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ABSTRACT

Osteoarthritis is a degenerative joint disease commonly affecting different species, including
humans and dogs. It is usually associated with pain and decreased range of motion, reflecting
on quality of life in affected patients.

Several therapeutic strategies have been historically developed and used for the treatment of
osteoarthritis with anti-inflammatory drugs representing a mainstay for treatment; however,
their common side effects indicate the necessity for alternative options.

Cell-based therapies involving the use of mesenchymal stromal cells, their bioactive factors
and those derived from other cell types, such as platelets, have recently been proposed as a
valid novel treatment for osteoarthritis due to their reparative and regenerative properties.
This work describes cell-based therapies, especially those relying on the use of adipose tissue
as an easily available and reliable source of mesenchymal stromal cells, on their mechanisms
of action, safety and efficacy in the treatment of canine osteoarthritis, and illustrates a brief

overview of an adipose tissue-derived stromal cells harvesting device.



INTRODUZIONE

L’osteoartrosi ¢ una patologia ortopedica di grande interesse sia dal punto di vista veterinario
che umano, in quanto accomuna come insorgenza, manifestazione clinica, complicazioni e
compromissione della qualita di vita dell’individuo gli animali domestici, in particolar modo
il cane, e I’'uomo: la malattia degenerativa articolare ¢ infatti la causa piu comune di disabilita
nella popolazione adulta canina e umana con un’incidenza rispettivamente del 20% e del
10%!", percentuale che subisce un incremento significativo in soggetti di eta superiore a 60
anni e per questo rappresenta un tema fondamentale per la sanita pubblica sia in termini di
qualita della vita che di spesa economica. Uno dei cardini della ricerca sull’osteoartrosi ¢ da
sempre 1’utilizzo del modello animale per studiare in modo pratico e clinicamente rilevante
la natura del problema e la risposta ai trattamenti terapeutici proposti, e il cane ¢
probabilmente la specie piu simile ad un modello gold standard di questa complessa
malattia.[!]

Negli anni I’osteoartrosi ¢ stata al centro dell’attenzione scientifica per la ricerca di terapie
mirate al miglioramento del dolore e della funzionalita articolare e alla preservazione del
tessuto cartilagineo, tra cui farmaci antinfiammatori steroidei e non steroidei, iniezioni intra-
articolari di acido ialuronico che hanno sempre rivestito un ruolo di primaria importanza,
con risultati discreti ma non soddisfacenti, soprattutto in termini di effetti avversi dovuti
all’utilizzo prolungato, in particolar modo di cortisonici.

In questo panorama, da una ventina d’anni, ha iniziato a farsi sempre piu strada nel mondo
scientifico la medicina rigenerativa, una branca della medicina che accomuna la biologia e
la bioingegneria e che si pone I’obiettivo di ripristinare il funzionamento di cellule, tessuti e
organi danneggiati; dal primo decennio degli anni duemila sono stati intrapresi 1 primi trials
clinici che propongono 1’utilizzo di terapie cellulari nel trattamento di patologie articolari

come ’osteoartrosi, in particolar modo di cellule staminali mesenchimali (MSC) prelevate



dal midollo osseo e dal tessuto adiposo. Sembra infatti che le MSC abbiano la capacita di
raggiungere la sede di lesione se iniettate per via sistemica e che, una volta in loco,
manifestino proprieta antinflammatorie e contribuiscano a riportare ad una condizione vicina
all’equilibrio 1 tessuti interessati dal processo patologico, migliorando la funzionalita
articolare. Sebbene alcuni studi PIPI* ayvalorino I’ipotesi di una rigenerazione della
cartilagine promossa da queste cellule e i riscontri, soprattutto sintomatici e funzionali, siano

molto incoraggianti, I’effettivo processo rigenerativo & ancora da verificare.!



Capitolo 1 — OSTEOARTROSI

L’osteoartrosi (o osteoartrite, OA) € un processo patologico multifattoriale caratterizzato da
degenerazione progressiva della cartilagine articolare a cui si associano fenomeni di
rimodellamento dell’osso subcondrale e processi inflammatori dei tessuti molli circostanti.[®!
Dato il coinvolgimento nella sua progressione dell’intera articolazione viene frequentemente
definita degenerative joint disease (DJD) 1.

L’OA ¢ una condizione dolorosa che colpisce circa il 20% della popolazione canina adulta
8] ¢ si pud manifestare con zoppia di vario grado, intolleranza all’esercizio fisico e, nei casi
piu gravi, ostacolare movimenti come alzarsi e accucciarsi, scendere e salire le scale o
camminare.

Le articolazioni prevalentemente colpite sono, tra le appendicolari, anca, ginocchio, gomito,
carpo e tarso, sebbene possa affliggere anche lo scheletro assiale interessando le articolazioni
intervertebrali.l”]

In letteratura la patologia ¢ definita in tre principali modi, osteoartrite, osteoartrosi e
malattia articolare degenerativa (Degenerative Joint Disease). Il termine osteoartrite, per la
presenza del suffisso -ite, indica una patologia dall’eziologia infiammatoria e tale
definizione trova impiego soprattutto nel mondo anglosassone, sebbene sia piu accurato
definirla osteoartrosi, termine che rimanda alla natura degenerativa della patologia, poiché,
come verra esposto nei paragrafi successivi, I’eziologia di questa malattia non ¢ strettamente
inflammatoria. La denominazione probabilmente piu corretta ¢ malattia articolare

degenerativa (DJD), definizione che non specifica la presenza di un processo infiammatorio



primario come fattore scatenante la degenerazione ed ¢ quindi omnicomprensiva delle

diverse eziologie.l'! In questo scritto sono utilizzate sia la dicitura DID che OA.[®!]

1.1 Cenni di anatomia
Per comprendere al meglio la natura di questa complessa malattia, ¢ doveroso prendere in

considerazione 1’anatomia dell’articolazione sinoviale e della cartilagine.

ARTICOLAZIONI SINOVIALI

Le articolazioni sinoviali sono costituite da due o piu superfici ossee separate da una cavita
contenente il liquido sinoviale, fluido che ha la funzione di ridurre gli attriti e le forze di
sfregamento tra le componenti ossee.

La superficie ossea prende il nome di osso subcondrale poiché rivestita da cartilagine ialina,
la cartilagine articolare, responsabile dell’ammortizzazione e della dissipazione delle forze
meccaniche attraverso il tessuto sottostante. L’intera struttura ¢ contenuta e stabilizzata da
una capsula esterna di tessuto fibroso, la capsula articolare, la cui superficie interna ¢ rivestita
dalla membrana sinoviale, sede delle risposte inflammatoria e immunitaria che ha il compito
di sintetizzare i componenti del liquido sinoviale e di regolarne il contenuto idrico-salino e
proteico. Nelle articolazioni sinoviali possono essere presenti anche strutture intra-capsulari
ed extra-capsulari che hanno il ruolo rispettivamente di stabilizzare 1’articolazione dando
direzionalita ai movimenti (legamenti) e ammortizzare le forze in gioco (menischi).
L’articolazione sinoviale deve essere considerata come una struttura biomeccanicamente
unitaria, paragonabile ad un organo, in cui tutti i suoi componenti operano in sinergia per

garantirne il corretto funzionamento.!®
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CARTILAGINE ARTICOLARE

La cartilagine articolare ¢ un tessuto connettivo specializzato costituito da condrociti, acqua
(65%) e da una densa matrice extracellulare.

Macroscopicamente si presenta come una superficie liscia, traslucida ed elastica con
spessore variabile. La cartilagine articolare non ¢ innervata né vascolarizzata e non presenta
strutture linfatiche: I’apporto di nutrienti e 1’eliminazione dei cataboliti avvengono per
diffusione dal liquido sinoviale attraverso la matrice e tali scambi sono favoriti dalle
compressioni e decompressioni cicliche dovute al movimento articolare.®!
Microscopicamente appare come una struttura stratificata in cui si distinguono strato
superficiale, strato intermedio, strato profondo e strato calcificato: tra questi ultimi si colloca
il fronte di ossificazione della crescita epifisaria, detto tidemark.

La cartilagine ialina ¢ costituita da cellule specializzate, i condrociti (2-5%), immerse in una
matrice da loro stesse sintetizzata e questi due componenti collaborano in sinergia al
mantenimento dell’integrita e della funzione del tessuto e al suo metabolismo. La matrice
extracellulare presenta due elementi costitutivi principali, il collagene (15%) e 1
proteoglicani (10-12%). 1l collagene ¢ rappresentato per il 95% da collagene di tipo II e da
collageni minori per il restante 5%. Esso si organizza in una rete di fibre che conferisce alla
cartilagine resistenza alle forze di trazione e tensione, consentendone la dissipazione verso
il tessuto osseo sottostante, oltre a trattenere al suo interno i proteoglicani e grandi
quantitativi di acqua. I proteoglicani, tra cui il piu rappresentato nella cartilagine articolare
¢ aggrecano, sono molecole costituite da una proteina interna detta core a cui si legano i
glicosaminoglicani (GAGs), rappresentati principalmente da condroitin-solfato e cheratan-
solfato. Diversi aggrecani si legano allo ialuronato, glicosaminoglicano non solforato, a

formare degli aggregati proteoglicanici trattenuti nella rete collagene: essi determinano
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I’elasticita della matrice extracellulare. Altri componenti della matrice sono piccoli
proteoglicani non aggregati e le cosiddette proteine non collagene (NCP), rappresentanti il
3% della matrice extracellulare, tra le quali sono state identificate molecole condrogenetiche
e marker di processi degradativi della matrice, come il COMP (Cartilage Oligomeric Matrix
Protein). L’omeostasi della cartilagine articolare, infatti, ¢ garantita da un lento e continuo
turnover della matrice che viene degradata e sostituita da sostanza di nuova sintesi ¢ tale
processo ¢ regolato dalle interazioni dei condrociti con le molecole costituenti la matrice

extracellulare (collagene, proteoglicani e proteine non collagene).[%!

1.2 Eziologia e classificazione
Alcuni autori ritengono che alla base della degenerazione cartilaginea ci sia un processo

infiammatorio articolare, altri sostengono che 1’infiammazione sinoviale sia secondaria ad
un processo degenerativo proprio della cartilagine che porta ad una progressiva perdita di
funzionalita del tessuto.'"!
Si pensa che ogni individuo presenti una propria suscettibilita all’insorgenza
dell’osteoartrosi che dipende prevalentemente da fattori genetici, eta e peso corporeo.®!
- Fattori genetici: sull’'uomo sono stati condotti alcuni studi 'l che rilevano una
predisposizione genetica all’osteoartrosi, sebbene non siano stati ancora individuati
con certezza i geni coinvolti. Si ritiene che le alterazioni principali siano associate a
geni che codificano per le proteine della matrice extracellulare della cartilagine
articolare, mutazioni puntiformi nel collagene di tipo II e altre proteine strutturali.
Anche ’alterazione di proteine non strutturali come il GDF-5 (growth differentiation
factor) ¢ stata associata all’insorgenza di osteoartrosi. Anche in Medicina Veterinaria
¢ stata osservata una predisposizione allo sviluppo di osteoartrosi in alcune razze

canine, in particolar modo Beagle, Boxer, Chow Chow, Dalmata e Samoiedo.!'
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Eta: con I’avanzare dell’eta, 1’attivita mitotica e sintetica dei condrociti diminuisce,
insieme alla capacita di rispondere a stimoli meccanici anabolici e ai fattori di
crescita. Vengono prodotti proteoglicani di dimensioni minori che contengono
quantita ridotte di condroitin-solfato con un aumento del cheratan-solfato che causa
una ridotta resistenza alla compressione per imbibimento del tessuto. Inoltre, con
I’invecchiamento, viene meno anche 1’efficacia dei meccanismi di riparazione.
Anche la fisiologica riduzione delle masse muscolari che si manifesta con I’avanzare
dell’eta ¢ un fattore di rischio per lo sviluppo di osteoartrosi, soprattutto perché causa
instabilita articolare con sollecitazioni abnormi delle strutture.

Sovrappeso/obesita: ¢ nota la correlazione tra il sovrappeso e I’insorgenza della
DIJD, in quanto il peso corporeo eccessivo gravi sulle articolazioni causando uno
stress meccanico sulla cartilagine articolare che supera le sue capacita biologiche di

[13] innescando o, se gia in atto, aggravando il processo degenerativo.

resistenza
L’obesita, inoltre, ¢ associata ad uno stato sistemico pro-infiammatorio subclinico
che porta ad un aumento della concentrazione di adipochine circolanti (tra cui TNF-

a, adiponectina, leptina) coinvolte nei processi degradativi della cartilagine

articolare.!®!

Sulla base della differente eziologia, 1’osteoartrosi puo essere classificata come idiopatica

(primaria) o secondaria.

L’osteoartrosi idiopatica (o primaria) si sviluppa da cause non specifiche, quindi non ¢

riferibile a condizioni predisponenti, traumi o processi post-inflammatori e dipende

prevalentemente dalla limitata capacita rigenerativa della cartilagine e dalla scarsa abilita di

mantenere integra la sua funzionalitd a causa di fisiologici processi di invecchiamento,
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deterioramento, predisposizione genetica e altri fattori non del tutto conosciuti. Tali
condizioni determinano un’alterazione del metabolismo della cartilagine che risulta piu
sensibile alle forze meccaniche a cui viene sottoposta.['4]

Spesso decorre in forma asintomatica fino a che il danno non interessa i tessuti circostanti
che, al contrario della cartilagine articolare, sono innervati e vascolarizzati, causando cosi la
comparsa delle manifestazioni algiche tipiche della condizione. L’osteoartrosi idiopatica puod
essere correlata ad una predisposizione genetica rilevata soprattutto in alcune razze canine

12]

come Beagle, Chow Chow, Dalmata, Boxer ¢ Samoiedo ['?], sebbene anche individui

appartenenti ad altre razze e meticci possano sviluppare questo tipo di osteoartrosi.

L’osteoartrosi secondaria consegue a condizioni scatenanti e predisponenti come stress
meccanico, fattori endocrini, metabolico-nutrizionali e infiammatori.l'"*! L’OA secondaria
puo insorgere conseguentemente ad artropatie come displasia d’anca, rottura del legamento
crociato craniale, trauma, instabilita articolare, lussazione di rotula, malformazioni, e piu in
generale a condizioni di stress meccanico eccessivo su un tessuto cartilagineo inizialmente
normale che portano ad un’alterazione dell’omeostasi del tessuto e del suo metabolismo che
vedra prevalere la componente degradativa su quella sintetica. La degenerazione del tessuto
cartilagineo puo essere indotta anche da alterazioni metabolico-nutrizionali, endocrine e a
processi infiammatori articolari che portano alla liberazione di agenti lesivi per il
metabolismo cellulare come citochine, enzimi degradativi e radicali liberi dell’ossigeno,

interferendo cosi sulla crescita e sulla maturazione della cartilagine.!'¥
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1.3 Patogenesi
Il meccanismo patogenetico primario si identifica nella degenerazione cartilaginea dovuta

ad un’alterazione del metabolismo del tessuto con un aumento dei processi degradativi della
matrice a cui non corrisponde un’adeguata sintesi.!'‘!

Nelle prime fasi della degenerazione la cartilagine perde il suo normale aspetto liscio,
traslucido e la sua caratteristica elasticita, apparendo molle e giallastra. La matrice
extracellulare va incontro a fenomeni di deterioramento: si assiste ad una riduzione della
dimensione delle molecole di aggrecano e si presenta un danno della rete collagene con
conseguente perdita di robustezza e resistenza alle forze meccaniche di tensione e di
trazione, dando origine alla formazione di fessurazioni superficiali. I condrociti, nel tentativo
di compensare il danno, aumentano la loro attivita metabolica e microscopicamente si
possono apprezzare gruppi di cellule definiti “clusters” che appaiono circondati da matrice
di nuova sintesi: questa condizione puo persistere per diversi mesi o anni.

In seguito all’indebolimento progressivo della rete collagene, i proteoglicani si imbibiscono
di acqua causando un rigonfiamento della matrice e la resistenza delle fibre collagene si
riduce ulteriormente, mentre 1 fenomeni di fibrillazione e fessurazione si estendono in
profondita.

Nel momento in cui i condrociti non riescono a compensare il danno con un’adeguata attivita
riparativa si giunge alla perdita di tessuto cartilagineo con sollevamento di lembi e distacco
di frammenti oppure ad un’erosione progressiva della cartilagine che appare assottigliata
fino all’esposizione dell’osso subcondrale. La superficie ossea esposta va incontro a

fenomeni di addensamento che portano alla sclerosi.
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Dimimizione spessave cartilagine
articolare e sclerosi dell 'osso
subcondrale

Cartilagine articolare /i Osteafiti marginali

Congestione,
ecdema e iperplasia
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sinoviale ———»\

&
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<
3
R,
()

Fibrosi capsulare

Osso subcondrale

v [ Erozione, distacco di
Jrammenti cartilaginei ed
espasizione dell 'osso

Figura 1. Confronto tra articolazione sana e affetta da DJD. Immagine a cura dell'autore.

A1 margini articolari, a causa dell’attivazione di fenomeni di ossificazione endocondrale, si
presentano neoformazioni cartilaginee che prendono il nome di osteofiti marginali e
sporgono all’interno della cavita articolare, mentre in sede peri-articolare, a causa di forze
meccaniche eccessive, si possono formare osteofiti periostali e progressiva fibrosi capsulare.
Inizialmente si presenta sinovite modesta che puo cronicizzare assumendo caratteristiche di
iperplasia polipoide. La progressione dell’osteoartrosi porta ad una marcata perdita di

mobilita dell’arto interessato e anchilosi.!']
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1.3.1 I principali mediatori inflammatori coinvolti
La sensazione dolorifica presente in corso di malattia articolare degenerativa ¢ imputabile

alla produzione di mediatori inflammatori che agiscono stimolando recettori ad elevata
soglia di attivazione e sensibilizzando le terminazioni nervose nocicettive.[!*]

In condizioni fisiologiche, la matrice cartilaginea si trova in una condizione di equilibrio tra
processi di sintesi e degradazione, correlati al rilascio di mediatori da parte dei condrociti,
dei fibroblasti e dei sinoviociti: nel momento in cui si presenta un insulto che altera
I’omeostasi tissutale, aumenta 1’espressione dei mediatori pro-inflammatori come COX-2,
PGE3, IL-1P che inibisce la sintesi di glicosamminoglicani e aumenta la produzione di
enzimi proteolitici, TNF-a e iNOS (sintetasi dell’ossido nitrico inducibile) che promuove la
liberazione di radicali liberi e 1I’azione delle metalloproteasi, contribuendo alla degradazione
cartilaginea.['!

Un ruolo molto importante nella patogenesi dell’OA ¢ attribuibile all’obesita e all’eta
avanzata dell’animale: esse sono infatti associate rispettivamente ad un’inflammazione
sistemica di basso grado che si manifesta con un aumento dell’espressione di citochine pro-
inflammatorie come IL-1f, I[L-6, TNF-a e ad una riduzione dell’attivita di linfociti T e B,

condizioni che contribuiscono alla prevalenza dei processi degradativi all’interno della

matrice cartilaginea.[!”]

1.4 Diagnosi

Generalmente si € portati a considerare I’osteoartrosi nelle sue fasi terminali, quando i segni
clinici e radiografici caratteristici sono manifesti, sebbene questa tendenza sia
controproducente per la gestione della patologia. Una diagnosi tardiva, infatti, limita gli

approcci terapeutici e predispone ad una progressiva e definitiva invalidita, e il compito del

17



medico veterinario ¢ di riconoscere e considerare tutte le situazioni cliniche che possono

essere alla base di un’artropatia degenerativa.l'

1.4.1 Segni clinici

L’identificazione precoce del processo artrosico risulta spesso difficile poiché i sintomi
compaiono quando il danno cartilagineo ¢ gia progredito fino al coinvolgimento delle altre
strutture articolari. Bisogna ricordare, infatti, che la cartilagine articolare non ¢ innervata né
vascolarizzata: I’apporto di nutrienti e I’eliminazione dei cataboliti avvengono per diffusione
dal liquido sinoviale attraverso la matrice. Le manifestazioni cliniche algiche, quindi,
compaiono nel momento in cui i tessuti articolari circostanti vengono coinvolti nel processo
patologico.

A seconda della gravita del danno, I’animale puo presentare riluttanza all’esercizio fisico,
difficolta nell’alzarsi e coricarsi, zoppia di vario grado spesso in seguito a decubito
prolungato, incertezza nel salire o scendere le scale, andatura rigida, perdita progressiva delle

masse muscolari, difficolta nell’assumere le posizioni di urinazione e defecazione.

1.4.2 Esame ortopedico
In sede clinica ¢ sempre opportuno raccogliere informazioni come 1’eta, il sesso e la razza

(segnalamento) che possano indirizzare la diagnosi verso condizioni ortopediche ereditarie
predisponenti all’insorgenza di OA, oltre alla raccolta di dati anamnestici che non sempre
puo essere chiara e identificativa, in quanto le manifestazioni algiche, come gia detto, non
siano evidenti nelle prime fasi della malattia.

Alla visita clinica ortopedica specialistica si possono osservare anomalie della stazione in
base alle articolazioni interessate (se il dolore ¢ riferibile prevalentemente agli arti pelvici, il

soggetto tendera a spostare il peso sugli arti toracici) e della deambulazione; alla palpazione
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possono essere rilevate riduzione delle masse muscolari e tumefazioni articolari e
periarticolari.'®! Il Range of Motion (ROM) dei movimenti passivi ¢ ridotto e talvolta si
percepiscono crepitii in sede articolare dovuti alla presenza di osteofiti e all’esposizione
dell’osso subcondrale in seguito all’erosione della cartilagine. Inoltre, le manovre di
iperestensione e iperflessione delle articolazioni interessate possono provocare reazioni

antalgiche come la rapida retrazione dell’arto manipolato.!'®]

1.4.3 Esame radiografico
Associare la diagnostica per immagini alla visita clinica ortopedica ¢ fondamentale per

formulare una diagnosi corretta.

Sebbene tutti 1 mezzi di diagnostica per immagini siano di ausilio alla diagnosi, I’esame
radiografico ¢ di gran lunga il piu utilizzato.!'8]

Le alterazioni facilmente rilevabili in fase avanzata ma che possono sfuggire nelle fasi
iniziali della patologia ad un’indagine radiografica inadeguata sono assottigliamento dello
spazio articolare, osteofitosi, entesopatia, modificazioni dell’osso subcondrale,
proliferazione periostale e dilatazione della capsula articolare.!'¥

Sebbene I’indagine radiografica sia di grande aiuto alla diagnosi di malattia articolare
degenerativa, puo presentare alcune limitazioni: le lesioni ossee impiegano tempo prima di
svilupparsi, quindi possono non essere rilevabili se non in fase avanzata, mentre il danno
cartilagineo permanente si instaura prima della comparsa di alterazioni radiografiche a carico

delle strutture articolari circostanti.!'”]

1.4.4 Artroscopia

L’artroscopia ¢ una tecnica chirurgica a ridotta invasivita che consente un’accurata

visualizzazione delle strutture endoarticolari.l'¥]
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Questa tecnica consente la valutazione della cartilagine articolare non solo attraverso
I’osservazione diretta ma anche tramite palpazione. Le prime alterazioni macroscopiche che
interessano questo tessuto sono la perdita del suo tipico aspetto levigato e brillante a causa
della comparsa di fini fessurazioni e la cedevolezza alla palpazione con riduzione della
fisiologica elasticitd, accompagnata da iniziali fenomeni erosivi.!'¥
Con I’artroscopia si valuta in modo efficace anche la membrana sinoviale che puo presentare
quadri di sinovite con iperemia, petecchie, proliferazione di villi di diversa dimensione a
seconda della cronicita della lesione e filamenti di fibrina.
Il danno cartilagineo viene classificato attraverso il sistema Outerbridge, ampiamente
utilizzato in ambito clinico, che organizza le lesioni articolari e la loro gravita in una scala
di quattro gradi:

- Grado I: rammollimento e rigonfiamento cartilaginei;

- Grado II: fessurazioni poco marcate, superficiali, di diametro inferiore a 0,5 mm;

- Grado III: fessurazioni che raggiungono 1’osso subcondrale di diametro superiore a

0,5 mm;
- Grado IV: perdita di sostanza cartilaginea fino all’esposizione dell’0sso

subcondrale.l'¥]

1.4.5 Analisi del liquido sinoviale
L’analisi del liquido sinoviale ¢ utile al fine di rilevare variazioni nell’aspetto e nella

composizione causate da alterazioni della struttura e della funzionalita articolare.!”!
I parametri tradizionali (analisi fisica, chimica, microscopica e microbiologica) non
forniscono dati utili per una diagnosi specifica diretta, a meno che non si tratti di un’artrite

settica, quindi 1’ideale sarebbe ricercare la presenza di marker specifici del processo
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degenerativo della cartilagine come le metalloproteasi, COMP (Cartilage Oligomeric Matrix

Protein) e citochine, tra cui interleuchine e fattori di necrosi tumorale (TNF).

1.4.6 Esame ecografico, tomografia computerizzata (TC) e risonanza

magnetica nucleare (RMN)
L’esame ecografico consente di visualizzare i1 tessuti molli non valutabili alla radiografia

come tendini e legamenti eventualmente coinvolti nel processo patologico.?"!
Gli esami di secondo livello come TC e RM, invece, si riservano a casi isolati in cui ci sia la
necessita di studiare in modo approfondito lo stato delle strutture intra-articolari e

[20

cartilaginee o la morfologia ossea [?°], in quanto queste indagini abbiano costi elevati e risulti

necessario sedare profondamente o anestetizzare 1’animale.?!!

1.5Gestione dell’osteoartrosi
L’OA ¢ una condizione patologica complessa a carattere degenerativo progressivo che

necessita di una gestione multimodale per garantire una qualita di vita accettabile al paziente.
La malattia articolare degenerativa, infatti, non ¢ reversibile, e il compito del Medico
Veterinario ¢ di individuare precocemente e intervenire dove possibile sulle condizioni che
possano predisporne I’insorgenza oppure, nelle fasi pit avanzate della patologia, arrestare la
degenerazione cartilaginea e ridurre dolore e inflammazione al fine di ripristinare, almeno

parzialmente, la mobilita articolare.!'®]

1.5.1 Controllo del peso

I1 controllo del peso attraverso una dieta controllata ha effetti benefici sull’intero organismo.
Una sovra alimentazione con conseguente aumento di peso puo portare sia ad un eccesso di

forze di carico su un arto gia patologico con peggioramento e progressione del quadro
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clinico, sia all’insorgenza di malattie ortopediche dello sviluppo da cui puo avere origine un
processo osteoartrosico secondario.

Alcuni studi 223 dimostrano una correlazione tra perdita di peso e miglioramento della
zoppia, dell’andatura e della distribuzione del peso sugli arti, evidenziando cosi I’importanza
del controllo del peso nei cani affetti da DJD.

Oltre allo stress meccanico causato dall’eccesso di carico sulle articolazioni, I’attivita
metabolica del tessuto adiposo ha un ruolo altrettanto importante nella fisiopatologia
dell’OA, in quanto gli adipociti rilascino diversi ormoni e adipochine tra cui mediatori
dell’inflammazione, responsabili di uno stato infiammatorio di basso grado nei pazienti
obesi che potrebbe contribuire a condizioni patologiche associate all’obesita come la

malattia articolare degenerativa.['!

1.5.2 Esercizio e fisioterapia
I pazienti affetti da osteoartrosi presentano dolore che provoca la comparsa di zoppia di

diverso grado e difficolta nella deambulazione e nel compiere movimenti ordinari come
alzarsi, accucciarsi, sedersi o salire e scendere le scale, limitando cosi la possibilita di
svolgere esercizio fisico. In assenza di terapia, questa condizione puo esitare in una riduzione
della mobilita articolare con conseguente ipotrofia delle masse muscolari, innescando cosi
un circolo vizioso che porta a progressivo peggioramento del quadro e della qualita di vita

dell’animale."¥]

sinovia e riduzione dell’elasticita delle fibre muscolari e di conseguenza si manifestano
riduzione della forza e della resistenza durante I’attivita fisica.l*¥
I movimenti continui, soprattutto quelli passivi in assenza di carico dinamico, stimolano la

differenziazione del tessuto mesenchimale in cartilagine ialinal'* percid ¢ importante
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associare al controllo del peso anche esercizi fisioterapici con e senza carico che possano
minimizzare il dolore articolare e mantenere o migliorare il ROM delle articolazioni colpite;
tra gli esercizi passivi in assenza di carico si effettuano movimenti delicati di flessione ed
estensione dell’arto con ’animale in decubito laterale e stretching. Quest’ultimo viene
applicato alla fine della flessione e dell’estensione dell’articolazione per almeno 15 secondi
(15 ¢d ¢ finalizzato all’allungamento dei tessuti molli articolari per migliorarne la flessibilita
e il ROM.

Gli esercizi terapeutici attivi sono mirati al rafforzamento della muscolatura e alla correzione
di eventuali anomalie dell’andatura. L’attivita aerobica come la camminata e il nuoto ¢
importante per il mantenimento di una buona funzione cardiovascolare e per il
miglioramento del ROM, e generalmente si associa ad attivita che favoriscano il rinforzo
muscolare e incrementino la propriocezione tramite esercizi specifici per le diverse
articolazioni (camminare in discesa ¢ in salita, alzarsi e sedersi, camminare su due zampe) e

con I’utilizzo di attrezzi come balance-board, fit-ball e piccoli ostacoli.['”]

1.5.3 Terapia farmacologica
La terapia farmacologica riveste un ruolo importante per il controllo del dolore e per

aumentare la funzionalita articolare attraverso la riduzione dell’infiammazione. A questo
scopo, vengono utilizzati prevalentemente farmaci antinfiammatori, condroprotettori e
coadiuvanti.?!!

CONDROPROTETTORI

I condroprotettori sono una categoria di sostanze in grado di limitare i fenomeni distruttivi

(4] In generale, tutti i farmaci in grado di limitare i

e/o favorire quelli ricostruttivi-riparativi.
processi degenerativi a carico della cartilagine articolare possono rientrare in questa

categoria. Questi farmaci possono essere piu correttamente definiti SADOA (Slow Acting
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Drugs in Osteoarthritis) e sono delle molecole in grado di ridurre la sintomatologia in tempi
piu lunghi rispetto ai FANS. I SADOA vengono classificati in due gruppi principali, 1
Symptomatic Slow Acting Drugs in OA (SYSADOA) e i Disease Modifying Osteoarthritis
Drugs (DMOAD:s). I SYSADOA sono in grado di ridurre il dolore e migliorare la funzione
articolare, mentre i DMOADs sono prevalentemente farmaci che modificano 1’evoluzione
del processo patologico. L’azione condroprotettiva dei farmaci dipende dalla loro capacita
di spostare 1’equilibrio da fenomeni degradativi a riparativi, inibendo 1’azione dei mediatori
inflammatori e degli enzimi litici e prevenendo la formazione di trombi nei vasi.*!! Un
farmaco che rientra nella categoria dei condroprotettori, infatti, non deve solo avere effetti
positivi sulla riparazione o sulla riduzione della degradazione del tessuto, ma deve anche
essere privo di effetti catabolici, in modo da ottenere un bilancio finale favorevole. Affinché
risulti efficace, il trattamento condroprotettivo deve essere precoce e costante in modo tale
da contrastare 1 fenomeni distruttivi e stimolare una risposta riparativa da parte del tessuto
cartilagineo.

I principali condroprotettori orali utilizzati, definiti anche nutraceutici, sono il
condroitinsolfato, la glucosamina e gli acidi grassi polinsaturi.

Il condroitinsolfato (CS) ¢ un glicosaminoglicano (GAG) prodotto dai condrociti che si
trova all’interno della matrice cartilaginea e che le conferisce un’elevata resistenza alle

(251921 11 CS modula in modo diretto e indiretto la risposta infiammatoria

compressioni
riducendo la presenza di diversi componenti del complemento e la produzione di
metalloproteasi, enzimi responsabili della degradazione cartilaginea. Inibisce anche alcuni
fattori pro-aggreganti come la trombospondina-1, prevenendo cosi la formazione di trombi.

Nutraceutico comunemente utilizzato in associazione al condroitinsolfato ¢ la glucosamina,

aminozucchero fondamentale per la sintesi dei GAG, presente a livello di matrice
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extracellulare cartilaginea che sembra essere sintetizzato in misura minore dai condrociti
della cartilagine osteoartrosica rispetto a quelli della cartilagine sana.*®!

Oltre a favorire la sintesi in vitro di GAG, proteoglicani e collagene, presente anche effetti
lievemente antinfiammatori.?!]

Anche gli acidi grassi polinsaturi, in particolar modo 1’omega-3, vengono utilizzati come
coadiuvanti nel trattamento dell’OA: essi infatti riducono la risposta infiammatoria
attraverso il legame competitivo con i recettori per gli omega-6, acidi grassi che, una volta

metabolizzati, producono mediatori pro-infiammatori come prostaglandine, leucotrieni e

trombossani.!'”]

FARMACI ANTINFIAMMATORI NON STEROIDEI (FANS)

L’effetto condroprotettivo, perd, non sempre ¢ necessario, al contrario invece dell’effetto
analgesico di altri farmaci utilizzati come i FANS [!4: essi hanno azione antinfiammatoria,
analgesica e antipiretica e alleviano le manifestazioni algiche grazie alla soppressione delle
prostaglandine, in particolar modo della PGE,. Questa prostaglandina ¢ responsabile, in
corso di OA, dell’abbassamento della soglia di attivazione dei nocicettori € promuove i
processi inflammatori a carico della sinovia, stimola la produzione di metalloproteasi e
deprime la sintesi della matrice da parte dei condrociti. In corso di OA, infatti, il danno
tissutale provoca un’attivazione della fosfolipasi con liberazione dell’acido arachidonico da
cui si formano prostaglandine, leucotrieni e trombossani grazie all’intervento degli enzimi
ciclossigenasi e lipossigenasi. La ciclossigenasi pud presentarsi in due varianti, COX-1 e
COX-2: la prima ¢ responsabile della produzione di prostaglandine costitutive presenti in
molti tessuti che rivestono un ruolo fisiologico importante nel mantenimento di un’adeguata

perfusione renale e delle funzioni piastriniche e gastroenteriche. La COX-2, invece, produce
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PG inducibili, definite tali poiché la loro concentrazione aumenta in risposta a stimoli nocivi:
queste PG sono responsabili dell’attivazione e del progredire dell’infiammazione.

Il meccanismo d’azione dei FANS consiste nel contrastare la liberazione di acido
arachidonico e la produzione di PG attraverso I’inibizione della ciclossigenasi: alcuni di essi
sono inibitori non selettivi di COX-1 e COX-2 e possono manifestare gli effetti avversi tipici
di questa categoria di farmaci (ulcere gastrointestinali, riduzione della perfusione renale,
effetto anticoagulante). Gli inibitori selettivi della COX-2, invece, agiscono selettivamente
sulle PG responsabili dell’infiammazione, risultando cosi i FANS piu adatti per evitare
I’insorgenza di tali effetti [>!1; i piu utilizzati sono Carprofene, Firocoxib, Meloxicam,

15][27]

Tepoxalin, Deracoxib, Etodolac,.[ 11 trattamento con FANS si pone dunque 1’obiettivo

di intervenire sulle manifestazioni cliniche della DJD senza intaccare gli effetti benefici delle

prostaglandine costitutive.!>!

FARMACI ANTINFIAMMATORI STEROIDEI (FAS)

Sebbene 1 corticosteroidi siano agenti antinfiammatori potenti, il loro utilizzo € controverso.
Nel breve periodo consentono rapida regressione del processo flogistico e risoluzione dei
sintomi grazie alla riduzione della chemiotassi neutrofilica e della permeabilita vasale,
all’inibizione del rilascio di IL-1 e di enzimi come collagenasi e metalloproteasi, e al blocco
di ciclossigenasi e lipossigenasi che consente una riduzione delle concentrazioni di
prostaglandine e leucotrieni.”®! L’uso prolungato, tuttavia, porta all’espletamento di
un’azione antimetabolica a livello condrocitario che deprime la produzione dei proteoglicani
e predispone al rischio di insorgenza di artropatie degenerative. Per questi motivi non sono
farmaci antinflammatori di prima scelta e dovrebbero essere utilizzati solo in caso di

refrattarieta al trattamento con FANS.!'4]
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ACIDO IALURONICO

L’acido ialuronico (HA) ¢ un glicosaminoglicano non solforato prodotto da sinoviociti,
fibroblasti e condrociti la cui concentrazione diminuisce con il progredire del processo
patologico.!?”! I meccanismi attraverso cui questa sostanza espleta i suoi effetti anti-artrosici
(291 sono ancora oggi discussi: I’acido ialuronico fisiologicamente & responsabile del
mantenimento della lubrificazione dell’articolazione e della viscosita del liquido sinoviale
che, in corso di artrosi, sono alterate. La somministrazione intra-articolare si pone 1’obiettivo
di reintegrare lo ialuronato depolimerizzato dal processo patologico al fine di ripristinare le
normali viscosita e lubrificazione dei tessuti molli articolari, sebbene I’emivita all’interno di
articolazioni sane sia di circa 96 ore e vada riducendosi con il progredire della patologia.['*]
Inoltre, sembra che possieda proprieta antinfiammatorie grazie all’interferenza sterica che

manifesta nei confronti di cellule infiammatorie, all’inibizione chemiotattica di macrofagi e

granulociti e all’eliminazione dei radicali liberi dell’ossigeno.!!4I2!]

1.5.4 Terapia chirurgica
La terapia chirurgica ¢ indicata per correggere alterazioni primarie che possano dare origine

ad un processo degenerativo. Le indicazioni principali per la chirurgia sono la rottura del
legamento crociato craniale, frattura meniscale, lussazione della patella, processo
coronoideo frammentato (FCP), mancata unione del processo anconeo (UAP), displasia
d’anca, osteocondrite dissecante (OCD).!"! E’ possibile ricorrere alla chirurgia anche in caso
di pazienti refrattari alla terapia medica nelle fasi piu avanzate della malattia attraverso varie
soluzioni come debridement artroscopico, protesi d’anca e osteotomie correttive, sebbene la
capacita della terapia chirurgica di arrestare la progressione dell’OA presenti scarse evidenze

scientifiche.’%
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1.6 Nuovi orizzonti terapeutici
La malattia articolare degenerativa ¢ una condizione patologica complessa i cui meccanismi

eziopatogenetici non sono ancora completamente compresi. Ad oggi, la gestione
multimodale del paziente artrosico prevede, come gia descritto, 1’azione sinergica di farmaci,
adiuvanti, fisioterapia e gestione del peso. Negli ultimi anni, tuttavia, la medicina nell’ottica
One Medicine ha mosso passi importanti verso lo studio di nuove terapie per una condizione
debilitante per cane ¢ uomo come 1’osteoartrosi, indirizzando la ricerca verso prodotti
terapeutici che mirino al ripristino dell’integrita strutturale e funzionale dell’articolazione, a

cui ¢ riservata in questo scritto una trattazione approfondita.
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Capitolo 2 — MEDICINA RIGENERATIVA: LE TERAPIE
CELLULARI

La definizione medicina rigenerativa venne utilizzata per la prima volta nel 1992 dal Dr.
Leland Kaiser in riferimento ad una nuova branca della medicina che, in prospettiva futura,
si sarebbe sviluppata orientandosi verso la rigenerazione di organi e tessuti danneggiati da
processi patologici cronici.?*) Nel 1999 William Haseltline utilizzo lo stesso termine per
descrivere interventi volti a ripristinare la normale funzione tissutale danneggiata da
malattie, traumi o da fisiologici processi di deterioramento dovuti all’eta.[**]

L’ambizioso scopo di questa innovativa branca della medicina ¢ riportare organi, tessuti e
cellule danneggiati alla loro funzionalitd originale servendosi dell’aiuto sinergico di
bioingegneria, genetica e biologia.l*!!

Le terapie geniche basate sull’utilizzo di geni ricombinanti inseriti all’interno
dell’organismo per prevenire e trattare malattie genetiche e acquisite**), I’ingegnerizzazione
di tessuti e organi che consente di stimolare i fisiologici meccanismi di riparazione
dell’organismo attraverso 1’utilizzo di scaffolds, impalcature costituite da materiale
biocompatibile che facilitano 1’adesione, la crescita e la differenziazione cellulare, e
’utilizzo di prodotti cellulari biologici sono solo alcune delle strategie messe a punto da
medici, medici veterinari, ingegneri, biologi al fine di proporre trattamenti sperimentali per
malattie che affliggono le diverse specie animali, uomo incluso, per le quali ancora non
esistono terapie di elezione.!*!

Al giorno d’oggi, in Medicina Veterinaria, si sta diffondendo sempre di piu I'utilizzo in
ambito clinico di terapie biologiche basate sulla somministrazione di cellule autologhe (ma

anche, in misura minore, allogeniche) sotto forme diverse per il trattamento di patologie
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dall’incidenza non trascurabile e dal forte impatto sulla qualita di vita dell’animale e, di

conseguenza, anche del proprietario.

2.1 Terapie cellulari: cellule staminali mesenchimali ed emoderivati autologhi
Parte della Medicina rigenerativa si basa sull’utilizzo di cellule staminali capaci di

differenziare in tutti i tessuti dell’organismo vivente a seconda della loro natura e sui fattori
di crescita prodotti da questi e da altri tipi cellulari, come ad esempio dalle piastrine.

Lo studio di nuove terapie basate sull’utilizzo di prodotti cellulari scaturisce dalla necessita
di proporre soluzioni per intervenire in corso di malattie dall’eziopatogenesi complessa, a
carattere degenerativo, su base inflammatoria cronica e autoimmunitaria che affliggono non
solo la popolazione medio-avanzata di umani ¢ animali domestici, ma anche individui di
giovane eta.

I prodotti cellulari maggiormente utilizzati al giorno d’oggi in ambito ortopedico, umano e
veterinario, si basano sull’utilizzo di cellule staminali mesenchimali € di emoderivati
autologhi: le cellule staminali derivanti da midollo osseo, da tessuto adiposo, il PRP e la
soluzione proteica autologa sono tra le nuove terapie cellulari piu utilizzate nel trattamento
dell’osteoartrosi (Figura 2).

Il razionale d’uso di questi prodotti verte sulla loro capacita di modulare 1’ambiente
articolare attraverso il rilascio di fattori di crescita e molecole immunomodulanti che giocano
un ruolo rilevante nel ridurre I’infiammazione e nel promuovere 1’anabolismo della
cartilagine e della sinovia.l*%]

All’interno di questa trattazione verra effettuato un approfondimento sulle terapie basate
sull’utilizzo di cellule staminali mesenchimali, appunto le terapie cellulari, in particolar

modo derivate dal tessuto adiposo, poiché facilmente reperibili e utilizzabili in ambito

30



clinico e ancora relativamente poco conosciuti in Medicina Veterinaria ma apparentemente

molto promettenti.

TERAPIE CELLULARI PER L’OSTEOARTROSI

Emoderivati autologhi Cellule staminali
mesenchimali
PRP BM-MSC
APS ADSC

Figura 2. PRP: Patelet-rich Plasma; APS: Autologous Protein Solution; BM-MSC: Bone Marrow-Mesenchymal Stem Cell;
ADSC: Adipose-derived stem cell. Inmagine a cura dell’autore.

2.1.1 PRP

I1 PRP (Platelet-Rich Plasma) ¢ un prodotto ematico autologo caratterizzato da un’elevata
concentrazione di piastrine e dei fattori di crescita da esse derivati, ottenuto tramite prelievo
di un campione venoso € successiva centrifugazione da cui deriva la separazione dei
componenti ematici in globuli rossi e plasma.

La preparazione e 1’utilizzo del PRP sono strettamente normati dalla Legge italiana sull’uso
del sangue, degli emoderivati e degli emocomponenti n.219/2005 che regola la donazione,
la manipolazione e lo stoccaggio del sangue e dei suoi derivati e dal D. legislativo 20
dicembre 2007, n.261, che impone la lavorazione e la somministrazione unicamente
all’interno dei servizi trasfusionali o in strutture in convenzione con i centri trasfusionali di
competenza.’!

Il plasma ottenuto tramite centrifugazione contiene un’elevata concentrazione di piastrine

che contribuiscono al mantenimento dell’omeostasi tissutale grazie alla veicolazione nel sito
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di lesione di fattori di crescita e proteine del sangue come fibrina, fibronectina e vitronectina
(18] ¢ nella regolazione della risposta infiammatoria attraverso I’inibizione dell’apoptosi dei
condrociti, promuovendo il rimodellamento di vasi e ossa e stimolando la sintesi di

collagene.*%]

2.1.2 Preparazione del PRP

La preparazione del PRP differisce tra i sistemi per il numero di centrifugazioni a cui viene
sottoposto il campione, da cui dipende anche la concentrazione di piastrine nel plasma
ottenuto.

Sistemi che utilizzano due cicli di centrifugazione portano alla separazione del campione in
tre strati: globuli rossi, buffy coat contenente piastrine, e globuli bianchi piu in superficie
(Platelet-Poor Plasma). Il buffy coat contiene una concentrazione di piastrine di cinque volte
maggiore rispetto al sangue intero, sebbene richieda dei tempi di preparazione piu lunghi (30
minuti circa contro 1 10 minuti della singola centrifugazione) e per questo sia necessario
prevenire la coagulazione in corso di processazione attraverso 1’aggiunta di anticoagulante,
generalmente acido citrato destrosio (ACD).

Sistemi ad una sola centrifugazione invece separano il campione ematico in uno strato
inferiore contenente sia globuli rossi che globuli bianchi e uno superiore contenente piastrine
nella concentrazione di 1-3 volte maggiore rispetto al sangue intero. L’utilizzo di una singola
centrifugazione permette di ottenere il concentrato in breve tempo (10 minuti) e per questo
motivo senza la necessita di utilizzare anticoagulanti, se la processazione avviene

immediatamente dopo il prelievo. %
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2.1.3 Come agisce il PRP?

Le piastrine sono frammenti cellulari anucleati derivanti dai megacariociti il cui citoplasma
¢ ricco di lisosomi, mitocondri e granuli responsabili del rilascio di sostanze in seguito alla
loro attivazione, come gli a-granuli e i d-granuli, che contengono ATP, ADP, istamina e
serotonina.!'® Quando le piastrine vengono attivate, i fattori di crescita contenuti all’interno
degli a-granuli vengono secreti rapidamente e, insieme a citochine, chemochine, fattori della
coagulazione e altre proteine stoccate al loro interno, stimolano la proliferazione dei
condrociti e delle cellule mesenchimali della cartilagine, aumentando la produzione di
matrice cartilaginea e riducendo gli effetti catabolici delle citochine pro-infiammatorie
prodotte in sede patologica. I fattori di crescita piu importanti coinvolti nel trattamento
dell’OA con PRP sono il TGF-p (tissue growth factor-f) che svolge un ruolo fondamentale
nella proliferazione e differenziazione dei condrociti e induce la differenziazione delle
cellule staminali cartilaginee, oltre ad agire come antinfiammatorio limitando il catabolismo
dovuto alla flogosi, il VEGF (vascular endothelial growth factor), responsabile della
neoangiogenesi ¢ del ripristino del flusso ematico nutritizio, e altri come I’insulin-like
growth factor 1 (IGF-1), bone morphogenetic proteins (BMP), platelet-derived growth factor
(PDGF), epidermal growth factor (EGF), fibroblast growth factor (FGF) e hepatocyte growth

factor (HGF).1*8

2.1.4 Classificazione del PRP

Esistono diverse tipologie di PRP che si distinguono tra loro per il contenuto di globuli
bianchi e fibrina: i quattro prodotti principali sono il PRP puro, LR-PRP (PRP ricco di
leucociti, Leukocyte Rich PRP), P-PRF (PRP arricchito di fibrina, Pure Platelet Rich Fibrin),

L-PRF (PRP arricchito di fibrina e leucociti, Leukocyte and Platelet Rich fibrin).
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LR-PRP (PRP ricco di leucociti, Leukocyte Rich PRP), ¢ ottenuto tramite doppia
centrifugazione: durante il primo ciclo il sangue viene separato nei tre componenti, globuli
rossi, buffy coat e PPP (platelet poor plasma). Il PPP e il buffy coat vengono raccolti
limitando la contaminazione con i globuli rossi sottostanti e posti in centrifuga per un
secondo ciclo a velocita elevata. In seguito alla seconda centrifugazione, la maggior parte
dello strato di PPP viene scartato. Il PRP ottenuto in questo modo ¢ costituito da un’elevata
quantita di piastrine, leucociti e fibrinogeno, sebbene ne risultino solo piccoli quantitativi
che all’occorrenza possono essere diluiti con PPP, che oltre ad aumentare il volume totale
del LR-PRP apporta anche fibrinogeno. Il prodotto finale si presenta come una matrice di
fibrina che puo essere applicata come una colla, sebbene si dissolva in fretta. Le principali
differenze tra PRP puro e L-PRP, sebbene non siano ancora state sufficientemente
documentate, risiede nel contenuto di leucociti e negli effetti potenziali di queste cellule sulla

proliferazione, differenziazione e sulla risposta alle infezioni.

Per la produzione del P-PRF (PRP arricchito di fibrina, Pure Platelet Rich Fibrin) esiste una
sola metodica: un piccolo quantitativo di sangue viene raccolto in una provetta contenente
anticoagulante (generalmete tri-sodio citrato) e successivamente centrifugato per 6 minuti
ad alta velocita, con la separazione dei tre strati; buffy coat e PPP vengono trasferiti in una
seconda provetta contenente cloruro di calcio con I’aiuto di un sistema di connessione
chiuso. Il processo di coagulazione viene innescato dalla presenza del cloruro di calcio e la
provetta viene immediatamente centrifugata per 15 minuti dopo i quali puo essere raccolto
un coagulo stabile di una sostanza gelatinosa definita PRFM (Platelet Rich Fibrin Matrix).

Questo sistema permette di produrre un concentrato piastrinico in cui non viene aggiunta
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trombina bovina, a differenza del LR-PRP, sebbene in realta la preparazione non avvenga in

condizioni naturali, essendo presenti I’anticoagulante e il gel di separazione.

L’ultimo prodotto della famiglia del PRP ¢ L-PRF (PRP arricchito di fibrina e leucociti,
Leukocyte and Platelet Rich fibrin). Per la preparazione il sangue viene prelevato senza
utilizzo di anticoagulanti ed ¢ immediatamente centrifugato. Il processo di coagulazione
avviene spontaneamente e permette 1’ottenimento di un coagulo di fibrina ricco di piastrine
e leucociti senza I'utilizzo di alcuna sostanza che possa influire sulle caratteristiche del
sangue, quindi non vengono utilizzati né trombina né altri prodotti come cloruro di calcio.
Si tratta di una tecnica poco costosa e molto semplice. Il sangue venoso viene raccolto in
provette prive di anticoagulante ed ¢ sottoposto a centrifugazione a bassa velocita. In assenza
di anticoagulante 1’attivazione piastrinica e la polimerizzazione della fibrina sono innescate
immediatamente e danno origine a tre strati distinti, uno inferiore di globuli rossi, un
surnatante di plasma acellulare e nel mezzo un coagulo di fibrina ricca di piastrine (PRF). Il
coagulo di PRF forma una matrice dalla forte e complessa architettura tridimensionale in cui
sono concentrati la maggior parte di leucociti e piastrine. Se pressato, il coagulo assume la
forma di una membrana che puo essere applicata come biomateriale autologo. Il PRF, a
differenza del PRP, non si dissolve rapidamente dopo I’applicazione, anzi si modella
lentamente proprio come un coagulo ematico naturale. Gli svantaggi principali di questo
metodo di preparazione sono un’attivazione precoce delle piastrine in fase di lavorazione e
I’incarceramento dei leucociti e delle piastrine con 1 loro fattori di crescita all’interno della

matrice di fibrina.?*)
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2.1.5 11 PRP...in forme diverse

I1 concentrato piastrinico puo essere utilizzato sottoforma di tre diversi prodotti: il PRP, la
cui preparazione ¢ stata gia precedentemente illustrata, il Lisato piastrinico e il Gel
piastrinico.

I Lisato piastrinico ¢ un prodotto in forma liquida ottenuto attraverso il congelamento e il
decongelamento del PRP: lo shock termico indotto determina una rottura della membrana
cellulare delle piastrine con la liberazione dei fattori di crescita presenti al loro interno che,
grazie al peso molecolare minore rispetto ai frammenti della membrana cellulare, rimangono
in superficie e rappresentano, appunto, il lisato.

I1 Gel piastrinico ¢ un prodotto solido, malleabile, ottenuto tramite 1’aggiunta al PRP di sali
di Calcio e trombina, grazie ai quali si attiva il processo di coagulazione attraverso cui
vengono liberati i fattori di crescita.[*"!

I1 PRP ¢ una proposta terapeutica molto vantaggiosa in quanto sia un prodotto autologo,
quindi privo di rischi correlati a reazioni immunitarie contro sostanze riconosciute come
non-self, dall’alto potenziale terapeutico in quanto ricco di fattori di crescita, sicuro,

economico e facilmente utilizzabile.[*!]

2.2 APS, Autologous Protein Solution
Negli ultimi anni si sono sviluppati diversi sistemi di processazione del sangue venoso al

fine di ottenere un concentrato piastrinico iniettabile, e sebbene essi assumano
denominazioni diverse si tratta sempre di emoderivati caratterizzati da un’elevata
concentrazione di fattori di crescita piastrinici. Tra questi, la soluzione proteica autologa ¢
un sistema ancora in fase di sviluppo per il trattamento dell’osteoartrosi che consiste nel
prelevare un campione ematico venoso in anticoagulante e sottoporlo a centrifugazione per

ottenere il PRP: in una seconda fase, il PRP ¢ inserito all’interno di dispositivo che permette,
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attraverso una seconda centrifugazione, di concentrare ulteriormente i fattori di crescita e le
piastrine.

In Medicina veterinaria questo sistema ¢ utilizzato prevalentemente per trattare patologie
teno-legamentose e articolari nei cavalli sportivi, sebbene la letteratura in merito sia ancora
scarna e non ci siano dati sufficienti per definirne la maggiore efficacia rispetto ad un

normale PRP.

2.3 Applicazioni

Lo studio e I’applicazione delle terapie cellulari sono mirati al loro impiego in un vasto
ventaglio di patologie di diversa origine, spaziando dalle malattie inflammatorie croniche,
alle lesioni di natura traumatica fino ad arrivare ai disordini autoimmunitari.

In campo ortopedico veterinario la loro applicazione si ¢ diffusa soprattutto nel trattamento
di artropatie degenerative come osteoartrosi e tendiniti, sebbene siano state utilizzate anche
in casi di lesioni legamentose, fratture, osteomieliti e molte altre patologie non ortopediche
come ustioni, lesioni cutanee estese, piodermiti, lesioni corneali, patologie degenerative e
traumatiche del sistema nervoso, patologie cardiache e vascolari, malattie autoimmunitarie,

GvHD (Graft versus Host Disease).[*142]

Sebbene questo tipo di terapie cellulari sia gia in uso in ambito clinico e 1 risultati ottenuti
ne incoraggino la diffusione, bisogna sottolineare che si tratta di terapie sperimentali, poiché
alcuni aspetti del loro impiego sono ancora sconosciuti € la casistica attualmente disponibile
non ¢ sufficiente al fine di annoverare queste terapie nell’ambito della Evidence-based

Medicine.[*%
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Capitolo 3 — CELLULE STAMINALI

Le staminali sono cellule presenti a livello embrionale e nell’organismo adulto che per tutta
la durata della loro vita mantengono la capacita di differenziare in linee cellulari
specializzate. Esse si distinguono dalle altre tipologie di cellule per due caratteristiche
peculiari, I’autorinnovamento, ovvero la proprieta di dare origine in corso di replicazione a
cloni che mantengono le caratteristiche di staminalita della cellula madre, e la capacita
differenziativa che porta alla nascita di cellule figlie specializzate, dando origine a linee
cellulari distinte.

La capacita differenziativa o potenza distingue quattro categorie di cellule staminali:

- Cellule totipotenti: sono le cellule con la piu elevata capacita differenziativa e
possono dare origine ad un organismo completo; sono rappresentate dallo zigote e
dalle cellule prodotte durante le prime quattro divisioni mitotiche, dopo le quali
iniziano ad acquisire le caratteristiche dei diversi foglietti embrionali, ectoderma,
mesoderma ed endoderma.

- Cellule pluripotenti: possono differenziarsi in tutti i tipi cellulari dei tre foglietti
embrionali e quindi in tutti i tessuti dell’individuo adulto, fatta eccezione per gli
annessi extra-embrionali (trofoectoderma e placenta). A questa categoria
appartengono le cellule embrionali staminali (ESC), presenti transitoriamente a
livello della blastocisti e le cellule dalla pluripotenza indotta (iPS), ottenute
artificialmente riprogrammando cellule staminali adulte a cellule staminali simil

embrionali attraverso 1’utilizzo di geni legati alla pluripotenza. [**!
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- Cellule multipotenti: sono cellule staminali adulte (ASC) e tessuto-specifiche in
grado di dare origine ad un numero limitato di linee cellulari. A seconda del tessuto
in cui risiedono e della loro funzione, possiedono diversi gradi di multipotenza e
capacita differenziativa.

- Cellule unipotenti: danno origine ad una sola linea cellulare e sono deputate al
mantenimento dell’omeostasi del tessuto che costituiscono, un esempio ¢
rappresentato dagli epatociti, che possono rigenerare parte dell’organo ma non

formare altri tipi di tessuto.

3.1 Cellule staminali embrionali
Le cellule staminali embrionali (ECS) si localizzano nella blastocisti e sono le uniche cellule

(4] Sono tra le staminali con il piu alto potenziale

staminali pluripotenti conosciute.
differenziativo, in quanto possano dare origine a qualsiasi tipo cellulare derivante dai tre
foglietti embrionali: ectoderma, mesoderma ed endoderma. L’isolamento di questo tipo di
cellule, ottenuto al fine di studiare i meccanismi che portano al differenziamento dei diversi
tipi cellulari a partire da una singola cellula e delle potenzialita terapeutiche intrinseche,
svolge un ruolo fondamentale nel panorama della medicina moderna, animale e umana:
essendo le ECS presenti solo in fase precoce dello sviluppo embrionale, 1’isolamento e la
coltura implicano la necessita di sacrificare I’embrione, sollevando una problema di natura
etica non indifferente. Per questo motivo, negli ultimi anni, la ricerca ha mosso passi
importanti verso la riprogrammazione cellulare, finalizzata all’ottenimento di cellule dalle
capacita differenziative simili alle ECS utilizzando come punto di partenza cellule adulte
come, ad esempio, fibroblasti. Nel 2006 sono state generate in ambito laboratoristico le

induced Pluripotent Stem Cells (iPS), cellule staminali pluripotenti artificiali ottenute

tramite riprogrammazione cellulare: la tecnica prevede la veicolazione di 4 geni legati alla
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pluripotenza (Oct4, Sox2, Klf4 e c-myc) in cellule adulte differenziate la cui espressione
determina uno sdifferenziamento che provoca la regressione di queste a cellule iPS,
acquisendo caratteristiche di pluripotenza simili alle ECS. Le iPS, tuttavia, non sono
identiche alle ECS: sembra infatti che le cellule adulte di partenza mantengano una memoria
epigenetica e che, una volta riprogrammate, tendano a differenziare in modo preferenziale
in alcuni elementi cellulari rispetto ad altri. Ulteriori sviluppi molto recenti hanno permesso
di mettere in atto la tecnica della conversione diretta, attraverso cui un tipo cellulare viene
riprogrammato direttamente attraverso l’introduzione di geni specifici che attivano un
processo di trasformazione in una cellula differenziata di tipologia diversa, senza passare

[43

dallo stadio di cellula simil embrionale pluripotente.[*}! Le iPS possono essere utilizzate per

creare cellule sane di cui I’organismo potrebbe aver bisogno in corso di disordini che trovano

le loro radici nello sviluppo fetale.!*!

3.2 Cellule staminali adulte
Le cellule staminali adulte (ASC) sono presenti sia durante la vita fetale, successivamente

alla gastrulazione, che nell’organismo adulto. Le cellule staminali fetali hanno caratteristiche
del tutto simili alle staminali adulte, sebbene possiedano maggior plasticita e di conseguenza
un potenziale terapeutico maggiore. Durante la fase fetale, esse sono deputate alla
formazione delle cellule mature che compongono il tessuto di appartenenza, garantendone
I’accrescimento fino al completo sviluppo. In eta adulta le ASC contribuiscono al
mantenimento dell’omeostasi tissutale localizzandosi, in uno stato di quiescenza, all’interno
di microambienti definiti nicchie da cui si riattivano in risposta a segnali chemiotattici
causati da stimoli fisiologici o danni tissutali e stati infiammatori, garantendo il
funzionamento e il mantenimento dell’integrita strutturale e funzionale del tessuto di

appartenenza. La quantita e Dattivita delle ASC variano a seconda del tessuto in cui
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risiedono: alcuni tessuti, come la cute, sono caratterizzati da elevata capacita rigenerativa
garantita dalla presenza di un elevato numero di cellule staminali, mentre i tessuti
componenti il sistema nervoso hanno una ridotta concentrazione di questo tipo di cellule e
quindi scarsa capacita rigenerativa.[’]

Nel momento in cui le cellule staminali adulte vengono attivate in seguito a stimoli
fisiologici o patologici, esse producono sia le tipologie cellulari del tessuto in cui risiedono
per mantenerne integrita e funzionalita, sia cellule figlie dotate della stessa capacita
replicativa delle madri, dei cloni che garantiscano il mantenimento di un pool di cellule
staminali all’interno del tessuto prevenendone 1I’esaurimento.

Inizialmente si riteneva che le ASC, una volta indotta la loro differenziazione nella fase
embrionale, potessero progredire nella direzione stabilita senza poter dare origine ad una
linea cellulare diversa da quella per cui sono programmate; di recente, invece, ¢ stata
dimostrata la capacita delle ASC di manifestare un’identita funzionale diversa da quella
acquisita in eta embrionale, potendo differenziare a seconda delle necessita in fenotipi
maturi non rilevabili nel tessuto di appartenenza della vita adulta. Questa attitudine ¢ stata
definita trans-differenziamento ed ¢ la capacita delle cellule derivanti da un foglietto
embrionale di trasformarsi in cellule derivanti dagli altri foglietti e viene messa in atto grazie
ad una modulazione di geni definiti master genes che vengono espressi 0 soppressi per
permettere a queste cellule di modificarsi esprimendo un fenotipo diverso.[*®!

Le cellule staminali adulte possono essere isolate da diversi organi e tessuti di organismi
adulti, quali midollo osseo, sangue, tessuto adiposo, placenta, cordone ombelicale, liquido
amniotico, epidermide, muscolo, intestino, pancreas, fegato, cornea e cervello.[*! Essendo

le ASC presenti in gran parte dei tessuti, il loro isolamento risulta molto piu agevole rispetto

alle ESC, il cui ottenimento solleva importanti questioni di natura etica. Sembra pero che
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I’espansione in vitro delle ASC tenda a ridurne la multipotenza, fatta eccezione per
I’espansione delle cellule staminali del sangue e della cute che mantengono la stessa capacita
differenziativa anche in seguito a manipolazione.*’!

All’interno della categoria delle ASC possono essere identificate le cellule mesenchimali

stromali, o MSC.
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Capitolo 4 —- CELLULE MESENCHIMALI STROMALI
(MSC)

Le cellule staminali mesenchimali o cellule mesenchimali stromali (MSC) sono cellule
multipotenti adulte capaci di differenziare nelle linee cellulari di origine mesodermica e sono
presenti non solo all’interno del midollo osseo, da cui sono state originariamente isolate, ma
nella quasi totalita dei tessuti dell’intero organismo. Il ruolo principale delle MSC ¢ di
mantenere il turnover cellulare e di riparare il tessuto in cui risiedono, sebbene, in quanto
appartenenti alla categoria delle ASC, possiedano la capacita di trans-differenziare,
generando tipi cellulari differenti rispetto al tessuto d’origine: nell’individuo adulto, infatti,
risiedono all’interno di nicchie tissutali dalle quali, in risposta a stimoli specifici, migrano
verso il bersaglio e qui differenziano per sostituire e riparare cellule e tessuti
danneggiati.[47144]

I primi tentativi di isolamento e caratterizzazione delle MSC risalgono agli anni ’70, quando
furono identificate come cellule con caratteristica morfologia fusiforme simili a fibroblasti
capaci di dare origine a colonie durante 1’espansione in vitro e di aderire alle superfici
plastiche e definite, appunto, fibroblast colony-forming units (CFU-{, unita fibroblastiche
formanti colonie). La capacita di queste cellule di differenziare in molti tipi cellulari le ha
rese uno strumento promettente per le terapie rigenerative, comportandosi come cellule
progenitrici in grado di dare origine alle linee cellulari mesodermiche e quindi differenziare
in adipociti, condrociti, osteociti, miociti, fibroblasti e cellule stromali ematopoietiche.[*”]
Le MSC proliferano e danno origine a cellule figlie che mantengono le caratteristiche di

staminalita delle cellule madri; la capacita di autorigenerarsi e il mantenimento del
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potenziale differenziativo anche in seguito a diversi cicli replicativi sono due criteri che
identificano le MSC come vere e proprie cellule staminali.!*?]

Secondo i criteri proposti dalla Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the
International Society for Cellular Therapy, le MSC per essere definite tali devono esprimere
i marker CD105, CD73 e CD90 ed essere negative per CD45, CD14 o CD11b, CD79a o
CD19 e HLA-DR e CD34, sebbene sia stato osservato che le MSC del tessuto adiposo
possano esprimere anche quest’ultimo marker.[*"!

Le MSC in coltura e la loro progenie mostrano un elevato grado di plasticita: condrociti
articolari umani si sono dimostrati in grado di essere indotti a differenziare verso le linee
osteogeniche e adipose,*’! in egual modo adipociti hanno differenziato in condrociti ed
osteociti.

Una caratteristica rilevante delle MSC che permette il loro impiego sia autologamente che
allogenicamente ¢ la scarsa immunogenicita garantita dalla ridotta espressione degli antigeni
di istocompatibilita di classe I e dall’assenza del complesso di istocompatibilita di classe 11
sulla loro superficie, e cio risulta molto utile in ambito clinico poiché minimizza gli eventi
di rigetto.['¢]

Queste cellule sono state studiate quasi esclusivamente in vitro, e ci0 rappresenta un limite
alle conoscenze acquisite finora poiché il comportamento in vivo potrebbe non essere
sovrapponibile a quello in coltura: I’espansione in coltura tende ad alterare le caratteristiche
di multipotenza delle MSC, quindi una cellula staminale manipolata in vitro non avra le
stesse caratteristiche della cellula che svolge la sua funzione all’interno della sua nicchia
originaria.[*”]

Secondo Arnold I. Caplan, infatti, la denominazione cellule staminali in riferimento alle

MSC ad oggi non ¢ completamente corretta poiché, sebbene in vitro abbiano dimostrato la
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capacita di differenziare nei tessuti di origine mesodermica, il loro utilizzo a scopo
terapeutico in vivo non si basa esclusivamente sulla riparazione di un tessuto danneggiato
tramite sostituzione e rigenerazione delle cellule che lo compongono, quindi sulla loro
caratteristica di multipotenza, bensi sulla capacita di raggiungere i siti di lesione e
inflammazione e secernere molecole biologicamente attive capaci di dare origine, grazie ad
interazioni cellula-cellula e cellula-matrice extracellulare, ad un ambiente trofico
rigenerativo in cui prevalgono la neoangiogenesi e i meccanismi antifibrotici, antiapoptotici,
immunomodulatori e antinfiammatori.[>%

La denominazione piu corretta in questi termini delle MSC in vivo ¢ cellule mesenchimali

stromali.

4.1 Meccanismi d’azione delle MSC

Al giorno d’oggi in Medicina Rigenerativa le MSC sono le migliori candidate come terapia
cellulare per problematiche osteoarticolari, muscolari, vascolari e per malattie
inflammatorie.®!! La maggior parte delle conoscenze riguardanti le MSC derivano
prevalentemente dall’osservazione del loro comportamento in vitro: inizialmente si pensava
che le MSC potessero replicare il loro comportamento in coltura anche in vivo, ipotizzando
che una volta somministrate avrebbero raggiunto il sito di lesione, si sarebbero innestate e
avrebbero differenziato nelle cellule funzionali di quel tessuto, ottenendone cosi la
rigenerazione."*) Questo paradigma, tuttavia, negli ultimi decenni ¢ stato messo in
discussione in seguito a centinaia di trials clinici sull’animale e sull’uomo che hanno messo
in luce un comportamento diverso di queste cellule in vitro e in vivo. Sebbene in coltura le
MSC abbiano dimostrato una spiccata efficacia in diversi modelli di malattia in termini di
rigenerazione tissutale, in vivo ¢ diventato sempre piu chiaro che le cellule non potessero
innestarsi in numero sufficiente e per un periodo abbastanza lungo da poter spiegare i
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risultati ottenuti in termini di riparazione dei tessuti. Tali osservazioni hanno portato gli
studiosi a identificare 1 meccanismi messi in atto dalle MSC in vivo, riconoscendo come esse
abbiano la capacita di sostenere la crescita e la vitalita di alcuni tipi cellulari attraverso la
secrezione di fattori trofici, ridurre DI’apoptosi cellulare e di modulare il sistema
immunitario.[*°!

Le caratteristiche principali delle MSC sono:

- elevata plasticita (Forbes et al. 2002);

- modulazione del sistema immunitario (Uccelli et al. 2011);

- liberazione di fattori di crescita (Paumier et al. 2006) che stimolano la riparazione mediante
interazione sinergica con le cellule residenti (Bai et al. 2007);

- capacita di migrazione (homing) garantita da segnali molecolari specifici presenti nel

microambiente in seguito a lesioni tissutali (Kotaro et al. 2004).

4.1.1 Proprieta’ immunoregolatorie
Una caratteristica saliente delle MSC osservata sia in vitro che in vivo ¢ la capacita di

modulare il sistema immunitario anche in condizioni di iperstimolazione: tale modulazione
¢ stata rilevata sia nelle MSC derivanti dal midollo osseo che in quelle adipose. Questa
proprieta facilita I’utilizzo clinico allogenico delle MSC sia per i disordini immunitari che
per gli approcci di medicina rigenerativa.[*®!

Studi in vitro hanno dimostrato che le cellule mesenchimali stromali sopprimano
I’attivazione e la proliferazione dei linfociti T attraverso I’inibizione della divisione
cellulare, in particolar modo di Th-1, con riduzione della secrezione di interferone-y e di
TNF-0, e che svolgano una funzione simile anche sulle cellule NK attivate, sulla

stimolazione antigenica dei linfociti B con riduzione della produzione di IgG e sulla

maturazione delle cellule presentanti I’antigene (cellule dendritiche DC-1).*) L’effetto

46



inibitorio ¢ dose-dipendente, quindi cresce al crescere della concentrazione di MSC, sebbene
sia stato osservato che basse concentrazioni abbiano manifestato piuttosto effetti
stimolatori.[%

Le MSC, inoltre, deviano la produzione di cellule immunitarie verso le componenti di
“spegnimento” della risposta, come linfociti T regolatori o soppressori che inducono
I’apoptosi dei linfociti attivati ed esprimono recettori per I’interleuchina-2 ad elevata affinita
sottraendola cosi ai linfociti Th-1, o come linfociti Th-2, citochine antinfiammatorie e cellule
dendritiche DC-2, e regolano la secrezione e ’attivita dell’IL-10.

La downregulation della risposta immunitaria potrebbe indurre a pensare ad un aumento del
rischio di insorgenza di infezioni secondarie, sebbene non sia stato rilevato alcun effetto di
questo tipo in pazienti riceventi infusione di MSC, probabilmente grazie alla produzione di

agenti antibatterici come PGE-2 e peptide LL-37.15%]

4.1.2 Homing

Gli effetti terapeutici delle cellule staminali mesenchimali, come gia detto in precedenza,
non dipendono soltanto dalla differenziazione in cellule specifiche del tessuto in cui
agiscono ma anche dalla loro attivitd paracrina che si espleta attraverso la capacita di
secernere molecole bioattive come fattori di crescita, ormoni e citochine che stimolano la
neoangiogenesi, riducono la formazione di tessuto fibroso e I’apoptosi cellulare e
intervengono per limitare I’estensione del danno tissutale e garantire un’adeguata
vascolarizzazione.!*’)

Tutti i componenti del secretoma delle MSC possiedono la capacita di intervenire sulle

cellule danneggiate, riducendo il danno tissutale e accelerandone la rigenerazione: i fattori

secreti dalle MSC sono in gran parte peptidi e proteine solubili che presentano attivita
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biologiche in grado di accelerare I’autorinnovamento delle cellule danneggiate all’interno di
un tessuto, stimolare I’angiogenesi e minimizzare 1’apoptosi e I’inflammazione.!

Le cellule mesenchimali stromali sono caratterizzate dalla capacita di migrare e raggiungere
il sito di lesione o di inflammazione attraverso un meccanismo non ancora del tutto chiaro
che sembra assimilabile all’extravasazione leucocitaria, detto homing. Sebbene le MSC
possiedano questa abilitd intrinseca, ¢ stato osservato che la somministrazione sistemica di
cellule mesenchimali non garantisce una buona efficacia del meccanismo di homing, poiché
soltanto una piccola parte delle cellule infuse arriva al tessuto bersaglio. La scarsa efficacia
¢ causata da una riduzione dell’espressione di molecole di homing da parte delle MSC
imputabile prevalentemente all’espansione in vitro,’¥ oltre al fatto che la maggior parte
delle cellule mesenchimali somministrate per via endovenosa, in base al loro diametro, resta
intrappolata nella rete capillare polmonare senza riuscire a raggiungere il sito di lesione
attraverso il circolo.!

Come gia accennato, sembra che le MSC migrino attraverso un meccanismo molto simile a
quello messo in atto dai leucociti in risposta a segnali chimici inflammatori. In una prima
fase, le MSC entrano a contatto con le selectine endoteliali che causano il rotolamento
(rolling) delle cellule sulla superficie luminale del vaso finché non incontrano delle
chemochine che si legano ai recettori accoppiati a proteina-G. L’attivazione di questi
recettori provoca una cascata di eventi che aumenta 1’affinita delle integrine per le cellule e
si forma un legame che consente un’adesione stabile all’endotelio. L’interazione con le
integrine stimola la produzione di enzimi litici, in particolar modo metalloproteasi (MMP-2
e MMP-9), che degradano I’endotelio e la membrana basale, consentendo il passaggio delle

MSC nel sito di lesione.[**!
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4.2 Esosomi
L’attivita trofica delle cellule mesenchimali stromali si basa principalmente sulla secrezione

di fattori di crescita e molecole responsabili della modulazione dell’ambiente tissutale
danneggiato che orchestrano un processo rigenerativo in cui si attivano processi di
migrazione cellulare, proliferazione, differenziazione e sintesi di matrice: le MSC, infatti,
vengono considerate come cellule responsive all’ambiente in cui si trovano ed ¢ noto che
secernano fattori bioattivi in risposta a segnali del microambiente locale.

Nel 2010 ¢ stato identificato per la prima volta come agente responsabile dell’azione
riparativa delle MSC il secretoma, termine omnicomprensivo della varieta di fattori bioattivi
secreti da queste cellule, e da allora le osservazioni hanno rivelato la sua efficacia nei
confronti di molte patologie gia target delle terapie cellulari, sebbene inizialmente i fattori
trofici costituenti il secretoma non fossero del tutto identificati; ad oggi, invece, ¢ noto che
siano rappresentati da un ampio spettro di sostanze tra cui fattori di crescita, citochine e
molecole della matrice extracellulare.>15¢!

Inizialmente non era chiaro se gli effetti trofici del secretoma fossero imputabili alla presenza
di microvescicole, molecole di dimensioni variabili da 80 nanometri a 1 micrometro o agli
esosomi, vescicole extracellulari simili alle microvescicole ma di dimensioni di 30-100
nanometri.>>! Questi ultimi vengono rilasciati dalle cellule in seguito alla fusione di corpi
multivescicolari intraluminali con la membrana plasmatica ed escreti nell’ambiente
extracellulare sottoforma, appunto, di esosomi, mentre le microvescicole si formano dalla
gemmazione della membrana plasmatica e, come gli esosomi, sono secrete in condizioni di
stress cellulare.7!

Il maggior interesse scientifico per 1’utilizzo terapeutico ricade sugli esosomi poiché sembra

che sostengano le capacita rigenerative e immunomodulatorie delle MSC durante la

riparazione tissutale: essi vengono secreti, oltre che da cellule mesenchimali stromali sia del
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tessuto adiposo che del midollo osseo, da diversi tipi cellulari quali linfociti T e B, cellule
dendritiche, mastociti, piastrine e anche da cellule tumorali e la loro presenza ¢ stata
identificata nella maggior parte dei fluidi corporei come sangue, urine, liquido
cefalorachidiano, latte e saliva. Le MSC, in quanto cellule stromali di supporto, mantengono
prima di tutto ’omeostasi del microambiente tissutale e devono essere in grado di rilevarne
1 cambiamenti per rispondere in modo corretto al fine di ripristinare I’omeostasi, per questo
motivo le cellule danneggiate utilizzano gli esosomi come veicoli per trasmettere segnali di

danno.P%

4.2.1 Esosomi e osteoartrosi
La scoperta che gli esosomi contenuti all’interno del secretoma delle MSC ne medino

I’attivita terapeutica potrebbe avere un forte impatto sulle terapie cellulari eliminando molte
problematiche derivate dall’utilizzo di cellule vive ed espanse come agenti terapeutici, in
quanto 1’utilizzo degli esosomi nel trattamento dell’OA potrebbe rivelarsi potenzialmente
piu sicuro, efficace ed economico rispetto alle terapie basate esclusivamente sulla
somministrazione di MSC. I punti fondamentali da valutare in primo luogo sono la sicurezza
e ’eventuale tossicita degli esosomi, sebbene si possa dedurre che, dal momento che le MSC
sono state testate in piu di 600 trials clinici e sono risultate sicure, gli esosomi dovrebbero
esserlo altrettanto se non ancora piu sicuri.

Sebbene siano necessarie maggiori evidenze scientifiche a favore dell’utilizzo degli esosomi
nel trattamento dell’OA, sembra che la somministrazione di queste vescicole medi la
riparazione e la rigenerazione cartilaginea: esosomi estratti da MSC umane, infatti, si sono
dimostrati promotori della rigenerazione di un difetto cartilagineo indotto sperimentalmente

in ratti immunocompetenti 58! e cid darebbe credito all’ipotesi che gli esosomi potrebbero
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migliorare 1’andamento osteoartrosico attraverso la riparazione e la rigenerazione della
cartilagine articolare danneggiata.

Nel contesto della riparazione cartilaginea ci sono ancora domande importanti riguardo alla
loro efficacia, biosicurezza e biodistribuzione.

Il meccanismo d’azione riflette il ruolo delle MSC come supporto cellulare stromale per
ottimizzare la vitalita del tessuto, mentre gli esosomi agirebbero per ripristinare I’omeostasi
delle cellule e del microambiente tissutale,l*> presentando proprietd immunomodulatorie:
sembra infatti che I’immunosoppressione venga attribuita per lo piu agli effetti delle
vescicole extracellulari derivate dalle MSC, in quanto siano arricchite con molecole bioattive
che regolano il meccanismo di homing delle cellule immunitarie attraverso 1’espressione di
molecole di adesione che consentono il raggiungimento del tessuto danneggiato; grazie a
queste proprieta, sembra che gli esosomi presentino effetti terapeutici nell’attenuare le
malattie infiammatorie ¢ autoimmuni. Sia la somministrazione locale che sistemica degli
esosomi derivati dalle MSC hanno efficacemente soppresso la deteriorante risposta
immunitaria nei tessuti inflammati e promosso la sopravvivenza e la rigenerazione delle

(5] Gli effetti antinfiammatori degli esosomi derivati dalle MSC si

cellule danneggiate.
basano sulla veicolazione di proteine immunomodulatorie nelle cellule infiammatorie,
permettendo cosi una conversione della popolazione cellulare infiammatoria a tipi cellulari
di spegnimento come, ad esempio, linfociti T-reg.[>®!

Inoltre, gli esosomi prodotti dalle MSC contrastano 1’azione inibitoria dell’IL-1J3 sulla sintesi
di glicosamminoglicani e sopprimono la produzione di ossido nitrico e metalloproteasi, in

particolar modo MMP13, indotta dalla stessa citochina che ¢ risaputo abbia un ruolo

primario nel processo di degradazione cartilagineo in corso di OA.!'®
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4.2 MSC: cellule perivascolari

La prima fonte conosciuta di MSC e ad oggi una delle piu utilizzate ¢ il midollo osseo,
sebbene queste cellule si localizzino in tutto I’organismo: nell’adulto sono state isolate dal
tessuto adiposo, dal cervello, rene, fegato, milza, sangue e dal muscolo scheletrico.[**! La
localizzazione delle MSC deve consentire il raggiungimento di ogni distretto dell’organismo
per poter svolgere la loro azione in risposta a stimoli specifici, anche remoti: in seguito a
questa osservazione sono state formulate tre ipotesi riguardanti la localizzazione specifica di
queste cellule. Secondo la prima teoria, le MSC si trovano in un solo tessuto o organo da cui
fuoriescono e migrano attraverso il circolo sanguigno fino a raggiungere i siti in cui ¢
necessario un turnover cellulare fisiologico o in cui € presente un danno a cui fare fronte.
La seconda teoria ipotizza che le cellule staminali proprie dei diversi tessuti, una volta
isolate, possano assumere in vitro le caratteristiche delle MSC e comportarsi come queste.
La terza, maggiormente avvalorata, identifica una correlazione tra MSC e un gruppo
eterogeneo di cellule perivascolari dette periciti, e ci0 spiegherebbe perché le MSC possono
essere isolate dalla quasi totalita dei tessuti.>?14]

I periciti sono cellule con morfologia variabile, generalmente stellata [°°! presenti lungo i
capillari e le venule post capillari a contatto con le cellule endoteliali, a cui forniscono
sostegno e con le quali comunicano attraverso contatto diretto e paracrinia.l®!l T periciti e le
cellule endoteliali presentano una relazione interdipendente in cui fattori solubili e
interazioni fisiche contribuiscono sinergicamente alla formazione e al mantenimento della
struttura dei vasi sanguigni.l*”! Per essere caratterizzata come pericita, una cellule deve avere
contatto diretto con le cellule endoteliali attraverso gap junctions, deve esprimere almeno un

marker specifico pericitario e non deve esprimere marker specifici endoteliali.[*”) Le
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MSC/periciti migrano in risposta alla degradazione della ECM (matrice extracellulare) e ad
altri stimoli chemiotattici che richiamano le cellule sia dal tessuto stesso che da siti vicini.[%?!
Alcuni studi ! dimostrano che le cellule perivascolari siano il corrispettivo in vivo delle
MSC ottenute dalla coltura di diversi tessuti e che possano essere considerate come loro
precursori: quando si presenta un danno tissutale, i periciti perdono il contatto con i vasi
sanguigni diventando MSC funzionali che iniziano a secernere fattori biologicamente attivi
con funzioni immunomodulatorie, antinfiammatorie e trofiche, organizzando cosi un
microambiente rigenerativo. In questo scenario, i periciti potrebbero essere identificati come
una possibile fonte in vivo di MSC a scopi terapeutici.[*”!

Solo alcune tipologie di periciti, tuttavia, sono considerate forme inattive delle MSC che
escono dallo stato di quiescenza in seguito alla ricezione di segnali chemiotattici:[®*le cellule
reticolari avventizie (i periciti dei sinusoidi midollari) ne sono un esempio ¢ sono state
identificate come il corrispettivo in vivo delle MSCI®#, in quanto le MSC del midollo osseo
esprimano gli stessi marker specifici pericitari e che le stesse cellule reticolari avventizie
abbiano la capacita di differenziare in vivo in adipociti, osteociti, condrociti € miociti. Anche
il tessuto adiposo ¢ ricco di periciti, contenuti all’interno della stromal vascular fraction
(SVF), e grazie alla sua abbondanza all’interno dell’organismo animale e umano rappresenta
una fonte facilmente accessibile di MSC per scopi terapeutici.

Le cellule mesenchimali stromali quindi risiedono in una nicchia perivascolare che funge da
reservoir dalla quale, attraverso I’interazione con altre cellule e con la matrice extracellulare
e grazie a molecole segnale, sono coordinate al fine di dare origine a fenotipi cellulari
maturi.[*’]

Le osservazioni raccolte negli ultimi anni riguardo alla correlazione diretta tra cellule

perivascolari e MSC porta vantaggi clinicamente rilevanti nell’utilizzo di queste cellule in
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medicina rigenerativa: la purificazione di cellule perivascolari pud consentirne 1’utilizzo
diretto e autologo sul paziente, mentre le MSC isolate, in particolar modo quelle derivate dal
midollo osseo, dovrebbero essere sottoposte ad espansione in vitro prima di essere
somministrate.*!!

Ad avvalorare I’ipotesi della correlazione diretta tra periciti ¢ MSC vi sono dati che
dimostrano la capacita dei periciti in vitro di dare origine a tessuti di origine mesodermica:
in due studi effettuati nel 19821e nel 19911 cellule perivascolari hanno mostrato un ruolo
di progenitori di adipociti e di condrociti rispettivamente in seguito ad un danno indotto a

livello del cuscinetto adiposo inguinale ¢ ad un innesto di pericondrio nel muscolo

cremastere di ratti.

4.3 Principali fonti di MSC

In Medicina Veterinaria le MSC vengono isolate a fini terapeutici soprattutto dal midollo
osseo e dal tessuto adiposo, nello specifico, in quest’ultimo, dalla frazione vascolo-stromale
(SVF, Stromal Vascular Fraction).[%)

Cellule progenitrici come le MSC, se impiantate in un tessuto diverso rispetto a quello
d’origine, acquisiscono un destino differenziativo diverso che dipende dall’ambiente in cui
si trovano ¢ dalle interazioni che instaurano. Normalmente, le MSC risiedono all’interno di
nicchie in cui I’interazione cellula-cellula ¢ fondamentale per il mantenimento dello stato di
staminalita della stessa: quando queste MSC fuoriescono dalla nicchia e migrano avranno
molte piu interazioni cellula-matrice extracellulare, e questo portera alla produzione di
fattori di crescita e citochine in risposta ai segnali del tessuto danneggiato. Al fine di
acquisire una funzionalita organizzata, le MSC devono poter trovarsi e interagire con un

ambiente permissivo dal quale ricevono segnali che le istruiscano.!**!
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L’espansione in vitro, infatti, pur presentando il vantaggio di dare origine ad un’ampia e
omogenea popolazione di MSC utilizzabili a scopo terapeutico, implica un isolamento delle
cellule dal loro ambiente originario, interrompendo le fisiologiche interazioni e riducendone
il potenziale proliferativo nel sito di azione. Tuttavia, le MSC si possono condizionare
metabolicamente per renderle piu adatte all’ambiente in vivo, come ad esempio utilizzando

terreni di coltura arricchiti per aumentarne I’efficacia clinica.>!

4.3.1 MSC del midollo osseo

Il primo tessuto da cui sono state isolate le cellule mesenchimali stromali € il midollo osseo
che in ambito ortopedico ¢ stato ampiamente utilizzato nel trattamento di patologie a
carattere degenerativo, articolari e tendinee.[*®! L’impiego terapeutico dell’aspirato
midollare apporta benefici grazie alla presenza di cellule mesenchimali stromali che
espletano le loro funzioni immunomodulatorie ¢ antinfiammatorie, oltre a promuovere la
rigenerazione osteo-cartilaginea grazie alla loro capacita di differenziare in linee
osteogeniche e condrogeniche. L’aspirato midollare prevede un prelievo in sede chirurgica
da distretti diversi: il sito di elezione ¢ la cresta iliacal®”!, sebbene possano essere utilizzate
anche altre sedi come riportato in uno studiol®®! sulla modulazione di marker pro-
infiammatori indotta dalla somministrazione di BM-MSC (Bone Marrow-MSC) autologhe
in cani con OA secondaria a rottura del legamento crociato craniale, in cui il prelievo ¢ stato
effettuato dalla metafisi femorale distale durante 1’intervento di TPLO. Sebbene la procedura
di prelievo sia ben tollerata, ¢ pur sempre invasiva e non esente dal rischio di lesioni
vascolari, nervose e muscolo-scheletriche %!, e questo rappresenta uno dei motivi per cui
viene preferito il tessuto adiposo come fonte di MSC.[! Inoltre, il potenziale rigenerativo
delle MSC midollari si ridurrebbe con I’avanzare dell’eta del paziente, ma sono dati che

devono ancora essere realmente confermati.
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Da 25 ml di midollo osseo si possono ricavare 100-150 milioni di MSC umane in 3 settimane
di coltura per un volume totale di cellule di 0,4-0,5 ml. Tuttavia, con I’eta, oltre al potenziale
rigenerativo decresce notevolmente anche il numero di MSC isolabili da questo tessuto.>*!
La maggior parte del midollo osseo adulto ¢ composta da cellule ematiche in diversi stadi
differenziativi, tra cui si riconoscono globuli rossi, piastrine e cellule nucleate, sebbene
soltanto una piccola parte di queste ultime siano MSC in grado di dare origine a tessuto
osseo, cartilagineo o muscolare e che il numero effettivo di MSC isolabili dal midollo sia
molto limitato: sembra infatti che soltanto 1o 0,001% delle cellule mononucleate presenti nel
midollo osseo possano essere considerate MSC.!*”) Queste cellule possono essere utilizzate
a scopo terapeutico sia previa espansione in vitro che direttamente in seguito a isolamento:
I’espansione in vitro permette di sviluppare un numero molto maggiore di cellule attraverso
I’arricchimento dei terreni di coltura con fattori di crescita e di ottenere una popolazione
ampia e omogenea da cui si otterranno cellule che potranno essere somministrate al paziente,
sia a livello sistemico che locale.’"! Sebbene sia possibile somministrare BM-MSC senza
sottoporle ad espansione in coltura, questa metodica non € consigliabile a causa del numero
esiguo di cellule mesenchimali ricavabili dal solo prelievo e successivo isolamento in
vitro.l"!]

Le MSC del midollo osseo e del tessuto adiposo condividono il 90% del corredo
immunofenotipicol’!!: le differenze principali si osservano nell’espressione degli antigeni di
superficie tra cui il CD34, presente sulla superficie delle MSC derivate dal tessuto adiposo
fino ai primi passaggi in coltura cellulare ma assente nelle BM-MSC.["!!

Le differenze immunofenotipiche si riflettono sulla funzionalita delle MSC: sembra infatti
che il potenziale immunomodulatorio di queste cellule sia direttamente correlato alla diversa

espressione genica; le BM-MSC hanno una capacita piu ridotta rispetto alle MSC del tessuto
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adiposo di stimolare la secrezione di citochine antinflammatorie come 1’interleuchina-10 e
sono meno efficaci nell’inibire la proliferazione dei monociti in cellule dendritiche.!?!

L’agevole e ripetibile accesso al tessuto adiposo, la semplice procedura di isolamento e il
numero nettamente maggiore di MSC ottenute dallo stesso quantitativo di midollo osseo e
di tessuto adiposo mostrano chiari vantaggi nell’utilizzo di quest’ultimo come fonte di

cellule mesenchimali stromali.[”?!

4.3.2 MSC del tessuto adiposo

I1 tessuto adiposo € costituito da adipociti e da una popolazione cellulare eterogenea che
funge da supporto alle cellule adipose definita stromal vascular fraction (SVF), abbondante
fonte di MSC residenti identificate come Adipose Derived Stromal Cells (ADSC). Gli
adipociti maturi rappresentano circa il 20-30% del tessuto, sebbene, a causa delle loro
dimensioni, occupino pit del 90% del volume totale.’!! 11 tessuto adiposo contiene un
numero di cellule mesenchimali stromali dalle 100 alle 500 volte maggiore rispetto al
midollo osseo e per questo motivo e anche grazie alla grande disponibilita nelle specie
umana e canina ¢ il tessuto maggiormente utilizzato per I’ottenimento della SVF e delle
ADSC a scopo terapeutico.!”’!

Le MSC del tessuto adiposo, pur condividendo gran parte dell’immunofenotipo delle BM-
MSC, presentano alcune caratteristiche che le rendono piu versatili in ambito laboratoristico
e clinico rispetto alle cugine del midollo osseo: in prima istanza, sembra che possiedano una
maggiore stabilita genetica e morfologica in coltura a lungo termine e che quindi riescano a
preservare le loro funzioni per un tempo piu prolungato; inoltre ¢ stato osservato che il loro

invecchiamento ¢ piu lento rispetto a quello delle BM-MSC, conferendo loro la capacita di

mantenere piu a lungo il tasso proliferativo e differenziativo in coltura.l”!!
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Le ADSC sono contenute all’interno della frazione vascolo-stromale, una frazione acquosa
ottenibile tramite lipoaspirazione e costituita da una popolazione cellulare mista all’interno
della quale sono residenti molti periciti, come gia detto precursori delle cellule mesenchimali
stromali, e precursori di cellule endoteliali, cellule endoteliali mature, linfociti, preadipociti
e macrofagi antinflammatori e grazie alla sua composizione eterogenea sembra presentare
un maggior potenziale terapeutico rispetto alle sole ADSC isolate: le proprieta
immunomodulatorie, antinflammatorie e neoangiogeniche tipiche delle MSC sembrano
infatti accentuate dall’azione sinergica di queste con gli altri tipi cellulari costituenti la SVF,
oltre al fatto che, mantenendo intatta la nicchia biologica, i contatti cellula-cellula e cellula-
matrice extracellulare sono preservati e le MSC non vengono sottratte dal loro ambiente
fisiologico. La SVF ¢ facilmente reperibile, poiché viene ricavata dal tessuto adiposo bianco
(WAT, White Adipose Tissue), abbondantemente presente nell’organismo adulto, ¢ non
siano necessari processi di separazione cellulare o di espansione in vitro come invece accade
per Pottenimento delle ADSC per poter essere somministrate al paziente. In questo modo il
prodotto terapeutico pud essere utilizzato nella stessa seduta di prelievo e non viene
manipolato a tal punto da comprometterne 1’efficacia e la sicurezza. Bisogna pero
sottolineare che la frazione vascolo-stromale puo essere somministrata a scopo terapeutico
soltanto autologamente, dal momento che contiene cellule che mantengono la loro identita
immunologica, essendo costituita da un pool eterogeneo di cellule, e quindi potenzialmente
in grado di scatenare fenomeni di rigetto se somministrati allogenicamente, mentre le cellule
mesenchimali del tessuto adiposo possono essere utilizzate sia per somministrazioni

autologhe che allogeniche!’* grazie alla loro ridotta immunogenicita.[”!!
g g g g
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4.3.3 Come si ottiene la frazione vascolo-stromale?
La tecnica maggiormente utilizzata per I’isolamento della frazione vascolo-stromale consiste

nella digestione enzimatica con collagenasi del lipoaspirato seguita da centrifugazione,
ottenendo cosi la separazione di un surnatante costituito da adipociti maturi su una frazione
acquosa sottostante contenente gli altri componenti cellulari. Tra i1 principali contaminanti
della SVF ottenuta tramite digestione enzimatica ci sono gli eritrociti che possono essere
lisati per ottenere una frazione stromale o una popolazione di ADSC piu pura per
I’espansione in vitro.

Un altro metodo di isolamento della SVF consiste nella separazione meccanica che si pone
I’obiettivo di rompere gli adipociti per poter liberare le cellule stromali, sebbene sia meno
efficace della separazione enzimatica in quanto le cellule adipose sono a stretto contatto con
il collagene e per questo la sola separazione meccanica potrebbe non risultare sufficiente,”*!

confermando la digestione enzimatica il metodo con la resa maggiore in termini di ADSC.

4.3.4 Come si ottengono le ADSC?

A partire dalla frazione vascolare stromale del tessuto adiposo possono essere isolate le
Adipose Derived Stromal Cells che presentano un forte potenziale differenziativo e, in
confronto ad altre cellule staminali, wun’elevata attitudine antinfiammatoria,
immunoregolatoria e proangiogenica. Come gia anticipato, I’utilizzo terapeutico della SVF
presenta una maggior efficacia rispetto alle ADSC poiché le manipolazioni in vitro, come
anche le condizioni di conservazione, possono causare danni al DNA riducendone la capacita
proliferativa e causando una perdita del potenziale differenziativo, oltre a favorire

I’insorgenza di contaminazioni della coltura.
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La coltura in vitro di ADSC deve soddisfare 1 criteri di buona pratica di lavorazione (Good
Manufacturing Practice, GMP), valutandone qualita e sicurezza prima dell’impiego clinico.
Le cellule devono essere verificate per i loro marker specifici, vitalita, capacita di
autorinnovamento e di differenziazione. Una caratteristica peculiare delle cellule
mesenchimali stromali gia esposta nei paragrafi precedenti ¢ la tendenza a formare colonie
aderenti ai materiali plastici, e, una volta aggiunto al terreno di coltura il prodotto della
lipoaspirazione centrifugato e lavato, l’identita delle ADSC ¢ verificata proprio
dall’osservazione di colonie aderenti alla plastica della fiasca di coltura.l’”!

Uno dei criteri contenuto nelle linee guida della GMP ¢ I'utilizzo di un ambiente di crescita
a basse concentrazioni di ossigeno che promuove la crescita e mantiene la funzionalita
staminale. Per la coltura vengono spesso utilizzati terreni costituiti da un medium di
glucosio, siero fetale bovino, fattori di crescita e citochine, ma, in seguito alla manifestazione
di reazioni allergiche scatenate dalla presenza di alcune proteine del siero fetale bovino, sono
stati sviluppati terreni di coltura in cui il siero viene sostituito con lisato piastrinico € PRP, 1
cui fattori di crescita influiscono positivamente sul tasso di proliferazione cellulare e sul
potenziale differenziativo a lungo termine, oltre ad indurre la differenziazione delle ADSC
in condroblasti.l”?!

Anche le condizioni di conservazione sono fondamentali per preservare la funzionalita e
I’efficacia terapeutica delle cellule mesenchimali stromali derivate dal tessuto adiposo: la
capacita proliferativa diminuisce in relazione al tempo di conservazione, sebbene sia stato
osservato che possano mantenere le loro caratteristiche se stoccate a - 80°C o in azoto
liquido fino a 6 mesi, senza considerare pero il rischio di rottura della membrana cellulare

in caso di congelamento eccessivamente rapido.’*!
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4.4 Sicurezza delle MSC

Le MSC agiscono in relazione all’ambiente in cui si trovano: sebbene in seguito alla
somministrazione autologa della frazione vascolo-stromale e all’utilizzo sia autologo che
allogenico delle cellule mesenchimali in pazienti affetti da OA non siano stati riportati in
letteratura effetti avversi significativi, ¢ stata osservata una correlazione tra la
somministrazione sistemica di MSC e la crescita tumorale di neoplasie preesistenti.

I tumori producono esosomi (TEX) che inducono le MSC a riprogrammare il proprio profilo
funzionale al fine di supportare la crescita tumorale, e a loro volta le MSC rilasciano esosomi
che interagiscono con il microambiente tumorale stimolando lo sviluppo neoplastico e
bloccando 1’azione antitumorale delle cellule immunitarie, oltre a promuovere la

neoangiogenesi.l’”!
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Capitolo 5 — SVF E ADSC NEL TRATTAMENTO
DELL’OSTEOARTROSI

Come gia esposto nel primo capitolo, I’osteoartrosi ¢ una malattia ortopedica che interessa
circa il 20% della popolazione canina e che causa dolore, zoppia e difficolta nel movimento.
I farmaci antinfiammatori utilizzati in associazione al controllo del peso e all’esercizio fisico
nel trattamento della patologia non riescono ad agire su gran parte dei mediatori pro-
infiammatori coinvolti € non hanno alcuna azione sull’inibizione dello stato catabolico che
interessa 1’articolazione artrosica; il trattamento ideale dovrebbe riuscire a fermare la cascata
infiammatoria che causa 1’ osteoartrosi e la terapia con MSC ¢ un candidato ideale per questo
SCOpo.

Le MSC possono essere iniettate sia per via endovenosa, attraverso la quale raggiungono il
sito di infiammazione dove possono manifestare le loro proprieta antinfiammatorie e
immunomodulatorie, sia per via intra articolare, dove agiscono direttamente senza entrare in
circolo.l”8 La frazione vascolo-stromale non pud essere somministrata a livello sistemico in
quanto possa presentarsi il rischio di un evento tromboembolico, mentre le ADSC, che se
somministrate per via endovenosa devono essere isolate ed espanse in coltura, possono
essere utilizzate attraverso questa via sebbene siano stati osservati degli episodi di
tromboembolismo legati probabilmente all’espressione di fattori tissutali che stimolano la
via estrinseca della coagulazione con effetto pro-coagulante.!””!

L’espansione in vitro richiede il rispetto dei protocolli di buona pratica di lavorazione, oltre
ad essere dispendiosa sia in termini economici che temporali, € per questi motivi la ricerca

ha portato ad utilizzare alternative meno laboriose in cui sia I’ottenimento che la
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processazione incontrino i criteri minimi di manipolazione stabiliti dalla FDA,
focalizzandosi cosi sull’utilizzo autologo della frazione vascolo-stromale.

11 tessuto adiposo ¢ ricco di MSC, e sebbene ci siano diverse tecniche di isolamento della
frazione vascolare stromale, nella maggior parte dei casi il tessuto adiposo viene prelevato,
frammentato e in alcuni casi digerito enzimaticamente per estrarre la SVF senza necessita di
coltura in vitro o di espansione. La frazione vascolare stromale contiene molti altri tipi
cellulari che incrementano gli effetti benefici delle ADSC: vi sono infatti precursori
endoteliali che secernono fattori di crescita, macrofagi che producono IL-10 e antagonisti
del recettore dell’IL-1, e linfociti T-regolatori che aiutano a mantenere la capacita

immunomodulatoria.[”®)

[78179) hanno riportato risultati positivi in seguito all’iniezione in pazienti umani

Diversi trials
di ADSC nell’articolazione coxo-femorale e nell’articolazione del ginocchio senza effetti
collaterali. In questi studi sono stati osservati significativa riduzione del dolore e
miglioramento delle lesioni cartilaginee visibili in risonanza magnetica. Non ¢ stata
dimostrata una correlazione tra 1’efficacia terapeutica e il quantitativo di ADSC
somministrate: anche un numero ridotto di cellule ha garantito un miglioramento dei sintomi
a livello di ginocchio.!”!

I fattori solubili rilasciati dalle ADSC contenuti nella SVF possono arrestare il processo di
distruzione cartilaginea grazie alla loro attivita antinfiammatoria, immunomodulatoria e agli
effetti analgesici, attraverso la somministrazione del prodotto della lipoaspirazione
opportunamente isolato tramite digestione enzimatica o separazione meccanica per via intra-
articolare nelle sedi maggiormente colpite dal processo artrosico.’!

L’utilizzo dell’intera SVF rispetto alle sole ADSC presenta diversi vantaggi tra cui I’elevato

contenuto di cellule mesenchimali stromali, la facilita di prelievo, I’ampia disponibilita di
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tessuto adiposo da cui attingere e la ridotta invasivita della procedura di estrazione. In
medicina umana sono stati effettuati diversi studi retrospettivi sull’efficacia e la sicurezza
dell’utilizzo della frazione vascolo-stromale in pazienti affetti da OA, prevalentemente di
ginocchio e anca: in generale, sono stati osservati miglioramenti significativi del ROM e del
dolore, oltre alla rilevazione in corso di risonanza magnetica di un aumento dello spessore
della cartilagine articolare interessata. Nella maggior parte degli studi, la SVF ¢ stata
somministrata insieme ad acido ialuronico o a PRP, il quale fornisce fattori di crescita che
aiutano la proliferazione delle cellule staminali e si comporta come materiale di supporto per
I’adesione delle cellule al sito di danno cartilagineo, e cio rende difficile una valutazione
oggettiva della capacita terapeutica della singola SVF e della sua sicurezza, sebbene in
nessuno studio siano stati rilevati effetti collaterali rilevanti oltre a gonfiore in seguito
all’inoculazione.®"!

Anche in studi condotti su cani gli effetti della somministrazione di SVF autologa sono stati
benefici in particolar modo per la riduzione del dolore e di conseguenza miglioramento della
mobilita articolare: in uno studio del 2015 sono stati presi in esame 22 cani suddivisi in un
gruppo placebo e un gruppo a cui ¢ stata somministrata la frazione vascolo-stromale di
origine autologa sospesa in PRP simultaneamente all’interno dell’articolazione coxo-
femorale e per via endovenosa, e a distanza di 24 settimane sono stati rilevati miglioramenti
dei punteggi valutati tramite Canine Brief Pain Inventory (CBPI®)), un questionario che
permette la quantificazione del dolore tramite 1’osservazione degli atteggiamenti algici e
dell’interferenza che esso ha sulle attivita quotidiane dell’animale.l”®! Questo studio si &
posto I’obiettivo di valutare, oltre all’efficacia, la sicurezza della somministrazione intra
articolare ed endovenosa della frazione vascolo-stromale autologa sospesa in una

preparazione di PRP, e i risultati non riportano alcun effetto collaterale rilevante nella totalita
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dei pazienti trattati, fatta eccezione per due cani che hanno manifestato aumento del dolore
articolare entro la prima settimana dalla somministrazione, risoltosi in pochi giorni
spontaneamente.

L’unico studio!!! in Medicina Veterinaria in cui siano state valutate 1’efficacia e la sicurezza
della somministrazione di frazione vascolo-stromale autologa senza ’aggiunta di altre
sostanze con funzione coadiuvante o di supporto come PRP o acido ialuronico per via intra-
articolare ¢ stato effettuato tra il 2014 e il 2017 in sette diversi ospedali privati in Italia,
Svezia, Israele e UK su una popolazione canina di 130 esemplari di diversa razza, eta, sesso
e peso corporeo con storia clinica ed evidenze radiografiche di osteoartrosi spontanea in una
o piu articolazioni. In questo caso, la frazione vascolo-stromale ¢ stata ottenuta tramite
processazione meccanica del tessuto adiposo che, come gia detto, ¢ una metodica meno
efficace in termini di isolamento della sola SVF rispetto alla digestione enzimatica, ma
permette di ottenere un prodotto a base di tessuto adiposo purificato e privo delle componenti
oleose ed ematiche pro-infiammatorie ma ricco di nicchie vascolo-stromali intatte contenenti
MSC.[#

Gli animali inclusi nello studio ', in seguito alla raccolta anamnestica delle informazioni
riguardanti la zoppia e il dolore, sono stati sottoposti all’esame ortopedico per valutare la
presenza di dolore alla manipolazione dell’articolazione, crepitii, effusione sinoviale e ROM
alterato, oltre alla valutazione dell’andatura tramite video registrazioni.

Per un’analisi oggettiva delle variazioni del decorso clinico durante il follow-up, ¢ stato
assegnato un punteggio alla zoppia (Orthopedic Score, OS) da 1 (clinicamente sano) a 4
(zoppia grave) prima del trattamento, a due settimane, a 3 e 6 mesi, e ai proprietari ¢ stato

chiesto di valutare il dolore mensilmente sulla base della scala HCPI (Helsinki Chronic Pain
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Index!) che conferisce un punteggio da 0 a 4 per 11 parametri diversi correlati al
comportamento e alle manifestazioni algiche.
Sia il punteggio HCPI che OS hanno subito variazioni significative e graduali fino a sei mesi

dal trattamento.
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Figura 3. L’Orthopedic Score é ottenuto moltiplicando il punteggio della zoppia (da 1 a 4) per 11 in modo da ottenere
una scala di valori assimilabile all’HCPI. Il simbolo ## indica la valenza statistica del punteggio. Immagine a cura di [1]

Dei 130 cani sottoposti allo studio, 1’1,5% presentava un’OA di grado I, il 30,0% di grado
11, il 47,7% grado I1I e il restante 20,8% grado IV.[!' T pazienti affetti dalle forme piu severe
di OA, nello specifico di grado III e IV, hanno mostrato miglioramenti piu evidenti rispetto
ai cani con OA di grado [ e II.

Le articolazioni di alcuni pazienti deceduti per cause naturali non correlate alla patologia
articolare sono state analizzate in sede anatomopatologica ed ¢ stata rilevata la presenza di
un tipo di cartilagine mista, ialina e fibrosa, sulle aree danneggiate della superficie articolare,
a supporto dell’ipotesi che la somministrazione della frazione vascolo-stromale possa
determinare la formazione di un tessuto che, seppur non rispecchi le stesse caratteristiche
morfo-funzionali della cartilagine ialina e la stessa resistenza, promuove la funzionalita

articolare e contribuisce alla riduzione del dolore.
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In alcuni soggetti ¢ stato osservato un aumento delle dimensioni degli osteofiti identificati
durante gli esami radiografici effettuati prima del trattamento, sebbene, comparando le
immagini acquisite nel corso del follow-up, sia stato notato un arrotondamento degli stessi,
probabilmente imputabile all’aumento della mobilita articolare.

I risultati di questo studio suggeriscono che la somministrazione intra-articolare di tessuto
adiposo micro-frammentato per il trattamento dell’OA rappresenta un’alternativa sicura,
benefica e di facile impiego, grazie ad una tecnica rapida, mininvasiva che permette di
evitare le complesse procedure di coltura cellulare.

In questo studio, infatti, ¢ stato utilizzato un dispositivo brevettato in Italia in medicina
umana che consente il prelievo e la micro-frammentazione del tessuto adiposo al fine di
ottenere una frazione vascolo-stromale ricca di periciti e cellule mesenchimali stromali,

definito Lipogems®.

5.1 Lipogems®

Negli ultimi anni P’interesse nei confronti del tessuto adiposo come fonte abbondante e
facilmente reperibile di MSC ¢ cresciuto notevolmente sia nel campo della Medicina umana
che veterinaria, visti 1 diversi indirizzi terapeutici a cui queste cellule possono essere
destinate.

Come gia detto, le ADSC possono essere ottenute tramite digestione enzimatica o
separazione meccanica del tessuto adiposo ed essere utilizzate come componenti della SVF
o come cellule isolate dalla loro nicchia attraverso manipolazioni e coltura in vitro, sebbene
questo comporti una notevole riduzione delle loro potenzialita terapeutiche e richieda
manipolazioni laboratoristiche strettamente normate. In questo panorama si ¢ manifestata la

necessita di studiare prodotti contenenti cellule progenitrici che aggirino 1 problemi e le
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restrizioni legati alla manipolazione enzimatica in accordo con le linee guida di buona pratica
di lavorazione, e il risultato ¢ stato 1’ideazione di tecniche in cui isolamento del prodotto,
processazione e somministrazione vengono effettuati nella stessa seduta di intervento.

Lipogems®

¢ un dispositivo ideato e brevettato in Italia che consente di raccogliere e
processare il tessuto adiposo al fine di ottenere un prodotto facilmente utilizzabile e dal
grande potenziale terapeutico.

I tessuto adiposo raccolto tramite lipoaspirazione viene micro-frammentato e purificato
dalla frazione oleosa e dai residui ematici, eliminando cosi le componenti dal potenziale pro-
infiammatorio. Il processo di micro frammentazione del tessuto adiposo prelevato simula un
danno tissutale e attiva la trasformazione delle cellule perivascolari, i periciti, in MSC attive
che nel sito di inoculazione, trovando I’ambiente ideale di proliferazione grazie al
mantenimento dell’integrita della SVF, iniziano a secernere vescicole extracellulari, in
particolar modo esosomi, contenenti le molecole, citochine e fattori di crescita responsabili
della creazione di un ambiente rigenerativo e riparativo nell’articolazione interessata dal

processo patologico. B8]

5.1.2 Procedura Lipogems®
La procedura Lipogems® ¢ stata utilizzata per la prima volta in Medicina Veterinaria nel

2014 in cani affetti da artropatie spontanee in alternativa a terapie basate su MSC derivanti
da midollo osseo coltivate, costose e dai processi di lavorazione complessi. La scelta
Lipogems® ¢ stata motivata dall’idea di proporre una terapia efficace, di rapida esecuzione,
con costi contenuti e senza la necessita di manipolazioni di laboratorio, per patologie
debilitanti come I’osteoartrosi e diverse malattie infiammatorie croniche e immunomediate.
La ricerca in questo campo non si pone solo I’obiettivo di trattare le patologie dei nostri

animali domestici, ma si serve del modello canino, considerato il piu simile a quello umano
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nel campo delle patologie ortopediche, per garantire ulteriori approcci da poter utilizzare

nelle diverse specie animali, uomo compreso.

[85]

La procedura consiste nell’aspirazione di un quantitativo di tessuto adiposo variabile a

seconda della conformazione dell’animale a livello para-lombare, bilateralmente. Il

lipoaspirato viene processato con il dispositivo per ottenere, attraverso forze meccaniche, un

prodotto ricco di periciti e MSC contenuti all’interno di una frazione vascolo-stromale

mantenuta intatta, somministrabile nella stessa seduta senza la necessita di ulteriori

manipolazioni.

Questa tecnologia basa la sua efficacia su cinque principi:

1.

La processazione attuata dal dispositivo mantiene i periciti vitali all’interno della
frazione vascolo-stromale intatta. I periciti, fisiologicamente, in seguito ad una
lesione della parete vascolare si staccano dai capillari e danno origine a cellule
mesenchimali stromali attive che rilasciano fattori rigenerativi. Lipogems®, grazie
alla frammentazione meccanica del tessuto adiposo, consente 1’attivazione dei
periciti in cellule mesenchimali stromali che possono cosi svolgere la loro attivita sui
tessuti danneggiati.

In seguito alla somministrazione, le MSC iniziano a produrre molecole bioattive che
vengono secrete in esosomi con attivita paracrina sui tessuti circostanti. Lo spettro di
molecole bioattive contenuto negli esosomi sembra essere molto pit ampio nel
tessuto adiposo processato meccanicamente rispetto a quello digerito tramite enzimi,
in quanto questi ultimi danneggino la matrice extracellulare causando una riduzione
dell’attivita secretoria, oltre ad aggredire e distruggere gli esosomi stessi e le altre
cellule contenute nella frazione vascolo-stromale. Lipogems®, invece, riesce a

mantenere intatti 1 contatti cellula-cellula e cellula-matrice extracellulare
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supportando cosi la vitalita e la funzionalita delle cellule che rimangono all’interno
del loro ambiente originale, e questa ¢ una differenza fondamentale rispetto alla
maggior parte delle metodiche di isolamento che non preservano 1’integrita
strutturale della nicchia adiposa.

Il prodotto ottenuto ¢ un tessuto adiposo micro-frammentato che incrementa le
naturali proprieta rigenerative del tessuto ricevente attraverso 1’attivazione degli
stessi eventi biologici coinvolti nei fisiologici processi di riparazione.

La frammentazione meccanica permette di ottenere un prodotto che pud essere
somministrato nella stessa seduta di prelievo, senza necessita di alcun trattamento
enzimatico o di espansione cellulare in vitro.

Lipogems® & approvato dalla FDA (Food and Drug Administration) come dispositivo
che consente di lavare, ridurre, micro-frammentare e concentrare il tessuto adiposo,
specificandone la minima manipolazione e la preservazione non solo della nicchia
vascolo-stromale ma anche della microarchitettura del tessuto e delle cellule. I criteri
di definizione della FDA sono 1) 1’'uso autologo, 2) la minima manipolazione, 3)
I’assenza di enzimi nel processo, 4) il prelievo e la somministrazione devono
avvenire nella stessa seduta, 5) non viene aggiunto alcun prodotto oltre a soluzione

salina, 6) il suo meccanismo d’azione primario non dipende dall’attivita metabolica

delle cellule.

1l prodotto Lipogems® ¢ anche riconosciuto dal Centro Nazionale Trapianti come tessuto

adiposo destinato ad innesto autologo.!

83]

La procedura viene effettuata con un dispositivo medico monouso di classe IIA (Figura 4)

costituito da un cilindro di plastica (4) connesso da un’estremita ad una sacca di soluzione

salina sterile (B) e dall’altra ad un contenitore per la raccolta dei prodotti di scarto (C).
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Alle estremita del cilindro, distinte grazie a due colori diversi (I’estremita colorata ¢
connessa alla soluzione salina, quella non colorata alla sacca dei residui) sono posti due filtri
responsabili del primo (D) e dell’ultimo (£) processo di filtrazione del tessuto adiposo,
mentre all’interno del cilindro sono contenute cinque biglie di metallo che hanno la funzione

di micro-frammentarlo. Ad ogni estremita ¢ posizionato un raccordo per siringhe Luer Lock

(Portula

Figura 4. Dispositivo Lipogems®; immagine a cura dell'autore.

attraverso cui viene introdotto il lipoaspirato nel cilindro e si estrae, alla fine della procedura,
il prodotto Lipogems®.

Al cilindro sono collegati due deflussori dotati di sistema di chiusura: il primo veicola la
soluzione salina all’interno del dispositivo al fine di lavare il tessuto adiposo eliminando la

componente oleosa, mentre I’altro € collegato alla sacca che raccoglie i residui del lavaggio.
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Prima dell’inizio della procedura, il cilindro viene riempito completamente con la soluzione
salina NaCl 0,9% sterile.
I1 processo si divide in due fasi operative, la lipoaspirazione e la frammentazione del tessuto

prelevato. !l

5.1.2.1 Lipoaspirazione
Il paziente viene sedato, indotto € mantenuto sotto anestesia gassosa per tutta la durata della

procedura secondo protocolli anestesiologici standard.

Il paziente viene posto in decubito sternale e il campo operatorio preparato tramite tricotomia
e scrub chirurgico di un’area che si estende da L1 a L7 compresa tra una linea immaginaria
che collega le creste iliache e una che collega gli ultimi archi costali nella meta piu dorsale.
Con un ago da 18G si effettua un foro cutaneo all’altezza della quinta vertebra lombare,
attraverso cui si svolgera la lipoaspirazione: viene preferito 1’utilizzo di un foro rispetto ad
un’incisione cutanea per limitare I’ingresso di aria a livello sottocutaneo al fine di mantenere
la pressione negativa che favorisce la lipoaspirazione.

La fase iniziale del processo consiste nell’idratazione del tessuto sottocutaneo della regione
para-lombare destra e sinistra con 4ml/kg di soluzione salina sterile a cui viene aggiunta
adrenalina al dosaggio di 0,05 mg/10ml di NaCl che viene lasciata agire per una quindicina
di minuti inducendo una vasocostrizione che riduce 1’entita del sanguinamento durante il
prelievo di tessuto.

La lipoaspirazione viene eseguita con una cannula da 16 G 1 cui fori terminali presentano
margini affusolati in grado di scollare il tessuto adiposo; alla cannula ¢ raccordata una siringa
da 10 ml auto-bloccata che consente di mantenere una pressione in aspirazione costante che,
eseguendo movimenti longitudinali e rotatori in tutta 1’area precedentemente irrigata,

permette il prelievo di tessuto adiposo. Quando viene ottenuto un volume di almeno 30 ml
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si pud procedere con il trasferimento del lipoaspirato all’interno del cilindro

precedentemente riempito con soluzione salina sterile.

5.1.2.2 Micronizzazione del tessuto adiposo
L’inserimento del lipoaspirato all’interno del cilindro consente una prima frammentazione

del tessuto, in quanto ad entrambe le estremita siano posizionati due filtri che, grazie alla
pressione a cui viene sospinta la sostanza all’interno, riducono le dimensioni degli
agglomerati di cellule adipose. Con I’apertura delle valvole a monte e a valle del cilindro
viene fatta defluire la soluzione fisiologica per il primo lavaggio del lipoaspirato. In
concomitanza al flusso continuo di soluzione salina, il cilindro viene roteato dall’operatore
fino a che non si iniziano a distinguere due fasi della soluzione, un surnatante di colore
giallo-rosato e una frazione acquosa sottostante: a questo punto il flusso viene interrotto con
la chiusura delle valvole e il cilindro viene shakerato per due minuti, permettendo cosi alle
biglie di frammentare il tessuto ulteriormente. Al termine di questo lasso di tempo il
dispositivo viene fatto roteare lentamente con le valvole aperte per un secondo lavaggio fino
a che non saranno nuovamente distinguibili due fasi.

Per estrarre il surnatante vengono raccordate alle estremita due siringhe, una al polo colorato
riempita con un massimo di 10 ml di soluzione salina sterile e 1’altra vuota, e, a valvole
chiuse, si spinge il contenuto della prima siringa in una estremita, e per aumento della
pressione il surnatante al lato opposto verra sospinto nella siringa vuota. Il passaggio viene
ripetuto finché ¢ presente surnatante da estrarre dal cilindro e le siringhe ottenute vengono
poste a decantare per 3-5 minuti, trascorsi i quali sono distinguibili due fasi: la parte
inferiore, liquida, viene eliminata, mentre il surnatante, ricco di periciti, MSC e dei
componenti della frazione vascolo-stromale, ¢ pronto per essere iniettato all’interno

dell’articolazione interessata.
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5.1.2.3 Somministrazione di Lipogems®
Per I’iniezione di Lipogems® il paziente viene posto in decubito laterale e 1’articolazione

interessata preparata asetticamente per la somministrazione: viene inserito un ago
(generalmente 20G) all’interno dell’articolazione attraverso il quale ¢ possibile prelevare
una piccola quantita di liquido sinoviale per eventuali analisi ¢ somministrare il prodotto
della micro-frammentazione. Il quantitativo di materiale iniettato dipende dalle dimensioni
del paziente, dal tipo di articolazione e dal volume finale di prodotto ottenuto: cani con un
peso corporeo al di sopra dei 30 kg possono ricevere un quantitativo di 2 ml per ogni
articolazione, trai 15 kg e 1 30 kg circa 1,5 ml e cani di taglia piu piccola (1-14 kg) 1 ml.
Se non fosse possibile raggiungere la cavita articolare, Lipogems® puo essere iniettato in
sede periarticolare.

A poche ore dalla procedura il paziente puo tornare a casa con prescrizione di antidolorifico
e antinflammatorio per qualche giorno, mentre I’attivita fisica deve essere limitata per circa
una settimana.

Se il tessuto adiposo ottenuto con il prelievo dovesse essere particolarmente abbondante e
anche la resa finale superasse il quantitativo necessario per 1’iniezione, il prodotto puo essere

congelato e somministrato al bisogno nello stesso paziente, anche a mesi di distanza.[®*!
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Capitolo 6 — SOMMINISTRAZIONE INTRA-
ARTICOLARE DI ADSC: LETTERATURA

In Medicina Veterinaria il numero di studi clinici effettuati per verificare 1’efficacia e la
sicurezza della somministrazione intra-articolare autologa di MSC derivate dal tessuto
adiposo in pazienti affetti da OA ¢ molto limitato.

In uno studio del 2012 effettuato dall’Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Sicilia, dal
Dipartimento di Scienze Sperimentali e Biotecnologie Applicate e dalla Facolta di Medicina
Veterinaria di Messina ¢ stato valutato I’effetto di una singola iniezione intra-articolare di
cellule mesenchimali derivate da tessuto adiposo in cani che presentavano zoppia associata
a OA dell’articolazione del gomito.

Sono stati reclutati 4 cani di razze diverse, di etd compresa tra 4 ¢ 8 anni € con un peso
corporeo tra i 22 e i 70 kg che presentavano zoppia associata a OA dell’articolazione del
gomito da almeno 6 mesi. Ogni soggetto ¢ stato valutato attraverso 1’esame ortopedico per
rilevare dolore alla manipolazione, alterazioni del ROM e della funzionalita dell’arto.

I campioni di tessuto adiposo prelevati tramite procedura chirurgica standard per un minimo
di 5 g per ogni paziente sono stati sottoposti a digestione enzimatica con collagene di tipo
IA, e, in seguito a centrifugazione e lavaggio del pellet, sono state poste in incubazione in
atmosfera con il 5% di COz in un terreno di coltura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) a basse concentrazioni di glucosio, arricchito con siero fetale bovino. L’identita
delle ADSC ¢ stata verificata grazie alla loro capacita di aderire alla superficie plastica delle
fiasche di coltura, di formare colonie e di differenziare nelle linee cellulari mesodermiche

dando origine a condrociti, adipociti e osteociti.
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Gli animali coinvolti nello studio presentavano alterazioni dell’andatura con zoppia
persistente al passo e al trotto, dolore alla manipolazione passiva delle articolazioni
coinvolte, ROM limitato e intolleranza all’esercizio fisico. Inoltre, agli esami radiografici ¢
stata confermata 1’evidenza di DJD, con segni di degenerazione moderata e osteofitosi.
Due dei quattro cani coinvolti nello studio hanno ricevuto una somministrazione di ADSC
sospese in un substrato di PRP, mentre negli altri due individui le cellule sono state iniettate
in sospensione con acido ialuronico.

Dopo una prima settimana di riposo, i pazienti sono stati visitati dal veterinario: le
manifestazioni cliniche sono risultate nettamente migliori dopo il trattamento rispetto al
punto di partenza. Un mese dopo il trattamento tutti i cani coinvolti nello studio hanno
mostrato miglioramento della zoppia al trotto e riduzione del dolore alla manipolazione, e il
parere del proprietario ha confermato i miglioramenti.[”?!

I1 secondo studio preso in esame, pubblicato nel 2014, si pone 1’obiettivo di determinare
I’efficacia terapeutica dell’utilizzo di ADSC nel trattamento della zoppia in corso di OA
attraverso la valutazione di parametri ottenuti tramite una piattaforma di forza.

Sono stati selezionati nove cani con osteoartrosi dell’anca che, al momento della valutazione,
non erano in terapia con alcun trattamento farmacologico come FANS, analgesici e
nutraceutici, € un gruppo di controllo costituito da cinque cani sani.

I parametri registrati prima del trattamento e in corso del follow-up sono stati la Peak
Vertical Force (PVF), definita come la forza massima esercitata perpendicolarmente alla
superficie d’appoggio che graficamente ¢ rappresentata dal punto piu alto di una curva che
indica la variazione delle forze esercitate sulla superficie d’appoggio durante I’andatura, e il

Vertical Impulse (VI), che si ottiene misurando ’area sottostante la curva della PVF.4
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Attraverso biopsia della regione inguinale ¢ stato prelevato un quantitativo di 20 g di tessuto
adiposo, successivamente digerito con collagenasi e centrifugato per concentrare le cellule
da sottoporre ad espansione in coltura, da cui sono state ottenute circa 30 milioni di cellule
mesenchimali. Le cellule sono state poi infiltrate asetticamente all’interno della cavita
articolare.

L’analisi dell’andatura ¢ stata eseguita con 1’ausilio di una piattaforma di forza collegata ad
un software di raccolta dati su cui gli animali presi in esame sono stati accompagnati a
velocita controllata, al guinzaglio e sempre dal medesimo operatore; 1’analisi ¢ stata ripetuta
al giorno 0, giorno 30, 90 e 180 post trattamento.

Un miglioramento netto ¢ stato osservato sia nei valori di PVF che di VI, sebbene dopo un
mese dal trattamento i parametri siano tornati alla condizione di partenza. La misurazione di
PVF e di VI nei sei mesi di follow-up ha dimostrato quantitativamente 1’efficacia della
somministrazione intra-articolare di ADSC in corso di zoppia causata da OA, sebbene
’effetto sia diminuito progressivamente dopo il primo mese fino a tornare ad una condizione
simile a quella di partenza a 90 giorni dal trattamento.[**]

In letteratura sono presenti pubblicazioni riguardo alla valutazione dell’efficacia della
somministrazione simultanea di frazione vascolo-stromale (SVF) e plasma ricco di piastrine
(PRP) intra-articolare ed endovenosa in cani con osteoartrosi dell’articolazione dell’anca: in
uno studio del 2015 sono stati esaminati 22 cani suddivisi in un gruppo placebo e un gruppo
trattato. Tutti 1 partecipanti allo studio sono stati sottoposti ad esame ortopedico, analisi
goniometrica, valutazione della zoppia, misurazioni con piattaforma di forza (PVF) e sono
stati conferiti dei punteggi basati sul sistema CBPI (Canine Brief Pain Inventory [%¢) che
permette la quantificazione del dolore attraverso un questionario contenente domande

inerenti alle manifestazioni algiche alle quali si assegna un punteggio da 0 a 10. Ai pazienti
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del gruppo trattato sono stati somministrati SVF e PRP per via intra-articolare ed
endovenosa, mentre il gruppo di controllo ha ricevuto un’iniezione di sostanza placebo. In
accordo con i proprietari, gli animali sono stati esaminati a 4, 8, 12 e 24 settimane. Nella
prima settimana dopo il trattamento due cani hanno manifestato aumento del dolore alla
manipolazione e della zoppia, probabilmente dovuti alla distensione dell’articolazione in
seguito alla procedura di inoculazione, e in entrambi i casi il dolore si ¢ risolto dopo qualche
giorno senza nessun ulteriore trattamento. Interessante ¢ 1’osservazione di una riduzione del
BCS nel gruppo trattato a 24 settimane rispetto al gruppo di controllo: ci6 puod indurre a
pensare ad una perdita di peso dovuta ad un aumento del movimento reso possibile da una
diminuzione della sensazione dolorifica. I punteggi CBPI sono diminuiti notevolmente nel
gruppo trattato alla ventiquattresima settimana rispetto al gruppo di controllo, mentre i valori
di PVF registrati hanno subito un incremento significativo dal punteggio di base registrato
al giorno 0, indicando cosi un aumento del carico sull’arto interessato. Lo studio si € posto
anche I’obiettivo di testare la sicurezza della somministrazione simultanea di SVF e PRP
intra-articolare ed endovenosa e 1 risultati sono stati incoraggianti, in quanto nessun animale
ha manifestato reazioni avverse o effetti collaterali, fatta eccezione per 1 due individui che
hanno mostrato un aumento della zoppia nella prima settimana post trattamento.!’¢!

Risultati simili in termini di efficacia e sicurezza sono stati riportati in due studi (718
condotti da un’equipe statunitense nel 2007 e nel 2008. Nel primo sono stati reclutati 21 cani
di eta compresa tra 1 e 11 anni affetti da osteoartrosi bilaterale d’anca da almeno 6 mesi,
divisi in un gruppo destinato al trattamento e uno di controllo. Tutti i soggetti presentavano
zoppia persistente al passo e al trotto, dolore alla manipolazione, range of motion limitato e
intolleranza all’esercizio ed erano presenti evidenze radiografiche di DJD. Per ogni

individuo compreso nello studio ¢ stato compilato un questionario standardizzato per
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assegnare un punteggio alla zoppia al passo (1-6), al trotto (1-6), al dolore alla manipolazione
(1-3), al ROM (1-4) e alla disabilita funzionale (1-5) al giorno 0, a 30, 60 ¢ 90 giorni post
trattamento; anche ai proprietari ¢ stata chiesta una valutazione oggettiva raccolta tramite la
compilazione del CODI (Cincinnati Orthopedic Disability Index®!). In seguito al prelievo
di tessuto adiposo ¢ stata isolata la SVF attraverso digestione enzimatica con collagenasi,
lavaggio e centrifugazione, e le cellule ottenute sono state poste in coltura. Ogni paziente ha
ricevuto da 4,2 a 5 milioni di ADSC sospese in 0,6 ml di PBS (Phosphate Buffer Saline) per
articolazione.

I miglioramenti dei punteggi sono risultati statisticamente significativi nel gruppo trattato ad

ogni valutazione e per tutti i parametri presi in considerazione (Figura 5).

Prdmeter

(Range) Tretment  Raseline 30 Doy PVilue* 60 Dy PVidue® 90 Day: P Vidhue®
Lamichess Semedl 2441034 17:02 037 156:034 015 156:029 015

atwalk (1-6) ¢ onpol 2114020 19+03 NS 200:033 NS 189:026 NS

Eammichess Semedl  289:020 18:03 <001 1781032 <001 1563024 <00]

attot(1-6) o ot 2295015 19:02 NS 189+031 NS 189:02 NS
Pain on manip- Swemodl  222:005 12301 <001 156+0.18 003 144:018 010

ubtion (1-3) ¢ onedl 2005017 19+02 NS 189:020 NS 189:020 NS
Range of Semedl 2891020 17+02 001 189:026 009 189+0.11 009
motion (I-4) el 2331047 20:02 NS 211:020 NS 233:024 NS
Functional Semedl 2671024 14+02 011 178:032 NS 1891035 NS

dimbility (1-5) o peral 24440108 18402 033 1784022 033 1891026 NS

* Pvalue ve baseline; one-way repeated messures analysis of variance.
NE = not significant.

Figura 5. Punteggi dell'esame ortopedico in cani con osteoartrosi bilaterale delle anche, confronto tra gruppo trattato
con ADSC e gruppo di controllo. Immagine a cura di [87].

Lo studio del 2008 ¢ assimilabile a quello appena preso in considerazione in termini di
selezione della popolazione analizzata e parametri valutati. In questo caso hanno aderito allo
studio 14 cani affetti da OA di gomito con storia clinica di rimozione chirurgica di FCP e/o
OCD che sono stati osservati per un lasso di tempo pit ampio rispetto allo studio precedente,
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prolungando il follow up fino a 180 giorni post trattamento: come mostrato in Figura 6,
alcuni punteggi hanno mostrato un ulteriore, leggero miglioramento, mentre altri sono

rimasti stabili attorno ai valori rilevati al 90esimo giorno post-trattamento.

Lameness Lameness Pain on Joint Punctional Compaosite
Time at Walk at Trot Manipulation Stiffness Disability Score
Baseline 2.7 £ 0.14 2.9 1 0.08 2.1 +0.08 2.7 +0.13 3.0+023 13.3 + 0.51
30 days 2.2 +0.20 23+0.19 1.8 +0.11 23+0.14 2.2+ 020 10.6 + 0.69
60 days 2.1 022 2.310.19 1.8+ 0.13 2.1+0.18 21+020 103079
90 days 1.7 + 0.22 2.0+ 0.21 1.8 + 0.09 20+ 0.14 1.7 + 0.18 9.2+ 0.70
180 days 1.7 + 0.24 1.8 + 0.25 1.8 + 0.10 23+0.16 1.6 + 0.23 9.2 + 0.82
Significancet P < .001 P=.002 P=.108(NS) P=.002 P < .001 P <.001

*Individual scores for various paramerers: lameness, 1 (normal) 1o 6 {nun-.:.mbu]ntor}']; pain, 1 (no pain) to 3 (severe);
range of motion (stiffness), 1 (normal) ro 4 (pain on any joint manipuktion); funcrional disability, 1 (nermal; no stiffness)
to 5 (does not want to walk); composite score maximum, 24.

TRepeated measires ana]ysis of variance on ranks.

NS = not significant.

Figura 6. Punteggi dell’esame ortopedico in 14 cani con osteoartrosi dell’articolazione del gomito prima e dopo la
somministrazione intra-articolare di ADSC. Immagine a cura di [88].

Effetti positivi a lungo termine sono stati riscontrati in un trial clinico®” in cui cani a cui
sono state somministrate per via intra-articolare ADSC autologhe sono stati valutati fino a
piu di un anno post trattamento, prendendo in considerazione i parametri degli studi [87] e
[88]: solo due parametri su cinque valutati, zoppia al trotto e ROM, hanno mostrato valori

migliori rispetto al giorno 0 a distanza di un anno.

Dall’analisi della letteratura si deduce che la maggior parte delle prove effettuate su
campioni di popolazione canina affetta da OA abbiano portato a risultati soddisfacenti nel
trattamento delle manifestazioni dolorifiche legate a questa importante patologia. Negli studi
presi in considerazione si nota una certa omogeneita sia nei parametri rilevati che nel
miglioramento dei punteggi durante il periodo di follow up. Sebbene la componente

soggettiva di una misurazione osservazionale possa creare delle variazioni nei risultati, 1

80



diversi studi sono stati strutturati in modo tale da ridurne al minimo 1’incidenza, attraverso
’utilizzo di metodi di misurazione oggettivi come le piattaforme di forza e la suddivisione

dei pazienti in gruppi trattati e gruppi placebo.
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CONCLUSIONI

L’osteoartrosi ¢ una malattia degenerativa che deriva dalla perdita dell’omeostasi della
cartilagine articolare la quale non riesce a reagire all’insulto con un’adeguata risposta
riparativa: I’utilizzo di terapie a base di MSC contribuisce alla riparazione tissutale grazie
alla secrezione di fattori di crescita e sostanze ad azione paracrina che modulano il processo
inflammatorio promuovendo una condizione di rigenerazione.

I dati raccolti in questo elaborato hanno messo in risalto le principali soluzioni terapeutiche
basate sull’utilizzo di cellule, soprattutto autologhe, che negli ultimi anni si stanno
diffondendo sempre di piu in ambito ortopedico e hanno mostrato un potenziale significativo
per il trattamento dell’ osteoartrosi.

Come emerso dai capitoli precedenti, le fonti principali di cellule mesenchimali stromali
sono il midollo osseo e il tessuto adiposo: sebbene il potenziale terapeutico delle due
tipologie sia molto simile, le cellule mesenchimali del tessuto adiposo sono piu abbondanti
e facilmente reperibili, e per questo il loro impiego ¢ molto piu diffuso.

Dal tessuto adiposo possono essere ottenuti due prodotti dall’azione terapeutica simile: le
ADSC e la frazione vascolo stromale. Quest’ultima rappresenta I’alternativa piu versatile sia
in termini di ottenimento che di efficacia, poiché, come riportato nello studio sul dispositivo
Lipogems®, permette un’azione terapeutica a lungo termine con effetti visibili anche a
diversi mesi di distanza dal trattamento, oltre a garantire alle ADSC la persistenza all’interno
di un ambiente favorevole alla secrezione degli esosomi e alla proliferazione. Le MSC
contenute nella frazione vascolo-stromale sembrano infatti sopravvivere per molto tempo
all’interno dell’articolazione, caratteristica che differenzia questo prodotto dai trattamenti

farmacologici tradizionali che, pur manifestando una buona azione antidolorifica e
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antinfiammatoria, presentano effetti collaterali non indifferenti e hanno una durata d’azione
breve.

Oltre a presentarne le potenzialita terapeutiche, in questo studio ¢ stato anche riportato
I’elevato livello di sicurezza delle terapie con cellule mesenchimali stromali, che, soprattutto

nell’utilizzo intra-articolare, non hanno manifestato reazioni avverse significative.

Sebbene in ambito clinico ’utilizzo delle terapie cellulari sia accettato e i pochi studi riportati
abbiano fornito dati statisticamente rilevanti a favore della loro efficacia, persistono ancora
molte domande sulle funzioni e 1 meccanismi d’azione delle MSC, e le conoscenze a
riguardo sono in continua evoluzione.

Sarebbe quindi necessario, al fine di confermare o confutarne 1’efficacia, disporre di un
numero ampiamente maggiore di dati registrati attraverso sistemi di valutazione oggettivi
come Force Plate Analysis e scale di punteggi standardizzati. Fino a che le evidenze
scientifiche non saranno sufficienti a chiarirne le funzioni, 1 meccanismi d’azione e a
comprovarne efficacia e sicurezza, le terapie cellulari saranno considerate sperimentali.

Le terapie cellulari possono rappresentare un’alternativa efficace e sicura per il trattamento
dell’osteoartrosi, ma bisogna sottolineare che nessun intervento terapeutico in una patologia
cosi complessa debba essere considerato come l’unica soluzione, poiché 1’approccio
multimodale basato sull’associazione della terapia, qualunque essa sia, del controllo del peso
e dell’attivita fisica per intervenire sulle principali cause di alterazione dell’omeostasi

tissutale rimarra sempre un caposaldo nel trattamento di questa malattia.
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