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Resumen

Introduccioén: el polimetilmetacrilato (PMMA) es el tnico sistema de entrega local de antibiéticos aprobado por la FDA. Actualmente,
este tipo de sistemas ha mejorado los resultados en el tratamiento de las infecciones asociadas con implantes ortopédicos con una seguri-
dad biolégica amplia, dada la disminucién de toxicidad antibidtica sistémica. Se plantea la busqueda de un sistema alternativo de entrega
local de antibi6ticos debido a que en algunos casos el PMMA actia como un cuerpo extrafio, y en otros libera el antibiético en rangos
subterapéuticos actuando incluso como una superficie amigable para la formacién de un biofil por parte de las bacterias.

Materiales y métodos: se disefié un estudio in vitro, estandarizado, controlado, con el método de difusion agar, segun los parametros
establecidos por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) en el 2007 para determinar si el gel rico en plaquetas (PRP) su-
plementado con antibiético sirve como sistema de transporte y liberacién local de antibiético inhibiendo el crecimiento de una cepa
conocida de S. aureus.

Resultados: los antibiéticos evaluados fueron transportados y liberados por el gel rico en plaquetas. Se produjo inhibicion del crecimiento
bacteriano a mayotes concentraciones de antibi6ticos. La oxacilina en la dilucién 32 pug/ml tuvo un halo de inhibicién mayor al sensidisco;
la vancomicina gener6 los halos de inhibicién de menor diametro, y la ciprofloxacina present6 la menor capacidad de inhibicién con
respecto al control.

Discusion: se demostré in vitro la capacidad que tiene el PRP como transportador y liberador de antibiético. Dado el comportamiento
heterogéneo recogido en los diferentes ensayos, se supone que cada antibidtico tiene una capacidad de difusién propia, la cual debe ser
tenida en cuenta si se quiere emplear el gel de PRP como sistema de entrega local de antibidticos.

Palabras clave: plasma rico en plaquetas, agentes antibacterianos, in vitro.
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Abstract

Introduction: Currently polymethylmethacrylate is the most commonly used vehicle for antibiotic local delivery, approved by FDA.
Current data have demonstrated that the use of this system has improved the outcome on patients beneath treatment of infection as-
sociated or caused by orthopedic implants, mainly because of its ability to achieve very high local concentrations of antibiotic without
associated systemic toxicity. Nevertheless, it is also a concern that sometimes PMMA may act as a foreign body within our body, once it
has completed its antibiotic release, and specially, once the antibiotic release rate has dropped below therapeutic levels. Perhaps, sometimes
PMMA could even act as a friendly surface for bacterial biofilm.

Methods: A standardized controlled in-vitro study was designed following the agar diffusion method, according to parameters set by
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) in 2007, in order to determine if the platelet rich plasma (PRP) loaded with antibiotic
could work as a carrier and as an antibiotic local delivery system, by inhibiting a known . azreus subtype growth.

Results: All antibiotics tested were transported and released by the PRP. We find out a direct relationship between bacterial inhibition halos
and antibiotic concentration dilutions. As higher the concentration as bigger the halo. Oxacilin at 1:32 dilution had a bacterial inhibition
halo even greater than the sensidisc. The bacterial inhibition halos produced by the Vancomycin were the smaller ones. Ciprofloxacin
shown the lowest bacterial inhibition capacity compared to control.

Discussion: PRP has the ability to perform as an antibiotic carrier as well as a local antibiotic delivery system in-vitro. Due to the hete-
rogeneous behavior shown in these different antibiotic trials, it is assumed that each antibiotic has its own diffusion capacity which must

be taken in consideration any time the PRP wants to be used as a local antibiotic delivery system.

Key words: platelet-rich plasma, antibacterial agents, in vitro.
[Rev Col Or Tra 2012; 26(1): 39-49]

Introduccion

Multiples bacterias son causantes de infecciones mus-
culoesqueléticas. El agente patégeno depende de la edad
del paciente, la via de inoculacién, las circunstancias en las
cuales se produjo la infeccion y la respuesta inmune indivi-
dualizada de cada paciente. LLos microorganismos que pre-
dominan en las infecciones de prétesis e implantes, ademas
de osteomielitis y artritis séptica, son el Staphylococens anreus
y el Staphylococcns coagulasa negativo (1, 2). Muchas de las
bacterias implicadas en la osteomielitis crénica, particular-
mente el S. epidermidis y algunas cepas de S. aureus, producen
un glucocalix que limita la actividad de los antibiéticos; este
glucocalix hace que la bacteria se adhiera a cuerpos extrafios
como el polimetilmetacrilato (PMMA) y los implantes meta-
licos generando una de las principales causas de resistencia
antibiética y recurrencia de la infeccidén en un proceso que
ha sido denominado “competencia por la superficie”.

La recomendacién terapéutica actual para la mayoria de
las infecciones osteoarticulares consiste en un desbridamien-
to quirargico de todo el tejido necrético, asociado a una
terapia agresiva con antibiéticos intravenosos por un minimo
de 4-6 semanas. El obtener una adecuada respuesta de la in-
feccion es un gran desafio debido a que las concentraciones
altas de antibiéticos en suero llevan a un riesgo de toxicidad
sistémica generada por dosis altas y multiples, ademas de la

pobre adherencia al tratamiento por parte de los pacientes
a causa de los efectos secundarios del antibiético.

Para evitar los problemas relacionados con accesibilidad,
adherencia al tratamiento y toxicidad que producen los
antibiéticos sistémicos, se ha planteado el uso de sistemas
de entrega local de antibiético. En el tipico microambiente
de una infeccién osteoarticular, que se caracteriza por una
zona de tejido avascular rodeada por un ambiente con pH
acido e hipoxémico, el sitio de la infeccién se constituye
en un area inaccesible, tanto para la respuesta inmune del
huesped a la infeccién, como para el mismo antibidtico. Los
sistemas de entrega local de antibidticos tienen la capacidad
y/0 habilidad pata alcanzar concentraciones extremadamente
altas de antibiéticos a nivel tisular localizado, sobre todo
cuando se comparan con el método tradicional de terapia
con antibidtico sistémico, sin presentar el riesgo inherente de
toxicidad sistémica asociada. La seguridad de los sistemas de
entrega local de antibiéticos se ha comprobado en algunos
estudios, incluso realizados en pacientes con alteracion de
la funcién renal (3).

Los diferentes sistemas de entrega local de antibi6tico
tienen como principio basico la entrega local del antibiético
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en concentraciones altas y la minimizaciéon de sus efectos
secundarios y toxicidad sistémica. La idea de utilizar cemento
de PMMA como una forma de antibioticoterapia local fue
introducida en la literatura por Buchholz y cols. en 1970,
con la incorporacion de un antibiético con el cemento 6seo
o PMMA (4). En 1981, la primera publicacién acerca de su
trabajo reporta una tasa de éxito del 77 % (5) tratando las
artroplastias infectadas con lavado, desbridamiento, retiro
del material y cemento 6seo precargado con antibidtico. Se
desarrollaron perlas de PMMA impregnadas en gentamicina,
las cuales se encuentran disponibles comercialmente desde
1977. Este sistema de antibioticoterapia local utiliza una
mezcla prefabricada de PMMA cargado con antibidtico,
el cual se utiliza como espaciador en artroplastias o como
cadenas de perlas impregnadas de antibiético en infecciones
musculoesqueléticas. El éxito de este sistema se atribuye a
que el PMMA no genera respuesta inmune en el huésped
y a que la forma de perlas le confiere una amplia area de
superficie de liberacion del antibidtico, ademas de facilitar su
rapida liberacién. La seleccion del antibidtico que puede ser
aplicado en estas preparaciones depende de su estabilidad
ante temperaturas elevadas (mas de 100 °C) necesatias para
la polimerizaciéon del PMMA. Los aminoglucésidos, por ser
estables a dichas temperaturas, son ampliamente utilizados
en estas preparaciones. Estudios in vitro han demostrado
que los aminoglucésidos y las quinolonas se liberan a ma-
yores concentraciones que otros antibiéticos, alcanzando
su pico de liberacion durante el primer dfa. A medida que
el cemento pierde su viscosidad, se incrementa la liberacion
del antibiético. In vivo, el suero, los fluidos inflamatotios y
el antibiético forman alrededor del cemento un xeroma en
el cual se encuentran altas concentraciones de antibiotico;
el pico de concentracién se alcanza durante el primer dia
y el antibiético continda liberaindose durante 28 dias mas
a concentraciones terapéuticas. La gentamicina se encuen-
tra en altas concentraciones 2 o 3 centimetros alrededor
del implante, mientras que en la circulacién sistémica su
concentracion es muy baja o casi indetectable, razén por la
cual el sistema local disminuye la toxicidad sistémica de este
antibiético (4). E1 PMMA mezclado con antibiéticos se usa
en el tratamiento de artroplastias infectadas y como profi-
laxis en procedimientos de revisiéon protésica posinfeccion.
En el caso de infecciones en protesis de cadera con pérdida
amplia de la parte proximal del fémur se utilizan protesis
de cemento cargado con antibidtico (4), con las cuales se
preserva la movilidad y se facilita la inserciéon de una nueva

protesis en un segundo tiempo quirdrgico, se mantiene la

longitud de la extremidad, se disminuye la contractura de los
tejidos blandos y, ademas, se provee un medio de transporte
para el antibiético a nivel local (6).

Los materiales alternativos para los sistemas de entrega
local de antibiéticos, que actualmente estan en investigacién
de laboratorio y en ensayos clinicos, se pueden dividir en 3
grupos: 1) los compuestos a base de proteinas, 2) los sustitu-
tos 6scos y 3) los polimeros sintéticos, que bien pueden ser
biodegradables o con capacidad de ser incorporados dentro

de un proceso de regeneracion 6sea.

Sin embargo, actualmente no hay ninguno disponible
y debidamente certificado por la FDA debido a la falta de
unificacién acerca de sus criterios de rendimiento o tasas
de liberacion del antibi6tico. Ademds, hay una serie de in-
terrogantes acerca de su uso, entre los cuales se plantean:
¢qué tanta concentraciéon de liberacién se alcanza con di-
chos sistemas?, ¢por cudnto tiempo se mantienen las dosis
terapéuticas? y ¢cuales son las complicaciones locales con

respecto al proceso de reparacion ésear

Actualmente no hay un consenso en cuanto a la duraciéon
de la liberacion del antibiotico y la posibilidad de eliminar el
crecimiento bacteriano, no porque no se haya comprobado
su efectividad, sino porque la variabilidad en la medicién de
las concentraciones locales alcanzadas por los antibiéticos

difieren entre estudios, y por lo tanto sus resultados también.

El plasma rico en plaquetas (PRP) se obtiene a partir de
la sangre del propio paciente, por lo tanto es autdlogo. Enla
practica clinica, el PRP se utiliza para concentrar factores de
crecimiento plaquetarios, hasta un 388 % por encima de los
valores encontrados en el plasma normal, para ser posterior-
mente aplicado en los tejidos, buscando potenciar la cascada
biol6gica de la osteoinduccién. La “forma farmacéutica”
en que se utiliza clinicamente el PRP se obtiene mediante
su gelificacion al adicionarle trombina y cloruro de calcio.
El gel de PRP es un compuesto de fibrinégeno y plaquetas
activadas (por la adicién de la trombina), lo cual determina
la liberacion de una cascada de factores de crecimiento de
los granulos de las plaquetas dentro de una malla de fibrina.

En presencia de procesos infecciosos, la estabilidad de
la malla de fibrina se compromete rapidamente por la pro-
duccién de enzimas liticas por parte del germen causante de
la infeccién. Por lo tanto, la lisis progresiva de la malla de
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fibrina libera las plaquetas contenidas en ella, perdiéndose
asf la capacidad osteoinductora deseada con la gelificacion
del PRP. Sin embargo, dicha lisis de fibrina podtia producir
una liberacion antibiética a demanda por parte del germen
de acuerdo con su tasa de replicacion.

El propésito del presente estudio es determinar si el gel
de plasma rico en plaquetas (PRP) cargado con antibiéticos
sirve como sistema de transporte y liberacion local de los
antibi6ticos inhibiendo el crecimiento in vitro de una cepa
conocida de Staphylococcus aureus.

Materiales y métodos

Para determinar si el gel de PRP suplementado con un
antibioético (oxacilina, ciprofloxacina, gentamicina o vanco-
micina) sirve como sistema de transporte y liberacion local
de antibiéticos, inhibiendo el crecimiento in vitro de una
cepa conocida de Staphylococcus anrens, se diseié un estudio in
vitro, estandarizado, controlado, con el método de difusion
en agar, siguiendo los parametros establecidos por el Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) 2007 (7).

Estandarizacion del método de obtencion del plasma
rico en plaquetas

Se tomaron 30 ml de sangre total de un donante volun-
tario para cada una de las pruebas, los cuales se recolectaron
en tubos de ensayo con citrato para prevenir su coagulacion;
inmediatamente después, la sangre total se centrifugo a dis-
tintas revoluciones y tiempos y a cada una de las muestras

se le hizo recuento de plaquetas por método automatizado
ADIVA-60 (Bayer®).

Estandarizacién del volumen de PRP y de la activacion
del plasma rico en plaquetas

Paralograr obtener un gel de PRP que se pudiera manipu-
lar y sembrar en los medios de cultivo se realizé una prueba
con 6 muestras de 500 pl de PRP; a cada una se le agrego
un volumen distinto de CaCI2 al 10 % (1 ul, 2 pl, 3 ul, 5 pl,
7 ul, 15 ul) y se establecié el tiempo y las caracteristicas del
coagulo que se formaba.

Diluciones de los antibi6ticos

Para determinar el volumen de antibiético necesario para
lograr las diferentes concentraciones se tuvo en cuenta el vo-
lumen de cada muestra de PRP mas el volumen del activador
(520 wl) y 10 diluciones seriadas en base dos (de la dilucion
de 32 pg/ml hasta la dilucién de 0,06 ng/ml) preparadas a
partir de una solucién stock de 10 000 ug/ml.

Mezcla del PRP con el activador y el antibiético para
la obtencion del gel

En una placa de 24 pozos se mezclaron 492 ul de PRP
con 15 pl de activador y 13 pl de cada una de las diluciones
del antibiético. Como control negativo se tomaron 492 pl
de PRP con 15 ul de activador sin antibiético. Con cada an-
tibiético la prueba se realizé por triplicado, obteniendo 80
muestras y 24 controles negativos (figura 1). Las muestras
se dejaron en incubacién a temperatura ambiente por 25 mi-
nutos formando coagulos que posteriormente se sembraron
en los medios de cultivo.

Figura 1. Mezcla de las muestras en una placa de 24 pozos. Se observa el
PRP activado y mezclado con vancomicina (A), el PRP activado y mezclado
con oxacilina (B) y el PRP sin antibiético (control negativo) (C).

Siembra de Staphylococcns anrens ATCC 29213 en medio de
cultivo Mueller-Hinton

Se tomé una muestra de cultivo de Staphylococcus anrens
ATCC 29213 y se diluy6 en solucion salina al 0,9 % mediante
espectrofotometria con una longitud de onda de 625 nm,
y se obtuvo absorbancia equivalente al estindar 0,5 en la
escala de Mcfarland. Se impregné un escobillén de algodén
estéril con la suspension, contra la pared interna del tubo
se eliminé el exceso de liquido, se sembré uniformemente
sobre los cuatro cuadrantes de la superficie del medio de
cultivo y sobre el perimetro de la caja (7).

Siembra de las muestras y los sensidiscos en los medios
de cultivo

Con puntas plasticas se tomaron los coagulos de cada
uno de los pozos y se sembraron en el medio de cultivo
distribuyéndolos en forma progresiva segun la dilucién del
antibidtico que contenfan y a una distancia que evitara la
interferencia de cada uno de los halos de inhibicién produ-
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cidos. Se molde6 el coagulo para darle una forma esférica
que generara halos de inhibicién de forma circular que se
pudieran medir, puesto que en algunas pruebas preliminares
al sembrar codgulos de forma irregular los halos de inhibi-
cién no eran circulares y no se podian medir. En cada caja se
sembré un sensidisco del antibiético estudiado como control
positivo y una muestra de PRP con activador sin antibidtico
como control negativo (figura 2). Los cultivos se incubaron
a 37 °C durante 24 horas para realizar la medicién de los
halos de inhibicién.

Figura 2. Siembra de las muestras. Se observa el sensidisco de gentamicina
como control positivo (A), el PRP sin antibiético como control negativo (B)
y el PRP con diluciones distintas de antibiético (C).

Recoleccion de datos
Se midieron los halos de inhibicién formados por cada
muestra y se consignaron en el instrumento de recoleccién

(tabla 1).

Tabla 1. Concentraciones de plaquetas
obtenidas con diferentes tiempos y

velocidades de centrifugacion.
Tlen?po de Velocidad Concentracion
Muestra centrifugado de plaquetas
. (rpm) 3
(minutos) (#/mm2)
1 5 3000 700 000
2 10 3000 650 000 |
3 10 1000 525 000
- J

Resultados

Estandarizacion de la obtencion de PRP

La mayor concentracion de plaquetas se logré con una
centrifugaciéon a 3000 rpm por 5 minutos obteniendo un
recuento de plaquetas de 700 000 por mm? (tabla 1).

Estandarizacion del volumen y de la activaciéon del PRP
El volumen de PRP con el que se pudo obtener un
coagulo de tamafio adecuado fue de 500 pl. Con 15 pl de
activador se logré una consistencia adecuada del coagulo.
El tiempo para obtener el coagulo fue de 25-30 minutos.

Inhibiciéon del crecimiento bacteriano obtenido con
PRP y vancomicina

Se obtuvo inhibicién del crecimiento bacteriano utilizan-
do concentraciones de vancomicina de 8 ng/ml, 16 pg/mly
32 pg/ml. El promedio de los halos de cada concentracién
fue de 8,1 mm, 9,3 mm y 11,6 mm, respectivamente. Con
la concentracién mas alta la inhibicién fue de 73 % con
respecto al control positivo. Los 6 controles negativos no
generaron inhibicién del crecimiento bacteriano (tabla 2)
(figuras 3y 4).

/{ Tabla 2. Resultados obtenidos con vancomicina.)—\

Dilucién Inhibicién (mm)
(wg/ml) )
Prueba 1 Prueba 2 Prueba 3 Promedio

32 11 13 11 11,6
|16 9 10 9 9,3 |
8 8 8 8 8,1

| 4 0 0 0 0o |
2 0 0 0 0
K 0 0 0 0o |
0,5 0 0 0 0

| 0,25 0 0 0 0o |
0,125 0 0 0 0

| 0,06 0 0 0 0
D1* 16 16 16 16

| D2* 16 16 16 16 |
PRP11 0 0 0 0

| PRP2t 0 0 0 0o |

- J

*D1y D2 son sensidiscos de 30 ug de vancomicina (OXOID®); se considera
sensible un halo mayor de 15 mm.

1 PRP1 y PRP2 son discos de plasma rico en plaquetas sin antibiotico
(control negativo).
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Figura 3. Diametros del halo de inhibicién para diferentes concentraciones
de vancomicina.

Nota: CTR-: control negativo (PRP sin antibiotico); CTR+: control positivo
(sensidisco)

Figura 4. Halos de inhibicién producidos por vancomicina. Se observa el
sensidisco de vancomicina (control positivo) (A), el PRP sin antibiético
(control negativo) (B) y el PRP con diferentes concentraciones de antibiético
(C1, C2, C3, C4y Cb, paralas diluciones 32, 16, 8, 4 y 2, respectivamente).

Inhibicién del crecimiento bacteriano obtenido con
PRP y oxacilina

Con oxacilina se obtuvo inhibicién del crecimiento bac-
teriano a partir de la dilucién de 2 pg/ml. El promedio del
diametro del halo de inhibicién obtenido con la dilucién
mis alta (32 pg/ml) fue superior al halo de inhibicién del
sensidisco (20,3 mm contra 20 mm) (102 %). Los 6 controles
de PRP no produjeron inhibicion del crecimiento bacteriano
(tabla 3) (figura 5).

/C Tabla 3. Resultados obtenidos con oxacilina. )-\

Dilucién Inhibicién (mm)

(Hg/ml) pryeba 1 Prueba 2 Prueba 3 Promedio
32 16 22 23 20,3
16 15 20 16 17 |
8 18 18 16 17,3
4 11 13 10 11,3 |
2 9 7 7 7,6
BE 0 0 0 0 |
0,5 0 0 0 0
70,25 0 0 0 0 |
0,125 0 0 0 0
| 0,06 0 0 0 o |
D1* 20 20 20 20
| p2* 20 20 20 20 |
PRP11 0 0 0 0
| PRP2t 0 0 0 0o |
G J

*D1 y D2 son sensidiscos de 1 g de oxacilina (OXOID®); se considera
sensible un halo mayor de 13 mm.

1 PRP1 y PRP2 son discos de plasma rico en plaquetas sin antibiotico
(control negativo).
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CTR-0,06 0,125 0,25 05 1 2 4 8 16 32 CTR+
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Figura 5. Didmetros del halo de inhibicién para diferentes concentraciones
de oxacilina.
Nota: CTR-: control negativo (PRP sin antibiético); CTR+: control positivo
(sensidisco)
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Inhibicion del crecimiento bacteriano obtenido con
PRP y gentamicina

Al evaluar el PRP con gentamicina se obtuvo inhibicién
del crecimiento bacteriano desde la dilucion de 2 pg/ml;
diluciones menores no produjeron inhibicion. La inhibicién
producida por la concentracion mas alta fue de 16,6 mm; se
alcanzo el 83 % del diametro de inhibicién del sensidisco
empleado (20 mm). Los controles de PRP no generaron
inhibicién del crecimiento bacteriano (tabla 4) (figura 6).

f( Tabla 4. Resultados obtenidos con gentamicina.}

Dilucion Inhibicién (mm)

(ug/ml) Prueba 1 Prueba 2 Prueba 3 Promedio
32 19 15 16 16,6
16 18 14 12 14,6 |
8 16 10 9 11,6
| 4 15 9 9 1|
2 11 7 7 8,3
K 0 0 0 0o |
0,5 0 0 0 0
| 0,25 0 0 0 o |
0,125 0 0 0 0
| 0,06 0 0 0 0 |
D1* 20 20 20 20
| D2* 20 20 20 20 |

PRP1t 0
| PRP2t 0 0 0 0 |

Inhibicién del crecimiento bacteriano obtenido con
PRP y ciprofloxacina

Con ciprofloxacina se produjo inhibicién con las con-
centraciones de 4 pg/ml, 8 pg/ml, 16 pg/mly 32 ng/ml; el
promedio de la medida del halo formado por la dilucién de
32 pug/ml fue de 18,6 mm, correspondiente al 69 % del halo
generado por el sensidisco, el cual fue de 27 mm. Ninguno de
los controles negativos produjo inhibicién (tabla 5) (figura 7).

{Tabla 5. Resultados obtenidos con ciproﬂoxacina}

Dilucién Inhibicién (mm)
(Hg/ml)  pryeba Prueba Prueba Promedio
1 2 3
32 14 20 22 18,6
16 18 19 19 18,6 |
8 18 16 19 17,6
4 10 11 15 12 |
2 0 0 0 0
1 0 0 0 0o |
0,5 0 0 0 0
| 0,25 0 0 0 0o |
0,125 0 0 0 0
| 0,06 0 0 0 0o |
D1* 25 27 27 26,3
| D2* 26 28 27 27 |
PRP1t 0 0 0 0
| PRP2t 0 0 0 0o |

*D1y D2 son sensidiscos de 10 ug de gentamicina (OXOID®); se considera
sensible un halo mayor de 12 mm.

1 PRP1 y PRP2 son discos de plasma rico en plaquetas sin antibiético
(control negativo).

25

20

Diametro del halo (mm)

CTR- 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16

32 CTR+

Concentracioén de gentamicina (pg/ml)

Figura 6. Diametros del halo de inhibicion para diferentes concentraciones
de gentamicina.

Nota: CTR-: control negativo (PRP sin antibiético); CTR+: control positivo
(sensidisco)

*D1y D2 son sensidiscos de 5 ug de ciprofloxacina (OXOID®); se considera
sensible un halo mayor de 21 mm.

1 PRP1 y PRP2 son discos de plasma rico en plaquetas sin antibiético
(control negativo).

30

25
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Diametro del halo (mm)

32 CTR+

CTR- 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16

Concentracion de ciprofloxacina ( pg/ml)

Figura 7. Diametros del halo de inhibicion para diferentes concentraciones
de ciprofloxacina.

Nota: CTR-: control negativo (PRP sin antibiético); CTR+: control positivo
(sensidisco)
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Discusion

Aunque el sistema ideal de entrega local de antibiéticos ha
sido perseguido durante los tltimos 50 afios, atn no se ha de-
sarrollado alguno que cumpla con las caracteristicas tedricas
requeridas. El sistema ideal de entrega local de antibiéticos
deberia ser de facil insercion, facil recambio o retiro, bien
tolerado por el paciente, econémico y, finalmente, deberfa
ser capaz de mantener una concentraciéon de antibiético
constante para evitar el riesgo de resistencia antibiotica con
el paso del tiempo.

Ante la ausencia de un sistema ideal de entrega local
de antibiéticos, actualmente se utilizan cementos 6seos
precargados con antibibtico, en los cuales el antibiético no
necesariamente se asocia a la sensibilidad del germen aisla-
do en los cultivos ni a los antibiogramas que se obtienen a
partir de las muestras tomadas en cirugia. Actualmente los
sistemas de cemento 6seo precargado aprobados porla FDA
son solo 5 y utilizan solo 2 moléculas de antibidticos, las
cuales son aminoglucésidos (tobramicina y gentamicina) y
vancomicina, por lo cual el espectro terapéutico es bastante
limitado. Adicionalmente, se ha descrito en varios estudios
que el PMMA se convierte en un cuerpo extrafio con el paso
del tiempo, liberando antibiéticos de forma subterapéutica
(8). Por su parte, Neut y cols. han descrito que con el paso
del tiempo el PMMA se convierte ademas en una superficie
amigable para la formacion de un biofiln por parte de la bac-
terias (9), aumentando asf el riesgo de una nueva infeccion
y facilitando de esta forma la aparicién de una resistencia
bacteriana al antibiético.

El uso de sistemas de entrega local de antibiético ha
sido ampliamente aceptado y continda evolucionando de-
bido a que se consiguen grandes concentraciones locales
de antibidticos y se evita el riesgo de toxicidad sistémica a
esas concentraciones. Actualmente no hay ningin material
biodegradable aprobado porla FDA como sistema de entrega
local de antibiético para el uso en infecciones en dispositivos
ortopédicos. Sin embargo, hay una serie de materiales que
se encuentran en estudio entre los que se describen injertos
Oseos, sustitutos 6seos, compuestos a base de protefnas y
polimeros sintéticos.

Entre los materiales a base de proteinas se encuentran
las esponjas de colageno-gentamicina que se encuentran dis-
ponibles comercialmente y su uso es tan popular en algunos
sitios como el PMMA en el tratamiento de infecciones 6seas
cronicas, ya que en este grupo son las que han sido mas am-
pliamente estudiadas (10). Se producen a partir de tendén
bovino esterilizado en el cual se introduce gentamicina. La

esterilizacion del tendén se realiza con 6xido de etileno o
con radiacién gamma,; las esterilizadas con 6xido de etileno
alcanzan mayor concentracién local de antibiético que las
esterilizadas con radiacién gamma, pero en estas ultimas,
la degradacion de la esponja es mayor. La gentamicina es
liberada a mayores concentraciones que las alcanzadas con
el PMMA. El antibiético se difunde desde la esponja a partir
de suimplantacién pero principalmente desde la degradacion
del colageno causada por las colagenasas producidas por los
macréfagos. La degradacion se completa en 8 semanas, pero
estudios in vitro demuestran que la liberacién del antibiético
puede completarse en solo 48 horas (11), motivo por el cual
todavia no se puede recomendar como un sistema de en-
trega local de antibiético para el tratamiento de infecciones
ortopédicas.

El grupo de los polimeros sintéticos es un promisorio
sistema de transporte de antibiéticos en la practica clinica.
Sus principales ventajas son que es biodegradable y que los
antibiéticos que libera tienen una farmacocinética adecuada.
Tiene dos formas de presentacion: perlas compuestas de
dcido polilactico/poliglicdlico y dilactico polimetizado de
varios pesos moleculares. Los copolimeros de polilactico
y poliglicélico se producen con relaciones entre los dos
compuestos que van de 90:10 a 50:50, respectivamente. Su
degradacion se produce por su descomposicion al pH de los
fluidos corporales. Los polimeros con relacion 90:10 tienen
mejor estabilidad, descomposicién tardia y producen mas
altos niveles de concentracion de clindamicina, vancomicina
y tobramicina que los polimeros con otras relaciones entre
sus componentes. En osteomielitis experimental en perros,
los polimeros 50:50 con gentamicina muestran resultados
similares a las perlas de PMMA-gentamicina y mejores
resultados que los logrados con gentamicina endovenosa.

Los polimeros de acido lactico de diferentes pesos mo-
leculares han mostrado ventajas en cuanto al transporte y
liberacion de quinolonas sobre otros sistemas de transporte.
Las quinolonas se consideran antibiéticos de elecciéon en
la osteomielitis cronica debido a su buena penetracion en
tejidos con pobre vascularizacién y su efecto bactericida
sobre todos los probables agentes patogenos causantes de
osteomielitis crénica. Estudios in vitro han demostrado que
con polimeros de bajo, medio y alto peso molecular (2 kD,
26 kD y 100 kD), a los cuales se les incorpora ciprofloxa-
cina, pefloxacina y fleroxacina a concentraciones del 10 %,
se obtiene liberacién sostenida de dichos antibidticos por
periodos mas prolongados y a mas altas concentraciones
que utilizando todos los otros tipos de transportadores. Las
quinolonas son liberadas a concentraciones que exceden 100
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a 1000 veces la concentracién inhibitoria minima para los
principales agentes patégenos implicados en la osteomielitis
cronica; el pico de liberacion se presenta en el primer dia
en los polimeros de bajo y mediano peso molecular (20 kD
y 50 kD, respectivamente). En los polimeros de 100 kD se
observa liberacién sostenida de ciprofloxacina que alcanza
los 350 dias (4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12). Sin embargo, una de
las limitaciones ha sido el costo de fabricacion de este tipo
de sistemas, para poder ser reproducidos en el mercado.
Actualmente no hay ninguno disponible en el mercado, y no
existen para polimeros sintéticos que puedan ser mezclados
con antibiético en una sala de cirugfa.

El dltimo grupo, en el cual estan los injertos éseos y los
sustitutos 6seos, ha sido estudiado porque estos son com-
patibles o promueven la regeneracién ésea. En este grupo
se encuentran: el sulfato calcico, el trifosfato de calcio, los
injertos de hueso esponjoso, los bloques de hidroxiapatita,
entre otros; todos estos han sido utilizados en estudios cli-
nicos, sin embargo, tampoco estan aprobados por la FDA
como sistema de entrega local de antibiético porque sus
resultados han sido igualmente variables.

Los bloques de apatita-wollastonita existen en dos formas:
una con porosidad del 20 % al 30 %, otra con porosidad del
70 %. Se aplicaron en un estudio piloto en 5 pacientes con
artroplastias infectadas, y se observaron excelentes resultados
dos afios después de iniciado el tratamiento; el material
implantado indujo osteogénesis y radiolégicamente se ob-
servo la reparacion del defecto éseo. Resultados similares se
obtuvieron con bloques de hidroxiapatita con arbekacin, en
cuanto a reparacion del defecto y erradicacion de la infeccion
causada por Staphylococcus anrens en osteomielitis crénica.

Solo existen datos in vitro para poliuretanos biomédi-
cos como transportadores de flucloxacilina, fosfomicina,
ciprofloxacina y gentamicina, que producen una liberacion
de antibiéticos por periodos muy cortos de tiempo, eso
si, a concentraciones analogas a la cantidad de antibibtico
incorporado en la mezcla en prueba.

Otro método que presenta resultados favorables es el uso
de autoinjertos de hueso esponjoso mezclado con antibibti-
cos; el objetivo es manejar la osteomielitis crénica con una
sola intervencion quirargica. Chan y cols. reportaron resulta-
dos de 36 fracturas infectadas luego de accidentes de transito,
en las cuales luego de realizar desbridamiento quirdrgico
se aplico injerto de cresta iliaca en el sitio del defecto éseo
mezclado con piperacilina y/o vancomicina, dependiendo
de la susceptibilidad del microorganismo aislado. Las fractu-

ras se consolidaron en 4 meses y la unica complicacion fue

erupcién cutanea (4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13).

El concepto de una sustancia que podia inducir una nueva
formacion de hueso fue reconocido por Urist en 1965 (14),
quien llamé a este fenémeno el principio de induccion ésea.
Posteriormente, identificé la proteina capaz de tales efectos
que fue llamada proteina 6sea morfogenética (POM o BMP);
este hallazgo abri6 el camino para una serie de investigacio-
nes que arrojaron como resultado un mejor entendimiento
del proceso de la reparacion 6sea y de los maltiples factores
que intervienen en ¢l (14).

Varios experimentos se han conducido para obtener esos
factores de crecimiento de diversos tejidos animales. Una
vez logrado esto se intentd aislarlos de una forma autéloga,
eliminando asf el riesgo de reacciones adversas. El paso
siguiente fue purificar los factores de crecimiento con el fin
de llevarlos en concentraciones elevadas al sitio de lesion
para promover la reparacion del tejido de una forma mas
eficiente y rapida.

Una de las alternativas encontradas es el gel de plasma
rico en plaquetas (PRP) desarrollado a inicios de la década
de los 90 como un producto paralelo de la plasmatéresis por
Gible y Ness, quienes describieron inicialmente el pegante de
fibrina (sellante de fibrina o gel de fibrina). Dicho pegante
fue propuesto como un adhesivo biol6gico autélogo impet-
meable al agua que aseguraba una buena hemostasia local,
fijaba tejidos y sellaba grandes espacios muertos, previniendo
que se presentaran filtraciones cutineas y disminuyendo la
posibilidad de infeccién de la herida al actuar como barrera
sellante (15, 16). Posteriormente se combiné un plasma
concentrado de plaquetas con fibrina y calcio, capaz de for-
mar rdpidamente un gel viscoso rico en plaquetas al que se
denominé gel de plasma rico en plaquetas (15).

Al alcanzarse una comprension mayor de las propiedades
regenerativas de los factores de crecimiento derivados de las
plaquetas, que actian de manera sinérgica para acelerar la
tasa y velocidad de curacién de los tejidos, se presentaron
varios reportes iniciales de caracter anecdético acerca de su
uso en varias aplicaciones curativas (15).

Como otros adhesivos derivados de la fibrina, el gel rico
en plaquetas se utilizé extensivamente en tejidos blandos
(rasgaduras de duramadre, quemaduras, injertos cutineos,
cirugia de bypass coronario, fistulas bronquiales, anastomosis
esofagicas, tratamiento de ulceras de decubito, dlceras del pie
diabético, etc.). Sin embargo, sus mayores estudios y aplica-
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ciones se han hecho en el campo de los implantes dentales
y cirugfa maxilofacial, cuya primera referencia data de 1982,
publicada por Matras, en la que el gel rico en plaquetas se
us6 en aplicaciones junto con tejido 6seo, ya que ademas
de servir como transporte de factores de crecimiento, es
un medio que permite mantener los injertos éseos en una
determinada forma, facilitando la implantacién de protesis
dentales y cirugfas de reconstruccién maxilar y mandibular.
El mismo autor en 1998 reportd resultados satisfactorios
con el uso de PRP en injertos 6seos “demostrando gran
densidad 6sea y calidad de los injertos” (17).

En cirugfa ortopédica sus aplicaciones han sido varias,
incluyendo las artroplastias totales de cadera y rodilla, fu-
siones espinales, correcciones de escoliosis, laminectomias,
fracturas, no uniones y defectos 6seos. Se cree que los fac-
tores de crecimiento inician la cascada de osteogénesis en
el sitio de la intervencién, y favorecen una mayor velocidad
de mineralizacién del colageno en las reparaciones 6seas y
en los sitios de injerto. Ademas, promueven una integracion
mas rapida de los mismos (en aproximadamente 2 meses).
También mejoran la densidad 6sea de las trabéculas (15 %
a 30 %), y tienen una accién como osteoinductores al crear
una trama que facilita el desplazamiento de los osteoblastos.

Actualmente se ha establecido que las propiedades de los
plasmas ricos en plaquetas estan basadas en la produccién y
liberacion de maltiples factores de crecimiento y diferencia-
cion luego de la activacion de las plaquetas. Estos factores
son criticos en la regulacién y estimulacién del proceso de
curacion de las heridas y juegan un papel importante regulan-
do procesos celulares tales como la mitogénesis, quimiotaxis,
diferenciaciéon y metabolismo (15).

El PRP obtenido de la sangre del propio paciente es
utilizado para concentrar factores de crecimiento hasta un
33,8 % por encima de los valores encontrados en el plasma
normal y es aplicado posteriormente en los tejidos buscando
potenciar la cascada biolégica de la osteoinduccion.

El gel de PRP es formado con la mezcla de PRP obtenido
con la centrifugacion de la sangre autéloga, con trombina y
cloruro de calcio; contiene un compuesto de fibrinégeno y
plaquetas activadas (por la adicién de la trombina), lo cual
determina la liberacién de una cascada de factores de creci-
miento de los granulos de las plaquetas.

El primer paso para realizar este estudio fue establecer la
metodologia para obtener PRP con concentraciones adecua-
das de plaquetas y un volumen suficiente para realizar el total
de las pruebas propuestas. La concentraciéon de plaquetas

fue un factor determinante en la formacién del gel de PRP.
Al evaluar el plasma con concentraciones bajas de plaquetas
se aumenta el tiempo para su formacién, y disminuye su
volumen, lo cual a su vez influye sobre la capacidad para
transportar y liberar antibidtico. Probablemente, con pre-
parados que tengan mayores concentraciones de plaquetas,
el volumen y la calidad del coagulo aumenten y por ende
también su capacidad de difundir antibiético al medio.

El volumen de activador para preparar PRP ya esta esta-
blecido; sin embargo, para el estudio fue necesario utilizar
un volumen de activador que permitiera formar un coagulo
adecuado para ser manipulado. Se evalué el PRP activado sin
antibibtico, y no se observé inhibicién del crecimiento bac-
teriano. También se evalué en el medio de cultivo el plasma
restante de la separacién del coagulo de cada antibidtico en
las diluciones mas altas, y tampoco se observé inhibicion. De
esta manera se evidencia que ni el plasma rico en plaquetas
por si solo, ni su activador tienen efecto inhibitorio sobre
el crecimiento bacteriano. El PRP activado y mezclado con
antibiético forma redes de fibrina que absorben el antibiético
y lo liberan controladamente al medio.

Se encontrd que los cuatro antibiéticos evaluados fueron
transportados y liberados por el gel de PRP produciendo
inhibicién del crecimiento bacteriano en las mayores con-
centraciones; ninguno produjo inhibicién por debajo de la
dilucién de 1 pg/ml. Solamente la oxacilina, en dilucién
de 32 pg/ml, produjo un halo de inhibicién mayor que el
sensidisco; este resultado fue consistente en las tres pruebas
que se realizaron. En contraste, la vancomicina generé los
halos de inhibicién de menor didmetro, y la ciprofloxacina
obtuvo el porcentaje mas bajo con respecto a la difusion
del sensidisco; este comportamiento heterogéneo sugiere
que cada antibidtico tiene una capacidad de difusiéon propia,
la cual debe ser tenida en cuenta si se quiere emplear el gel
de PRP como transportador y sistema de entrega local de
antibibticos.
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