ARTICULO ESPECIAL

Ortobiologicos 2024: definicion, elaboracion
y mecanismo de accion de las alternativas
mas utilizadas hoy en Ortopedia

Luciano Rossi,” Lorena Levi ”
“Servicio de Ortopedia y Traumatologia, Hospital Italiano de Buenos Aires, Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina
“Directora Cientifica, Laboratorio Regenerar, Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina

RESUMEN

La ortobiologia esta emergiendo como una nueva subespecialidad de la Ortopedia, con una aceptacién gradual. Si bien el primer
impulso del uso masivo de las terapias biolégicas en Ortopedia vino de la mano del plasma rico en plaquetas y el concentrado
de médula 6sea por su elaboracion y aplicacion faciles; en la ultima década, se han producido avances importantes y ha surgido
numerosa evidencia clinica sobre los resultados de otras terapias biolégicas prometedoras, como el lisado plaquetario, las células
mesenquimales derivadas del tejido adiposo y los cultivos celulares. Este articulo tiene como objetivo describir las terapias biold-
gicas mas utilizadas actualmente en Ortopedia, con especial énfasis en su proceso de elaboracién, su composicién y mecanismo
de accion.
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Orthobiologics 2024: Definition, Manufacturing, and Mechanism of Action of the Most Commonly Used
Alternatives Currently Used in Orthopedics

ABSTRACT

Orthobiologics is emerging as a new subspecialty of orthopedics, with gradual acceptance. While platelet-rich plasma (PRP) and
bone marrow concentrate (BMC) provided the initial catalyst for the widespread use of biological therapies in orthopedics due to
their ease of preparation and application, there have been significant advances in the last decade, with numerous clinical evidence
emerging on the outcomes of other promising biological therapies such as platelet lysate, adipose-derived stromal vascular frac-
tion cells (SVF), and cell cultures. The following article aims to describe the most widely used biological therapies currently used in
orthopedics, with special emphasis on their manufacturing process, composition, and mechanism of action.

Keywords: Orthobiologics; platelet rich plasma; bone marrow concentrate; cell cultures; mesenchymal cells derived from adipose
tissue.

Level of Evidence: V

INTRODUCCION

Se acuii6 el término “Ortobioldgicos” para referirse a un tipo de tratamiento ortopédico que utiliza sustancias na-
turales derivadas del cuerpo para la curacion de lesiones musculoesqueléticas y degenerativas. Se trata basicamen-
te de una combinacién de dos palabras: “orto”, que hace referencia a la Ortopedia, y “biolégicos”, que se refiere a
sustancias derivadas del propio cuerpo (no debe confundirse con la terminologia de la industria farmacéutica, que
se refiere a una categoria de farmacos derivados de organismos vivos mediante la tecnologia del ADN recombi-
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nante). En los dltimos 20 afios, con entusiasmo y esperanzas, pero también algunas decepciones, la ortobiologia
estd emergiendo como una nueva subespecialidad de la Ortopedia, con una aceptacién gradual. La ortobiologia
es un ejemplo claro del avance de la medicina traslacional que ha convertido prometedores descubrimientos de
laboratorio en aplicaciones clinicas concretas. Esto ha llevado a la publicacién, en la dltima década, de una expo-
nencial cantidad de ensayos clinicos y metandlisis sobre el tema que incluyen enfermedades musculoesqueléticas
frecuentes, como la artrosis, las tendinopatias y las lesiones del cartilago, entre otras.'”

Si bien el primer impulso del uso masivo de las terapias bioldgicas en Ortopedia vino de la mano del plasma rico
en plaquetas (PRP) y el concentrado de médula ésea por su facil elaboracién y aplicacion; en la tltima década, se
han producido avances importantes y ha surgido numerosa evidencia clinica sobre los resultados de otras terapias
bioldgicas prometedoras, como el lisado plaquetario (LP), las células mesenquimales derivadas del tejido adiposo
(fraccidn estromal vascular) y los cultivos celulares.

Este articulo tiene como objetivo describir las terapias bioldgicas més utilizadas actualmente en Ortopedia, con
especial énfasis en su proceso de elaboracidn, su composicién y mecanismo de accion.

PLASMA RICO EN PLAQUETAS

El PRP es un producto biolégico autélogo obtenido de la sangre a partir de centrifugaciones diferenciales. Co-
labora con la regeneracién tisular natural, ya que contiene factores de crecimiento, como factor de crecimiento
de fibroblastos tipo 2, factor de crecimiento derivado de las plaquetas, factor de crecimiento tisular 3, factor de
crecimiento vascular endotelial y factor de crecimiento similar a la insulina,®® entre otros, que van a unirse a la
membrana plasmadtica de las células mesenquimales para desencadenar su proliferacién y activacién.’ A su vez,
esta unién genera una retroalimentacion positiva en el microambiente que provoca mds ruptura plaquetaria, libera-
cion de factores de crecimiento y nuevamente union de los factores de crecimiento a la membrana de las células.
Como consecuencia se producen una mayor proliferacion y diferenciacion hasta lograr la inhibicién de la respuesta
inflamatoria y la posterior regeneracién.'” Estos componentes no solo regulan la migracién y proliferacién celula-
res, sino que también contribuyen con la angiogénesis y la remodelacién del tejido para crear un microambiente
favorable que mejora la reparacién y regeneracion tisulares.

Los factores de crecimiento son cruciales para este proceso. Inician el proceso de regeneracién inhibiendo la
apoptosis, produciendo efectos anabdlicos y antinflamatorios, y activando la proliferacion y diferenciacion celu-
lares."!

Una vez que se produce la activacion de plaquetas después de una lesion, los factores son secretados y se unen a
células diana para estimular la proliferacion celular, la neovascularizacion, la formacién de matriz y la sintesis de
coldgeno.>*?En el caso de la regeneracion ésea, el factor de crecimiento derivado de las plaquetas, por ejemplo,
se adhiere a la membrana plasmaética de las células 6seas para estimular la remodelacion, la mitosis y la fagocitosis
del tejido dafiado.'*!* Se ha demostrado que el factor de crecimiento tisular (3 regula la proliferacién, diferencia-
cion, quimiotaxis y adhesion a células progenitoras. También ha mostrado ser un potente inductor de la condrogé-
nesis regulando positivamente la produccién de coldgeno tipo II en las células madre mesenquimales.'’ Tanto los
condrocitos como los osteoblastos poseen receptores de membrana para factor de crecimiento tisular 3 apoyando
asi la teorfa de que esta molécula juega un rol significativo en el proceso de regeneracién dsea y cartilaginosa.'®
Asf el factor de crecimiento vascular endotelial desempefia un papel critico en la angiogénesis y regeneracion de
cartilago.'”!* Ademds, actiia sinérgicamente con proteinas osteogénicas, como BMO4 y BMO?2, colaborando con
el reclutamiento celular, prolongando la supervivencia, estimulando la angiogénesis y acelerando la reabsorcién de
cartilago y la mineralizacion 6sea.'*?

Para obtener PRP se necesitard una muestra de sangre que luego serd concentrada x5 mediante una serie de
centrifugaciones diferenciales de las cuales se toma la fase donde se encuentran concentradas las plaquetas (Figura
1). En el caso de que se indique, se puede tomar también la fraccién linfocitaria para colaborar con el proceso
regenerativo. De la fraccién obtenida se determinan el recuento plaquetario y el tiempo de coagulacién, cuyos
valores se entregan en un certificado de andlisis junto con el producto preparado listo para ser inyectado en el pa-
ciente. Todo el proceso se realiza bajo condiciones de laboratorio de bioseguridad tipo II teniendo en cuenta todas
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las condiciones de esterilidad necesarias. Este producto puede obtenerse en aproximadamente dos horas y es una
buena alternativa para tratamientos que deben hacerse de manera rapida.

PROCESAMIENTO DE PRP
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PRP Centrifugacion Separacion de fases

Figura 1. Procesamiento de plasma rico en plaquetas (PRP). Se obtiene mediante una secuencia de centrifugaciones
diferenciales a partir de una muestra de sangre periférica. El producto final se aplica en la zona de la lesién de manera local.

LISADO DE PLAQUETAS

El LP es una de las fuentes més ricas de moléculas bioactivas que pueden obtenerse mediante una muestra de
sangre periférica. Se lo considera la evolucién del PRP, ya que tanto la proliferacién celular como la diferenciacion
de células madre es significativamente mds alta cuando se utiliza en combinacién. Es un producto que, en lugar
de ser un concentrado plaquetario, es un concentrado de factores de crecimiento autélogos obtenidos del mismo
individuo. En los tltimos afios, ha ganado mayor atencién, porque su preparacion es acelular, asi se reducen las
consecuencias de la inmunogenicidad y contiene altas concentraciones de factor de crecimiento y citocinas. Puede
ser criopreservado y almacenado por periodos largos, a diferencia del PRP que no puede ser expuesto a menos de
4° C, ya que la mezcla de plaquetas es extremadamente sensible a la temperatura.?'*

Para obtener el LP, es necesario, tal como en el PRP, contar con una muestra de sangre obtenida en presencia de
anticoagulantes.” De la misma manera que en el PRP, la muestra debe ser remitida al laboratorio para ser procesa-
da. Su obtencidn se basa en una combinacién de centrifugaciones diferenciales intercaladas con lisis mecédnica o
quimica de las plaquetas, y la posterior purificacién de los factores obtenidos (Figura 2). Este proceso demora en
el laboratorio alrededor de 8 h, por lo que es conveniente realizarlo de un dfa para el otro.
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PROCESAMIENTO DE LISADO PLAQUETARIO
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Tubos de sangre Centrifugacion Separacion de fases
h ﬁ « Digestion
mecanica/quimica
Lisado plaquetario

Producto final Centrifugacion
Figura 2. Procesamiento del lisado de plaquetas. Se obtiene mediante una secuencia de centrifugaciones diferenciales a
partir de una muestra de sangre periférica. Como se puede almacenar, se puede realizar una sola extraccién para todas las
aplicaciones y almacenar las dosis por usar. Al igual que el plasma rico en plaquetas, el producto final se aplica en la zona de
la lesién de manera local.

En general, el médico obtiene la muestra del paciente el dia anterior a ser utilizado, y esta es remitida al laborato-
rio. Inmediatamente antes de la entrega, al producto se lo somete a un dltimo procedimiento que asegura la calidad
y la potencia del LP. La muestra es entregada en el consultorio del médico unos minutos antes de la consulta, lista
para ser inyectada en el paciente, con un certificado de andlisis que contiene el nimero de plaquetas iniciales antes
de la lisis y el control del tiempo de coagulacién.

Al igual que el PRP, todo el producto se elabora en un laboratorio de bioseguridad tipo II y bajo las condiciones
mds estrictas de bioseguridad y controles.

Una de las grandes ventajas del LP respecto del PRP es su posibilidad de ser almacenado. De esta manera, si
el paciente debe recibir mas de una aplicacion, podra realizarse una sola extraccién de sangre contemplando el
volumen necesario para todas las aplicaciones. El profesional podrd programar sus aplicaciones de manera mas
ordenada y solo deberd avisar al laboratorio unos dias antes para que la muestra esté disponible y lista para ser
utilizada minutos antes de la consulta médica.

CONCENTRADO CELULAR

El concentrado celular es una composicién heterogénea de células que incluye, entre otras, células madre me-
senquimales enddgenas y puede ser utilizado en medicina regenerativa. Puede reducir la apoptosis de las células
circundantes, la inflamacion y la fibrosis, activando los mecanismos regenerativos fisiolégicos mediante la prolife-
racién y diferenciacion celulares. Ademas, tiene el potencial de diferenciarse en multiples linajes, entre ellos, oste-
oblastos, adipocitos, mioblastos, células epiteliales. Puede contribuir a la angiogénesis de manera paracrina y au-
tocrina,” y modula la respuesta inflamatoria, colaborando con el reclutamiento de moléculas al sitio de la lesién.

Se ha comprobado que el PRP y el concentrado de células, ya sea de médula 6sea o tejido adiposo, tienen efectos
sinérgicos y complementarios para la regeneracion tisular.”s*’
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El concentrado celular puede ser obtenido a partir de médula 6sea (concentrado de médula 6sea) o de tejido
adiposo (fraccién estromal vascular). En ambos casos, se consigue un concentrado de células nucleadas, entre las
cuales se obtiene una poblacién determinada y tnica formada por fibroblastos, células endoteliales, inmunol4gi-
cas, hematopoyéticas, pericitos, células vasculares y células mesenquimales, entre otras. La diferencia entre ambos
tejidos radica en que la concentracién de células mesenquimales de una muestra proveniente de tejido adiposo
tiene una concentracién de células madre mesenquimales del 3%,”” mientras que, en el caso de la médula ésea, la
concentracion es significativamente menor.

Otra consideracion al elegir el tipo de muestra por utilizar serd la forma de obtener el tejido. En el caso de la mé-
dula dsea, podra obtenerse a partir de la cresta ilfaca, el esternén o cualquier otro hueso que el profesional prefiera,
habitualmente en el quiréfano y bajo anestesia general. En cambio, el tejido adiposo se extrae en un consultorio
médico, sin necesidad de preparacién, con anestesia local en el sitio de la toma.

Para obtener la médula ésea, es necesario procesar, al menos, 60 ml de tejido en una jeringa con heparina. Luego
serd remitida al laboratorio para ser procesada. El procesamiento dura aproximadamente 4 horas. Este producto
se obtiene mediante la centrifugacién diferencial (Figura 3). El producto final estd compuesto por un concentra-
do denominado concentrado de médula 6sea, compuesto por células nucleadas, tales como fibroblastos, células
inmunoldgicas, endoteliales y mesenquimales. Se entrega en el consultorio o el quir6fano unos minutos antes de
la aplicacién, con un certificado de andlisis que indica el nimero total de células nucleadas, el porcentaje de via-
bilidad celular, el volumen total entregado y en qué producto se encuentra resuspendido (solucién fisiolégica, LP,
PRP, etc.). No se puede almacenar y debe usarse dentro de las 6 horas.

PROCESAMIENTO DE CONCENTRADO
DE MEDULA OSEA

: Eors i
N S e
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A Centrifugacion
Recoleccion Médula ésea
de médula 6sea

Separacién de fases Plasma
Buffy coat

Aplicacion
P h h Gldbulos rojos

Células mononucleares
(Concentrado celular)

Figura 3. Procesamiento de concentrado de médula sea. Se obtiene mediante centrifugacion a partir de una muestra de
médula dsea. El buffy coat es aislado para asi ser aplicado, conteniendo un concentrado de células nucleares, entre ellas, las
células mesenquimales.
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Para el concentrado de tejido adiposo (denominado fraccién estromal vascular), deberd obtenerse, al menos, 1 g
de grasa y se lleva al laboratorio para ser procesada. El tiempo de procesamiento es de alrededor de 5 h y, por este
motivo, habitualmente la muestra se toma el dia anterior a su aplicacién (Figura 4). La muestra final se envia al
consultorio o al quiréfano teniendo en cuenta que la viabilidad celular y el nimero de células se mantienen estables
hasta 6 h después del procesamiento.

PROCESAMIENTO DE FRACCION
ESTROMAL VASCULAR (FEV)

) Digestion
# q enzimatica/mecanica

Aceite
h Tejido adiposo
FEV

Figura 4. Procesamiento de la fraccion estromal vascular a partir de tejido adiposo. El tejido adiposo es sometido a digestién
mecdnica y enzimdtica. Puede ser obtenido mediante un pequefio corte de un fragmento de tejido o por medio de liposuccidn.
Contiene, al igual que el concentrado de médula ésea, un conjunto de células mononucleares, entre ellas, las mesenquimales.
El producto final es aplicado en la zona de la lesién, y puede ser combinado con lisado de plaquetas o plasma rico en
plaquetas para potenciar su efecto.

Inyeccion de FEV

La razén de combinar PRP con concentrados celulares se basa en que el PRP provee un microambiente 6ptimo
en el cual las células pueden desencadenar la proliferacion y diferenciacién celulares®”!'® y que puede actuar como
biomaterial para atraer y mantener a las células madre mesenquimales en el sitio por mas tiempo.'**°

CULTIVO CELULAR

El cultivo celular puede obtenerse a partir de miltiples tejidos, como el adiposo,** entre otros, mediante una
técnica minimamente invasiva. De esta manera, las células madre mesenquimales se han convertido en candidatas
importantes para las terapias basadas en medicina regenerativa e ingenieria de tejidos.” Estas células se utilizan
para el tratamiento de diferentes tipos celulares, como hueso,'”!® cartilago,'’ tendén,?**! misculo.?>**

La ventaja de un cultivo celular respecto de cualquiera de los concentrados celulares es que la poblacién celular
es 95% pura en células madre mesenquimales, por lo que el total de células participard del proceso regenerativo.

Habitualmente se combinan con LP o PRP para obtener un efecto sinérgico.

El nimero de células por utilizar varia de acuerdo con el protocolo encarado por el profesional y teniendo en
cuenta también el tamafio de la lesion y el érgano involucrado.
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El tiempo de procesamiento es de aproximadamente un mes para llegar al nimero celular necesario (Figura 5).
Se ha demostrado que este producto biolégico es el mds eficaz para la regeneracion tisular, los efectos provocados
se mantienen por més tiempo que con los de otros métodos.?**

PROCESAMIENTO DE CULTIVO CELULAR

Lavado

Placa de Petri

con tejido adiposo Digestion
enzimatica

Cultivo 30-45 dias Aceite
h Tejido adiposo ‘
FEV
Células

Figura 5. Procesamiento de cultivo celular a partir de tejido adiposo. Una vez obtenida la fraccion estromal vascular (FEV),
a través del uso de medios diferenciales, se favorece el crecimiento de las células madre versus las de otros tipos. Las células
son cultivadas hasta obtener finalmente una poblacién compuesta por un 95-98% de células mesenquimales. Como el
producto puede criopreservarse, es posible procesar mds de una dosis para evitar una extraccién adicional de tejido adiposo.

CONCLUSION Y PERSPECTIVAS

El proceso de pensamiento del traumatélogo estd cambiando claramente, pasando de ser una intervencién orien-
tada puramente a la mecdnica a incorporar y respetar la biologia. Los agentes ortobiolégicos, como el PRP, las cé-
lulas progenitoras del tejido conjuntivo derivadas de 1a médula dsea, el tejido adiposo y los cultivos celulares tienen
un enorme potencial para tratar las deficiencias en la cicatrizacion de los tejidos blandos. La principal limitacién
actual es la variabilidad en la composicion y la actividad biolégica de las formulaciones ortobioldgicas, lo que
dificulta la eleccidn del tratamiento Optimo para un tejido o enfermedad especificos. Los datos actuales sugieren
que los ortobiolégicos “modifican los sintomas”, pero hay pocas pruebas de que puedan conducir a una verdade-
ra regeneracion tisular (“modificar la estructura”). Las lineas de investigacion de ciencias bésicas actuales estan
orientadas a la comprension precisa de los mecanismos celulares y moleculares subyacentes de la degeneracion y
reparacion tisulares. Esto permitird un enfoque terapéutico mds preciso en el que podremos elegir el tratamiento
ortobioldgico Optimo para problemas ortopédicos especificos. Las terapias emergentes, como el uso de exosomas
y los enfoques de terapia génica, son muy prometedoras como métodos mejorados tanto para tratar los sintomas
como para influir en la regeneracion tisular.
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