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RIASSUNTO

Le cellule stromali mesenchimali (MSCs) sono state recentemente proposte come un valido
approccio per il trattamento dell’osteoartrite (OA), patologia degenerativa cronica della cartilagine
articolare, comunemente diagnosticata nella pratica veterinaria equina. Essendo le convenzionali
opzioni terapeutiche soltanto di natura palliativa, si ripone infatti grande aspettativa nella medicina
rigenerativa, al fine di individuare un trattamento alternativo che possa invece promuovere la
rigenerazione cartilaginea e quindi ristabilire I'omeostasi articolare, in prospettiva di una guarigione
a lungo termine. La capacita intrinseca di autorinnovamento e differenziamento multilineare, cosi
come gli importanti effetti immunomodulatori ed antinfiammatori esercitati dalle MSCs, rendono
tali cellule le pit promettenti in ambito clinico. In particolare & stato attualmente dimostrato come
I'effetto terapeutico delle MSCs sia principalmente correlato al rilascio di molecole bioattive,
comunemente definite come secretoma. Questo complesso insieme di fattori secreti, sembra
rappresentare una valida alternativa come terapia acellulare, offrendo numerosi vantaggi in termini
di sicureza ed efficacia, rispetto all’applicazione diretta di MSCs. Affinché questo prodotto potesse
essere facilmente impiegabile nella pratica veterinaria, sono stati combinati i processi di
ultrafiltrazione e liofilizzazione, ottenendo il liosecretoma.

In questo studio & stata condotta una valutazione preliminare della sicurezza in vivo dopo
applicazione intra-articolare di liosecretoma nel cavallo. A tale scopo quattro animali adulti, affetti
da patologia osteoartritica, sono stati sottoposti ad applicazione intra-articolare di liosecretoma
derivante da MSCs allogeniche. Con I'obiettivo di testare unicamente la sicurezza del prodotto, ogni
cavallo arruolato & stato sottoposto a valutazioni cliniche pre e post trattamento. | risultati ottenuti
in fase di follow-up evidenziano I'assenza di reazioni avverse sistemiche o locali clinicamente
significative, ponendo i presupposti necessari a procedere con ulteriori studi clinici relativi alla

sicurrezza e all’efficacia del liosecretoma.






ABSTRACT

Mesenchymal stromal cells (MSCs) have recently been proposed as a viable approach for the
treatment of osteoarthritis (OA). OA is a chronic degenerative disease of articular cartilage
commonly diagnosed in equine veterinary practice. As conventional therapeutic options are only
palliative in nature, great expectation is indeed placed on regenerative medicine in order to identify
an alternative treatment. Regenerative medicine can instead promote cartilage regeneration and
thus restore joint homeostasis, with a view to long-term healing. The intrinsic capacity for self-
renewal and multilinear differentiation, as well as the important immunomodulatory and anti-
inflammatory effects exerted by MSCs make these cells the most promising in the clinical setting. In
particular, it has currently been shown that the therapeutic effect of MSCs is mainly related to the
release of bioactive molecules, commonly referred to as secretomes. This complex set of secreted
factors seems to represent a viable alternative as an acellular therapy, offering numerous
advantages in terms of safety and efficacy compared to the direct application of MSCs. In order to
make this product easily used in veterinary practice, the processes of ultrafiltration and
lyophilization were combined resulting in a lyosecretoma.

In this study a preliminary evaluation of in vivo safety after intra-articular application of
lyosecretoma in horses was conducted. For this purpose, four adult animals with osteoarthritic
disease underwent intra-articular application of liosecretoma derived from allogeneic MSCs. With
the aim of testing the safety of the product, each enrolled horse underwent pre- and post-treatment
clinical evaluations. Results obtained at follow-up showed the absence of clinically significant
systemic or local adverse reactions, setting the stage for proceeding with further clinical studies

related to the safety and efficacy of liosecretoma.
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1. INTRODUZIONE

1.1. Le cellule staminali (CSs)

1.1.1. l'autorinnovamento ed il potenziale differenziativo

Le cellule staminali (CSs) possono essere definite come un’unita biologica, responsabile per lo
sviluppo e la rigenerazione dei tessuti e degli organi (Bacakova et al., 2018). Le CSs sono infatti
cellule indifferenziate (uncommited cells), con potenziale clonogenico, capaci di

autorinnovamento (self-renewal) e di differenziare in linee cellulari multiple (Weissman, 2000).

L'autorinnovamento rappresenta la capacita delle cellule di compiere un numero illimitato di cicli
replicativi, mantenendo lo stesso stadio di differenziazione. Questo processo e reso possibile
attraverso una divisone di tipo asimmetrica o simmetrica (Figura 1), che permette di generare
rispettivamente una o due cellule identiche rispetto alla cellula progenitrice (He Shenghui et al.,
2009). In caso di divisione asimmetrica, una delle due cellule figlie andra incontro ad un processo
di differenziazione, assicurando il mantenimento della integrita anatomica e funzionale del
tessuto.

Il programma di autorinnovamento comporta |'azione bilanciata di proto-oncogeni (promotori
dell’autorinnovamento) e sopressori tumorali (limitatori dell’autorinnovamento e mantenitori
dell’integrita genomica), coinvolti specificamente nel mantenimento delle caratteristiche di
staminalita. La regolazione di questi meccanismi cellulari intrinseci avviene attraverso segnali
cellulari estrinseci, prodotti a livello delle nicchie staminali (Shenghui He et al., 2009). La nicchia
staminale & un vero e proprio microambiente in grado di ospitare una o piu CSs (Comoglio, 2012),
grazie alla presenza di elementi cellulari e fattori molecolari che, interagiscono con queste,

presiedendo al loro mantenimento e regolandone le funzioni in base alle richieste tissutali.

Il processo di differenziamento permette la trasformazione di CSs non differenziate in una
tipologia cellulare specializzata, capace di dare origine a tessuti specifici. Lo stato differenziativo
delle CSs e il risultato di stimoli di derivazione intracellulare (espressione genica), determinati
dallo specifico programma di sviluppo della cellula ed extracellulare, provenienti dal
microambiente staminale, che concorrono all’adattamento delle CSs nei confronti delle richieste

tissutali dell’organismo.



La differenziazione cellulare avviene attraverso I'attuarsi di una divisione di tipo asimmetrica ed
inizia nel momento in cui le CSs recepiscono tali stimoli, per i quali si ha la soppressione
dell’espressione dei geni necessari al mantenimento della staminalita e I'espressione dei geni

richiesti per la specializzazione.

L'equilibrio tra i processi di autorinnovamento e differenziamento garantisce I'omeostasi

tissutale e assicura il corretto turn over cellulare in tutti i tessuti dell’organismo (Morrison e

Kimble, 2006).

Divisione asimmetrica Divisione simmetrica

Figura 1. Rappresentazione schematica della divisione celluare simmetrica e asimmetrica (da
Shahriyari e Komarova, 2013).
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1.1.2. La divisione cellulare asimmetrica

Il modello di divisione asimmetrica, prevede che una popolazione limitata di CSs provveda al
mantenimento del pool cellulare staminale di un tessuto. Ogni cellula progenitrice andra infatti
a produrre una copia di se stessa (clonazione cellulare) e una cellula differenziata (Shahriyari et
al., 2013), permettendo quindi di garantire contemporaneamente il processo di
autorinnovamento e di differenziamento cellulare.

La divisone cellulare asimmetrica & resa possibile sia da programmi intrinseci alla cellula, che da
segnali estrinseci ambientali, provenienti dalla nicchia staminale (Morrison e Kimble 2006).

Il meccanismo intrinseco prevede che alcuni componenti cellulari, implicati nel determinare
I"'autorinnovamento o il differenziamento cellulare, si localizzino in modo asimmetrico nella
cellula. In fase mitotica di divisone cellulare, I'asse del fuso viene infatti orientato in modo tale
che detti componenti siano ereditati da una sola cellula figlia (Comoglio, 2012).

Nel caso in cui intervengano i fattori intrinseci sopra citati, la divisione asimmetrica viene
denominata pre-divisonale e permette alle cellule di avere due diverse sorti nonostante le cellule
restino nello stesso microambiente. Questo € reso possibile attraverso un’ineguale ripartizione
di mRNA e proteine commisionanti tra le due cellule figlie, facendo si che con la mitosi avvenga
il differenziamento (Lombardi, 2011).

Nella divisone guidata da fattori estrinseci, il meccanismo utilizzato per una divisione
asimmetrica risiedierebbe in cambiamenti dei segnali intercorrenti tra la cellula e la nicchia
staminale (Comoglio, 2012). In quest’ultimo caso il processo divisionale asimmetrico viene
denominato post-divisonale e prevede che vengano inizialmente prodotte due cellule figlie
identiche, che andranno successivamente a diversificare, perché esposte a segnali estrinseci
diversi, forniti da distinti microambienti locali. Alla fine di questo processo avremo percid una
cellula che, rimanendo nella nicchia, mantiene le sue caratteristiche di staminalit ed una seconda
cellula che andra invece incontro a specializzazione. Il fuso mitotico in questo caso sara
posizionato in modo tale che una delle due cellule perda il contatto con le cellule di supporto,
costituenti la nicchia staminale stessa.

Mentre la divisione asimmetrica pre-divisionale € spesso osservabile nelle CSs del primo sviluppo
embrionale, le quali adottano tale tipologia di divisione con la finalita di incrementare le
dimensioni del corpo; la divisione asimmetrica post-divisonale €& invece maggiormente

riscontrabile nelle CSs permanenti del tardo stadio evolutivo dell’embrione e nelle CSs adulte
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che, presumibilmente, originano da queste. In tal caso lo scopo & ovviamente quello di

mantenere l'integrita tissutale (Lombardi 2011).
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1.1.3. La classificazione delle cellule staminali

La capacita delle cellule di differenziare in linee cellulari piu specifiche e definita dal concetto di
potenziale differenziativo, ossia dalla possibilita di tali cellule di andare incontro a un processo di
differenziamento multilineare differente, sulla base della loro potenza (Lombardi, 2011).

Le CSs, in relazione al loro potenziale differenziativo, possono quindi essere classificate in cinque
diversi gruppi: cellule totipotenti, cellule pluripotenti, cellule multipotenti, cellule oligopotenti e
cellule unipotenti (Kolios e Moodley, 2013).

Le cellule totipotenti o omnipotenti rappresentano le cellule pil indifferenziate, ritrovabili nello
stadio di sviluppo precoce dell’organismo. Un ovocita fertilizzato e le cellule delle prime due
divisioni sono cellule totipotenti, capaci di differenziare in tessuti embrionali ed extraembrionali
(Rossant, 2001).

Le cellule pluripotenti sono rappresentate dalle CSs embrionali, ossia da quelle cellule che
costituiscono la massa cellulare interna della blastocisti (Evans e Kaufman, 1981). Queste cellule,
mantengono l'abilita di originare ogni tipo cellulare che costituira i tre foglietti germinativi
(ectoderma, mesoderma, endoderma), dai quali derivano tutti gli organi e i tessuti (De Miguel et
al., 2010).

Una cellula & invece definita multipotente qualora sia gia commissionata (committed), ossia
possa dar luogo solo alle cellule che fanno parte del tessuto di appartenenza della cellula stessa.
Queste sono le CSs fetali o adulte, le quali assumono la funzione di turnover fisiologico e
mantenimento dell’omeostasi del tessuto in cui risiedono, ma anche di riparazione in seguito ad
insulto, motivo per cui sono quiescenti, ma sempre pronte all’attivazione e alla sostituzione
(Lombardi, 2011).

Le cellule stromali mesenchimali (MSCs) sono cellule multipotenti estesamente studiate (Kolios
e Moodley, 2013). Queste cellule possono differenziare in tessuti di derivazione mesodermica,
quali il tessuto adiposo, osseo, cartilagineo e muscolare. Un altro esempio di cellule multipotenti
sono le CSs ematopoietiche (emocitoblasti), in grado di differenziarsi nei vari componenti
cellulari del sangue.

Le cellule oligopotenti sono in grado di generare due o piu linee cellulari. Le CSs mieloidi e linfoidi
rappresentano il tipico esempio di cellule oligopotenti, in quanto in grado differenziare nelle linee

cellulari mieloide e linfoide (Marone et al., 2002).
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Le cellule unipotenti hanno la capacita di differenziare in un solo tipo cellulare del tessuto
specifico di appartenenza. Un esempio puo essere disegnato dalle CSs muscolari, le quali danno

origine alle cellule muscolari mature (Bentzinger et al., 2012).

Un altro criterio di classificazione comunemente utilizzato per le CSs & basato sulla loro origine,
distinguendo quindi CSs embrionali, fetali e adulte.

Le CSs embrionali sono linee cellulari ottenute dalla massa cellulare interna della blastocisti. Sono
cellule pluripotenti, in grado di produrre tutti i derivati cellulari specializzati dei tre foglietti
germinativi, quindi capaci di generare tutte le successive staminali specifiche per i diversi tessuti
dell’organismo e tutte le tipologie di cellule funzionalmente mature che da esse derivano e che
troviamo nell’organismo adulto (Conti e Catteneo, 2011).

Le CSs fetali sono le cellule staminali presenti nel feto dopo la gastrulazione. Sono cellule
pluripotenti e multipotenti, in grado di generare un ampio numero di tipi cellulari differenti
(Comoglio, 2012).

Le CSs adulte rappresentano una piccola sottopopolazione del compartimento proliferante di un
dato tessuto. Sono cellule multipotenti, deputate ad una graduale specializzazione per il ricambio
omeostatico di cellule tissutali morte e per la sostituzione di cellule danneggiate in seguito ad
insulto. Tale differenziazione cellulare segue uno schema gerarchico che prende origine da una
singola cellula staminale, dalla quale deriva prima una popolazione di transizione, che solo a
seguito di ulteriori divisioni progressive, assume le caratteristiche funzionali di cellule

completamente differenziate (Lombardi, 2011).

Le cellule di transizione o precursori transitori di amplificatozione (transit-amplifying cells),
rappresentano infine un passaggio intermedio tra le CSs e le cellule post-mitotiche differenziate.
Si tratta infatti di cellule che “transitano” dallo stato staminale a quello differenziato e che
vengono “amplificate” attraverso cicli successivi di divisioni mitotiche, che danno origine ad una

ampia progenie differenziata (Comoglio, 2012).
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1.2. Le cellule stromali mesenchimali (MSCs)

1.2.1. Identificazione e caratterizazione delle MSCs

Le cellule stromali mesenchimali (MSCs) hanno suscitato grande interesse negli ultimi due
decenni come potenziale fonte cellulare per strategie terapeutiche basate su cellule e per
I'ingegneria tissutale, principalmente per la loro capacita intrinseca di autorinnovamento e

differenziamento multilineare (Baksh et al., 2004).

Alcune delle prime prove sperimentali a sostegno dell'esistenza delle cellule stromali
mesenchimali (MSCs) hanno avuto origine dal lavoro pionieristico degli anni ’70 di Friedenstein
(Friedenstein et al., 1974). Essi riscontarono nella cellularita midollare una rara popolazione di
elementi fibroblastoidi allungati, in grado di aderire saldamente a supportiin plastica, crescendo
sotto forma di colonie. Tali unita, denominate come CFU-F (unita formanti colonie fibroblastoidi),
dimostrarono inoltre di possedere un’elevata capacita proliferativa, ma soprattutto di
distinguersi per il loro potenziale differenziativo. In particolare il trapianto di cellule in modelli
animali all'interno di supporti in ceramica (camere di diffusione) consentiva il differenziamento

in senso osteocondrocitario (Dominici et al., 2004).

Non essendo disponibile uno specifico biomarcatare per I'identificazione delle MSCs, sono stati
proposti nel 2006 dall’International Society for Cellular Therapy (ISCT) i criteri minimi per la
definizione di una cellula stromale mesenchimale umana.

Il primo criterio prevede la capacita delle MSCs di aderire a supporti in plastica quando
mantenute le condizioni standard di coltura.

Il secondo criterio implica I'espressione dei marcatori di superfice CD105, CD73 e CD90, mentre
saranno assenti le molecole di superficie CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79a o CD19 e I'antigene
leucocitario umano-DR (HLA-DR).

Il terzo criterio comporta la capacita delle MSCs di differenziare in vitro, dando origine a
osteoblasti, condroblasti e adipociti (Dominici et al., 2006).

In assenza di parametri specifici riferibili alla cellula stromale mesenchimale animale, i criteri
minimi definiti dall’ISCT, sono stati adottati come riferimento per la caraterizzazione cellulare

anche nell’ambito della medicina veterinaria.
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| criteri ISCT descrivono le MSCs come un complesso eterogeneo e non clonale di cellule staminali
multipotenti, cellule progenitrici (committed progenitor cells) e cellule differenziate (Squillaro et
al.,, 2016). Per riflettere al meglio I'eterogeneita delle MSCs e |'assenza di una popolazione
cellulare pura, € stata corretta la precedente nomenclatura da "cellula staminale mesenchimale"
a "cellula stromale mesenchimale", sebbene i termini precedentemente citati siano ancora

utilizzati in modo intercambiabile (Ullah et al., 2019).
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1.2.2. La multi-potenzialita delle MSCs

Una delle principali caratteristiche distintive delle MSCs ¢ la loro capacita di differenziare nei tre
principali lignaggi mesenchimali, quali il tessuto osseo, la cartilagine e il tessuto adiposo (Figura
2), dopo coltura in specifiche condizioni in vitro (Frenette et al., 2013). L'impegno e la
differenziazione delle MSCs in specifici tipi di cellule mature &€ un processo strettamente e
temporalmente controllato, che coinvolge le attivita di vari fattori di trascrizione, citochine,
fattori di crescita e molecole della matrice extracellulare (Baksh et al., 2004).

Numerosi dati sperimentali supportano la capacita da parte delle MSCs di dare origine a tessuto
osseo (Beresford, 1989). L'uso di appropriati medium contenenti acido ascorbico, 2-3 glicerol-
fosfato e desametasone, inducono il differenziamento di intere popolazioni di MSCs in
osteoblasti: cellule aderenti rettangolari positive per la fosfatasi alcalina, I'osteocalcina ed in
grado di dare origine a bottoni di mineralizzazione (Jaiswal et al, 1997). Inoltre, 'utilizzo di
specifici fattori di crescita, quale la proteina morfogenetica dell’'osso (BMP), induce il rapido
differenziamento in osteoblasti da parte di MSCs indifferenziate sia in vivo che in vitro (Chen et
at., 1998).

Un’ulteriore indicazione della plasticita MSCs deriva dal fatto che tali cellule possano dare origine
a condrociti (Lennon et al., 1995). Il percorso di differenziamento tuttavia non pare essere diretto
(cellula stromale mesenchimale - condrocita), ma si ritiene che coinvolga, in fasi intermedie,
elementi precursori degli osteobalsti, sottolineando la possibilita di un comune precursore
osteocondrocitico (Dominici et al., 2004). Esistono infatti numerose evidenze in vitro secondo le
quali linee cellulari di MSCs animali ed umane differenzino nello stesso tempo in condrociti ed
ostoblasti nelle medesime condizioni di coltura (Grigoriadis et al., 1988).

Le colture a lungo termine di MSCs danno origine ad adipociti in presenza di corticoseroiodi (Chen
et al., 1991). Gli adipociti possiedono una grande plasticita nel loro differenziamento, tanto che
risulta possibile convertire una cellula adipocitaria in una cellule osteoblastica e viceversa,
semplicemente modificando le condizioni colturali (Hughton et al., 1998). Ulteriori evidenze in
vivo tendono a confermare I'intercambiabilita del fenotipo tra adipociti ed osteoblasti: adipociti
midollari trapiantati in camera di diffusione possono perdere la loro capacita di accumulare lipidi,
trasformandosi in cellule aventi potenziale osteogenico (Bennett et al., 1991).

Le MSCs danno inoltre origine alle cellule stromali del midollo osseo (Figura 2) che promuovono

I’ematopoiesi (Dexter et al., 1977).
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La plasticita delle MSCs non deve particolarmente stupire, in quanto la sequenza condrogenesi,
osteogenesi, stroma pre-emopoietico, emopoiesi ed adipogenesi rappresenta la naturale
evoluzione del tessuto osseo e del midollo dalle fasi embrionali e fetali alla vita adulta. Piu
impressionanti appaiono i dati pubblicati in letteratura inerenti la capacita delle MSCs di dare
origine a cellule non di origine mesodermica (Figura 2), come mioblasti e cellule di pertinenza del
sistema nervoso centrale (Dominici et al., 2004).

Una somiglianza, almeno per cid che riguarda il fenotipo tra cellule muscolari e le MSCs era stata
gia descritta all’inizio degli anni ‘90: le cellule stromali coltivate in “Dexter-type culture”
mostrarono marcatori propri del differenziamento muscolare: a- actina del muscolo liscio,
calponina e miosina (Galmiche et al., 1993). Studi piu recenti hanno mostrato non solo la
presenza di antigeni comuni, ma la possibilita che le MSCs possano produrre miotubuli in
presenza di molecole ad azione demetilante, di farmaci antimicotici e del fattore di crescita
(bFGF) (Ferrari et al., 1998).

Alcuni studi scientifici riportarono I'esistenza di MSCs in grado di generare cellule non
mesenchimali ed in particolare neuroni. Lo sviluppo di un fenotipo caratterizzato dalla positivita
per antigeni neuro-specifici venne ottenuto grazie a media di coltura contententi bFGF, B-
mercaptoetanolo, dimetilsulfossido e idrosiixanisole butilato (Woodbury et al., 2000; Sanchez-
Ramos et al., 2000). Interessanti dati in un modello murino confermano questo fenomeno: le
MSCs iniettate nel ventricolo laterale, raggiungendo I'encefalo, divengono positive per la
proteina gliale fibrillare tipica degli astrociti, ovvero possono migrare in regioni ricche di neuroni
nella zona corticale, differenziando esse stesse in neuroni (Kopen et al., 1990).

Sebbene vi sia un numero crescente di pubblicazioni che affrontano I'eterogeneita delle MSCs, la
differenziazione multidirezionale rimane tuttora materia di studio e di dibattito (Andrzejewska

et al., 2019).
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Figura 2. Le cellule staminali mesenchimali del midollo osseo danno origine a cellule identiche
attraverso il processo di self-renewal e a cellule differenziate verso lignaggi che formano lo
scheletro e lo stroma midollare. La differenziazione in altri tipi cellulari & stata segnalata, ma
rimane ancora controversa (da Frenette et al., 2013)
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1.2.3. Il concetto di nicchia e le fonti tissutali di MSCs

Il concetto di nicchia e stato primariamente proposto da Schoefield e colleghi come un
microambiente indispensabile per il mantenimento e il differenziamento delle cellule staminali
emopoietiche (HSCs) (Schoefield et al., 1978). La nicchia ematopoietica, costituita dallo stroma e
dalle cellule stromali, fornisce un supporto fisico per la maturazione delle cellule del sangue e
ospita un'ampia gamma di stimoli e segnali utili alla regolazione dei processi di mantenimento e
differenziamento cellulare. Nello specifico, le cellule endoteliali, gli adipociti, i macrofagi, le
cellule reticolari, i fibroblasti, gli osteoprogenitori, le cellule staminali emopoietiche e la loro
progenie sono i componenti cellulari primari dello stroma midollare (Strobel et al., 1986).

Si pu0 sostenre che le MSCs occupino la stessa nicchia delle cellule staminali emopoietiche, data
la stretta vicinanza fisica di questi due tipi cellulari a livello di midollo osseo. Tuttavia, € probabile
che i segnali extracellulari e/o intercellulari necessari al mantenimento del programma di
sviluppo delle cellule staminali ematopoietiche e mesenchimali nel microambiente del midollo

osseo, siano molto diversi (Baksh et al., 2004).

Nonostante il midollo osseo sia considerata una fonte accertata di MSCs, le stesse sono state
isolate da altri tessuti tra cui I'osso trabecolare (Noth et al., 2002), il tessuto adiposo, la sinovia,
il muscolo scheletrico, il polmone, i denti decidui (Tuan et al., 2003) e le cellule perivascolari del
cordone ombelicale umano derivate dalla gelatina di Wharton (Sarugaser et al.,, 2005),

suggerendo che la nicchia MSCs sia ristretta al solo midollo osseo.

Tradizionalmente, il midollo osseo é stato la principale fonte di MSCs nell'uomo (Pittenger et al.,
1999). Tuttavia, mentre il midollo osseo € una ricca fonte di cellule staminali ematopoietiche,
contiene solo una rara popolazione di MSCs (Li et al., 2016). Inoltre, a causa della dolorosa
procedura, che spesso puo richiedere I'anestesia generale, la raccolta di MSCs derivate dal
midollo osseo e la loro applicazione nella ricerca e in ambito clinico sono problematiche. Nel
corso del tempo, numerosi altri tessuti sono stati identificati come fonti alternative di MSCs. Oggi
il tessuto adiposo, il tessuto del cordone ombelicale e il sangue del cordone ombelicale sono
considerati fonti rilevanti di MSCs.

Poiché e possibile ottenere un grande numero di MSCs dal tessuto adiposo mediante procedure
minimamente invasive, le adMSCs (adipose tissue-derived MSCs) sono diventate un importante

candidato per le terapie basate su cellule staminali autologhe e allogeniche e per I'ingegneria
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tissutale (Kolaparthy et al., 2015). L'isolamento di MSCs da cordone ombelicale viene invece

considerato promettente in ragione della giovane eta del donatore (Kwon et al., 2016).
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1.2.4. Le funzioni biologiche delle MSCs

1.2.4.1. Il meccanismo di “homing”

Le MSCs sono state ampiamente studiate per il loro potenziale terapeutico nella medicina
rigenerativa, grazie alla loro capacita di migrare verso i tessuti danneggiati e fungere da serbatoio
di fattori di crescita e molecole rigenerative (Ullah et al., 2019).

Quando i tessuti sono danneggiati, le MSCs vengono rilasciate naturalmente in circolo, migrano
verso il sito della lesione e secernono molecole per creare un microambiente che promuova la
rigenerazione (Chapel et al., 2003; Caplan, 2009). Pertanto, I'idea alla base del loro potenziale
terapeutico & che le MSCs trapiantate possano migrare verso i tessuti danneggiati e agire come
un "deposito di farmaci" per favorire il recupero e la rigenerazione dei tessuti (Caplan, 2009).
Dopo aver raggiunto il tessuto bersaglio, le MSCs secernono una varieta di fattori con potenti
effetti immunomodulanti, angiogenici e anti-apoptotici (Le Blanc e Mougiakakos, 2012; Singer e
Caplan, 2011; Bronckaers et al., 2014). Di conseguenza, le MSCs sono state studiate per un'ampia
gamma di applicazioni cliniche, come la modulazione immunitaria nelle malattie inflammatorie
e autoimmuni, la protezione dei tessuti dopo lesioni e la medicina rigenerativa (Frenette et al.,

2013).

Uno dei principali vantaggi delle terapie a base di MSCs e quindi la loro capacita di agire
preferenzialmente a livello dei tessuti danneggiati attraverso un processo di “homing”.

Nel processo di “homing” non sistemico, le MSCs vengono trapiantate localmente nel tessuto
bersaglio e vengono quindi guidate al sito della lesione tramite un gradiente di chemochine.

Nel processo di “homing” sistemico le MSCs vengono somministrate nel flusso sanguigno e
dovranno quindi subire un processo in piu fasi per uscire dalla circolazione e migrare verso il sito
della lesione. Il processo di homing sistemico puo essere suddiviso in cinque fasi (Figura 3): (1)
rotolamento, (2) attivazione, (3) arresto, (4) trasmigrazione o diapedesi e (5) migrazione

(Sackstein, 2005).
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Figura 3. Visione d’insieme schematica dei meccanismi molecolari che regolano ogni fase del
processo di “homing” delle cellule stromali mesenchimali (da Ullah et al., 2019).

Il rotolamento iniziale lungo la parete vascolare e facilitato dall'interazione tra le selectine
espresse dalle cellule endoteliali e la molecola di superficie CD44 delle MSCs (Sackstein et al.,
2008). L'esatta selectina utilizzata dalle MSCs & ancora un'area di indagine attiva, soprattutto
perché non esprimono né il ligando E- e L-selectina delle cellule ematopoietiche (HCELL) né il
ligando-1 della glicoproteina P-selectina (PSGL-1) (Sackstein et al. ., 2008).

La seconda fase di attivazione é facilitata dai recettori delle chemochine accoppiati a proteine G,
generalmente in risposta a segnali inflammatori.

L'espressione del fattore derivato dalle cellule stromali -1 (SDF-1) sulle cellule endoteliali &
considerata fondamentale per questo passaggio (Lau e Wang, 2011). SDF-1 ¢ il ligando del
recettore delle chemochine CXCR4, che si pensa sia espresso dalle MSCs (Wynn et al., 2004; Gao
et al., 2009; Honczarenko et al., 2006). In effetti, la sovraespressione di CXCR4 sulle MSCs
aumenta |I'homing al midollo osseo (Bobis-Wozowicz et al.,, 2011). Tuttavia, alcuni studi
suggeriscono che siano coinvolti ulteriori recettori. In effetti, & stato dimostrato che le MSCs
esprimano anche CXCR7, che si lega in modo simile a SDF-1 per facilitare I'homing a vari tessuti

(Li et al., 2013; Shao et al., 2019).
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La terza fase di arresto e indotta dal legame tra I'integrina VLA-4 (integrina a4b1) e la molecola
di adesione cellulare vascolare (VCAM)-1, sotto stimolo delle chemochine (Ullah et al., 2019).

La fase successiva di diapedesi prevede la migrazione transcellulare delle MSCs attraverso le
cellule endoteliali e la membrana basale. Le metalloproteasi di matrice (MMP) secrete dalle MSCs
sono indispensabili per I'abbattimento della membrana basale (Steingen et al., 2008). La
maturazione e I'attivita delle MMP sono regolate dagli inibitori tissutali delle metalloproteinasi
(TIMP). L'espressione di questi enzimi di rimodellamento € indotta da citochine infiammatorie,
che fungono da segnale per la migrazione nel tessuto danneggiato (Ries et al., 2007).

L'ultima fase prevede la migrazione delle MSCs attraverso l'interstizio verso il sito della lesione.
Questo processo e guidato da segnali chemiotattici rilasciati in risposta al danno tissutale. Le
MSCs migrano verso diversi segnali, inclusi il fattore di crescita derivato dalle piastrine-AB (PDGF),
il fattore di crescita insulino-simile -1(IGF-1) e in misura minore, verso le chemochine RANTES,

MDC e SDF-1 (Ponte et al., 2009).

La percentuale di MSCs somministrate per via endovenosa che raggiunge il tessuto bersaglio,
risulta tuttavia essere piuttosto bassa, come dimostrato da diversi studi di imaging (Devine et al.,
2003; Barbash et al., 2003; Kraitchman et al., 2005). L’efficienza del processo di “homing” e infatti
attribuibile a diversi aspetti, quali il numero delle cellule, le condizioni ed il numero di passaggi
delle cellule in coltura, il sito e la modalita di somministrazione utilizzati nel trattamento.
Sembrano inoltre essere influenti I'eta del donatore e le condizioni cliniche del ricevente (Boltze
et al., 2015).

Per questo motivo una delle maggiori sfide per le terapie cellulari MSCs, risulta essere
I’ottimizzazione del processo di “homing”. Per far fronte a questo ostacolo sono state adottate
diverse strategie, quali la somministrazione mirata, la guida magnetica, la modifica genetica,
I'ingegneria della superficie cellulare, I'innesco in vitro e la modifica del tessuto bersaglio e le

tecniche radioterapeutiche (Ullah et al., 2019).

1.2.4.2 L’attivita paracrina delle MSCs

Mentre inizialmente si riteneva che le MSCs esercitassero i loro effetti terapeutici attraverso la
migrazione nei siti di lesione contribuendo attivamente alla riparazione e rigenerazione tissutale
anche mediante il loro processo differenziativo, ora &€ sempre pilu riconosciuto il loro scarso

attecchimento post trapianto, a causa dei fenomeni di sequestro polmonare e clearance
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sistemica (Galleu et al., 2017). Relativamente alle modalita di sviluppo delle loro azioni
terapeutiche risulta invece essere sempre pil evidente I'importanza della loro attivita paracrina,
attraverso la secrezione di fattori bioattivi (Caplan e Dennis, 2006).

Gli effetti paracrini delle MSCs, descritti primariamente da Gnecchi e colleghi (Gnecchi et al.,
2016), sono dovuti ad elementi bioattivi secreti dalle stesse MSCs, indicati collettivamente come
secretoma (Liu et al., 2018). La frazione solubile del secretoma & abbondante in molecole
immunomodulatorie, citochine, chemochine e fattori di crescita, mentre la componente
vescicolare & costituita da vescicole extracellulari (EVs) (Gonzalez- Gonzalez et al., 2020).
Esistono solide evidenze a sostegno del ruolo dei fattori paracrini secreti dalle MSCs nel
miglioramento delle condizioni degenerative e infiammatorie, sia in ambito preclinico che clinico

(Caplan e Dennis, 2006; Caplan, 2009).

1.2.3.3. L’effetto trofico delle MSCs

Recentemente, si e osservato come |'effetto trofico delle MSCs sia di grande importanza nella
rigenerazione dei tessuti. Dopo I'attecchimento, le MSCs potrebbero contribuire alla riparazione
tissutale secernendo una serie di molecole trofiche che includono glicoproteine solubili della
matrice extracellulare, citochine e fattori di crescita (Ankrum e Karp, 2010), oltre ad esercitare
un’azione diretta cellula-cellula (MSCs e tessuti adiacenti) (Plotnikov et al., 2008). E stato
verificato che queste molecole trofiche potrebbero non solo ridurre l'inflammazione, I'apoptosi
e la fibrosi dei tessuti danneggiati, ma anche stimolare la rigenerazione tissutale (Yi-Ling et al.,

2011).

1.2.3.4. l’effetto immunomodulante ed antinfiammatorio delle MSCs

Recentemente sono stati descritti il potenziale immunomodulante e antinfiammatorio delle
MSCs. Gli effetti immunoregolatori delle MSCs osservati, rendono tali cellule ottime candidate
per un approccio terapeutico cellulare volto ad indurre tolleranza immunitaria.
L'immunomodulazione mediata dalle MSCs opera attraverso una sinergia di meccanismi
dipendenti dal contatto cellulare e fattori solubili (Wu et al., 2017; de Witte et al., 2018), nei
confronti dell'immunita sia innata che adattiva.

Tra i fattori solubili coinvolti nellimmunomodulazione sono da prendere i considerazione: la
prostaglandina E2 (PGE2), I’enzima indolamina 2,3-diossigenasi (IDO), I'ossido nitrico (NO), il

fattore di crescita trasformante B1 (TGF-B1), l'interleuchina 10 (IL-10), il fattore di crescita
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epatocitario (HGF).

La prostaglandina E2 é sintetizzata dalle MSCs, ma la sua produzione viene incrementata dalla
presenza di citochine pro-inflammatorie come TNF e IFN-y (Aggarwal et al., 2005). L'indolamine
2,3-diossigenasi € invece espressa prevalentemente in seguito all’esposizione delle MSCs all’'IFN-
v (Krampera et al., 2006). L’ossido nitrico & uno dei principali fattori di soppressione delle cellule
T, secreto dalle MSCs (Sato et al., 2007). Inoltre, la citochina pro-infiammatoria interferon-y, da
sola o in associazione al fattore di necrosi tumorale a (TNF-a) e a IL-1a o IL-1p, induce da parte
delle MSCs la secrezione di enzimi e fattori solubili che mediano I’attivita immunosoppressiva,
tra cui ciclo-ossigenasi 2 (COX-2), PGE2 e IDO (Krampera et al., 2006).

In aggiunta ai fattori menzionati, numerosi studi suggeriscono che anche IL-6 (Wang et al., 2014)
e la galectina (Sioud et al., 2011) possano avere un ruolo nell’attivita immunomodulatoria delle
MSCs.

Sebbene i meccanismi paracrini che agiscono attraverso la secrezione di diversi fattori solubili
svolgano un ruolo importante nella capacita immunomodulatoria delle MSC, numerosi studi
hanno dimostrato che |'attivita immunosoppressiva delle MSCs aumenti al loro contatto diretto

con le cellule immunitarie attivate (Ren et al., 2011).

Gli effetti immunomodulatori su monociti/macrofagi e cellule dendritiche:

L'antagonista del recettore dell’interleuchina 1 (IL1-RA) secreto dalle MSCs, promuove la
polarizzazione dei monociti verso il fenotipo di tipo 2, caratterizzato da proprieta
antiinflammatorie e immunoregolatorie (Luz-Crawford et al., 2016). | monociti antinfiammatori
M2 secernono alti livelli di IL-10 (citochina antinfiammatoria) e riducono I'espressione di IL-
12p70, IL-7 (citochine immunoregolatrici) e TNF- a (citochina proinfiammatoria). L'IL-10 secreta
dai monociti antinfiammatori, impedisce a sua volta la differenziazione dei monociti in cellule
dendritiche, secondo un meccanismo di feedback positivo (Deng et al., 2016). Oltre a IL-10, i
monociti innescati dalle MSCs esprimono alti livelli di MHC di classe Il, CD45R e CD11b e
sembrano essere in grado di sopprimere |'attivita delle cellule T effettrici (Ko et al., 2016).
Recentemente e stato rivelato un percorso indipendente dalle citochine per la polarizzazione
indotta da MSCs di monociti/macrofagi. In un modello murino asmatico le MSCs sono state
fagocitate dai macrofagi polmonari; tale processo ha causato la trasformazione dei monociti in

un fenotipo immunosoppressivo di tipo 2 (Braza et al., 2016).
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Gli effetti immunomodulatori su cellule T:

Le MSCs sopprimono la proliferazione delle cellule T (sottoinsieme di cellule T CD4+ e CD8+)
nelle reazioni linfocitarie miste in modo dose-dipendente (Goncalves et al., 2017; Gieseke et al.
2010; Duffy et al., 2011). L’effetto inibitorio € correlato al numero di MSCs rispetto ai linfociti T
effettori; & cioé necessario un rapporto minimo di MSCs/linfociti T per ottenere la soppressione
della risposta T-cellulare (Le Blanc et al., 2003).

Il meccanismo responsabile di questa inibizione € il blocco dei linfociti T nella fase G1 del ciclo
cellulare (Glennie et al., 2005). Sembra inoltre che I'inibizione della proliferazione delle cellule T,
indotta dalle MSCs, comporti una diminuita produzione di IFN-y, una deviazione delle cellule
Th1 pro-inflammatorie a cellule Th2 antinfiammatorie, oltre che un cambiamento nel profilo
delle citochine verso I'anti-inflammazione (Ge et al., 2010; Wang et al., 2008).

Inoltre, le MSCs facilitano la formazione di cellule T regolatorie (Treg) in vitro e in vivo (Ge et al.,
2010), attraverso un meccasnimo indiretto mediato dall’IL-10 rilasciata dalle cellule dendritiche
plasmocitoidi (Maccario et al., 2005) ed un meccanismo diretto legato al rilascio di HLA-G5
solubile da parte delle stesse MSCs (Selmani et al., 2008). Le cellule Treg sono essenziali per

I'omeostasi immunitaria prevenendo I'autoimmunita (Marson et al., 2007).

Gli effetti immunomodulatori su cellule B:

Le MSCs interagiscono direttamente con le cellule B, riducendo la formazione di plasmacellule e
promuovendo l'induzione di cellule B regolatrici (Breg) (Franquesa et al., 2015). Le cellule Breg
hanno proprieta immunosoppressive attraverso le quali forniscono tolleranza immunologica
(Rosser et al., 2015).

E stata dimostrata la capacita delle cellule Breg produttrici di IL-10, di convertire le cellule T CD4+
effettrici in cellule Treg, capaci di esprimere il fattore di trascrizione forkhead box P3 (FOXP3)
(Carter et al., 2011). FOXP3 ha una funzione fisiologica importante nel controllo della risposta
immunitaria, garantendo la tolleranza immunologica ed evitando il fenomeno
dell’autoimmunita.

L'effetto stimolatorio delle MSCs sulla formazione di cellule Breg e sulla produzione di IL-10 non
e mediato da fattori solubili, ma sembra dipendere dal contatto diretto cellula-cellula o almeno
da una stretta vicinanza delle cellule corrispondenti (Luk et al. 2017). Tuttavia, & stato dimostrato
che I'effetto stimolante delle MSCs sulla formazione di cellule Breg e il loro effetto soppressivo

sulla proliferazione delle cellule T, richieda un metabolismo cellulare attivo (Luk et al., 2016).
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In presenza di cellule T, le MSCs inibiscono inoltre la proliferazione delle cellule B, che potrebbe
essere dovuta all'azione dell’lFN-y secreto dalle cellule T; le MSCs pretrattate con IFN-y sono

infatti in grado di inibire la proliferazione delle cellule B (Luk et al. 2017).

Gli effetti immunomodulatori su cellule Natural Killer:

Le MSCs sono anche importanti inibitori della proliferazione delle cellule Natural Killer (cellule
NK). La proliferazione delle cellule NK ¢ inibita dopo coltura con le MSCs, responsabili inoltre
dell’inibizione della loro attivita citotossica e della produzione di citochine (Spaggiari et al., 2006).
Alcuni studi provano che I'effetto inibitorio delle MSCs sulle cellule NK coinvolga PGE2, IDO, TGF-
B1, IL-6 e I'NO secreto dalle MSCs (Spaggiari et al., 2007).
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1.3. Il secretoma di origine MSCs (MSCs-CM)

1.3.1. La definizione di secretoma

Il secretoma delle cellule stromali mesenchimali & un complesso e ricco insieme di molecole
bioattive, rilasciate nello spazio extracellulare, che comprende diversi fattori in forma solubile e
vescicole extracellulari in forma insolubile (Gonzalez et al. 2020). Il secretoma di origine MSCs

puo essere ottenuto dal medium di coltura delle stesse MSCs (Vizoso et al., 2017).

La frazione solubile del secretoma & abbondante in molecole immunomodulatorie, citochine,
chemochine e fattori di crescita, mentre la frazione vescicolare & costituita da vescicole
extracellulari (EVs) (Gonzalez et al. 2020), classificate principalmente in base alla loro dimensione
(Théry et al., 2018). Rientrano nella definizione di EVs diversi tipi di vescicole, classificabili in base
alle loro dimensioni ed alle modalita di formazione. Gli esosomi (nanovescicole), corrispondono
a EVs di piccole dimesioni (30-200 nm), provenienti dalla via endocitica. Gli ectosomi
(microvescicole) rappresentano EVs di medie dimensioni (200-1000 nm) e derivano dalla
membrana plasmatica. Gli oncosomi e i corpi apoptotici sono esempi di EVs di grandi dimensioni
(superiori ai 1000 nm); Il termine "oncosomi" si riferisce alla loro provenienza da cellule tumorali
(Meehan et al., 2016). Tutte le EVs partecipano alla comunicazione intercellulare, ad eccezione

dei corpi apoptotici, che tipicamente hanno una funzione nella fagocitosi (Théry et al., 2018).

Prove crescenti indicano che le MSCs siano in grado di produrre enormi quantita di esosomi
rispetto ad altre cellule e che molte delle proprieta rigenerative precedentemente attribuite a
qgueste cellule in virtu delle loro caratteristiche di staminalita, siano effettivamente mediate
attraverso la loro secrezione e successiva endocitosi da parte di cellule bersaglio (Basu et al.,
2016). L'internalizzazione degli esosomi puo avvenire attraverso diversi meccanismi: fagocitosi,
fusione con membrana cellulare, interazione recettore-ligando. Questo processo permette il
rilascio del loro contenuto nel citoplasma della cellula bersaglio e quindi I'espletarsi della loro

funzione (Feng et al., 2010; Svensson et al., 2013).

La composizione del secretoma ¢ influenzata dall'ambiente a cui sono esposte le MSCs (Vizoso
et al., 2017). Ad esempio, il precondizionamento ipossico & stato associato ad un aumento della
produzione di fattori di crescita, tra cui il fattore di crescita dell'endotelio vascolare (VEGF), il

fattore di crescita dei fibroblasti 2 (FGF-2), il fattore di crescita degli epatociti (HGF) e il fattore di
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crescita insulino simile (IGF- 1). E stato dimostrato che I'esposizione a uno stimolo infammatorio
come l'interleuchina 1-beta (IL-1PB), il fattore di necrosi tumorale-alfa (TNF-a) o l'interferone-
gamma (IFN-y) induca la produzione di fattori immunomodulatori. Questi includono il fattore
stimolante le colonie di granulociti (G-CSF) (Redondo-Castro et al., 2017), il fattore H che inibisce
I'attivazione del complemento (Tu et al., 2010) e la galectina-9 che sopprime la proliferazione

delle cellule T (Gieseke et al., 2013).

L'utilizzo del secretoma di origine MSCs, sottoforma di medium condizionato (MSCs-CM), offre
numerosi vantaggi nell’ambito della medicina rigenerativa, rispetto alle applicazioni terapeutiche
basate sulla somministrazione di popolazioni cellulari viventi e proliferative (Vizoso et al., 2017).
Infatti, nonostante i promettenti risultati ottenuti da studi sperimentali e clinici, riguardanti le
terapie cellulari a base di MSCs, persistono diverse complicazioni relative a sicurezza ed efficacia
(Glassberg et al., 2017).

L'impiego clinico del secretoma risolve importanti complicanze associate alla somministrazione
diretta di MSCs, quali I'incompatibilita immunologica, la tumorigenicita, la formazione di emboli
e la trasmissione di infezioni (Vizoso et al., 2017). La conservazione del secretoma e tra I'altro
effettuabile senza 'applicazione di agenti crioconservanti potenzialmente tossici, garantendo
comunque la funzionalita del prodotto (Eiré et al., 2014). E inoltre rilevante il fatto che lo stesso
secretoma possa essere valutato in termini di sicurezza, dosaggio e potenza, analogamente agli
agenti farmaceutici convenzionali (Vizoso et al., 2017).

Oltre agli importanti aspetti relativi alla sicurezza, sono da considerare anche alcuni vantaggi
riguardanti la praticita clinica del secretoma, che evita procedure invasive di raccolta cellulare
(Osugi et al., 2012), oltre alla possibilita di poter ridurre notevolmente i costi e le tempistiche
necessarie all’espansione e al mantenimento delle colture cellulari. La produzione di massa del
secretoma, rende la terapia immediatamente disponibile per il trattamento di patologie acute,
come l'ischemia cerebrale o I'infarto miocardico (Vizoso et al., 2017).

Infine, & da tenere in considerazione la possibilita di poter modulare la composizione del
secretoma, al fine di poter indurre gli effetti cellulari specifici desiderati per il trattamento di una
specifica patologia. Attraverso l'applicazione di diverse tecniche, il secretoma pud essere
modificato geneticamente per un’espressione corretta di quei fattori necessari a rendere il

prodotto biologico adatto al suo potenziale terapeutico (Daneshmandi et al., 2020).
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1.3.2. Gli effetti immunomodulatori ed antiinfiammatori del MSCs-CM

Le MSCs influenzano la proliferazione, I'attivazione e la funzione delle cellule immunitarie. Il
meccanismo principale delle azioni immunoregolatrici delle MSCs corrisponde alle interazioni
intercellulari e alla segnalazione paracrina (Miizes e Ferenc, 2022). E stato dimostrato che vari
costituenti del MSCs-CM regolino le cellule dell'immunita sia innata che adattativa al rilascio di
DNA, mRNA, RNA circolari (circRNA) e RNA lunghi non codificanti (IncRNA) (Regmi et al., 2019).
Le applicazioni potenziali piu promettenti riguardano il trattamento della malattia del trapianto
contro l'ospite, cosi come delle malattie autoimmuni e inflammatorie (Le Blanc et al., 2004).

Nei confronti dell'immunita innata il MSCs-CM agisce in opposizione ai meccanismi di
disregolazione immunitaria (Mizes e Ferenc, 2022). Gli esosomi MSCs promuovono la remissione
dell'inflammazione inibendo la produzione di IL-22 e IL-23 (Hyvérinen et al., 2018). Inoltre gli
esosomi MSCs stimolano la polarizzazione dei macrofagi verso il fenotipo M2 antinfiammatorio.
Questo processo € mediato via miR-223/pKNOX1 (PBX/knotted 1 homeobox 1) (He et al., 2019)
e attraverso la cascata di segnalazione TLR4/fattore nucleare (NF)kB/fosfatidilinositolo 3 chinasi
(PI13K)/Akt (Xin et al. 2020). E stato inoltre dimostrata la capacita degli esosomi MSCs di
derivazione epatica, di inibire la proliferazione, I'attivazione e la citotossicita delle cellule NK
attraverso la regolazione del TGFB (Fan et al., 2019).

Per quanto riguarda la presentazione dell'antigene e l'immunita adattativa, i componenti del
MSCs-CM contribuiscono alla tolleranza immunologica (Miizes e Ferenc, 2022). Le EVs derivate
dalle MSCs del midollo osseo umano inibiscono la maturazione e la funzione delle cellule
dendritiche, aumentando I'espressione di IL-10 e TGF( e riducendo la produzione di IL-6 e IL-
12p70 (Reis et al., 2018). Inoltre, inducendo cellule dendritiche tollerogeniche murine con una
bassa espressione di marcatori co-stimolatori, gli esosomi MSCs promuovono la differenziazione
delle cellule T regolatorie, aumentando I'espressione di IL-10 e TGFB e diminuendo la produzione
di IL-6 (Shahir et al., 2020). Gli esosomi MSCs aumentano i processi apoptotici a carico delle
cellule T e riducono la loro proliferazione, attraverso la produzione di IL-10 e TGFB (Kim et al.,
2020). Secondo alcuni esperimenti effettuati su modelli murini, gli esosomi MSCs sopprimono la
differenziazione di Thl incapsulando miR-23a-3p e controllando post-trascrizionalmente il
recettore TGFB 2 (Lee et al., 2020). La via di segnalazione PI3K/Akt, gli MSC-EV impedisce inoltre
I'attivazione delle cellule B (Adamo et al., 2019).

E ben noto che I'effetto antinflammatorio del MSCs-CM sia almeno in parte mediato da molecole

immunoregolatorie solubili. Tra le citochine antinfiammatorie presenti nel secretoma vi sono il
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fattore di necrosi tumorale B1 (TGFB1) (Zagoura et al., 2012), I'interleuchina (IL) 13 (Zagoura et
al., 2012; Bermudez et al., 2016), la proteina legante IL18 (IL18BP), il fattore neurotrofico ciliare
(CNTF), la neurotrofina 3 (NT -3) (Bermudez et al., 2016), IL10, IL12p70, IL17E, IL27 o antagonista
del recettore IL1 (IL1RA) (Zagoura et al., 2012). E stato anche scoperto che MSC-CM contiene
citochine pro-infiammatorie, come IL1b (Zagoura et al., 2012), IL6 (Cantinieaux et al., 2013), IL8
e lIL9 (Lee et al., 2011). L'equilibrio tra queste citochine antinfiammatorie e proinfiammatorie puo
determinare [|'effetto finale. Tuttavia, € anche notevole che le MSCs inibiscano le citochine
proinfiammatorie, come l'interferone (IFN)-y e il fattore di necrosi tumorale a (TNFa), mentre

aumentano il rilascio di IL10 antiinflammatoria (Yi et al., 2012).
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1.3.3. ll ruolo del MSCs-CM nella riparazione e rigenerazione tissutale

Il secretoma di origine MSCs contiene un insieme di fattori di crescita capaci di promuovere la
rigenerazione e la riparazione tissutale (Harrell et al., 2019). Alcuni dati provenienti da modelli
animali sembrano indicare che gli effetti autocrini o paracrini delle MSCs posano svolgere un
ruolo chiave nella guarigione delle ferite, piuttosto che il loro attecchimento diretto o la
differenziazione tissutale (Salgado et al., 2010).

Oltre alla presenza dei fattori di crescita, & importante ricordare gli effetti antifibrotici ed
angiomodulatori indotti dal MSCs-CM, responsabili di una maggiore guarigione delle ferite e di
una ridotta formazione di tessuto cicatriziale. La concentrazione di fattori pro e anti-angiogenici
e regolata dalle condizioni inflammatorie e ipossiche a cui sono state esposte le MSCs. In
presenza di un'alta concentrazione di citochine pro-inflammatorie si assiste alla produzione di
molecole anti-angiogeniche per prevenire la migrazione dei leucociti circolanti nei tessuti
inflammati (Vizoso et al., 2017). Un'ampia analisi proteomica di MSCs-CM ha rivelato TIMP-1
come il principale responsabile degli effetti anti-angiogenici del secretoma di origine MSCs
(Zanotti et al., 2016). L'ipossia induce invece una maggiore produzione di fattore 1 alfa inducibile
dall'ipossia (HIF-1a), il quale a sua volta promuove la generazione del fattore di crescita
dell'endotelio vascolare (VEGF), promotore del processo di angiogenesi (Zhang et al., 2019). La
formazione di vasi sanguigni € inoltre promossa da ulteriori fattori pro-angiogenici contenuti
all'interno del MSCs-CM: fattore di crescita fibroblastico di base (bFGF), TGF-B, fattore di crescita
derivato dalle piastrine (PDGF), angiopoietina-1, fattore di crescita placentare (PGF), IL-6,
proteina chemiotattica dei monociti-1 (MCP-1), fattore di crescita epidermico (EGF), fattore di
crescita degliepatociti (HGF) (Tao et al., 2016).

Recenti studi riportanoinoltre la capacita delle MSCs di regolare I’attivita apoptotica in condizioni
fisiologiche e patologiche (Harrell et al., 2019). La terapia basata su MSCs-CM riduce infatti
significativamente I'espressione di Bax pro-apoptotico e della caspasi-3, mentre aumenta
I'espressione di Bcl-2 anti-apoptotico nelle cellule parenchimali, prevenendone la perdita in corso
d'infiammazione (Vizoso et al., 2017). E interessante notare che effetti completamente opposti
siano stati osservati nelle cellule tumorali trattate con MSCs-CM. Un aumento significativo
dell'attivita della caspasi-3, -8, -9, -12 & stato notato nelle cellule di carcinoma mammario MDA-
MB-231 trattate con MSCs-CM (Eiré et al., 2014). E importante sottolineare che questi risultati

sono stati confermati anche in vivo, in un modello di tumore murino. Il trattamento con MSCs-
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CM ha comportato una riduzione significativa della crescita del cancro al seno e un aumento della

sopravvivenza dei topi portatori di tumore (Eird et al., 2014).
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1.4. ll liosecretoma

1.4.1. Il liosecretoma come prodotto farmaceutico

Il secretoma & un complesso di molecole bioattive secrete dalle MSCs, capace di riprodurre gli
effetti terapeutici delle cellule staminali, implementandone al tempo stesso diversi vantaggi
relativi a sicurezza ed efficacia (Glassberg et al., 2017). L'impiego in ambito clinico del prodotto
biologico rimane tuttavia una sfida, dal momento che i tradizionali metodi di produzione, come
I'ultracentrifugazione o la cromatografia, risultano limitarne I'applicabilita, oltre a renderne
difficoltosa la valutazione circa la sua sicurezza ed efficacia ad alte dosi (Gimona et al., 2017;
Reiner et al., 2017). Affinché il secretoma possa essere applicabile in terapia & necessario che
venga formulato un prodotto standardizzato compatibile con le attuali procedure di buona
pratica di fabbricazione (Good Manufactoring Practice, GMP) (Manandhar et al., 2018). Oltre al
miglioramento degli standard di sicurezza ed efficacia, risulta fondamentale la produzione di un
formato che possa essere facilmente gestibile dalla comunita clinica (Mocchi et al., 2021).

A questo proposito, & stato recentemente proposto da Bari e collaboratori un metodo per
trasformare MSCs-CM in un prodotto farmaceutico per la sua produzione su larga scala (Bari et
al.,, 2018). A tale scopo sono stati combinati i processi di ultrafiltrazione e liofilizzazione: il
secretoma di origine MSCs e stato purificato dai surnatanti di coltura mediante ultrafiltrazione,
concentrato a 0,5 x 10° equivalenti cellulari per mL, integrato con crioprotettore e liofilizzato.
Tutte le fasi di produzione sono state eseguite rispettando le buone pratiche di fabbricazione
(GMP) (Bari et al., 2018). Attraverso questa metodica & stato possibile ottenere il liosecretoma,
ossia una polvere liofilizzata e pronta all’'uso, contenente vescicole e proteine extracellulari

(Mocchi et al., 2021).
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1.4.2. La produzione del liosecretoma nel rispetto delle linee guida GMP

Il lavoro pubblicato da Bari e collaboratori (Bari et al., 2018) riporta le fasi di produzione del
liosecretoma, secondo la procedura brevettata e riportata da Perteghella e colleghi (Perteghella
et al., 2016). In breve, il secretoma & stato raccolto con surnatanti di colture cellulari, purificato
mediante ultrafiltrazione, integrato al crioprotettore e liofilizzato, ottenendo quindi il
liosecretoma (Figura 4). Tutte le fasi di produzione sono state eseguite rispettando i principi delle
GMP, attraverso la conoscenza di tutti i passaggi critici di produzione, per garantire un prodotto
finale di qualita. In particolare, tutte le procedure sono state eseguite in condizioni asettiche in
camera bianca di grado B, da operatori qualificati, dotati di indumenti protettivi e monouso; le
materie prime sono state introdotte nella sala di produzione separatamente attraverso un pass-
box pulito. Sia il processo di coltura cellulare che quello di produzione del liosecretoma hanno
seguito un protocollo di qualificazione/validazione, considerando anche strumenti, forniture e
reagenti e definendo i ruoli e le responsabilita per ciascuna fase. Infine, poiché I'analisi del
controllo qualita e il test di rilascio dei lotti GMP fanno parte del processo di produzione, sul
prodotto finito, in considerazione dei requisiti normativi in materia di qualita, sicurezza ed

efficacia, e stata eseguita una caratterizzazione (Bari et al., 2018).

La prima fase di produzione del liosecretoma prevede I'isolamento e I'espansione delle MSCs,
ottenute in questo studio da tessuto adiposo. Una volta raggiunta la sub-confluenza, le MSCs
sono state coltivate in terreno privo di siero, con lo scopo di indurre il rilascio del loro secretoma
(Merino et al., 2014). | terreni condizionati sono stati inizialmente centrifugati per eliminare i
detriti cellulari e i corpi apoptotici. Quindi, i supernatanti sono stati raccolti e la purificazione del
secretoma di origine MSCs é stata eseguita mediante filtrazione a flusso tangenziale. Il secretoma
purificato, adiuvato di un crioprotettore, viene prima congelato a -80°C, quindi liofilizzato a 8x10-
1 mbar e a -50°C. il prodotto finale, denominato liosecretoma puo essere refrigerato a -20°C fino
al momento del suo utilizzo. Alla termine del processo di liofilizzazione puo essere determinata
la resa di produzione e calcolato I'equivalente in cellule per ogni mg di liosecretoma, dividendo il
numero totale di cellule usate per la produzione per i mg di liosecretoma ottenuti (Bari et al.,
2018). La sterilita del prodotto finale & stata assicurata dall'impiego di materiali con comprovata

certificazione di sterilita e da controlli microbiologici sull'output risultante (Villani et al., 2008).
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Figura 4. Processo di produzione del liosecretoma di origine MSCs (da Bari et al., 2018).

La caratterizzazione del prodotto finito include la quantificazione del contenuto totale di proteine
e fosfolipidi, oltre alla determinazione della curva di distribuzione dimensionale (PSD) e
dell’ultrastruttara delle vescicole extracellulari (EVs). Il contenuto proteico & stato determinato
mediante kit “micro BCA-Protein Assay”, mentre la quantificazione fosfolipidica mediante “Nile
red assay”. Per quanto riguarda invece la verifica della morfologia delle EVs & stato attuato un
monitoraggio delle nanoparticelle al fine di determinare la PDS ed e stato utilizzato un

microscopio a trasmissione elettronica (TEM) per verificarne 'ultrastruttura (Bari et al., 2018).
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1.5. Medicina rigenerativa

1.5.1. Le applicazioni cliniche delle MSCs in medicina rigenerativa

La medicina rigenerativa rappresenta una branca emergente e in rapida evoluzione della
medicina, che mira a sostituire o rigenerare cellule, tessuti o organi, al fine di ripristinarne o
ristabilirne la normale funzione (Orlando et al., 2011).

Nell’ambito della terapia cellulare, importante settore della medicina rigenerativa, le cellule
stromali mesenchimali (MSCs) sono diventate tra i tipi di cellule piu frequentemente utilizzati.
Numerosi studi hanno infatti dimostrato gli effetti benefici correlati alle terapie a base di MSCs
per il trattamento di diverse patologie, tra cui disturbi neurologici, ischemia cardiaca, diabete,
malattie ossee e cartilaginee (Hmadcha et al., 2020). Il potenziale terapeutico delle MSCs & in
primo luogo mediato dalla loro intrinseca capacita di migrare verso i tessuti danneggiati e dalla
loro abilita di esercitare effetti immunosoppressivi, anti-apoptotici, anti-fibrotici, angiogenici e
antinfiammatori, attraverso la secrezione di mediatori bioattivi, come fattori di crescita, citochine
e vescicole extracellulari (Salgado et al., 2010).

Ancora piu promottente in ambito clinico, sembra essere |'utilizzo del secretoma di origine MSCs,
anche descritto come medium condizionato (MSCs-CM). Un gran numero di studi sperimentali
ha esplorato il potenziale terapeutico del secretoma di origine MSCs, dimostrandone un effetto
terapeutico similiare a quello osservato dopo applicazione diretta di MSCs, oltre ad un
miglioramento del prodotto biologico in termini di sicurezza ed efficacia (Lou et al., 2017).
Numerosi lavori scientifici descrivono infatti i vantaggi correlati all’utilizzo del secretoma e
riportano promettenti risultati nel trattamento delle malattie della rigenerazione del muscolo
scheletrico (Sandona et al., 2021), delle alterazioni traumatiche e degenerative del disco
intervertebrale (Wangler et al., 2021) dei disturbi dermatologici (Damayanti et al., 2021), delle
malattie del fegato (Driscoll et al., 2019), delle malattie cardiovascolari (Praveen Kumar et al.,
2019), delle malattie neurologiche degenerative (Praveen Kumar et al., 2019), delle malattie
ossee (Praveen Kumar et al., 2019), e delle patologie articolari (Fan et al., 2022).

Affinche il secretoma potesse essere proddotto su larga scala e applicabile in terapia e stato poi
necessario formulare un prodotto standardizzato compatibile con le attuali procedure di buona
pratica di fabbricazione (GMP). A tale scopo sono stati combinati i processi di ultrafiltrazione e

liofilizzazione, ottendo il liosecretoma (Manandhar et al., 2018).
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Il cane e il cavallo sono attualmente le specie veterinarie pilu studiate in medicina rigenerativa e
I'applicazione terapeutica delle MSCs sembra avere risultati promettenti soprattutto nel
trattamento delle patologie muscoloscheletriche (Mocchi et al., 2020).

Nella pratica veterinaria equina risulta essere in particolare molto frequente la diagnosi di zoppia
dovuta a malattie muscoloscheletriche (MSDs, dall’inglese musculoskeletal disease). Molti di
questi disturbi ortopedici sono problemi cronici, per i quali non esiste un trattamento
clinicamente soddisfacente. Pertanto, grandi speranze sono riposte nella medicina rigenerativa
(Ribitsch et al., 2021). Tra le terapie rigenerative piu utilizzate per il trattamento delle MSDs, sono
da considerare il plasma ricco di piastrine (PRP), il siero autologo condizionato (ACS), la soluzione
proteica autologa (APS) e I'impiego di cellule stromali mesenchimali (MSCs).

Nonostante i promettenti risultati ottenuti inseguito al trattamento di lesioni tendinee,
tendinopatie, lesioni cartilaginee e disturbi degenerativi delle articolazioni, risultano tuttavia
evidenti delle importanti discrepanze relative ai risultati ottenuti in vitro e in vivo e per quanto

riguarda I'efficacia terapeutica nella pratica clinica (Kornicka et al., 2019).

40



1.5.2. MSCs autologhe e allogeniche nella pratica clinica

Le terapie basate su cellule stromali mesenchimali sono gia disponibili per il trattamento di
diverse malattie o condizioni mediche, ma rimangono ancora inconclusivi i benifici associati
all’utilizzo di MSCs autologhe rispetto a MSCs allogeniche (Li et al., 2021). Per MSCs autologhe si
intende cellule derivanti da fonti “self”, quindi isolate e utilizzate nello stesso individuo, mentre
nel caso delle MSCs allogeniche si prevede l'isolamento delle cellule da soggetti donatori
appartenenti alla stessa specie, quindi derivanti da fonti “non self”.

L'utilizzo di MSCs allogeniche rappresenterebbe un vantaggio importante, offrendo la possibilita
di avere un prodotto pronto all’'uso, precedentemente gia caratterizzato in termini di sicurezza e
componenti biologici. Questo approccio ridurrebbe inoltre la variabilita tipica dei prodotti
cellulari autologhi, consentendo una maggiore omogeneita dei trattamenti e presumibilmente,
dei risultati (Mocchi et al., 2020). Nonostante i rilevanti punti a favore di un prodotto biologico
derivante da MSCs allogeniche, sembra che possa essere piu sicuro |'utilizzo di cellule autologhe.
Alcuni studi hanno infatti proposto che le MSCs allogeniche possano effettivamente innescare il
rigetto immunitraio almeno in alcune applicazioni terapeutiche (Chen et al., 2021; Liesz et al.,
2015). Al momento non & chiaro il meccanismo alla base di questo processo, tuttavia alcuni
risultati sperimentali hanno dimostrato una sopravvivenza maggiore delle MSCs autologhe

rispetto a MSCs allogeniche iniettate (Liesz et al., 2015).

Nel trials clinico condotto da Carrade e colleghi sono state iniettate MSCs autologhe e
allogeniche, di derivazione placentare, nelle articolazioni controlaterali di 16 cavalli sani. Alla
valutazione effettuata nelle ore successive e stato osservato come I'utilizzo di MSCs allogeniche
non avesse provocato alcuna risposta sistemica, mentre € risultata minima la risposta locale e la
risposta inflammatoria non e stata significativamente diversa tra i due trattamenti (Carrade et
al., 2011).

Un'ulteriore prova della sicurezza relativa alle MSCs allogeniche ¢ stata riportata da Brandao e
collaboratori, i quali hanno analizzato le MSCs autologhe e allogeniche, derivate da tessuto
adiposo, per valutare la risposta inflammatoria nel tendine equino sano. Dopo analisi della
risposta tissutale e cellulare, & stato concluso dagli stessi autori, che né le MSCs autologhe né le
MSCs allogeniche abbiano indotto una risposta inflammatoria significativa, sebbene sia stato
osservato un numero maggiore di linfociti T nel gruppo trattato con cellule allogeniche (Brandao

et al., 2018)
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Sulla base di questi risultati si potrebbe concludere, che attraverso 'ultilizzo di MSCs allogeniche,
non si evidenzino importanti effetti avversi, rispetto all’'uso di cellule autologhe. Questa
importante evidenza porta quindi a rafforzare I'ipotesi che le cellule allogeniche possano essere

un approccio sicuro ed efficace alle terapie rigenerative (Mocchi et al., 2020).
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1.6. L’'osteoartrite (OA)

1.6.1. La patofisiologia dell’osteoartropatia

La funzione delle articolazioni sinoviali dipende dall'integrita della normale anatomia e dalla
corretta funzione cellulare di ciascuno dei suoi componenti. L'osso, la cartilagine articolare, il
liguido sinoviale, la membrana sinoviale, la capsula articolare fibrosa e le strutture legamentose

ne costituiscono i componenti (Figura 5).
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Figura 5. Un'articolazione sinoviale normale (a sinistra), comprendente di cartilagine articolare,
liquido sinoviale e membrane sinoviali, insieme ai cambiamenti osservati in un'articolazione
affetta da osteoartrite (a destra).

In un'articolazione osteoartritica possono essere presenti le seguenti anomalie: a) fibrosi
capsulare; b) sinovite; c) deterioramento della cartilagine; d) acido ialuronico depolimerizzato; e)
osteofiti; f) cisti subcondrali; g) ingorgo vascolare. (da L. Articular cartilage in health and disease.
In: Sambrook P, ed. The Musculoskeletal System. New York: Churchill Livingstone; 2001:86.)
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Il termine osteoartrite deriva dal greco osteo (osso) e arthron (articolazione) e indica nello
specifico una patologia delle articolazioni cartilaginee, caratterizzata da degenerazione e perdita
della cartilagine articolare. Il suffisso -ite potrebbe perd non essere del tutto correto, poiché
starebbe a significare la presenza di un processo infiammatorio, che non risulta essere sempre
presente in tutte le patologie articolari. Per quanto riguarda invece il termine alternativo di
osteoartrosi, questo enfatizza correttamente I'assenza della componente infiammatoria, ma per
contro viene definito come un processo cronico, non propriamente sempre corretto nella
descrizione della patologia. Nella trattazione di questo elaborato verra utilizzato il termine di

osteoartrite.

In generale l'osteoartrite (OA) € una patologia complessa e dalle molteplici sfaccettature,
caratterizzata da degenerazione cartilaginea, infammazione, invecchiamento (precoce) della
cartilagine, senescenza dei condrociti e transizioni fenotipiche. Tuttavia, si tratta di una malattia
dell'intera articolazione, che colpisce tutti i tessuti articolari a causa della loro associazione fisica
e funzionale (Loeser et al., 2012).

L'OA puo insorgere in seguito a una serie di fattori predisponenti come l'eta, le lesioni
meccaniche, la genetica, il sesso, le disfunzioni metaboliche e I'obesita, che innescano una
cascata di eventi fisiopatologici nei tessuti articolari (Goldring et al., 2011). Indipendentemente
dai fattori iniziali, la patogenesi dell'OA segue un percorso molecolare comune, orchestrato da
un intricato scambio tra condrociti, macrofagi e fibroblasti sinoviali, osteociti e osteoblasti e
leucociti infiltranti, nonché dalla matrice extracellulare dei tessuti articolari e del liquido sinoviale

(Raman et al., 2018).

Per quanto riguarda la patofisiologia dell’lOA molti testi definiscono meccanismi specifici come
responsabili della sua patogenesi. Caron e colleghi propongono tre distinti meccanismi alla base
dell’OA:

Il primo meccanismo prevede una cartilagine fondamentalmente difettosa con proprieta
biomeccaniche anomale (Caron et al., 2011). Nel’'uomo é stato ad esempio descritto un difetto
genetico, per il quale il collagene di tipo Il risulta essere incapace di sopportare il normale carico
articolare (Knowlton et al., 1990).

Il secondo meccanismo comporta un cambiamento anomalo dell'osso subcondrale. E noto come

esso subisca tipicamente un rimodellamento in risposta all'esercizio fisico o a variazioni del
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carico. Si ritiene che in alcuni casi I'osso aumenti la sua densita fino a un livello patologico, che a
sua volta si traduce in un'unita osso-cartilaginea piu rigida e meno compatta, incline al
cedimento.

Il terzo meccanismo proposto, riguarda la cartilagine normale esposta a forze anomale, come
guelle che si possono riscontrare in caso di incongruenza articolare dovuta ad uno stiramento del
legamento collaterale. Il carico esercitato da forze anormali a livello articolare sovrasta infatti i
fisiologici meccanismi di riparazione metabolica della cartilagine articolare, oltre a provocarne il
deterioramento (Caron et al., 2011). Anche Mcllwraith riporta alcuni meccanismi patogenetici,

analoghi a quelli precedentemente descritti da Caron e Colleghi (Mcllwraith, 1996).

Gli eventi fisiopatologici sono guidati principalmente da una risposta immunitaria innata precoce
che catalizza progressivamente i cambiamenti degenerativi. Gran parte dell'attivazione
dell'immunita innata e della produzione di citochine nell'articolazione osteoartritica e attribuita
ai macrofagi sinoviali pro-inflammatori. Gli effettori chiave dell'infammazione sinoviale, cosi
come i sinoviociti e i condrociti simili ai fibroblasti, contribuiscono in modo sostanziale alla
patogenesi dell'OA (Kraus et al. 2016). | prodotti di degradazione della matrice extracellulare
cartilaginea, rilasciati nel microambiente sinoviale, stimolano ulteriormente la produzione di
mediatori catabolici e pro-inflammatori, ma anche di enzimi proteolitici, instaurando in questo
modo un circolo vizioso di rottura della cartilagine e inflammazione sinoviale (Mathiessen et al.,

2017).

Pil recentemente, |'osteoartrite umana € stata ridefinita da diversi istituti medici come "un
gruppo di malattie distinte e sovrapposte, che possono avere eziologie diverse, ma con esiti
biologici, morfologici e clinici simili" (Anderson et al. 2011). Questa definizione & simile, ma piu
semplice di una recente definizione di osteoartrite equina che considera il processo "come un
gruppo di disturbi caratterizzati da uno stadio finale comune: il progressivo deterioramento della
cartilagine articolare accompagnato da cambiamenti nell'osso e nei tessuti molli

dell'articolazione" (Mcllwraith, 2005).
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1.6.2. l'osteoartrite nel cavallo

L'OA, patologia caratterizzata da sinovite persistente e progressiva degradazione della
cartilagine, rappresenta una delle patologie piu comuni diagnosticata nella pratica veterinaria
equina. | fattori causali e stimolanti dell'OA non sono stati ancora completamente identificati,
ma si presume che l'eziologia nei cavalli sia principlamente di tipo post-traumatica. Un singolo
evento traumatico, causa di una grave lesione articolare, non deve pero essere considerato come
unica opzione di trauma, in quanto pil spesso si potrebbe trattare di un danno cronico dovuto a
molteplici e ripetuti insulti traumatici. Quest'ultimo, definito come "trauma da uso", € attribuibile
alle "normali" attivita quotidiane dell'animale, che possono includere I'allenamento atletico e la
competizione (Kidd et al., 2001). A sostegno di questa tesi alcuni autori descrivono come un
eccessivo sovraccarico fisico possa instaurare importanti reazioni inflammatorie, risultando
nell’interruzione dell’integrita delle strutture articolari. Gli stessi autori riportano come, tuttavia,
una corretta frequenza e intensita di esercizio fisico, potrebbe invece stimolare il recupero
dell'omeostasi e della funzione articolare, promuovendo la sintesi dei proteoglicani e la
circolazione a livello articolare (Te Moller e Van Weeren, 2017).

L'insorgenza dell’lOA non e tuttavia unicamente correlata alle alte prestazioni sportive, ma
potrebbe frequentemente evidenziarsi spontaneamente con I'avanzare dell’eta dei pazienti
(Cantley et al., 1999; Mcllwraith et al., 2012). E stato infatti dimostrato come nei cavalli di eta
superiore ai 15 anni, la prevalenza di OA sia superiore al 50% e come negli animali di eta superiore
ai 30 anni aumenti all'80-90% (Van-Weeren et al., 2016).

Clinicamente la malattia & caratterizzata da versamento sinoviale, tumefazione dei tessuti molli,
zoppia e risposta al test di flessione (Mcllwraith et al., 2012). La diagnosi di OA ¢ solitamente
ottenuta attraverso |’associazione di questi risultati clinici alla diagnostica per immagini (Arantes-
Baccarin et al., 2022). L'esame radiografico e sicuramente lo strumento piu utilizzato per la
valutazione dei cambiamenti ossei articolari (Baxter, 2020), tuttavia risulta essere impossibilitata
la valutazione dei tessuti molli o dei cambiamenti ossei sottili (Barrett et al., 2018). Le principali
caratteristiche radiologiche includono la presenza di osteofiti, I'aumento della densita ossea

subcondrale e in fase terminale, la riduzione dello spazio articolare (Mcllwraith et al., 2012).
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1.7. Il trattamento medico delle patologie articolari nel cavallo

Gli obiettivi principali del trattamento medico dell'OA nel cavallo sono due: ridurre il dolore
(zoppia) e minimizzare la progressione del deterioramento articolare. Nel formulare un piano di
trattamento, l'ottimizzazione di questi obiettivi sara influenzata da una diagnosi accurata e
specifica, dallo stadio della malattia, dalla gravita, dalle modalita di trattamento disponibili e dal

tempo di riabilitazione.

1.7.1. Le opzioni terapeutiche convenzionali

| farmaci antinfiammatori non steroidei (FANS) rappresentano, ormai da decenni, un pilastro
fondamentale per il trattamento delle malattie articolari. | FANS sono tipicamente utilizzati in
corso di lesioni acute e sono spesso associabili ad altre terapie farmacologiche.

Il bersaglio dei FANS é rappresentato dall'enzima ciclossigenasi (COX): ostacolandone I'attivita,
viene infatti impedita la cascata di reazioni che portera alla sintesi delle prostaglandine pro-
inflammatorie a partire dall’acido arachidonico. Questo meccanismo induce una riduzione
dell'infiammazione e dei sintomi ad essa associati.

Gli effetti collaterali a livello renale e gastrointestinale associati alla somministrazione di FANS ne
limitano I'uso a lungo termine per il trattamento delle malattie articolari.

Tra i prodotti attualmente in commercio, il fenilbutazone rimane uno dei FANS pil prescritti per
il dolore muscoloscheletrico nei cavalli. Il suo costo, la facilita di somministrazione e i limitati
effetti collaterali ad esso associato, lo rendono infatti una buona scelta terapeutica in fase acuta.
Keegan e collaboratori riportano una maggiore regressione della zoppia e minori effetti
collaterali alla somministrazione del fenilbutazone in associazione alla flunixina meglumina o al
ketoprofene. Tuttavia, risulta esserne spesso limitato |'utilizzo a causa del poco vantaggioso
rapporo costo/benificio (Keegan et al., 2008).

Il firoxib, inibitore sellettivo della COX-2, e stato inoltre ultimamente approvato per I'utilizzo nei
cavalli. Un recente studio ha valutato I'esito della somministrazione orale di firocoxib per la
gestione della zoppia associata a OA. E stato evidenziato un miglioramento della zoppia piu
rapido entro i primi 7 giorni dall'inizio del trattamento e un progresso continuato, anche se a un

ritmo pil lento, fino a 14 giorni di trattamento (Orsini et al., 2012).

| corticosteroidi sono farmaci antiinfiammatori steroidei, utilizzati da oltre 40 anni nel

trattamento delle patologie articolari nel cavallo. E ben documentato come i corticosteroidi
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inibiscano la cascata dell'acido arachidonico bloccando la fosfolipasi A2 e quindi la produzione di
mediatori dell’inflammazione. E inoltre nota la loro attivita inibitoria selettiva nei confronti della
COX-2 (Masferrer et al., 1994).

Attualmente sono disponibili tre principali preparati di corticosteroidi: il metilprednisolone
acetato (MPA), il triamcinolone acetonide (TA o Vetalog) e i preparati a base di betametasone
fosfato di sodio e betametasone acetato. Un utilizzo razionale dei corticosteroidi potrebbe
rappresentare una buona scelta per il trattamento dell’osteoartrite, grazie ai buoni risultati
ottenuti e ai limitati effetti collaterali correlati alla loro somministrazione.

Nonostante i benifici associati all’utilizzo di questa classe di farmaci, il loro utilizzo risulta essere
attualmente controverso. Questo e probabilmente correlato ai risultati clinici poco promettenti
ottenutiin passato, dove le articolazioni venivano ripetutamente medicate con tali farmaci, senza
pero trattare la causa primaria di patologia articolare (Clegg e Booth, 2000). Una tale situazione
prevede un miglioramento del dolore e di conseguenza la possibilita di potenziare ulteriormente
le lesioni (RMTC Paper, 2013). E inoltre da considerare che somministrazioni croniche ripetute
ad alte dosi di desametasone potrebbero arrecare piu danni che benefici, a causa degli effetti

catobolici dei corticosteroidi nei confronti di ossa e cartilagine (Black e Grodzinsky, 2019).

L’acido ialuronico (disaccaride composto da acido D-glucuronico e N-acetil-D-glucosamina) € un
componente fisiologico del liquido sinoviale e degli aggregati di proteoglicani (aggrecano).
Sebbene non sia noto I'esatto meccanismo attraverso il quale I'acido ialuronico endogeno o
esogeno eserciti un effetto, € stato documentato che la sua somministrazione induca
un’importante attivita antinfiammatoria, attraverso l'inibizione della chemiotassi e della
fagocitosi di granulociti e macrofagi, oltre alla riduzione della stimolazione, della proliferazione e
della migrazione dei linfociti. E inoltre dimostrato che I’acido ialuronico diminuisca la formazione
e il rilascio di prostaglandine da parte dei macrofagi e che eviti la formazione di radicali liberi
derivati dall'ossigeno in modo dose-dipendente (Howard et al., 1993).

L'infiltrazione di acido ialuronico risulta quindi utile a ridurre il dolore e il processo infiammatorio
causati dall'artrosi, oltre a ristabilire I'equilibrio biologico e a migliorare la meccanica

dell’articolazione, attraverso la sua azione lubrificante.

| polisolfati polisaccaridi (PSP) comprendono i glicosamino-glicani polisolfati (PSGAG), il

complesso peptidico GAG e il pentosan polisolfato. | PSP hanno un ruolo condroprotettivo e sono
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infatti capaci di prevenire, ritardare o invertire la lesione morfologica cartilaginea dell'OA. Dal
punto di vista clinico potrebbero essere impiegati nel trattamento dell’OA di grado lieve o in fase
iniziale. In particolare sarebbe opportuno utilizzare questi farmaci con un coinvolgimento

multiplo delle articolazioni, poiché si tratta di una terapia sistemica (Friesbie e Johnson, 2019).
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1.7.2. La medicina rigenerativa per il trattamento dell’OA

Le opzioni terapeutiche convenzionali attualmente disponibili mirano a ridurre le conseguenze
cliniche dell’OA, risultando quindi unicamente di natura palliativa. L’aspettativa futura in ambito
medico scientifico prevede la ricerca di un trattamento alternativo, che possa invece promuovere
la rigenerazione cartilaginea e quindi ristabilire 'omeostasi articolare, in prospettiva di una
guarigione a lungo termine. L'applicazione intra-articolare di terapie biologiche derivate da fonti
di sangue o cellule dello stroma mesenchimale (MSCs) rappresenta attualmente una valida
opzione per il trattamento dell’OA (Mayet et al., 2023). Sebbene questi agenti ortobiologici non
siano ad oggi ancora affermati in ambito clinico, e scientificamente noto come tali terapie
condividano un potenziale effetto rigenerativo nei confronti dei tessuti articolari (Frisbie et al.,

2008; Broeckx et al., 2014).

| prodotti ematici autologhi a base cellulare sfruttano il potenziale rigenerativo associato ai fattori
di crescita contenuti all’interno delle piastrine. A seconda del rispettivo numero di piastrine nel
sangue e del metodo di lavorazione, la concentrazione piastrinica risulta ampiamente variabile
traidiversi prodotti (Brossi et al., 2015). Il plasma ricco di piastrine (PRP) &€ uno dei rappresentanti
piu noti di questo gruppo terapeutico e nella pratica medica equina viene comunemente
utilizzato in corso di lesioni tendinee o legamentose (Velloso-Alvarez et al., 2020). L'utilizzo di
PRP per il trattamento di patologie articolari risulta essere meno frequente, tuttavia sono stati
documentati risultati positivi dopo il suo utilizzo. Garbin e Olver riportano nel loro studio un
miglioramento clinico dei sintomi e il ritorno alla prestazione atletica di cavalli osteoartritici

trattati con plasma ricco di piatrine o lisato piastrinico (Garbin e Olver, 2020).

Le terapie a base di siero autologo condizionato (ACS) rappresentano un altro gruppo di
emoderivati autologhi. La modalita di azione di questi prodotti € per molti aspetti non
completamente definita, ma sembra che sia principalmente correllata all’laumento della
concentrazione dell’interleuchina 1-Ra (IL-1Ra), antagonista dei recettori dell’interleuchina 1 (IL-
1). | risultati ottenuti dopo trattamento dellOA equina, hanno evidenziato un sensibile
miglioramento dei segni clinici, attribuibile all’azione antinfiammatoria dell’ACS, esercitata a

livello articolare (Camargo Garbin e Morris, 2021).
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Le ricerche scientifiche degli ultimi anni hanno riconosciuto alle MSCs un grande potenziale
terapeutico per il trattamento delllOA. Gli importanti effetti immunomodulatori e
antinfiammatori esercitati da queste cellule, cosi come le loro proprieta rigenerative, sembra
possano essere responsabili di un miglioramento clinico dei cavalli trattati (Jammes et al., 2023).
Ferris e colleghi riportano una riduzione del dolore e un rallentamento della progressione
dell’osteoartrite dopo applicazioni intra-articolari di MSCs, dimostrando tra I’altro un ritorno
degli stessi cavalli all’attivita sportiva e un miglioramento delle loro prestazioni atletiche (Ferris
et al., 2014). Un’ulteriore evidenza scientifica a sostegno dell’efficacia terapeutica delle MSCs
viene descritta da Broeckx e collaboratori, i quali allo stesso modo riportano un rilevante
miglioramento clinico dei cavalli trattati. Nello specifico viene descritto dagli stessi autori una
riduzione dell’effusione articolare, cosi come del grado di zoppia e della risposta al test di
flessione (Broeckx et al., 2019).

Diversi lavori scientifici hanno suggerito come gli effetti benefici delle MSCs per il trattamento
dell’OA siano pero prevalentemente mediati dal loro secretoma (Zhang et al., 2016; Toh et al.,
2017). Tofino-Vian e collaboratori hanno dimostrato l'incapacita dei condrociti attivati di
rilasciare mediatori dell'infiammazione (TNF-a, IL-1, IL-6, NO) in presenza di MSCs-CM o MSCs-
EVs. Lo stesso studio riporta inoltre un’aumentata produzione di IL-10 immunosoppressiva,
indicando importanti effetti antinflammatori e condroprotettivi correlati a questo prodotto
biologico (Tofifio-Vian et al., 2018). L'aumentata efficacia terapeutica esercitata dal secretoma,
associata ad un miglioramento del prodotto in termini di sicurezza, rende I'utilizzo del MSCs-CM
ancora piu promettente rispetto all’applicazione diretta cellulare. Affinché questo prodotto
potesse essere facilmente impiegabile nella pratica veterinaria equina sono stati combinati i
processi di ultrafiltrazione e liofilizzazione, ottenendo il liosecretoma (Bari et al., 2018).
L'applicazione intra-articolare di liosecretoma allogenico, rappresenta ad oggi una promettente

terapia rigenerativa per il trattamento dell’osteoartrite nel cavallo.

51



52



2. OBIETTIVI DELLA TESI

L’osteoartrite (OA), patologia articolare caratterizzata da degenerazione e perdita cartilaginea,
rappresenta una delle cause primarie di zoppia nel cavallo anziano o sottoposto ad un’intensa
attivita agonistica. Essendo la diagnosi di OA molto frequente nella pratica veterinaria equina e
risultando le attuali opzioni terapeutiche solamente di natura palliativa, sembra che
I'applicazione intra-articolare di MSCs e prodotti derivati possa dare risultati promettenti nel
trattamento dell’OA.

Gli effetti biologici correlati alle MSCs sono principalmente dovuti alla loro attivita paracrina,
ovvero alla secrezione di molecole bioattive che, nel complesso, prendono il nome di secretoma.
Un numero crescente di studi si sta concentrando su questo prodotto “cell-free” di derivazione
mesenchimale , tra cui il lavoro pubblicato da Mocchi e collaboratori, che fornisce la validazione
del processo di produzione e liofilizzazione di secretoma derivante da MSCs da tessuto adiposo
di cavallo, e identifica i parametri critici per il controllo della qualita e il rilascio dei lotti, al fine di
fornire un prodotto finale, chiamato liosecretoma, che sia sicuro, efficace e facilmente
applicabile in ambito clinico (Mocchi et al., 2021 a).

L’elaborato appena citato fornisce una caratterizzazione quantitativa e qualitativa del prodotto,
ne valuta gli effetti biologici in vitro e risulta quindi essere propedeutico alle prime valutazioni in
vivo, relative alla sicurezza e all’efficacia del prodotto biologico, per il trattamento delle patologie
muscolo-scheletriche del cavallo.

Per quanto riguarda il cane & stato recentemente proposto il primo protocollo in vivo, atto alla
valutazione preliminare del principio di sicurezza, dopo iniezione intra-articolare di liosecretoma
derivante da MSCs allogeniche, per il trattamento dell’osteoartrite (Mocchi et al., 2021 b). |
risultati ottenuti da questo studio riportano I'assenza di reazioni avverse rinconducibili
all’applicazione intra-articolare di liosecretoma allogenico, aprendo le porte ad ulteriori studi
riguardanti I'efficacia del prodotto.

L’obiettivo primario di questo elaborato sara quello di riproporre in parte gli studi effettuati nel
cane e quindi di testare preliminarmente in vivo la sicurezza di questo prodotto anche nel cavallo.
A tale scopo sono stati arruolati quattro cavalli adulti, affetti da patologia osteoartritica, i quali
sono stati sottoposti ad applicazione intra-articolare di liosecretoma derivante da MSCs
allogeniche. Al fine di testare la sicurezza del prodotto, ogni soggetto arruolato nello studio

clinico, & stato sottoposto a valutazioni cliniche pre e post trattamento con liosecretoma.
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Questo studio si riserva quindi di valutare come unico parametro la sicurezza relativa
all’applicazione intra-articolare di liosecretoma derivante da MSCs allogeniche nel cavallo. Si
specifica inoltre che si tratta di uno studio preliminare, condotto su un numero limitato di
soggetti, fondamentale per procedere in futuro con un trial clinico che coinvolga un numero piu
elevato di animali e che permetta di determinare la concentrazione ottimale di liosecretoma da

utilizzare.
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3. MATERIALI E METODI

Lo studio clinico in oggetto prevede I'arruolamento di 4 cavalli adulti di proprieta, affetti da
osteoartrite metacarpo-falangea, trattati con due iniezioni intra-articolari di liosecretoma a
distanza di 40 giorni. Al fine dell’arruolamento ogni animale e stato sottoposto ad un esame
obiettivo generale seguito da un esame ortopedico, completo di esami radiografici ed analisi del
fluido sinoviale. Le stesse valutazioni cliniche sono state effettuate dopo il trattamento con

liosecretoma, con lo scopo di valutare preliminarmente la sicurezza del prodotto.

Il protocollo terapeutico € stato sottoposto ad approvazione da parte del Ministero della
Salute (Prot. n. 0000778 del 15/01/2020 7.1.2.0.0.0/17/2019-AGD 809) e dal comitato etico
dell’Istituto Sperimentale della Lombardia ed Emilia Romagna (IZSLER, n. 1/2019, 21 marzo
2019).
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3.1 Arruolamento e criteri d’inclusione

Nel presente studio clinico sono stati arruolati quattro cavalli adulti di proprieta, affetti da
osteoartrite metacarpo-falangea.
Le specifiche relative ad ogni animale arruolato sono riportate schematicamente nella Tabella 1.

Per ogni paziente coinvolto nello studio clinico & stato sottoscritto il consenso informato da parte

del proprietario.

. . Articolazione
Caso Razza Sesso Eta (anni)
trattata
Trottare Nodello
1 o Femmina 16 anteriore
italiano
destro
Trottatore Nodello
2 o Femmina 21 anteriore
italiano
destro
Nodello
Trottaore . .
3 . Femmina 26 anteriore
italiano ..
sinistro
Trottare Nodello
4 o Femmina 18 anteriore
italiano ..
sinistro

Tabella 1. Sintesi dei casi inclusi in questo studio per quanto riguarda la razza, il sesso, I'eta e
I'articolazione trattata.

Gli animali coinvolti nel presente studio clinico sono stati selezionati nel rispetto dei seguenti
criteri d’inclusione: cavallo adulto, presentante osteoartrite metcarpo-falangea, esente da
ulteriori stati patologici, che potessero influenzare e potenzialmente falsare i risultati ottenuti

dalle valutazioni cliniche effettuate pre e post trattamento con liosecretoma.
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3.2 Esami pre clinici

Ogni animale & stato sottoposto ad un esame obiettivo generale preliminare al trattamento, al
fine di valutarne le condizioni generali di salute ed escludere la presenza di ulteriori patologie,
come previsto dal primo criterio di inclusione. | parametri soggetti a valutazione clinica
comprendono la temperatura rettale, la frequenza cardiaca, la frequenza respiratoria, I'esame
delle mucose esplorabili, il tempo di riempimento capillare, lo stato del sensorio e la presenza di
appetito. Tutti i parametri considerati sono risultati nella norma per ogni cavallo coinvolto nello

studio.

Il secondo criterio di inclusione prevede che i cavalli coinvolti siano affetti da osteoartrite. Per
valutare la presenza di osteoartrite, ogni animale & stato sottoposto ad una visita ortopedica,

completa di esami radiografici ed analisi del fluido sinoviale.

L'esame obiettivo particolare ortopedico prevede una prima valutazione statica del soggetto,
seguita da una valutazione dinamica in andatura.

La valutazione statica consiste in un esame locale delle articolazioni metacarpo-falangee per
verificare I'eventuale presenza di inflammazione articolare. Gli indicatori di inflammazione
considerati in questo studio comprendono la presenza di: gonfiore associato ad effusione
articolare, calore, dolore alla palpazione e ridotta mobilita articolare (range of motion - ROM).
La visita dinamica ortopedica valuta I’'animale in movimento per verificare eventuali irregolarita
di andatura, comunemente definite come zoppia, secondo i parametri indicati nella Tabella 2.
Ogni animale e stato esaminato alle due andature del passo e del trotto, su terreno duro e

terreno morbido, sia in dirittura che in circolo.
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GRADO DESCRIZIONE

0 zoppia non percettibile in nessuna circostanza

1 zoppia difficile da osservare e non costantemente apparente, in base alle
circostanze

2 zoppia difficile da osservare al passo o al trotto in linea retta, ma
costantemente apparente in alcune circostanze

3 zoppia costantemente osservabile al trotto in tutte le condizioni

4 zoppia evidente al passo

5 minimo sbhilanciamento del peso in movimento e/o in stazione, oppure
completa inabilita al movimento,

Tabella 2. Sistema di gradazione della zoppia nel cavallo secondo le linee guida AAEPS
(American Association of Equine Practitioners).

Al fine di evidenziare I'eventuale presenza di dolorabilita articolare subclinica o escludere
ulteriori cause di zoppia gia precedentemente conclamata, sono stati condotti i test di flessione
sui quattro arti su terreno duro. Le principali valutazioni precliniche di ciascun paziente arruolato

sono riassunte nella Tabella 3.

Grado di zoppia

Articolazi Dolore alla in linea In In Test di
Caso .r Icolazione flessione circolo | circolo es' !
interessata . su su su flessione
passiva terreno
duro terreno terreno
duro morbido
nodello .
1 ) moderato 2/5 2/5 2/5 positivo
anteriore destro
2 nodello .
. severo 2/5 1/5 2/5 ositivo
anteriore destro / / / P
nodello
3 anteriore moderato 2/5 2/5 2/5 positivo
sinistro
nodello
4 anteriore severo 2/5 2/5 2/5 positivo
sinistro

Tabella 3. Tabella riportante i principali dati ottenuti durante I'’esame ortopedico pre clinico.

A seguito dell’esame ortopedico statico e dinamico sono state effettuate immagini radiografiche

delle articolazioni interessate come conferma diagnostica.
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Come ultima procedura precedente al trattamento € stata eseguita un’artrocentesi per il
campionamento di fluido sinoviale, da sottoporre ad esame chimico-fisico e microscopico con

conta cellulare per escludere la presenza di un’artrosinovite di natura infettiva (Tabella 4).

Caso Colore Trasparenza | Aspetto Pt[(:)'ctzllri\e Eritrociti | Leucociti
giallo o 1,10 1000

1 paglierino presente limipido o/dl mel 123 mclL
giallo L 0,50 0,005

2 paglierino presente limipido o/dl mel. 125 mcL
giallo L 0,70 0,005

3 paglierino presente limipido g/dl el 297 mcL

4 g|aII9 scarsa viscoso 1,00 29.000 142 mcL
arancio g/dl mcL

Tabella 4. Risultati ottenuti dall’esame del versamento sinoviale di ogni cavallo arruolato nello

studio clinico.

Al tempo zero tutti i parametri considerati sono risultati nella norma rispetto ai valori di
riferimento, ad eccezione del valore elevato di eritrociti di due animali, attribuibile a

contaminazione iatrogena dovuta alla centesi articolare (Tabella 5).

Protei
Trasparenza | Aspetto o e|r.1e Eritrociti Leucociti
totali
Valori di
. a‘or| ! presente limipido | <2,5g/dl <1mclL 2000 mcL
riferimento

Tabella 5. Valori di riferimento dei parametri considerati in corso di esame del versamento

sinoviale (da Cornell University College of Veterinary Medicine).
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3.3 Trattamento

| lotti di liosecretoma di cavallo sono stati preparati in collaborazione con il Reparto substrati
cellulari dell’Istituto Zooprofilattico della Lombardia ed Emilia-Romagna (IZSLER), sede di Brescia.
La liofilizzazione e la determinazione delle caratteristiche chimico-fisiche del prodotto sono state
fatte dal gruppo di ricerca della Prof.ssa Marina Torre (Dipartimento di farmacologia, Universita
di Pavia). Il liosecretoma & stato caratterizzato in termini di proteine totali e contenuto lipidico.
Inoltre, presso la sede di Brescia dell’'lZSLER, e stato eseguito il controllo qualita per prodotti
farmacologici iniettabili da parte del gruppo della Dott.ssa Silvia Dotti, tramite test di sterilita e
controllo microbiologico (Mycoplasma e endotossine batteriche), in accordo con la Farmacopea

Europea (EuPh 2.6.27).

Previa sedazione e stata eseguita la tricotomia della regione del nodello e la disinfezione
chirurgica della parte secondo protocollo standard (passaggi alternati di clorexidina saponosa e
clorexidina alcolica al 2%). A seguire e stata effettuata la centesi sterile dell’articolazione
metacarpo-falangea e l'infiltrazione articolare di prodotto stabilito e risospeso. Nel dettaglio
stato introdotto nello spazio articolare un ago di calibro 18 gauge, € stato aspirato il fluido
sinoviale con una siringa da 10 ml ed e stato infine iniettato con lo stesso ago mantenuto in sede
e una siringa da 5 ml il prodotto corrispondente a liosecretoma risospeso in 2,5 ml di acido
ialuronico (2% 100mg/5ml ad uso veterinario) e in 1 ml di ringer lattato.

Per il trattamento sono state preparate tre crescenti concentrazioni di liosecretoma da applicare
nelle articolazioni interessate di tre differenti cavalli. Per ogni concentrazione stabilita il prodotto
e stato risospeso in 2,5 ml di acido ialuronico e 1 ml di ringer lattato. |l quarto cavallo compreso
nello studio clinico ha rappresentato il soggetto controllo e per questo motivo gli & stato riservato

un trattamento convenzionale a base di acido ialuronico.

Di seguito vengono riportate schematicamente le specifiche relative al trattamento effettuato

nei quattro cavalli arruolati nello studio clinico (Tabella 6).

63



Articolazione Trattamento a base di:
Metacarpo- . .
Caso P Acido . Concentrazione del liosecretoma
falangea . . Liosecretoma
ialuronico
trattata
Caso1l anteriore destra X 800.000 cellule equivalenti
Caso 2 anteriore destra X 500.000 cellule equivalenti
Caso 3 anteriore sinistra X -
Caso 4 anteriore sinistra X 1.200.000 cellule equivalenti

Tabella 6. Sintesi delle procedure d’infiltrazione effettuate su ogni cavallo. Definizione
dell’articolazione trattata, del prodotto iniettato ed eventualmente della concentrazione di
liosecretoma utilizzata.

Al termine della procedura é stata applicata una fasciatura protettiva e compressiva e il cavallo

e stato riaccompagnato nel suo box. | cavalli trattati sono stati mantenuti a riposo in box per i

due giorni successivi, a seguito dei quali hanno ripreso la loro normale attivita. L'uso di qualsiasi

farmaco antinfiammatorio o antidoloriofico e stato evitato per I'intera durata dello studio clinico

salvo in circostanze eccezionali e compatibilmente con lo stato clinico del paziente.

Il trattamento e stato nuovamente ripetuto in ogni animale con le stesse modalita a distanza di

40 giorni dalla prima procedura.
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3.4 Follow-up

Ogni animale trattato & stato sottoposto a un protocollo di follow-up (Figura 6), che permettesse
di valutare come unico parametro la sicurezza relativa all’applicazione intra-articolare di
liosecretoma allogenico. Nel dettaglio, a distanza di 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48 e 72 ore da ciascuna
infiltrazione di infiltrazione, e stato effettuato un esame obiettivo generale e una valutazione
locale dell’articolazione trattata. Al settimo giorno post trattamento sono stati ripetuti gli stessi
esami post clinici ed e stata inoltre effettuata una valutazione dinamica dell’andatura. L'esame
obiettivo particolare ortopedico non viene ripetuto al fine di valutare un’eventuale
miglioramento della zoppia, ma con lo scopo di verificare che non ci sia stato un peggioramento
dell’andatura correlato all’applicazione di liosecretoma intra-articolare. | parametri considerati

in questa fase sono stati analoghi a quelli precedentemente elencati in corso di esami pre clinici.

A

ad ol gl o
B m m E B E W

TEMPO 0 z"'"";’f“:"“'n GIORNO 7 GIORNO 40 2“'5"';2&2"“'72 GIORNO 47 GIORNO 80
Ml Trattamento Campionamento H‘ Esame obiettivo particolare [:] Esame Obie'fﬁVO generale
intra-articolare del fluido sinoviale ) ortopedico e valutazione locale

dell’articolazione trattata

Figura 6. Visione schematica del protocollo di Follow-up.
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4. RISULTATI

| risultati ottenuti dall’esame obiettivo generale effettuato sui quattro cavalli trattati, non ha
evidenziato alcuna anomalia dei parametri considerati. Per quanto riguarda invece la valutazione
locale dell’articolazione trattata, si & evidenziata in ogni animale una lieve reazione
inflammatoria risoltasi sempre entro le 48 ore post trattamento. Nel dettaglio nessun animale
ha mostrato dolore alla palpazione, mentre & stato rilevato un lieve o moderato gonfiore e dolore
in tutti e quattro i cavalli infiltrati, indipendentemente dal trattamento applicato. Non é stato
evidenziato un aumento della gravita dei parametri considerati in relazione alla concentrazione
crescente di liosecretoma utilizzata, cosi come non € stata rilevata un’assenza d’infiammazione

locale con I'applicazione di un trattamento tradizionale a base di acido ialuronico.

Di seguito vengono riportati dettagliatamente tutti i parametri valutati dopo la prima
applicazione di liosecretoma intra-articolare per ogni cavallo arruolato nello studio clinico

(Tabella 7-14).

Caso 1.
Tempo | Temperatura | Frequenza | Frequenza Esame Tempo di Stato Appetito
rettale cardiaca | respiratoria delle riempimento del
mucose capillare sensorio
esplorabili

0 37,5 48 12 rosee <2 vigile si
2h 37,3 36 12 rosee <2 vigile si
4h 37,1 32 12 rosee <2 vigile si
6h 37,3 32 18 rosee <2 vigile si
8h 37,1 32 12 rosee <2 vigile si
12h 37,8 32 12 rosee <2 vigile si
24h 37,5 32 16 rosee <2 vigile si
48h 37,3 40 12 rosee <2 vigile si
72h 37,8 36 18 rosee <2 vigile si
788 37,5 36 16 rosee <2 vigile si

Tabella 7. Esame obiettivo generale post clinico, Caso 1.
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Tempo Gonfiore Calore Dolore
0 lieve assente assente
2h lieve lieve assente
4h moderato lieve assente
6h moderato moderato assente
8h moderato moderato assente
12h lieve moderato assente
24h lieve lieve assente
48h lieve lieve assente
72h lieve assente assente
788 lieve assente assente

Tabella 8. Valutazione locale dell’articolazione trattata, Caso 1.

Caso 2.
Tempo | Temperatura | Frequenza | Frequenza Esame Tempo di Stato Appetito
rettale cardiaca | respiratoria delle riempimento del
mucose capillare sensorio
esplorabili

0 37,6 32 12 rosee <2 vigile si
2h 36,9 36 12 rosee <2 vigile si
4h 37,1 32 12 rosee <2 vigile si
6h 37,3 32 12 rosee <2 vigile si
8h 37,1 32 18 rosee <2 vigile si
12h 37,1 28 16 rosee <2 vigile si
24h 36,9 28 12 rosee <2 vigile si
48h 36,9 32 16 rosee <2 vigile si
72h 37,5 32 16 rosee <2 vigile si
/88 37,2 32 12 rosee <2 vigile si

Tabella 9. Esame obiettivo generale post clinico, Caso 2.
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Tempo Gonfiore Calore Dolore
0 assente assente assente
2h assente assente assente
4h assente assente assente
6h lieve lieve assente
8h lieve lieve assente
12h lieve lieve assente
24h assente assente assente
48h assente assente assente
72h assente assente assente
788 assente assente assente

Tabella 10. Valutazione locale dell’articolazione trattata, Caso 2.

Caso 3.
Tempo | Temperatura | Frequenza | Frequenza Esame Tempo di Stato Appetito
rettale cardiaca | respiratoria delle riempimento del
mucose capillare sensorio
esplorabili

0 36,9 40 16 rosee <2 vigile si
2h 37,1 42 12 rosee <2 vigile si
4h 36,8 40 12 rosee <2 vigile si
6h 36,9 36 12 rosee <2 vigile si
8h 37,1 40 16 rosee <2 vigile si
12h 37,5 36 18 rosee <2 vigile si
24h 36,9 32 12 rosee <2 vigile si
48h 36,9 32 16 rosee <2 vigile si
72h 37,5 40 16 rosee <2 vigile si
/88 37,1 40 12 rosee <2 vigile si

Tabella 11. Esame obiettivo generale post clinico, Caso 3
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Tempo Gonfiore Calore Dolore
0 assente assente assente
2h assente assente assente
4h assente assente assente
6h lieve lieve assente
8h lieve lieve assente
12h lieve lieve assente
24h lieve lieve assente
48h assente assente assente
72h assente assente assente
788 assente assente assente

Tabella 12. Valutazione locale dell’articolazione trattata, Caso 3.

Caso 4.
Tempo | Temperatura | Frequenza | Frequenza Esame Tempo di Stato Appetito
rettale cardiaca | respiratoria delle riempimento del
mucose capillare sensorio
esplorabili

0 36,8 40 12 rosee <2 vigile si
2h 37,2 42 12 rosee <2 vigile si
4h 36,9 40 16 rosee <2 vigile si
6h 36,9 32 12 rosee <2 vigile si
8h 37,2 32 16 rosee <2 vigile si
12h 37,2 36 12 rosee <2 vigile si
24h 36,9 40 12 rosee <2 vigile si
48h 36,9 32 12 rosee <2 vigile si
72h 37,5 40 16 rosee <2 vigile si
/88 37,2 40 12 rosee <2 vigile si

Tabella 13. Esame obiettivo generale post clinico, Caso 4.
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Tempo Gonfiore Calore Dolore
0 assente assente assente
2h assente assente assente
4h assente assente assente
6h lieve lieve assente
8h lieve lieve assente
12h lieve lieve assente
24h lieve lieve assente
48h assente assente assente
72h assente assente assente
788 assente assente assente

Tabella 14. Valutazione locale dell’articolazione trattata, Caso 4.

| risultati ottenuti dopo il secondo trattamento non hanno evidenziato differenze significative

dei parametri valutati, i quali sono tutti analogamente rimasti entro i range fisiologici.
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5. DISCUSSIONE

L'osteoartrite rappresenta una delle patologie pil comuni diagnosticata nella pratica veterinaria
equina. Risultando le attuali opzioni terapeutiche soltanto di natura palliativa, emerge la
necessita all’interno della comunita scientifica di trovare un trattamento alternativo. Le funzioni
biologiche associate alle MSCs rendono tali cellule utilizzabili al fine di prevenire I'lavanzamento
del danno cartilagineo e di promuovere la rigenerazione del tessuto danneggiato (Zayed et al.,
2018). Ancora piu promettente in ambito clinico, potrebbe essere I'utilizzo del secretoma di
origine MSCs, avendo questo prodotto acellulare un effetto terapeutico similiare a quello
osservato dopo applicazione diretta cellulare e dimostrando un miglioramento del prodotto
biologico in termini di sicurezza ed efficacia (Lou et al., 2017). La combinazione dei processi di
ultrafiltrazione e liofilizzazione hanno recentemente permesso di ipotizzarne I'eventuale
produzione su larga scala, ottenendo il liosecretoma, formulazione piu facilmente gestibile
nellambito della pratica clinica (Mocchi et al., 2021 a). L'applicazione intra-articolare di
liosecretoma allogenico, potrebbe rappresentare ad oggi una promettente terapia rigenerativa
per il trattamento dell’'osteoartrite nel cavallo. Questo studio ha l'obiettivo di valutarne
preliminarmente in vivo la sicurezza, attraverso I'analisi dei risultati precedentemente riportati.
Nel rispetto di questo obiettivo le valutazioni cliniche effettuate in corso di follow-up hanno
previsto unicamente un esame obiettivo generale dell’animale e una valutazione locale
dell’articolazione trattata. Non e quindi stata effettuata alcuna valutazione relativamente

all’efficacia del prodotto.

All’esame obiettivo generale, tutti gli animali trattati hanno evidenziato I'assenza di una reazione
sistemica, avversa all’applicazione intra-articolare di liosecretoma. Relativamente alla
valutazione locale dell’articolazione metacarpo-falangea, & stata invece riscontrata una lieve
inflammazione in tutti i cavalli infiltrati, indipendentemente dal trattamento applicato o dalla
concentrazione di liosecretoma utilizzata. Un processo inflammatorio locale a seguito di
un’infiltrazione articolare, & perd chiaramente riportato anche in corso di trattamento
convenzionale a base di acido ialuronico. Johnston e collaboratori hanno pubblicato uno studio
relativamente alla valutazione della risposta infiammatoria indotta dall’infiltrazione di acido
ialuronico a livello di articolazioni sane di cavallo. | risultati ottenuti da questo studio, dimostrano
I'instaurarsi di un’infiammazione, da lieve a moderata, a seguito dell’applicazione intra-articolare

di acido ialuronico. Lo stesso articolo riporta I'assenza di lavori pubblicati sulla gravita o
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I'incidenza delle risposte infiammatorie correlate all’infiltrazione di acido ialuronico nelle
articolazioni equine, ma evidenzia anche come questa sia una conseguenza comunemente
conosciuta dai veterinari e come, tra I'altro, gli stessi effetti avversi vengano inclusi da molti
produttori nelle avvertenze del prodotto (Johnston et al., 2019). Analoghe evidenze scientifiche
sono state riportate da Niemela e collaboratori dopo I'uso di un singolo trattamento con acido
ialuronico in cavalli clinicamente zoppi. Il medesimo studio riporta inoltre I'assenza di differenze
significative tra il gruppo di animali trattati con acido ialuronico e il gruppo di controllo trattato
con soluzione salina (Niemela et al., 2018). Ancora ¢ stato descritto come addirittura la sola
artrocentesi possa indurre un aumento delle proteine totali e della conta cellulare del fluido
sinoviale, parametri chiaramente indicativi di un processo infiammatorio locale articolare
(Francoz et al., 2007).

Le evidenze scientifiche appena citate supportano la possibilita che la lieve reazione
inflammatoria evidenziata in corso di follow-up nel presente studio sia correlata alla procedura
d’infiltrazione e di artrocentesi, piuttosto che all’applicazione specifica di liosecretoma. A
sostegno di questa tesi, € rimarcabile come effettivamente non sia stato registrato un aumento
della gravita dei parametri considerati in corso di valutazione locale dell’articolazione, in
relazione all’aumento della concentrazione di liosecretoma utilizzata. Tutti i cavalli hanno infatti
mostrato una transitoria e poco ingravescente reazione infiammatoria locale, risoltasi entro le
24-48 ore. L'unico soggetto ad aver mostrato alcuni segni moderati e non lievi di inflammazione,
non e infatti stato trattato con la concentrazione massima di liosecretoma utilizzata; inoltre, al

tempo zero, lo stesso animale evidenziava segni preesistenti di lieve infiammazione articolare.

L'assenza di importanti anomalie dei parametri considerati in corso di follow-up, rappresenta
quindi una prima dimostrazione della sicurezza relativa all’applicazione intra-articolare di
liosecretoma nel cavallo, nonostante questi risultati si basino su un campione molto ristretto di
animali trattati. A questo proposito, bisogna considerare che il presente studio ha come unico
obiettivo quello di effettuare una valutazione di carattere preliminare e unicamente riferibile alla
sicurezza del prodotto biologico, al fine di stabilire dei presupposti necessari al prosieguo degli
studi clinici. Saranno quindi necessari ulteriori studi clinici con una casistica pil importante per
poter effettuare una valutazione piu critica dei parametri considerati e accertare I'effettiva

sicurezza del prodotto, oltre a stabilirne la concentrazione ottimale da utilizzare. Una volta
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terminati gli studi per la valutazione della sicurezza, si procedera a verificare I'efficacia del

liosecretoma come terapia rigenerativa per il trattamento dell’osteoartrite nel cavallo.

75



76



6. CONCLUSIONE

Il liosecretoma di origine MSCs, e stato recentemente proposto come valido approccio per il
trattamento dell’osteoartrite nel cavallo. Il presente studio dimostra la fattibilita di due
somministrazioni intra-articolari di liosecretoma allogenico, evidenziando I'assenza di rilevanti
reazioni avverse. Il numero limitato di soggetti trattati non permette tuttavia di fornire una prova
diretta della sicurezza del prodotto biologico dopo applicazione intra-articolare nel cavallo.
Pertanto questo elaborato rappresenta il presupposto per procedere con ulteriori studi clinici,
relativi alla sicurezza e all’efficacia del liosecretoma, che prevedano I'arruolamento di un numero

adeguato di casi.
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