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Resumen

Introduccion: Se ha establecido que el plasma rico en plaquetas (PRP) autdlogo, activado y
suplementado con antibidtico conjuga los beneficios de un sistema biodegradable de libe-
racion local y favorece la inhibicion del crecimiento bacteriano y la accion osteoinductora
proporcionada por los factores plaquetarios que activan la osteogénesis.

Materiales y métodos: Se empled para la preparacion del gel PRP unidades de plaquetas de
donantes sanos, el cual se activo con CaCl, y se suplement6 con diferentes concentraciones
de 12 antibioticos. La capacidad de retencion y liberacion del antibiotico del PRP activado
fue evaluado por inhibicion del creamiento de la cepa Staphylococcus aureus (ATCC 29213) en
diferentes tiempos de exposicion (de 1 a 21 horas) mediante el uso del método de Kirby Bauer.
La concentracion inicial y final de oxacilina después del proceso de liberacion del PRP activado
se determind por medio de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Resultados: Antibioticos como rifampicina, vancomicina, tetraciclina, tigeciclina, clindamicina
y trimetoprim-sulfametoxazol presentaron una liberacion in vitro mas lenta (mas de 21 horas) en
comparacion con gentamicina, eritromicina, ciprofloxacina, linezolid, oxacilina, cloranfenicol
(menos de 21 horas), aunque todos son buenos candidatos para el posible uso en infecciones
oseas. Antibioticos como vancomicina, tetraciclina trimetoprim-sulfametoxazol, eritromicina,
ciprofloxacina, linezolid y cloranfenicol requieren una concentracion mayor a 4ug/ml para
lograr la inhibicion del crecimiento bacteriano de S. aureus in vitro. El gel de PRP activado
tiene la capacidad de retener el 12,5% de oxacilina a las 21 horas.
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Discusion: En general el gel de PRP tiene una buena capacidad de retencion y liberacion de
todos los antibioticos evaluados.

Nivel de evidencia clinica: Nivel lll.

© 2016 Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. a nombre de Sociedad Colombiana de Ortopedia
y Traumatologia.

Qualitative and quantitative assessment of platelet rich plasma (PRP) gel as a local
delivery system of antibiotics. In vitro Study

Abstract

Introduction: It has been theorized that antibiotic loaded autologous platelet rich plasma (PRP)
gel inhibits in vitro growth of bacteria, resembling an antibiotic local delivery system.
Materials & methods: Fresh PRP obtained from healthy donors was activated with CaCl;
and loaded with 12 different antibiotics (oxacillin, gentamicin, vancomycin, trimet-
hoprim/sulfamethoxazole, clindamycin, erythromycin, linezolid, tigecycline, tetracycline,
chloramphenicol, rifampicin, and ciprofloxacin). The ability of the PRP to retain and release
antibiotics was evaluated by conventional S. aureus (ATCC 29213) bacterial growth inhibition
through the Kirby Bauer method at several times (1 to 21 hours). Initial and final antibiotic load
of each PRP sample was evaluated by high-pressure liquid chromatography (HPLC).

Results: We had found out that rifampicin, tetracycline, vancomycin, tigecycline, clindamycin,
and trimethoprim/sulfamethoxazole, showed a slow release rate (more than 21 hours), as well
as gentamicin, erythromycin, ciprofloxacin, linezolid, oxacillin and chloramphenicol showed a
fast release rate (less than 21 hours), all of them producing effectively bacterial growth inhibi-
tion. Vancomycin, tetracycline, trimethoprim/sulfamethoxazole, erythromycin, ciprofloxacin,
linezolid, and chloramphenicol required a higher concentration (more than 4mg/ml) on PRP
gel to effectively achieve in vitro bacterial growth inhibition. PRP showed an ability to retain

Discussion: PRP gel showed a good retention and release ability with all the evaluated antibio-
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infection
12.5% of oxacillin at 21 hours.
tics.
Evidence Level: lll.
Traumatologia.
Introduccion

La mayoria de los algoritmos para el manejo de las infec-
ciones osteomusculares comprende un régimen en el cual
se realiza retirada del material de osteosintesis, lavado mas
desbridamiento de la zona, seguido por una terapia antibio-
tica que generalmente tiene un tiempo de duracion entre 4
y 6 semanas’-?.

El mecanismo de accion de los antibioticos sistémicos
en las infecciones musculoesqueléticas se basa en la distri-
bucion del antibidtico a través de la circulacion sanguinea
hacia el tejido con el fin de alcanzar concentraciones ade-
cuadas de antibiotico en el sitio de infeccion y asi lograr
inhibir el crecimiento bacteriano. Sin embargo, en la mayo-
ria de las infecciones en ortopedia, las bacterias estan
aisladas dentro de un tejido necrético o granular, en el
cual es posible que la terapia sistémica no alcance las
concentraciones adecuadas para evitar la proliferacion y
el crecimiento bacterianos. Estas bacterias adquieren un
estado sésil una vez que han colonizado el tejido dseo o
los implantes ortopédicos, y reducen su actividad metabo-
lica, lo cual es favorecido por la pelicula de polimero de

glucocaliz denominada biopelicula, que ayuda a proteger
a la poblacién bacteriana de los agentes antimicrobianos y
reduce la efectividad de procesos inmunoldgicos como la
opsonizacion o la fagocitosis.

Para garantizar la muerte de las bacterias que estan
organizadas en una biopelicula, es necesario elevar las con-
centraciones de antibidtico con efecto bactericida entre
10 y 100 veces, pero dicha elevacion no se puede alcanzar
de manera segura por via parenteral, dada su toxicidad®~>,
por lo cual la erradicacién bacteriana en el caso de las
infecciones de tejidos musculoesqueléticos es poco exitosa.
Por ello, todos los protocolos actuales de tratamiento de
infecciones en tejidos musculoesqueléticos recomiendan el
desbridamiento y el uso de antibidticos tanto locales como
sistémicos.

Durante décadas se ha perseguido un sistema ideal de
entrega local de antibidtico ya que este tipo de sistemas
permite la liberacion de antibidtico de forma local en con-
centraciones muy elevadas y evita los riesgos y las posibles
reacciones adversas de una terapia antibidtica en dosis ele-
vadas por via sistémica. Este sistema ideal deberia tener
ciertas caracteristicas, como estar formado por sustancias
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biocompatibles, con elucion predecible, ser econémico,
capaz de liberar localmente niveles altos de antibidticos
que eviten la proliferacion bacteriana, ser seguro, de facil
implantacion y que no requiera ser extraido.

A diferencia de los nuevos implantes o medicamentos
que requieren una aprobacion por la FDA (U.S. Food and
Drug Administration), el plasma rico en plaquetas (PRP) es
una producto autdlogo y derivado sanguineo que favorece la
entrega de factores de crecimiento y tiene los beneficios de
ser un sistema biodegradable. El PRP inicialmente se des-
cribié como un suplemento aplicado en forma topica para
la integracion de injertos dseos dentales® aunque actual-
mente esta siendo utilizado para multiples procedimientos
en cirugia ortopédica, entre los cuales se incluye hemosta-
sia en heridas, tendinopatias, coadyuvante en la integracion
de injertos 0seos, Ulceras asociadas con el pie diabético, en
heridas traumaticas y en artroplastias para el manejo del
dolor y la movilidad. También se estan desarrollando estu-
dios para determinar su efectividad en el manejo de falta
de unién y retraso en la consolidacion’""".

EL PRP es una fuente de factores de crecimiento y protei-
nas inductoras, entre los cuales se encuentran los factores
de crecimiento derivados de las plaquetas, el factor de
crecimiento transformante B, el factor de crecimiento insu-
linico, el factor de crecimiento epidérmico y el factor de
crecimiento de los fibroblastos, entre otros'>'3, Se cree que
estos factores desempenan un papel critico en la regulacion
de procesos celulares como la osteogénesis, estimulacion de
quimiotaxis y diferenciacion celular en el sitio de la inter-
vencion que favorece mayor velocidad de mineralizacion del
colageno en las reparaciones 6seas de sitios de injerto, lo
que promueve una integracion mas rapida de éstos y mejora
la densidad del hueso trabecular en el 15-30%'*. Debido a
estas caracteristicas se evalla la capacidad in vitro del gel
de PRP activado pararetenery liberar localmente diferentes
tipos de antibioticos.

Materiales y métodos

Para determinar la liberacion de antibidticos diferentes
del gel de PRP (oxacilina [OXA], cloranfenicol [CHL],
tetraciclina [TET], eritromicina [ERY], clindamicina [CLI],
gentamicina [GEN], ciprofloxacina [CIP], linezolid [LNZ],
trimetoprim/sulfametoxazol [STX], vancomicina [VAN] vy
rifampicina [RIF]), se realizd un estudio in vitro en que se
evalud la inhibicion del crecimiento de una cepa conocida
de Staphylococcus aureus mediante un estudio estandari-
zado, controlado con el método de difusion en Agar, segin
los parametros establecidos por el Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI).

Obtencion de plasma rico en plaquetas

Se obtuvo de sangre total venosa con solucion de citrato
de sodio. Los tubos se centrifugaron a 3.000 rpm durante
5minutos para permitir la obtencion de capa leucocitaria
o plasma rico en plaquetas libres de eritrocitos. También
se emplearon unidades de concentrados de plaquetas obte-
nidas a partir de donaciones voluntarias de sangre total.
La verificacion del recuento plaquetario en sangre total y

PRP se realizd con el analizador hematoldgico Advia 60 de
Bayer®.

Gel de plasma rico en plaquetas

En placas de polietileno estériles de 24 pozos se adicionaron
500 ul del PRP y se suplement6 con 13 ul de los siguientes
antibioticos: OXA, CHL, TET, ERY, CLI, GEN, CIP, LNZ, STX,
VAN y RIF en concentraciones de 1, 2, 4, 8 y 32 ng/mly acti-
vado con 15 ul de solucion de cloruro de calcio al 10%. Se
incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente hasta
visualizar la formacion del agregado plaquetario con consis-
tencia y tamafo adecuados. Fue necesario estandarizar la
cantidad de PRP, la solucion de cloruro de calcio y el tiempo
de incubacion.

Susceptibilidad in vitro del gel de PRP

Se determin6 mediante el método de Kirby Bauer en agar
Mueller-Hinton (Becton Dickinson). El gel de PRP suple-
mentado con las diferentes concentraciones de antibioticos
se adiciono6 a la superficie de las placas de agar inocula-
das con la cepa de S. aureus (ATCC 29213) y se incubd
durante 24 horas a 37 °C. La actividad antimicrobiana se eva-
luo teniendo en cuenta el diametro del halo de inhibicion.

Determinacién del tiempo de liberacion
del antibiético

Se realizo por medio del método de Kirby Bauer, mediante
la transferencia del gel de PRP suplementado con antibio-
ticos a una nueva placa inoculada con la cepa de S. aureus
(ATCC 29213) cada 2 horas hasta completar 21 horas. Todas
las placas se incubaron durante 24 horas a 37 °C. Las concen-
traciones iniciales de antibidticos utilizadas fueron 65 pg/ml
de VAN, TET, CLI, STX, GEN, ERY, LNZ y OXA; 130 pg/ml de
CIP y 32 ug/ml de CHL. Como control interno se empleo6 un
sensidisco comercial de cada antibiético y se emplearon los
criterios del CLSI.

Cromatografia liquida de alta presion (HPLC)

La concentracion inicial y final de oxacilina fue determinada
con un cromatagrafo Perkin Elmer con médulo de seleccion
para 4disolventes con un detector UV-VIS y una columna
RP18 (Merck). La fase movil utilizada fue MeOH:H,0 60:40, a
un flujo de 1 ml/miny a una temperatura de 30°C. La detec-
cién del antibidtico se realizé a 240 nm. Todos los volumenes
de inyeccion fueron 25 ul. Se evalud la proporcionalidad de
respuesta en un intervalo (rango) de concentraciones. Con
los datos experimentales se realizé un tratamiento de mini-
mos cuadrados para obtener la recta de mejor ajuste (curva
de calibracion) a partir de un minimo de 5datos, cada uno
de ellos por triplicado. Los intervalos de concentracion del
reactivo analitico fueron desde 0,6 ug/ml a 12ug/ml. La
extraccion del antibidtico del plasma activado se realizd
por fase solida utilizando cartuchos Sep Pack C18, previa
precipitacion de las proteinas con metanol.
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Halo de inhibicion del crecimiento producidos por el antibiotico liberado por el PRP
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Figura 1

Diametro del halo de inhibicion de la cepa de S. aureus (ATCC 29213) por el método Kilby Bauer producido por el plasma

rico en plaquetas suplementado con diferentes antibidticos. CHL: cloranfenicol; CIP: ciprofloxacina; CLI: clindamicina; ERY: eri-
tromicina; GEN: gentamicina; LNZ: linezolid; OXA: oxacilina; RIF: rifampicina; STX: trimetoprim/sulfametoxazol; TET: tetraciclina;
VAN: vancomicina; C+: control positivo: sensidiscos comerciales marca Oxoid.

Resultados
Susceptibilidad in vitro del gel de PRP

Los datos obtenidos de los halos de inhibicion del gel de
PRP indican que en general este sistema presenta un buen
desempeiio en la liberacion de los antibidticos evaluados,
excepto del LNZ, puesto que no se observa liberacion de
este antibidtico a partir de las 2 horas. En el caso de RIF,
TET y CLI se observa la formacion de halos de inhibicion de
un diametro mayor de 15 mm después de las 21 horas de apli-
cacion. Igualmente es notoria la capacidad de liberacion que
presenta el PRP suplementado con TET (15 mm) que supera
al sensidisco de antibi6tico comercial empleado como con-
trol que forma un halo de inhibiciéon de 7 mm a las 21 horas
de incubacion (fig. 1).

En general, el gel de PRP tiene una buena capacidad para
la retencion y liberacion de los antibioticos evaluados, En la
figura 1 se reportan los halos de inhibicion de los diferen-
tes antibidticos, a diferentes concentraciones, se ponen de
manifiesto halos que se encuentran entre 5y 39 mm, entre
los cuales el halo de inhibicion mas bajo es el de la TET, a
una concentracion de 8ug/ml y el mayor, el de la RIF, que
genero halos de 39 mm a concentraciones de 32 ug/ml. Ade-
mas se pone de manifiesto como antibioticos como VAN, TET,
STX, ERY, CIP, LNZ y CHL requieren concentraciones mayores
de 4ug/ml para lograr una inhibicion del crecimiento de S.
aureus in vitro.

Tiempos de liberacion de los antibiéticos

Antibioticos como RIF, VAN, TET, tigeciclina, CLI y STX pre-
sentaron una liberacion mas lenta durante mas de 21 horas,
como se pone de manifiesto en la figura 2, en comparacion
con GEN, ERY, CIP, LNZ, OXA y CHL, en los cuales la libe-
racion fue de forma mas rapida antes de 21 horas, como se
pone de manifiesto en la figura 3.

A las 21horas, el gel de PRP activado mantiene una
concentracion del 12,5% (dato obtenido por HPLC) de OXA
respecto a la concentracion inicial empleada (65 pug/ml).
Esta retencion del medicamento posiblemente aumenta la

Antibidticos liberados depués de 21 horas por el PRP
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Figura 2  Antibioticos liberados por el plasma rico en plaque-
tas después de 21 horas. CLI: clindamicina; RIF: rifampicina;
STX: trimetoprim-sulfametoxazol; TET: tetraciclina; VAN: van-
comicina.

Antibioticos que son liberados por el PRP antes de las GEN
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Figura 3  Antibioticos liberados por el plasma rico en plaque-

tas antes de las 21 horas de activacion. CHL: cloranfenicol;
CIP: ciprofloxacina; ERY: eritromicina; GEN: gentamicina; LNZ:
linezolid; OXA: oxacilina.

concentracion local del antibidtico y potencia la actividad
del tratamiento suministrado por via intravenosa.

Discusion

El tratamiento y la profilaxis ideal en ortopedia conti-
nGan siendo un tema controvertido. Desde los sistemas de
entrega local de antibioticos iniciales introducidos por Buch-
holz et al.”, se han disefiado multiples sistemas, los cuales
estan ganando interés especial dada la capacidad que tie-
nen de brindar altas concentraciones locales con un riesgo
minimo de toxicidad. El primer sistema de entrega local de
antibiotico descrito y aprobado por la FDA fue el polimetil-
metacrilato. A pesar de que ha se demostrado su efectividad
en multiples estudios'®"”, el uso del PMMA genera también
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unas serias preocupaciones, como es el hecho de que, luego
de liberar por completo el antibiético o iniciar su liberacion
de forma subterapéutica, actla como un cuerpo extrafo
en el organismo y se convierte en una superficie amigable
para la proliferacion y el crecimiento de las bacterias'®-%°,
y genera una resistencia bacteriana por la liberacion pro-
longada de antibiotico en rangos subterapéuticos, lo que ha
hecho que de forma constante se estén estudiando materia-
les biodegradables alternativos.

El gel de plasma rico en plaquetas, como demostraron
Camargo et al., en estudio in vitro actia como un sistema
de entrega local de antibidticos e inhibe el crecimiento bac-
teriano.

En la actualidad, no existe ningln sistema de
entrega local de antibidtico biodegradable que haya
sido aprobado por la FDA como manejo de infecciones
musculoesqueléticas’’. Debido al gran interés que genera
el tema, se encuentran en un constante estudio materiales
alternativos biodegradables, como injertos oseos, susti-
tutos 6seos, compuestos a base de proteinas y polimeros
sintéticos que buscan ese sistema de entrega local ideal.

Se cree que la adicidn de sistemas de entrega local de
antibiotico como terapia coadyuvante en el manejo de cier-
tas patologias es altamente efectiva en la erradicacion y
prevencion de la infeccion?>23.

Los sistemas actuales aprobados por la FDA, como los
cementos precargados para su liberacion de antibidtico,
dependen de unas propiedades especificas, como la poro-
sidad, el tamano de la superficie y la concentracion del
antibiotico? 28,

La eleccion de los antibioticos en este tipo de sistemas
esta limitada a aquellos que son termoestables ya que la
polimerizacion del cemento es una reaccion exotérmica que
genera gran cantidad de calor?’, deben ser hidrosolubles
para generar una difusion a los tejidos circundantes y permi-
tir una liberacion gradual a lo largo del tiempo para lograr un
efecto bactericida sostenido. Los antibi6ticos mas utilizados
son vancomicina, gentamicina, tobramicina y cefalospori-
nas, los cuales pueden combinarse para mejorar el espectro
en ciertas infecciones®®3'.

Actualmente se ha establecido que los espaciadores
de cemento precargados pueden liberar antibidticos hasta
4meses luego de su implantacion. Los niveles de antibio-
tico son mucho mayores a los conseguidos por la terapia
sistémica; las concentraciones locales aumentan inmedia-
tamente tras la implantacion, y se mantienen por encima
de las concentraciones inhibitorias minimas para el manejo
de la mayoria de las infecciones®?~3* aunque sus concentra-
ciones en suero y orina permanecen bajas con pocos efectos
sistémicos®>~¥. Estas propiedades generan niveles altos de
antibiotico en el sitio de infeccion que conducen a mejor
efectividad antimicrobiana y posiblemente mejor resultado.

Se requieren estudios adicionales para ayudar a determi-
nar un sinnimero de variables desconocidas asociadas con el
uso de los sistemas de entrega local de antibidtico, entre las
cuales estan el biomaterial ideal, la combinacion de anti-
bioticos adecuada que pueda utilizarse de forma eficaz y
segura, establecer las caracteristicas de elucion que deben
tener estos materiales para liberar de forma predecible la
cantidad y la concentracion deseada, definir efectos a nivel
local de las altas concentraciones de antibiotico en cuanto
a la cicatrizacion de los tejidos, proceso regenerativo 6seo

que forman parte fundamental del manejo de las infeccio-
nes musculoesqueléticas ya que en estudios animales se ha
puesto de manifiesto el efecto adverso de las quinolonas
en la regeneracion 6sea*®, lo que genera anormalidades en
la morfologia del callo 6seo, en el cartilago, con alteracio-
nes en la osificacion endocondral y disminuye el nimero de
condorcitos comparados con los controles.

El PRP activado y mezclado con antibiotico forma redes
de fibrina que absorben el antibidtico y lo liberan de forma
controlada al medio. En estudios previos muestra como hay
un comportamiento heterogéneo en cuanto a la elucion de
todos los antibidticos, lo que sugiere que cada antibiotico
tiene una capacidad de difusion propia, la cual debe tenerse
en cuenta si se quiere emplear el gel de PRP como transpor-
tador y sistema de entrega local de antibiético.

Lo que muestra el estudio del gel de PRP es la capa-
cidad de retencion y liberacion de todos los antibidticos
evaluados, en los resultados se pone de manifiesto como
antibioticos, como rifampicina, vancomicina, clindamicinay
trimetoprim-sulfametoxazol presentaron una liberacion mas
lenta (mas de 21 horas), en comparacion con gentamicina,
ciprofloxacina, linezolid y oxacilina, cuya liberacion se pro-
dujo en menos de 21 horas.

Antibioticos como vancomicina, tetraciclina,
trimetoprim-sulfametoxazol, eritromicina, ciprofloxa-
cina, linezolid y cloranfenicol requieren una concentracion
mayor de 4ug/ml para lograr la inhibicion del crecimiento
de S. aureus in vitro, lo cual sugiere que para su uso en
infecciones musculoesqueléticas sea necesario una concen-
tracion mayor de antibidtico para alcanzar la concentracion
inhibitoria minima local.

El gel de PRP activado tiene la capacidad de retener el
12,5% de la oxacilina a las 21 horas. Esta retencion del medi-
camento posiblemente aumente la concentracion local del
antibiotico y potencie la actividad de la terapia suministrada
por via intravenosa.

El sistema de entrega local de antibiotico ideal todavia
esta lejos de alcanzarse. Sin embargo, las investigaciones
en este campo estan creciendo de manera acelerada. Dada
su ausencia, genera que en la actualidad se utilicen siste-
mas que vienen precargados de antibidtico, los cuales no
necesariamente se asocian con la sensibilidad de los cul-
tivos tomados en cirugia, con lo que se espera que en el
futuro los sistemas de entrega local de antibidtico biodegra-
dables, en los cuales se pueden utilizar los antibioticos de
acuerdo con la sensibilidad dada, en los antibiogramas reem-
placen los sistemas clasicos utilizados para la misma funcién
y eviten la morbilidad de los pacientes dada la necesidad de
intervenciones adicionales para el retiro de éstos.

Responsabilidades éticas

Derecho a la privacidad y consentimiento informado. Los
autores declaran que en este articulo no aparecen datos de
pacientes.

Confidencialidad de los datos. Los autores declaran que en
este articulo no aparecen datos de pacientes.

Proteccion de personas y animales. Los autores declaran
que para esta investigacion no se han realizado experimen-
tos en seres humanos ni en animales.
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