla 13: caracteristicas demograficas del grupo de pacientes con P.T.R. infectada.

2.1. B-Antecedentes médicos.

En la tabla 14 se muestran las enfermedades asociadas de estos pacientes

antes de ser intervenidos.
Evidentemente todos tenian como antecedente el haber sido sometidos a un
estrés anestésico-quirurgico previo. Se constatd una importante prevalencia de diabetes
en este grupo. Se  observaron 2 casos de trastornos distimicos secundarios

probablemente al curso torpido de la infeccion protésica.
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Variables Pacientes con P.T.R. infectada N=10
DMID 10%(1)
DMNID 30%(3)
HTA 50%(5)
Enfermedad coronaria 0%(0)
Depresion 20%(2)
Artritis reumatoide 0%(0)
Artrosis (locraol(liziﬁzls(;n distinta de 0%(0)
Ulcus 0%(0)
Hernia de hiato 0%(0)
Alergias 40%(4)

Intervenciones quirdrgicas previas 100%(10)

Tabla 14: antecedentes médicos del grupo de pacientes con P.T.R. infectada.

2.1. C-Tratamiento farmacol 6gico asociado.

En la tabla 15 se muestran los fAirmacos utilizados por estos pacientes antes
de ser intervenidos. Pese a presentar factores de riesgo para el desarrollo de una

gastropatia inducida por farmacos, se observo un escaso uso de gastroprotectores.
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Variables Pacientes con P.T.R. infectada N=10
Anticoagulante oral 0%(0)
Antiagregante plaquetarios 0%(0)
Omeprazol 10%(1)
Analgésicos sin efecto antiinflamatorio 80%(8)
AINEs 30%(3)
Parches de opioides 0%(0)

Tabla 15: tratamiento farmacologico del grupo de pacientes con P.T.R. infectada.

2.1. D-Agentes infecci0sos causantes.

Siguiendo el protocolo de toma de muestras intraoperatorias para anatomia
patologica y microbiologia, tras un periodo de 2 semanas sin antibidticos que pudieran
enmascarar los resultados, se confirmé la infeccion de las protesis de los pacientes del
grupo II. La tabla 16 muestra los diferentes agentes causales, observandose infeccion
por un Unico microorganismo en 4 casos. En 7 pacientes el cultivo fue positivo para el
mismo microorganismo y en la misma proporcion tanto en liquido articular como en el

cultivo de la biopsia, y en tres casos solo en el cultivo de biopsia.
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G |an |6n |G [on [eu [ [6n [ aGu |G
1| 2|3 4|56 |78 |9]-10

Saphylococcus

AUrEUS Si Si Si Si Si

Saphylococcus

epidermidis St S Si

Eubacterium

: i
limos S

Enterobacter

faecalis Si Si

Propionibacteriu

macnes Si

Aspergillus S

terreus

Streptococcus

pyogenes A S

Bacillus

P Si

Enter obacter

i
Cloacae S

Tabla 16: microorganismos cultivados en los 10 pacientes infectados.

2.2-DETALLESQUIRURGICOS.

El grupo sanguineo mas comin de estos pacientes fue el O positivo.
Originariamente la enfermedad que motivo la indicacion de una artroplastia primaria
fue el diagndstico de gonartrosis en todos los sujetos estudiados.

Ocho casos presentaban infeccion de un modelo no postero-estabilizado, y en
dos ocasiones se trataba de una artroplastia implantada tras extraer, en el mismo acto
quirtrgico, una placa de sintesis de una osteotomia tibial valguizante. Ninglin paciente
presentaba historia de artroplastia de revision previa ni portaba algiin implante en otra

articulacion. El 90 % podian ser clasificados como riesgo anestésico A.S.A. I-11.
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RESULTADOS

Variables Pacientes con P.T.R. infectada N=10

Grupo A+ 14,3%(1)
Grupo A- 0%(0)

Grupo B+ 14,3%(1)

Grupo O+ 71,4%(5)
ASA. 1 40%(4)
ASA. I 50%(5)
AS.A. 1T 10%(1)
Insall Burstein [I® 20%(2)
Profix® 80%(8)
E.M.O. grapa 20%(2)

Tabla 17: detalles quirargicos del grupo de pacientes con P.T.R. infectada.

2.3-VALORESDE LASVARIABLESEN EL MOMENTO DEL DIAGNOSTICO.

Los valores analiticos basales en el momento del diagndstico de la complicacion

infecciosa de las artroplastias totales de rodilla los podemos resumir en la tabla 18.
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RESULTADOS

Pacientes con P.T.R. infectada N=10
Variables sl )
[mediana (RIQ)]
Leucocitos /mm? 00 (3255
[7200 (3225)]
o 552+172
Fibrindgeno mg/dl [522 (211)]
54+41,5
VSG mm/h [37,5 (76)]
3,845,2
PCR mg/dl [1,7 (5,7)]
. 36,7+0,5
Temperatura °C [36,8 (0,7)]
150+20
T.A.S. mmHg [150 (35)]
79+11
T.A.D. mmHg [80 (20)]
2,45+2,64
IL 18 pg/ml [2,29 (4,37)]
3,25+7,53
IL 6 pg/ml [0 (3,28)]
27,32+11,39
TNF a pg/ml [29,95 (11,20)]
‘ 2016+1852
HSP 70i pg/ml [1361 (3904)]
. ‘ 7801351
Ac anti HSP 70i ng/ml [686 (511)]

Tabla 18: mediciones de las variables del grupo de pacientes con P.T.R. infectada.
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RESULTADOS

3.-COMPARACION AMBOS GRUPOS.

3.1-CARACTERISTICASBASALESDE LA MUESTRA.

En las tablas 19, 20 y 21 se presentan los resultados de las caracteristicas
demograficas, antecedentes médicos asociados y tratamiento previo a la intervencion en
el grupo de pacientes a los que se les implanta una proétesis total de rodilla primaria

(n=20) y pacientes con protesis de rodilla infectada (n=10), asi como su significacion

estadistica.

3.1. A-Caracteristicas demogr &ficas.

Pacientes con Pacientes con
Variables P.T.R. primaria |P.T.R. infectada | Significacion estadistica (p)
N=20 N=10
Sexo (1) 75%(15) 80%(8) 1 (%)
Edad afios 74+ 5,1 71+ 4.4 0,482 (**)
(media+DT) (74 (2.,5)] 170 (5.3)]
[mediana (RIQ)] ’ ’
Prueba de Fisher (*)

Prueba U de Mann-Whitney (**)
Tabla 19: comparacion de las caracteristicas demograficas de ambos grupos.

3.1. B-Antecedentes médicos.

Cabe destacar un mayor porcentaje de diabetes no insulin dependiente en los

pacientes con protesis de rodilla infectada frente a los no infectados, siendo

llamativamente mayor la prevalencia de HTA en los pacientes no infectados.
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Variables Pacientes con P.T.R. |Pacientes con P.T.R. Significacion
primaria N=20 infectada N=10 estadistica (p)*
Artrosis
(localizacion 25%(5) 0%(0) 0,140
distinta de rodillas)
Ulcus 5,9%(2) 0%(0) 1
Hernia de hiato 5%(1) 0%(0) 1
Alergias 15%(3) 40%(4) 0,181
Intervenciones 80%(16) 100%(10) 0,272
quirurgicas previas
DMID 10%(2) 10%(1) 1
DMNID 15%(3) 30%(3) 0,372
HTA 75%(15) 50%(5) 0,231
Enfermedad 15%(3) 0%(0) 0,532
coronaria
Depresion 10%(2) 20%(2) 0,584
Artritis reumatoide 8,8%(3) 0%(0) 1

*Prueba de Fisher

Tabla 20: comparacion de los antecedentes médicos de ambos grupos.

3.1. C-Tratamiento farmacol 6gico asociado.

No encontramos diferencia estadisticamente significativa en cuanto a los

tratamientos a los que estaban sometidos los pacientes de ambos grupos.
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Variables

Pacientes con P.T.R.
primaria N=20

Pacientes con P.T.R.
infectada N=10

Significacion
estadistica (p)*

Anticoagulante oral 5%(1) 0%(0) 1
Antiagregante 15%(3) 0%(0) 0,532
plaquetarios
Omeprazol 20%(4) 10%(1) 0,640
Analgésicos sin
efecto 70%(14) 80%(8) 0,682
antiinflamatorio
AINEs 25%(5) 30%(3) 1
Parches de opioides 10%(2) 0%(0) 0,540

*Prueba de Fisher

Tabla 21: comparacion de los tratamientos farmacoldgicos de ambos grupos.

3.2-DETALLESQUIRURGICOS.

En ambos grupos se observa una tendencia al uso de implantes no postero-

estabilizados, y el factor de complicacion infecciosa no es considerado como un riesgo

anestésico afiadido a la hora de ser valorados los pacientes en la consulta prequirtirgica

realizada por el servicio de anestesiologia.

A diferencia del grupo de artroplastias no complicadas, en el grupo de las

infectadas 2 pacientes precisaron de la extracciéon del material de osteosintesis de

osteotomias tibiales fallidas en el mismo acto de la implantacion de la protesis, lo que

supuso un aumento del tiempo de cirugia y una mayor agresion que tedricamente

favorece el desarrollo de complicaciones infecciosas.
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Variables Pacie.ntes con P.T.R. Pagientes con P.T.R. Signiﬁ'cacién
primaria N=20 infectada N=10 estadistica (p)*
Grupo A+ 52,6%(10) 14,3%(1) 0,178
Grupo A- 5,3%(1) 0%(0) 1
Grupo B+ 15,8%(3) 14,3%(1) 1
Grupo O+ 26,3%(5) 71,4%(5) 0,069
AS.A. 1 20%(4) 40%(4) 0,384
ASA. I 60%(12) 50%(5) 0,705
A.S.A. I 20%(4) 10%(1) 0,640
Insall Burstein [I® 30%(6) 20%(2) 0,682
Profix® 70%(14) 80%(8) 0,682
E.M.O. grapa 0%(0) 20%(2) 0,103

* Prueba de Fisher

Tabla 22: comparacion de detalles quirurgicos de ambos grupos.

3.3-RESPUESTA AL ESTRES ANESTESICO-QUIRURGICO.

En la tabla 23 se muestran los datos referentes a los reactantes de fase aguda de
ambos grupos y tension arterial y temperatura, resultando, estadisticamente
significativos, mas altos en el grupo de pacientes con protesis de rodilla infectada, el
fibrindgeno, la VSG, la PCR, la IL 6, el TNFa y la temperatura, siendo esta ultima una

diferencia con nula relevancia clinica.
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Pacientes con P.T.R.

Pacientes con P.T.R.

Variables primaria N=20 infectada N=10 Significacion
(media+DT) (media+DT) estadistica (p)*
[mediana (RIQ)] [mediana (RIQ)]
. 6855+2295 8400+3562
3 — —
Leucocitos /mm [7200 (4050)] [7200 (3225)] 0,373
L 370,1+100,3 5524172
Fibrinégeno mg/dl [380.5 (97.8)] (522 (211)] 0,001
22,3+16,1 54+41,5
VSG mm/h [19,5 (17,8 )] [37,5 (76)] 0,039
0,4+0,4 3,845,2
PCR mg/dl (0.4 (0,5)] [1,7 5.7)] 0033
, 36,2+0,3 36,7+0,5
Temperatura °C 36.2 (0,5)] 36,8 (0,7)] 0,008
144420 150420
T.A.S. mmHg [140 (29.3)] [150 (35)] 0,588
78+9,9 79+11
T.A.D. mmHg 180 (10)] 80 (20)] 0,650
2,12+1,23 2,4542,64
IL 15 pg/ml 12,22 (1,43)] 2,29 (4.37)] 0,983
0,73+3,19 3,25+7.53
IL 6 pg/ml 19%2 e 0,082
pe [0 (0)] [0 (3.28)]
12,16+15,18 27,32+11,39
TNF o pg/ml [3.06 (25.,50)] 29,95 (11,20)] 0,008
. 2255+3037 2016+1852
HSP 70i pg/ml [986 (3030)] [1361 (3904)] 0,948
Ac anti HSP 70i 757,4+525,3 780+351 0373
ng/ml [567,5 (320,5)] [686 (511)] :

* Prueba U de Mann-Whitney

Tabla 23: comparacion de las mediciones de las variables de ambos grupos.
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3.3. A- Recuento Leucocitario.
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Prueba U de Mann-Whitney. P = 0,373.

RESULTADOS

Grafica 13: comparacion nivel basal del recuento leucocitario en ambos grupos.

Leucocitos/mm? | P.T.R. primaria TO | P.T.R. infectada

Media 6855 8400
Mediana 7200 7200
Varianza 5269 1269
DT 2295 3562
Minimo 3200 4700
Maximo 1090 1690
RIQ 4050 3225
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RESULTADOS

3.3. B- Eibrindgeno.
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Prueba U de Mann-Whitney. P = 0,001.

Grafica 14: comparacion nivel basal de fibrindgeno en ambos grupos.

Fibrin6geno mg/dl | P.T.R. primaria TO | P.T.R. infectada

Media 370,1 552
Mediana 380,5 522

Varianza 10050,8 29593
DT 100,3 172
Minimo 27 286
Maximo 524 891
RIQ 97,8 211
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3.3. C- Vdocidad de sedimentacion.
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Prueba U de Mann-Whitney. P = 0,039.

Grafica 15: comparacién nivel basal de la velocidad de sedimentacion globular en
ambos grupos.

VSG mm/h | P.T.R. primaria TO | P.T.R. infectada
Media 22,3 54

Mediana 19,5 37,5
Varianza 259,3 1725,3

DT 16,1 41,5
Minimo 0 8
Maximo 56 110

RIQ 17,8 76
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3.3. D- Proteina C reactiva.
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Prueba U de Mann-Whitney. P = 0,035.

Grafica 16: comparacion nivel basal de la proteina C reactiva en ambos grupos.

PCR mg/dl | P.T.R. primaria TO | P.T.R. infectada
Media 0,4 3,8
Mediana 04 1,7
Varianza 0,2 27,3
DT 0,4 52
Minimo 0 0
Maximo 1,8 17,2
RIQ 0,5 57
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3.3. E- Temperatura.

38,0
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Prueba U de Mann-Whitney. P = 0,008.

Grafica 17: comparacion nivel basal de la temperatura corporal en ambos grupos.

Temperatura °C | P.T.R. primaria TO | P.T.R. infectada

Media 36,2 36,7

Mediana 36,2 36,8
Varianza 0,1 0,2
DT 0,3 0,5
Minimo 35,5 36

Maximo 36,9 37,4
RIQ 0,5 0,7
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3.3. F- Tension arterial sistolica.
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Prueba U de Mann-Whitney. P = 0,588.

Grafica 18: comparacion nivel basal de la tension arterial sistolica en ambos grupos.

T.A.S. mmHg | P.T.R. primaria TO | P.T.R. infectada
Media 144 150
Mediana 140 150
Varianza 404 400
DT 20 20
Minimo 110 130
Maximo 188 180
RIQ 29,3 35
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3.3. G- Tension arterial diastolica.
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Prueba U de Mann-Whitney. P = 0,650.

Grafica 19: comparacion nivel basal de la tension arterial diastolica en ambos grupos.

T.A.D. mmHg | P.T.R. primaria TO | P.T.R. infectada

Media 78 79
Mediana 80 80
Varianza 98 121
DT 9,9 11
Minimo 60 60
Maximo 100 90
RIQ 10 20
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3.3. H- Interleucina 113.

2. -
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o
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grupo

Prueba U de Mann-Whitney. P = 0,983.

Grafica 20: comparacion nivel basal de la interleucina 1B en ambos grupos.

IL 1B pg/ml | P.T.R. primaria TO | P.T.R. infectada
Media 2,12 2,45
Mediana 2,22 2,29
Varianza 1,51 6,99
DT 1,23 2,64
Minimo 0 0
Maximo 4,48 7,87
RIQ 1,43 4,37
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3.3. |- Interleucina 6.
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Prueba U de Mann-Whitney. P = 0,082.

Grafica 21: comparacion nivel basal de la interleucina 6 en ambos grupos.

IL 6 pg/ml | P.T.R. primaria TO | P.T.R. infectada
Media 0,73 3,25
Mediana 0 0
Varianza 10,21 56,66
DT 3,19 7,53
Minimo 0 0
Maximo 14,30 24,30
RIQ 0 3,28
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3.3.J- INF-a.
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Prueba U de Mann-Whitney. P = 0,008.

Grafica 22: comparacion nivel basal del factor de necrosis tumoral a en ambos grupos.

TNF o PG/ML | P.T.R. primaria TO | P.T.R. infectada

Media 12,16 27,32
Mediana 3,06 29,95
Varianza 230,29 129,71
DT 15,18 11,39

Minimo 0 0,90
Maximo 45,90 40,20
RIQ 25,50 11,20
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3.3. K- HSP70i.
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Pruebat U de Mann-Whitney. P = 0,948.

Grafica 23: comparacion nivel basal de la HSP70i en ambos grupos.

RESULTADOS

HSP70i pg/ml | P.T.R. primaria TO | P.T.R. infectada
Media 2255 2016
Mediana 986 1361
Varianza 9224061 3429920
DT 3037 1852
Minimo 0 66
Maximo 13651 4536
RIQ 3030 3904
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3.3. L- Ac anti HSP70i.
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Prueba U de Mann-Whitney. P = 0,373.

RESULTADOS

Grafica 24: comparacion nivel basal de los anticuerpos anti HSP70 en ambos grupos.

Ac anti HSP701 ng/ml | P.T.R. primaria TO | P.T.R. infectada
Media 757,4 780
Mediana 567,5 686
Varianza 275910 123477
DT 5253 351
Minimo 236 334
Maximo 2170 1490
RIQ 320,5 511

-104 -



DISCUSION

- 105 -
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V.- DISCUSION.

Antes de comenzar esta discusion nos gustaria recordar que la teleologia del
presente estudio es examinar la biologia de las HSPs y otros biomarcadores en
pacientes, a los cuales se les implanta una protesis total de rodilla primaria, y en
pacientes portadores de una protesis total de rodilla primaria que presentan una
complicacién infecciosa cronica tardia.

Para contrastar nuestros resultados seguiremos el siguiente orden:
1.- El porqué de este estudio.
2.- Patrén normal de respuesta ante una agresion anestésico-quirtrgica.
3.- Covariables que pueden modificar la respuesta.
4.- Tiempos de normalizacion de los reactantes de fase aguda.

5.- Limitaciones del estudio.

1.- EL PORQUE DE ESTE ESTUDIO.

El diagnéstico de la infeccion protésica constituye un desafio del
quehacer diario de todos los cirujanos ortopédicos, ya que ninguna de las pruebas
utilizadas en el diagnostico habitual tiene una sensibilidad y una especificidad del 100%
(62). La combinacion de varias de ellas dentro de un algoritmo diagndstico ha mejorado
el rendimiento de las mismas, pero no en tal medida como para erradicar los errores
diagndsticos que originan un gran gasto sociosanitario, especialmente los falsos
negativos.

En el momento de iniciar nuestro estudio no existia ninguna publicacién

sobre las proteinas de choque térmico en la especialidad de la Cirugia Ortopédica y eran
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DISCUSION

escasas las investigaciones de la respuesta de estas proteinas ante agresiones

quirurgicas.

2.- PATRON NORMAL DE RESPUESTA ANTE UNA AGRESION

ANESTESICO-QUIRURGICA.

La activacion de células endoteliales, la interaccion de plaquetas
activadas con leucocitos y la activacion leucocitaria son puntos clave en la hemostasia y
en la respuesta inflamatoria tisular ante las agresiones inducidas por las intervenciones
quirargicas y los traumatismos accidentales. Este proceso inflamatorio-hemostasico es
normalmente una respuesta localizada en el lugar de la lesion. Para incrementar esta
respuesta local, se liberan citoquinas con la finalidad de dar una respuesta sistémica
regulada. A veces esta respuesta se desarrolla sin control y se produce un sindrome
sistémico de respuesta inflamatoria (23,137).

La activacion de la coagulacion se ha visto correlacionada positivamente
con la extension de la agresion quirdrgica, considerando la duracién de la intervencion y
la pérdida sanguinea, y con el incremento de la activacion plaquetaria. Por ello técnicas
quirargicas que respetan mdas los tejidos como son las técnicas endoscopicas,
comparadas con las técnicas convencionales, muestran unos cambios perioperatorios
menores de los reactantes de fase aguda y una evolucion postoperatoria mas favorable.
Se han descrito niveles significativamente menores de mediadores inflamatorios
circulantes y mejor evolucion clinica a corto tiempo en los pacientes intervenidos
mediante técnicas endovasculares que en los que se realizaba un procedimiento abierto,
probablemente por las menores incisiones cutdneas, por el menor dafo tisular y por la

menor duracion de los procedimientos (137).
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Un traumatismo o una quemadura grave y la cirugia mayor inducen una
variable de supresion de la respuesta inmune, aumentando la susceptibilidad a la
infeccion. La inmunosupresion que aparece tras la cirugia parece ser el resultado de dos
mecanismos, que son una sistémica, excesiva e indiscriminada respuesta inflamatoria y
un fracaso de la inmunidad mediada por células, por lo que aunque una parte del sistema
inmune presenta una abrumadora respuesta a la lesion, otra esta paralizada.

La capacidad defensiva de los fagocitos, monocitos y macrofagos, se ve
alterada por la cirugia. Se han descrito modificaciones en sus capacidades de motilidad,
quimiotactismo, fagocitosis y produccion de lisozima: se incrementan inmediatamente
después de la cirugia y se sigue de una depresion funcional de duracion variable. Es
conocido el aumento relativo de monocitos circulantes tras el trauma quirirgico, que se
acompaiia, sin embargo, de una disminucidon general de la capacidad fagocitica de todo
el sistema (133).

Un marcador de actividad inflamatoria unanimemente aceptado es la
proteina C reactiva (49,142). Se ha observado elevada en traumatismos mayores, en
infecciones y en cirugias regladas no complicadas, con un pico maximo entre las 24 y
las 48 horas. En la segunda determinacion de nuestro cronograma, a las 24 horas de la
intervencion, observamos valores superiores, apreciandose una normalizacion al mes de
la cirugia. Esta reflejado en la literatura un aumento de la PCR en pacientes quemados
hasta el sexto dia de evolucion, permaneciendo significativamente elevados incluso tres
semanas en los casos en los que se afectaba mas del 30% de la superficie corporal,
mientras que si era menor del 30% se observaba un descenso progresivo de las
concentraciones. La IL6 en estos enfermos se considerd el mejor predictor para la
evolucion de la sepsis, atribuyéndose mortalidades del 75% cuando los niveles

plasmaticos eran superiores a 500 pg/ml, y observando concentraciones

- 108 -



DISCUSION

significativamente mayores en pacientes con quemaduras mayores del 30% de su
superficie corporal, indicando una mayor respuesta inflamatoria (26).

Durante los ultimos afios, un gran nimero de investigadores clinicos han
estudiado los efectos del trauma sobre los mediadores celulares, especialmente sobre
las citoquinas de actividad proinflamatoria como son el TNFa, la IL1, la IL6 y la ILS8
(10,42,55). Asi se constata en relacién con el trauma un importante aumento de la
sintesis y secrecion de todos estos mediadores inflamatorios. Se han estudiado los
valores de TNFa y la IL6 tras cirugia electiva, encontrando pocos cambios en el TNFa,
pero si una elevacion de la proteina de fase aguda PCR tras el pico mas elevado de la
IL6. Esta correlacion ha sido confirmada en estudios posteriores, al igual que por el
nuestro. El aumento de la IL6 tenia una pobre relacion con el recuento leucocitario, la
intensidad de la hemorragia o duracion de la cirugia (41). Sin embargo algin autor si
encontrd relacion entre los valores elevados de la IL6 y la duracion de la cirugia (45).
Otros trabajos describen una elevacion de la IL6 y la IL8 dentro de las 12 horas que
siguen al trauma (134).

La IL1, la IL6 y quizas el TNFa contribuyen, por tanto, a la respuesta
hipermetabolica en la fase aguda que aparece tras el trauma, de forma incluso que la IL6
podria ser un interesante predictor de morbilidad. Sin embargo se debe sefalar que,
aunque la mayoria de los autores catalogan a la IL6 como una IL que fomenta el
catabolismo, algunos investigadores han atribuido una funcién antiinflamatoria a la IL6
al atenuar ésta al TNFa y ademas reducir la actividad de la IL1 (85). Sin embargo en
nuestro estudio no encontramos diferencias estadisticamente significativas, entre los
pacientes bajo tratamiento con AINEs respecto a los que no recibian dichos farmacos,

en los niveles de HSP70i.
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La agresion ocasionada por un procedimiento quirurgico y anestésico
fomenta la liberacion de especies reactivas de oxigeno y citoquinas capaces de inducir
la sintesis de HSPs (34). Este estrés desencadena una respuesta cuyo fin es reestablecer
la homeostasis, mediante cambios endocrinos, metabdlicos ¢ inmunologicos. Todas las
células reaccionan frente a cualquier estrés activando unos genes que codifican un grupo
de proteinas dirigidas a restablecer la homeostasis celular, denominadas proteinas de
estrés o mas genéricamente proteinas de choque térmico (HSPs). El nivel de expresion
de estos genes es directamente proporcional a la intensidad del estimulo inductor. El
grado de induccion de la sintesis de HSPs depende, por tanto, de la intensidad y de la
duracion de la exposicion al estrés. El incremento es transitorio, pero el tiempo que
permanece depende de cada estirpe celular (70).

El cancer, la isquemia-reperfusion, los procesos febriles o la infeccion
inducen un incremento en la expresion génica y sintesis de HSPs. Estas proteinas
también estan involucradas en los mecanismos de proteccion frente al estrés oxidativo
causado por muy diversas causas, como la radiacion ultravioleta y las citoquinas
proinflamatorias, entre las que cabe sefialar al TNFo y a las IL1 y 6 (44,64,138).

Dentro de todas las HSPs, la familia de las HSPs70 es la mas comtn y la
mas abundante de las caperonas moleculares y estd codificada por unos genes muy
conservados evolutivamente. Al poseer un papel citoprotector, especialmente la
HSP70i, se les puede atribuir un papel de biomarcador diagnostico de dafo celular,
pudiendo poseer una potencial utilidad terapéutica (37,124). Segin Pockley las
proteinas de choque térmico se expresan de una manera constitutiva, correspondiendo al
5-10% del total de las proteinas en ausencia de enfermedad, pero su concentracion
intracelular puede elevarse de 2 a 3 veces por agresiones que alteren la correcta

agregacion de las proteinas (108).
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Al ser moléculas inmunodominantes, las HSPs actiian como potentes
autoantigenos, y al ser liberadas por los tejidos lesionados, son reconocidas por las
células presentadoras de antigenos, inicidndose una respuesta inmunitaria innata (139).
Una parte importante de la respuesta inmune frente a microorganismos patdgenos es
dirigida a través de péptidos derivados de estas proteinas. De la similar filogenia de
estas moléculas entre los microbios y los hospedadores, y su potencial reaccion cruzada,
se deriva su caracteristica de poderosos autoantigenos que representan una delgada
frontera entre la autoinmunidad y la infeccion (50). Se ha postulado también la
importancia de estas proteinas en el control de la inmunidad innata. Debido a su
capacidad antigénica, al ser liberadas al torrente circulatorio desde las células
necroticas, son reconocidas por las células presentadoras de antigenos. Estas proteinas
facilitan la transferencia de antigenos proteicos al complejo mayor de
histocompatibilidad tipo I, induciendo una respuesta inmune celular con la activacion de
los linfocitos T. Esta activacion de la inmunidad innata proporcionaria un mecanismo
protector que potencialmente podria atenuar la severidad de la lesion organica
observada tras un trauma al disminuir la respuesta inflamatoria (70).

La expresion de las HSPs también se manifiesta durante un proceso
infeccioso en el que interaccionan el organismo hospedador y un agente patégeno. El
estrés celular y la expresion de las HSPs se observa tanto en el microorganismo invasor
como en el organismo invadido. El papel de las HSPs microbianas se ha estudiado
intensamente en términos de inmunidad antiinfecciosa y se ha encontrado que es un
factor de virulencia de algunos gérmenes. Se han demostrado titulos elevados de
anticuerpos frente a las HSP bacterianas en personas infectadas o vacunadas, por lo cual

pueden utilizarse como marcadores efectivos de la vacunacion (68).
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Los mediadores de la inflamacion, principalmente los derivados del acido
araquidonico, especies reactivas de oxigeno y citoquinas, son liberados por el tejido
lesionado. Las citoquinas pueden alterar la expresion de los genes hsps directa o
indirectamente, a través de su actividad pirogénica. Esto concierne especialmente a las
citoquinas IL1 e IL2, interferones y TNFa (48). Se han observado numerosas relaciones
entre las citoquinas y las proteinas de estrés (108). Es evidente la significacion de la
funcién de las proteinas de estrés en el desarrollo de la respuesta inmune. Se ha
atribuido una funcién especifica a las HSPs70 en la determinacion de la composicion
correcta de las moléculas de inmunoglobulinas (103). Se ha demostrado que los
miembros de la familia HSPs70 intervienen en el procesamiento de los antigenos y su
transporte a la membrana de las células accesorias (13). Otras funciones de las HSPs70
son el transporte de antigenos al interior de los lisosomas para su posterior
procesamiento, y el transporte de péptidos antigénicos desde el citosol al interior del
reticulo endoplédsmico. Las HSPs70 también pueden amplificar la formacion de péptidos
antigénicos estimulando la formacién de complejos proteosoma, e incrementando la
presentacion en la membrana de los complejos principales de histocompatibilidad I con
el antigeno endogeno (121,126).

El efecto protector de la fiebre se ha discutido ampliamente desde
Hipodcrates. Dado que la HSR se induce por la hipertermia, se han demostrado
incrementos en la expresion de HSPs en condiciones sépticas e inflamatorias (16). Los
efectos citoprotectores de las HSPs pueden explicar algunos de los efectos beneficiosos
de la fiebre. Diversos estudios han detectado que la induccion de la respuesta al estrés
por un tratamiento térmico previo, protege del shock séptico siendo paralela la duracion
de la proteccion al nivel de la expresion de las HSPs, debiéndose el incremento de la

supervivencia a un mayor equilibrio hemodindmico y a una menor lesiéon pulmonar y
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hepatica (127,130). Welch describié una peor evolucion de pacientes diagnosticados de
golpe de calor con niveles elevados de Ac anti HSP70i y disminuidos de HSP70i, dado
que no se beneficiarian de su efecto citoprotector al no estimular las respuestas inmunes
innatas ni adaptativas (141).

La respuesta al estrés inhibe la expresion de la 6xido nitrico sintetasa
inducible y los incrementos en los niveles séricos de TNFa, IL2 e IL6. Esto lleva a la
conclusion que la respuesta al choque térmico puede modular la respuesta
proinflamatoria y de esta manera proteger al individuo. Se ha demostrado que la
disminucion del TNFa sérico no es resultado de una menor sintesis este, sino mas bien
de la inhibicion de su liberacion por los macrofagos por una probable union directa de la
HSP70i al TNFa (43). Por tanto un mecanismo por el cual la HSP70i puede actuar
como proteina protectora en casos de sepsis, es la inhibicion de la respuesta
proinflamatoria permitiendo asi el mantenimiento del equilibrio hemodindmico. Se ha
postulado otro mecanismo protector mediado por la HSP70i, cuya sobreexpresion
atenuaria la apoptosis de células sometidas a agentes nocivos (16).

En este estudio se ha observado una discreta reduccion en los valores de
HSP70i en el tiempo postoperatorio inmediato y unos niveles discretamente superiores
en los pacientes que presentaban una complicacion infecciosa. La agresion quirurgica-
anestésica, intensa y prolongada, puede desencadenar una rapida respuesta que induzca
la sintesis inmediata de grandes cantidades de HSP70i. El gen hsp70 carece de intrones,
lo que favorece su involucracion en la respuesta inmediata. Al alcanzar una
concentracion critica de HSP70i que sea desproporcionada a la cantidad de proteinas
desnaturalizadas existentes, la caperona se une a los factores de transcripcion de choque
térmico (HSF) y se bloquea la expresion del gen disminuyendo la sintesis de HSP70i. A

esto se puede anadir un consumo excesivo de HSP70i, que explicaria la disminucién

-113 -



DISCUSION

postquirtrgica de los niveles de la proteina, ya que en los leucocitos las HSP participan
en la neutralizacion de las especies reactivas de oxigeno producidas en estas situaciones
(54). La respuesta de los anticuerpos anti HSP70i fue paralela a la disminucién de las
HSP70 séricas, lo que corrobora la posible activacion de la inmunidad innata mediada
por HSPs. Hasta la fecha el andlisis de estas determinaciones no ha sido publicado en el
contexto de la cirugia ortopédica, por lo cual no podemos comparar nuestros resultados
con otros autores de nuestra especialidad. Sin embargo, si existen estudios en otras
especialidades quirtrgicas en las que se han observado resultados similares (25,50).
Pittet realizd un estudio para valorar si era posible determinar
precozmente las HSP70i en el suero de pacientes que habian sufrido un traumatismo
severo y analizar el papel de estas proteinas como marcadores de la supervivencia de
estos enfermos (107). Determiné el nivel sérico de HSP70i en 70 pacientes ingresados
en una unidad de reanimacidon tras sufrir un traumatismo multiple, realizando
determinaciones al ingreso, a las 12 horas y a las 24 horas. Las HSP70i se detectaron en
las 3 determinaciones de todos los pacientes estudiados, observandose una disminucion
progresiva de los valores medios en las 3 determinaciones. En contraste, no se
detectaron niveles de HSP70i en voluntarios sanos y se observaron niveles minimos en
pacientes que habian sufrido traumatismos menores. Los pacientes que presentaban un
valores de HSP70i superiores a 15 ng/mL sobrevivieron al traumatismo, mientras que
los pacientes que mostraban valores inferiores presentaron una tasa de mortalidad del
29% para unos valores de la escala de lesiones abreviada similares. En contraste no se
observaron diferencias en los niveles séricos de la HSP70i entre los supervivientes y los
fallecidos a las 12 y 24 horas del ingreso hospitalario. Los pacientes con niveles
elevados de HSP70i presentaban simultdneamente valores de la coagulacion elevados

(tiempo de protrombina y tiempo parcial de tromboplastina) y niveles plasmaticos de
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bicarbonato inferiores, que de una manera indirecta indican una severidad mayor de la
hemorragia (131). Dado que la primera determinacion se realizaba a escasos minutos
(20-30 minutos) de sufrir el traumatismo es poco probable que el nivel elevado que
presentaban algunos de estos pacientes fuera el resultado de una respuesta inducida.
Hashiguchi determin6 el valor medio de las HSP27, 70 y 90 en

pacientes politraumatizados, demostrando un aumento en la expresion de estas HSPs
durante las dos primeras semanas que siguen al trauma, encontrando un aumento
estadisticamente significativo de los niveles medidos en el tercer dia respecto al
primero, siendo este ultimo superior al encontrado en una poblacion sana (54).

La fuente de las HSPs70 circulantes es actualmente desconocida (132).
Tras una respuesta inducida de estrés, células inmunocompetentes como los neutréfilos
y los macrofagos expresan HSP70i en sus membranas plasmaticas, por lo que se ha
propuesto la posibilidad de que estas proteinas se liberen y circulen libres en suero (56).
Recientemente se ha sugerido que las células necréticas, pero no las apoptdticas, pueden
liberar estas proteinas intracelulares al espacio extracelular. Esto podria explicar porqué
los pacientes politraumatizados presentan niveles séricos mayores que aquellos
enfermos con lesiones mas localizadas en una zona del cuerpo.

Se necesitan estudios mas amplios para determinar los mecanismos por
los cuales las HSPs70 circulantes pueden modular la severidad de la respuesta

inflamatoria al trauma quirurgico.
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3.- COVARIABLESQUE PUEDEN MODIFICAR LA RESPUESTA A LA

AGRESION ANESTESICO-QUIRURGICA .

1.- La prevalencia de la diabetes mellitus, en general, es de alrededor del
5% (83), pero en nuestra poblacion se sittia alrededor del 25% y pese a ello no se
encuentra que la proporcion de infeccion sea mas elevada en las personas afectadas por
esta dolencia. Deberiamos aumentar el tamafio muestral para considerar este punto.

2.- Un paciente ASA III se ha correlacionado con un riesgo 9 veces
mayor de sufrir una complicacion infecciosa, en una artroplastia primaria de rodilla, por
algunos autores (62). Esta seleccion justificaria en parte la elevada incidencia de
infecciones en el hospital donde desarrollamos nuestro estudio.

Los factores de riesgo que mds firmemente se han relacionado con la
infeccion de estos pacientes son la existencia de cirugia previa, la infeccion en otro foco
en el momento de la cirugia y la existencia de algin estado de inmunosupresion.
Aunque se ha descrito una tasa de infecciones 2 veces mayor en hombres que en
mujeres, en nuestra muestra el 80% de las infecciones se presentaron en mujeres.

3.- Pockley describi6 unos valores medios de HSP60 tres veces mayores
en mujeres sanas que en hombres y también unos niveles significativamente mayores de
Ac anti HSP60 en mujeres (109). No se han relatado diferencias en las concentraciones
séricas de HSP entre mujeres pre y post menopausicas (115). En nuestra serie todas las
pacientes fueron mayores de 65 afios, cumpliendo asi un criterio de inclusion
establecido, por lo que no se pudo estudiar la influencia de los estrégenos sobre las
variables medidas. Al comparar, entre los hombres y las mujeres, los valores
determinados en nuestro proyecto no observamos una diferencia estadisticamente

significativa entre dichos grupos.
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4.- Recientes estudios han descrito un descenso progresivo de los niveles
séricos de HSP70i con el envejecimiento, observandose in vitro un descenso en la
expresion de las HSPs70 en células envejecidas, indicando que el proceso del
envejecimiento podria estar relacionado con la reduccién de la produccion de las
HSPs70 tanto en hombres como en mujeres (16,139). No obstante en nuestro estudio no
habia diferencias en la media de edad de las dos poblaciones estudiadas por lo que este
aserto no ha podido ser contrastada.

5.- Las proteinas de choque térmico pueden ser el nexo entre la infeccion
y la autoinmunidad al estar involucradas en la tolerancia de enfermedades inmunes y en
la regulacion de la inmunidad frente a bacterias. La existencia de HSPs en el torrente
circulatorio podria formar parte de un complejo mecanismo de regulacion que
mantendria la tolerancia gracias a estas moléculas ampliamente conservadas y
extensamente expresadas. Las proteinas de choque térmico estan implicadas en un
amplio grupo de enfermedades autoinmunes incluyendo la artritis, la esclerosis multiple
y la diabetes (107,108,109). Anticuerpos anti HSP60 se encuentran elevados en
individuos diagnosticados de vasculitis, arterioesclerosis e hipertension, encontrandose
una asociacion entre los titulos de anticuerpos y la severidad de las enfermedades
(25,141). La influencia potencial de las proteinas de choque térmico sobre la
patogénesis de estas enfermedades autoinmunes se ve apoyada con el aumento de HSPs
en las articulaciones de pacientes con artritis reumatoide. También se a demostrado en
pacientes con artritis cronica juvenil la influencia del nivel de HSP circulante sobre la
regresion clinica de esta enfermedad (68).

6.- Los antiinflamatorios no esteroideos son firmacos con propiedades
analgésicas, antipiréticas y antiinflamatorias (60). La mayoria de los efectos de estas

drogas estan mediados por la inhibicion de la enzima prostaglandina sintetasa y por la
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alteracion de la sintesis de eicosanoides. Las citoquinas liberadas por los macrofagos
son los primeros mediadores de la respuesta inflamatoria aguda, y estan consideradas
como colaboradoras de la progresion de las enfermedades inflamatorias, encontrandose
elevadas en los liquidos sinoviales de los pacientes afectos de artritis reumatoide. Los
AINEs son capaces de activar el HSF de una forma citoplasmica latente a una forma
nuclear capaz de unirse al ADN (60). De esta manera producirian un cambio de la
expresion génica de las células que conllevaria una supresion de genes involucrados en
la activacion de los macréfagos, y un aumento en los genes de las proteinas de estrés. Al
actuar los aines activando el HSF1, éste regula a la baja los promotores de los genes de
la IL18, por lo que modularia la respuesta febril y la fase inflamatoria aguda (48). Por
un mecanismo similar, disminuye la sintesis de los niveles de la IL6, la IL8, la IL10, el
TNFa y las moléculas de adhesion involucradas en la activacion de los macrofagos (55).
Todas estas citoquinas ejercen un importante papel en la fisiopatologia de la artritis
reumatoide, por lo que la activacion por medios farmacoldgicos del HSF1 podria
utilizarse para modular la evolucion de esta patologia. La mayoria de los AINEs
inducen la expresion de HSP70i, la cual protege a las células del efecto deletéreo
causado por el TNFa. Por ello estd ampliamente aceptada la teoria de que el efecto
antiinflamatorio de los AINEs se debe en parte a los cambios en la expresion génica de
los monocitos humanos (60).

7.- Se han inducido, in vivo, respuestas de HSP70 ante lesiones
isquémicas cerebrales y lesiones por reperfusion (70). Algunos estudios han encontrado
una correlacion significativa entre los niveles de HSP70i y la presencia de
arterioesclerosis coronaria, descartando relacion entre Ac anti HSP70i y los
tradicionales factores de riesgo como son la hipertension, la hipercolesterolemia o el

tabaquismo, por lo que se ha sugerido la implicaciéon de dichos anticuerpos en la
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patogénesis y progresion de estas enfermedades, que es independiente de la edad de los
sujetos (25,149). Chan et al. describieron un aumento en la sintesis de las HSP70i en la
aorta de ratas sometidas a un estrés isquémico agudo, atribuyéndole a estas HSPs un
papel citoprotector y homeostatico frente a estres hemodindmicos (25). Se ha
confirmado la cualidad de biomarcador de estrés celular de las HSPs70 considerando el
fenomeno de precondicionamiento isquémico como una respuesta adaptativa de las
células que han sido sometidas a breves periodos de isquemia, y por las cuales las
células desarrollan una mayor resistencia a la necrosis isquémica en episodios
posteriores de isquemia prolongada; el precondicionamiento isquémico induce en
ciertos modelos la produccion de HSP70i, por lo cual cabe sospechar que la HSP70i
est¢ involucradas en el mecanismo de proteccion cardiaca. Qingbo sin embargo
observo niveles de HSP60 significativamente aumentados en pacientes con
arterioesclerosis carotidea, por lo que sugirié un papel directo de activacion de los
macrofagos y de las células endoteliales que fomentaria la progresion de esta lesion
(127).

Pese a lo referido, con los datos actuales de nuestro estudio, tras aplicar
el test estadistico de la U de Mann-Whitney, no puede inferirse que los pacientes
hipertensos, y por tanto con enfermedad cardiovascular, del grupo de pacientes a los que
se les ha implantado una protesis total de rodilla sin complicaciones infecciosas tengan
valores de HSP70i ni de Ac anti HSP70i mayores que los normotensos. No ampliamos
el tamafio muestral con los pacientes diagnosticados de infeccion dado que la condicion
de complicacion infecciosa podria sesgar la comparacion.

8.- Las bacterias patdgenas mas frecuentemente aisladas en las
infecciones profundas periprotésicas son gram positivas. Los gérmenes que mas

frecuentemente se implican en estas infecciones son el Staphylococcus Aureus y el
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Staphylococcus Epidermidis. Ello coincide parcialmente con nuestro estudio dado que
ademds encontramos otros microorganismos involucrados, de una agresividad mas
lenta, por lo que la semiologia es menos florida que en las infecciones agudas precoces
y por ello se demoraria el diagnostico. El dolor es uno de los sintomas clinicos que mas
frecuentemente aparece en nuestro estudio, y se ha de recordar que es uno de los
marcadores mas caracteristicos de infeccion protésica.

Wilson ha referido que los cocos gram positivos Staphylococcus aureus
son los causantes del 63% de las infecciones, cifra similar a la que encontré Schoifet en
su muestra siendo responsables del 58% (143). Bacilos gram negativos se asocian a
heridas con drenajes prolongados. Aumentan su prevalencia en los casos en que ha
existido este drenaje prolongado aunque siguen siendo los Staphylococcus los gérmenes
mas frecuentes. Suelen ser contaminantes secundarios y se presentan como infecciones
polimicrobianas. En las infecciones hematogenas agudas el Staphylococcus aureus es el
mas frecuente (5). En las infecciones agudas precoces en cada 3 de 4 casos el germen es
Gram positivo. La infeccion cronica tardia se corresponde a formas de inicio precoz, no
diagnosticadas o tratadas antes de un mes. Responden mal a la antibioterapia aislada por
lo que es necesario un recambio protésico. Se suelen confundir con un problema
inflamatorio o mecanico debido a que el indculo bacteriano es pequefio y parcheado, y
se asocian a Staphylococcus coagulasa negativos. El Staphylococcus epidermidis tiene
una gran capacidad de adherencia al polietileno. Existe una estrecha relacion entre la
resistencia bacteriana a los antibiodticos y la capacidad de las bacterias a producir una
adhesion y colonizacion de la superficie del implante.

Los pacientes que presentan fistulas cronicas activas desarrollan

infecciones mixtas en las que se aislan diversos gérmenes. La aparicién de bacterias
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resistentes se fomenta con la administracion de antibidticos de manera erréonea y

continuada en el tiempo.

4.- TIEMPOS DE NORMALIZACION DE L OSREACTANTES DE FASE

AGUDA.

Tras una agresion se han descrito cambios inmunoldgicos que entre otros
incluyen un estado de inmunodeficiencia celular, sintesis de inmunoglobulinas
inducidas por endotoxinas, liberacion de material de degradacion tisular, hormonas y
citoquinas en la circulacion sistémica y una respuesta inflamatoria sistémica. Las
citoquinas participan en una gran red de sefiales en las que unas interaccionan con otras
con efectos tanto de tipo aditivo, como inhibitorio o incluso sinérgico. El principal
estimulador de la produccién de la mayoria de las proteinas de fase aguda es la IL6
(133). La presencia de elevadas cantidades de IL6 se relaciona con la inflamacion ya
que, entre otras funciones, activa la formacion de anticuerpos por parte de los linfocitos
B. Algunos estudios apuntan hacia el uso de esta interleuquina como marcador eficaz
para la deteccion de infeccion en pacientes neutropénicos. Esta IL juega un importante
papel en la activacion de la respuesta inmune tras una agresion, por lo que es interesante
determinar su curso evolutivo. Al presentar una vida media corta, en nuestros pacientes
s6lo hemos observado un importante aumento en la segunda determinacion, obteniendo
valores similares a los prequirtrgicos al mes de la artroplastia primaria.

La PCR es el prototipo de proteina humana de la fase aguda inflamatoria
(119). El principal papel de la PCR es reconocer en el plasma el material
potencialmente toxico autdgeno liberado de las células dafiadas, destoxificarlo y
facilitar su limpieza del medio plasmatico. Se han descrito elevaciones séricas 12-24

horas después de iniciarse las infecciones neonatales. Tras una intervencion quirdrgica,
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a las 24 horas alcanza su valor mas alto, llegando a alcanzar 60 veces su valor normal.
Los niveles maximos de PCR en una artroplastia total de cadera se han descrito en el
segundo y tercer dia tras la cirugia, para posteriormente disminuir rapidamente, aunque
permanecen elevados mas alla del dia decimocuarto, por lo que es considerado como el
valor bioldgico que mas precozmente se altera en la fase aguda inflamatoria. El pico de
la interleuquina 6 observado en nuestro estudio se correlacion6 positivamente con el
pico de la PCR, mostrando un ascenso de los niveles de ambos pardmetros en la
determinacion realizada a las 24 de la intervencion quirtrgica que retornaria a unos
valores prequirurgicos en la medicion realizada al mes de la cirugia. La PCR es
altamente sensible (96%) pero muy inespecifica (92%) (94,111,119). La PCR
especialmente eficaz en la monitorizacion de la respuesta de los pacientes al tratamiento
antibiotico, se considera mas sensible que la VSG para el diagndstico de infeccion. Ante
una infeccion, disminuye antes que la VSG cuando se resuelve el proceso. Es la prueba
de laboratorio méas cominmente empleada, junto a la VSG, para detectar y monitorizar
las respuestas de fase aguda, y algunos autores propugnan su uso combinado para
aumentar su precision. En condiciones normales, el limite superior de la concentracion
de PCR se encuentra entre 5 y 8 mg/dl, aumentando rdpidamente ante una reaccion
inflamatoria aguda. La concentracion alcanzada va pareja a la intensidad del proceso
inflamatorio. Cuando la agresion cesa, esta proteina vuelve, rapidamente, a sus niveles
basales en un plazo de 2 a 3 semanas, por lo que niveles elevados pasado este periodo
de tiempo nos deben alertar de una posible complicacion infecciosa o tromboembolica
(83). Aunque no se ha evidenciado una diferencia estadisticamente significativa, se ha
descrito que el aumento observado en la PCR es mayor tras una artroplastia de rodilla
que tras una de cadera, aunque el nivel de ambas desciende en el mismo tiempo tras la

cirugia (142). Los resultados que hemos ido obteniendo apoyan la postura de observar
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la evolucion de este parametro, mas que considerar un valor elevado de modo aislado,
dado que en alguno de nuestros pacientes se han obtenido valores muy elevados, no
presentando no obstante ninguna incidencia en la evolucidon postquirtirgica. En cirugia
programada abdominal Buttenschoen describié un pico maximo de la PCR a las 48
horas tras la cirugia y unos niveles elevados durante al menos de 2 semanas, observando
un pico maximo de IL6 a la hora, de un dia de duracion, y una normalizacién a las 48
horas de la intervencion (50). Boeken ha atribuido a la PCR un papel predictor de las
complicaciones infecciosas postquirurgicas observadas en los pacientes sometidos a
by-pass coronario bajo circulacién extracorporea, de tal manera que valores
preoperatorios elevados estarian asociados al aumento de la probabilidad de sufrir una
infeccion en el postoperatorio, y desaconsejarian la intervencion (41).

El aumento de la VSG denota el nivel de fibrindgeno y en menor grado el
de otras proteinas de fase aguda (1). Siempre se debe descartar la presencia de una
gammaglobulina patologica, que daria un falso positivo. Podemos observar valores
elevados durante el primer afio de evolucion tras una cirugia de reemplazo articular y en
diversas situaciones patoldgicas como son algunos tumores malignos, infecciones o
enfermedades reumaticas. Su elevacion en un fendmeno inflamatorio es inespecifica y
no tiene ninguna conexion con la etiologia del mismo. En cambio, resulta muy util su
valor predictivo negativo (p.e. si es < de 25 mm/h, no habré infeccion), que ha sido
confirmado en un 95% de los casos. La sensibilidad media ronda el 83%, con una
precision del 80% (73). La VSG puede permanecer elevada durante meses después de
una artroplastia no complicada y durante el periodo postoperatorio inmediato (1). En
nuestra serie observamos una mayor velocidad media en la determinacion realizada al
mes de la intervencion quirdrgica, permaneciendo elevada, respecto a los niveles

basales, incluso a los tres meses de la artroplastia primaria. Levitsky et al. demostraron
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en una serie de 72 revisiones de infecciones de artroplastias que una VSG preoperatorio
superior a 30 mm/h tenia tan sélo una sensibilidad del 60% y una especificidad del 65%
para detectar la infeccion (94). Se ha descrito un valor medio superior a 50 mm/h en
varias series de protesis totales de rodilla infectadas, pero existen falsos positivos y
negativos. Tras una artroplastia primaria, las cifras de VSG no alcanzan el valor
maximo hasta 5 dias después de la intervencion, pudiendo permanecer elevadas hasta 42
dias. La VSG se incrementa también en muchas afecciones no infecciosas en particular
el aflojamiento aséptico, y en las artropatias inflamatorias, como la artritis reumatoide,
que son frecuentes en los pacientes que requieren una artroplastia total (62).

Si no existe una intervencion reciente, un problema oncoldgico, una
artritis o vasculopatia reumatoidea, una infeccion o un proceso inflamatorio, y
encontramos valores de VSG y PCR superiores a 35 mm/h y 10 mg/l respectivamente,
debemos sospechar complicacion infecciosa de la artroplastia.

Si se excluyen procesos inflamatorios, la sensibilidad, la especificidad, el
valor predictivo positivo y el valor predictivo negativo descritos para el diagnostico de
infeccion en una artroplastia total de cadera son de 0'82, 0'85, 0'58 y 0°95
respectivamente para la VSG, y 096, 092, 0°74 y 0°99 respectivamente para los
niveles de PCR (93,118). En nuestro estudio todos los pacientes que presentaron una
infeccion tenian elevado la VSG o la PCR, pero no siempre ambas, por ello la
combinaciéon de unos niveles normales de VSG y de PCR es fiable para predecir la
ausencia de infeccion, recomendandose realizar un cultivo del liquido articular cuando
la VSG o la PCR estén elevadas, o cuando persista una sospecha clinica de
complicacién infecciosa.

El fibrindgeno es una glucoproteina sintetizada en el higado que tiene

una vida media de 100 horas. Se ha descrito un aumento de sus niveles séricos con la

-124 -



DISCUSION

edad, a razon de 10 mg por cada década. Otros factores que aumentan sus valores son el
tabaquismo, la hipertension, el aumento de colesterol de las lipoproteinas de baja
densidad, la diabetes, la menopausia, el estrés, el frio, las infecciones y la obesidad. Se
suele recomendar ser muy critico con las determinaciones obtenidas durante los dos
meses que siguen a un infarto de miocardio, una intervencion quirargica, una infeccion,
un traumatismo importante o un embarazo, debido a que durante ese tiempo y en esas
condiciones se pueden encontrar niveles séricos elevados (119). En nuestros pacientes
se observd un ascenso de los niveles séricos en la segunda determinacion,
permaneciendo elevados, respecto a los valores preoperatorios, a los tres meses.

La leucocitosis es una de las alteraciones mas tipica de las enfermedades
infecciosas, sin embargo es un elemento muy variable, de tal manera que puede no
encontrarse relacion con signos clinicos de infeccion en un 60% de los casos,
originando muchos falsos positivos, y resulta de poca utilidad diagnodstica en ausencia
de una infeccion evidente. En una serie publicada, solamente el 28% de las rodillas
infectadas presentaron un recuento leucocitario superior a 11.000/mm? (62). Rara vez se
encuentra leucocitosis en pacientes en los que se sospecha la infeccion, observandola en
casos en los que la infeccion sistémica suele ser manifiesta. En nuestro estudio
observamos una elevacion del recuento leucocitario en la segunda determinacion y no
encontramos diferencia entre las protesis primarias y las infectadas.

Aunque se sabe que algunas citoquinas como la IL1, la IL6 y el TNFa
son mediadores inflamatorios precoces, son muchos los interrogantes que surgen en
torno a su papel, dindmica de secrecion y células responsables de su liberacion en las
intervenciones quirurgicas y en las complicaciones infecciosas de las artroplastias. Al
estudiar la variacion de estas tres variables de acuerdo con el cronograma establecido

solamente encontramos variaciones estadisticamente significativas en los niveles de la
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IL 6, presentando escasas modificaciones el TNFa y la IL 1 B. Mancilla et al.
relacionaron los niveles de las IL1, IL6 y el TNFa con la prediccion de evolucion
clinica de neonatos con sepsis grave, encontrando evoluciones vitales de peor
prondstico ante valores elevados de estas tres citoquinas (85). También se constatdo que
la determinacion en las primeras horas de vida de la IL6 contribuye de una manera mas
rapida al diagnostico de infeccion neonatal que otros marcadores clasicos, debido a su
elevacion precoz, presentando la determinacion precoz de la PCR y el TNFa una alta
especificidad pero una escasa sensibilidad en las infecciones bacterianas.

La ILIB es la forma mas abundante de las IL. Es fundamentalmente
sintetizada por los macrofagos y en menor cuantia por los neutroéfilos, linfocitos y otras
series celulares. Una amplia gama de efectos biologicos son mediados por esta IL,
estando implicada en multiples procesos relacionados con la respuesta inflamatoria,
destacando principalmente su papel en el incremento de la sintesis de proteinas
hepaticas, de oxido nitrico, exacerbacion de la actividad fagocitica por células
monociticas de bacterias y una actividad pirdégena (7).

El TNFa se encuentra a modo de reservorio en la superficie de las células
que lo producen, especialmente macrofagos y linfocitos T CD4+, siendo movilizado en
diversas situaciones como son el contacto con lipopolisacaridos bacterianos o
agresiones quirurgicas.

La IL6 es un importante mediador en la respuesta sistémica precoz del
huésped a la infeccion, alcanzando picos méximos de concentracidon rapidamente tras el
inicio e la bacteriemia, varias horas antes de que comience la regulacion de la PCR
mediada por la propia IL6. Sin embargo, su vida media es corta y desciende de manera
progresiva tras alcanzar su pico mientras que otros mediadores permanecen elevados.

Por ello la limitacion que supone la elevacion transitoria de dicho parametro se puede
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superar asociando oros marcadores como la PCR que se mantienen elevados de forma
mas prolongada. La utilidad de la PCR se encuentra en la realizacion de
determinaciones seriadas, ya que sus concentraciones séricas se incrementan a partir de
las 12-24 horas de iniciarse la agresion quirdrgica o infecciosa.

Los reactantes de fase aguda ofrecen una moderada eficacia diagnostica
ante la sospecha de una complicacion infecciosa por lo que deben apoyar al diagnodstico
basado en los criterios clinicos. En definitiva, no existe ninguna prueba unica y
concluyente de infeccidon protésica y es la positividad de varias de ellas conjuntamente
la que lleva a la sospecha diagnoéstica de infeccion. Estas y todas las demds pruebas no
dejaran de ser complementarias al seguimiento de nuestros pacientes basado
necesariamente en una correcta anamnesis y en una delicada exploracion. Gracias a la
existencia actual de métodos de enzimoinmunoandlisis quimioluminiscente
relativamente sencillos de aplicar, se ha eliminado uno de los principales inconvenientes
para la determinacion de estos pardmetros en la practica clinica que era su compleja

determinacion.

5-LIMITACIONESDEL ESTUDIO.

Pese a que durante la concepcién y desarrollo de este estudio se
intentaron evitar errores, especialmente de método, en toda investigacion pueden surgir
imprevistos o nuevas orientaciones al ir profundizando en el tema y al ir avanzando en
esta apasionante empresa.

1.- Uno de los mayores inconvenientes es la baja prevalencia de las
infecciones de artroplastias primarias totales de rodilla. Durante el periodo en el que se
realizo la captacion de los casos la prevalencia observada fue del 3%, siendo similar a la

descrita en la literatura en la mayoria de los centros. Por ello el nimero de pacientes
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incluidos en la investigacion fue menor de lo que hubiéramos deseado, tras casi dos
afos de recogida de datos. Cierto es que los estudios sobre el tema de las infecciones
protésicas no suelen presentar grandes tamafios muestrales, y en el caso de ciertas
variables estudiadas no existe investigacion previa alguna en el campo de la cirugia
ortopédica.

2.- En relacidn con el punto anterior, hemos estudiado conjuntamente las
artroplastias con modelo Profix® y con modelo Insall-Burstein I[I®, con un nimero muy
reducido de estas ultimas por lo que la hipotesis que podriamos postular al comparar un
modelo que sea mas respetuoso con la reserva 6sea y una repercusion biomolecular mas
atenuada, presenta una inferencia estadistica menguada.

3.- Debido a la edad de la poblacion muestral elegida, es 16gico encontrar
enfermedades asociadas y toma de firmacos que actiien como covariables que pueden
alterar el resultado final. Esto se evitaria eliminando dichas covariables, pero entonces
se dificultaria atin mas la inclusion de los sujetos del estudio con una complicacion
infecciosa que afortunadamente para la sociedad presenta una baja prevalencia.
Probablemente la ampliacion del estudio, incrementando el tamafio muestral, dotaria a
estos resultados preliminares de mayor potencia estadistica.

4.- Al tener que repetir las mediciones al mes y a los tres meses de la
cirugia para completar el cronograma preestablecido, varios pacientes rehusaron la
realizacion de las extracciones el dia de la cita, a pesar de haber accedido durante el
ingreso, previa autorizacion mediante la firma del consentimiento informado elaborado
especificamente para este estudio, por lo que se generaron unas perdidas de informacién
que no pudieron ser compensadas al final del estudio.

5.- Debido a las limitaciones presupuestarias disponibles para la

realizacion de este estudio, al elevado precio del material necesario para la
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cuantificacion de las diversas variables estudiadas y a la gran cantidad de muestras
obtenidas, nos vimos obligados a reducir el nimero de pacientes estudiados, no
procesando alguna de las muestras perfectamente obtenidas y almacenadas.

Aun queda mucho por aprender de la biologia de las proteinas de choque
térmico. Se trata de unas potentes moléculas que deben tener un gran papel en la
fisiologia y en la inmunologia dado que se han perpetuado extraordinariamente en la
evolucion filogénica. El profundizar en el entendimiento de sus mecanismos
reguladores podria ayudarnos a utilizarlas para el diagnostico y el tratamiento futuro de

diversas enfermedades.
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VI.- CONCLUSIONES.

1.- Al examinar la biologia de las HSPs y otros biomarcadores en pacientes, a
los cuales se les implanta una prétesis total de rodilla y no presentan ninguna
complicacion  postquirtrgica, hemos encontrado variaciones estadisticamente
significativas de los niveles de leucocitos, fibrindbgeno, VSG, PCR, IL 6 y Ac anti
HSP70i. Por €ello, pese alafata de especificidad diagndstica, |a medida conjunta de los
niveles en e suero de los reactantes de fase aguda es (til para detectar la presenciao la
intensidad de un proceso inflamatorio.

a) El pico de la interleuquina 6 observado en nuestro estudio se correlacion6
positivamente con e pico de la PCR, mostrando un ascenso de los niveles de ambos
pardmetros en la determinacion realizada a las 24 de la intervencion quirdrgica que
retornaria a unos val ores prequirurgicos en lamedicion realizada al mes de la cirugia.

b) En nuestra serie observamos una V SG elevada, respecto a los niveles basales,
al mes de laintervencion, permaneciendo aumentada incluso a los 3 meses de la cirugia.

c) Los vaores de los Ac anti HSP70i circulantes disminuyeron de forma
significativa a las 24 horas de la intervencién quirdrgica, traduciendo la depresion de la
inmunidad gue se produce como consecuencia del estrés quirdrgico.

d) A las 24 horas de la cirugia se produjo un incremento significativo del
recuento leucocitario reactivo ala agresion quirdrgica.

2.- Al estudiar la biologia de las HSPs70i y otros reactantes de fase aguda en

pacientes diagnosticados de una complicacion infecciosa créonica tardia de una
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artroplastia total de rodilla, como posibles biomarcadores diagndsticos de infeccion
protésica, se han observado unos niveles discretamente superiores en estos pacientes,
sin alcanzar una significacion estadistica, respecto a sus controles no infectados, por lo
que esta variacion en la concentracion sérica de los niveles de HSPs70 excluye a priori

su uso como biomarcador eficaz de lainfeccion en las artroplastias totales de rodilla.
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