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INTRODUZIONE

La ricerca di un efficace trattamento per le lesioni a tutto
spessore delle superfici articolari del ginocchio, rappresenta
un’importante sfida nell’ambito della chirurgia ortopedica.

Uno studio retrospettivo eseguito da Curl su 31.516
artroscopie di ginocchio, ha mostrato un’incidenza del 63%
per lesioni cartilaginee. Nel 41% dei casi presentavano una
lesione del III grado di Outerbridge mentre nel 19,2% erano
del IV grado. L’eta media dei pazienti era di 43 anni e le sedi
maggiormente interessate erano il condilo femorale mediale e
la patella.'

Frequentemente il danno cartilagineo ha una natura
traumatica ed ¢ stato associato nel 23% dei casi con una
lesione del legamento crociato anteriore (LCA) e nel 54% con
lassita o instabilita cronica dello stesso.”

Si sostiene inoltre che le lesioni a livello della cartilagine o
a quello osteocondrale possano essere degli esiti comuni di un
traumatismo acuto o cronico.

E noto che a differenza del tessuto osseo, dotato di grandi
capacita rigenerative, la cartilagine ialina ¢ caratterizzata dalla
assenza di supporto ematico, linfatico e nervoso, indispensabili
per la riparazione tissutale. Infatti, solo le piccole perdite di
sostanza vengono colmate da tessuto fibrocartilagineo, mentre
quelle di dimensioni maggiori di rado vengono riempite: le
lesioni di una certa profondita non hanno possibilita di
guarigione spontanea ed a lungo termine progrediscono verso
la degenerazione di tipo artrosico della superficie articolare.’

Nessun processo inflammatorio pud coadiuvare la
riparazione cartilaginea ed 1 condrociti non possono migrare

4,5,6

dal tessuto cartilagineo sano circostante.” Tutto cio ¢ legato

alla fine architettura della cartilagine articolare, caratterizzata



da piccoli aggregati di condrociti avvolti da una matrice
amorfa di sostanza fondamentale che limita le possibilita di
collegamento tra di essi.

Negli anni sono state proposte svariate metodiche volte a
cercare di ripristinare la porzione di cartilagine articolare
danneggiata. Alcune di esse si basavano sulla mobilizzazione
passiva continua o su lavaggi endoarticolari senza pero
rivelarsi efficaci.” Altre tecniche, quali abrasioni, drilling,
spongiolizzazioni, perforazioni e microfratture, prevedevano la
stimolazione midollare, con lo scopo di facilitare la migrazione
delle cellule staminali del midollo osseo nel sito della lesione
cartilaginea, stimolando i processi di guarigione.® Con tali
trattamenti si otteneva un tessuto di riparazione fibroso o fibro-
cartilagineo, con collagene di tipo I, fibrociti ed una matrice
disorganizzata con caratteristiche biomeccaniche
complessivamente diverse dalla cartilagine ialina.” ® ° Queste
tecniche sono risultate parzialmente soddisfacenti nel controllo
del dolore e nel miglioramento della mobilita articolare.

Hangody ha proposto 1’utilizzo di innesti osteocondrali
autologhi per il trattamento di lesioni singole, sintomatiche, di
4°grado, localizzate a livello della porzione distale del femore.
Con tale tecnica ¢ difficile perd ottenere la copertura completa
del difetto, la stabilita meccanica degli innesti e la
ricostruzione di una superficie articolare congruente con la
cartilagine sana.

L’utilizzo dell’impianto di condrociti autologhi coltivati in
vitro offre un’alternativa alle tecniche precedenti.

L’impiego clinico dei trapianti di condrociti autologhi ¢
iniziato in Svezia nel 1987 ad opera di Brittberg ed al. per
trattare 1 pazienti con sintomatologia cronica causata da lesioni
della cartilagine articolare pubblicando risultati a 10 aa di

follow-up.®



Oltre alle difficolta connesse alla procedura chirurgica
dobbiamo aggiungere quelle legate alla difficolta di
maneggiare la coltura dei condrociti in soluzione liquida e
delicata. Per risolvere questi problemi sono stati sviluppati
ACI di seconda generazione che usano tecniche di ingegneria
tessutale per creare tessuto similcartilagineo in un sistema
colturale  tridimensionale. L’utilizzo  di scaffolds
tridimensionali per le colture cellulari in chirurgia open
permette gia una riduzione dell’ esposizione dell’ articolazione
poiché evita il rivestimento periostale e la sutura. In piu per

alcuni scaffolds'®!"!%13

sono state sviluppate tecniche di
impianto artroscopiche. L’applicazione clinica di questo
approccio di ingegneria tessutale di seconda generazione ¢ ben
documentato per diversi tipi di scaffolds con una valutazione
dell’ outcome clinico con follow-up a breve — medio termine.

Il trattamento di lesioni di grandi dimensioni, di tipo
degenerativo o di difetti osteocondrali ¢ ancor piu
problematico per il chirurgo ortopedico in quanto coinvolge 2
tessuti, 1’osso e la cartilagine, con diverse -caratteristiche
biochimiche e biomeccaniche. I progressi fatti dalla scienza
dei materiali, nella biologia cellulare e nelle nano-tecnologie
hanno permesso lo sviluppo di diversi metodi di assemblaggio
degli innesti osteocondrali compositi bioingegnerizzati.
Seguendo questo razionale il nostro gruppo ha sviluppato un
nuovo biomateriale: uno scaffolds osteocondrale costituito da
fibre collagene di tipo I nucleate con nano particelle di
idrossiapatite in tre diversi gradienti: il primo strato costituito
da sole fibre collagene di tipo I, il secondo dal 40% di
idrossiapatite e dal 60% di collagene ed il terzo dal 70% di
1drossiapatite e dal 30 % di collagene.

Dopo aver eseguito uno studio preclinico su animale

(pecore) che ha dimostrato le potenzialita di questo composto



biomimetico nella rigenerazione osteocartilaginea, abbiamo
eseguito, in conformitd con le norme italiane ed europee
vigenti, uno studio pilota su 30 pazienti dei quali abbiamo
analizzato I’outcome ad un anno di follow up con risultati

molto promettenti.



CAPITOLO 1
IL TESSUTO CARTILAGINEO

1.1 GENERALITA

Il tessuto cartilagineo, come il tessuto osseo, appartiene ai
tessuti connettivi di sostegno. La cartilagine rappresenta un
tessuto connettivo specializzato con le seguenti caratteristiche:
presenta cellule di un solo tipo, dette condrociti; ha la sostanza
fondamentale amorfa allo stato di ge/, il che le conferisce una
consistenza duro-elastica.'* Nei mammiferi adulti, la
cartilagine ha wuna limitata distribuzione, mentre nei
mammiferi giovani essa ¢ piu diffusa poiché forma il modello
per la maggior parte dello scheletro osseo in via di sviluppo. '*
15

Il tessuto cartilagineo non possiede nervi, né vasi sanguinei
e linfatici ed ¢ rivestito, ad eccezione delle superfici articolari,
in modo permanente, da una membrana fibrosa vascolarizzata
detta pericondrio.'® Possiede un trofismo poco attivo e lo
scambio di metaboliti tra 1 condrociti e 1 tessuti circostanti
dipende dalla diffusione di materiale anabolico attraverso i
capillari sanguinei posti nel pericondrio. La cartilagine
articolare, invece, si nutre prevalentemente per imbibizione dal
liquido sinoviale, il cui ricambio attraverso la cartilagine stessa
sarebbe favorito, nelle articolazioni portanti, dall’azione di
pompa che si attua durante la funzione articolare per
I’alternarsi delle pressioni e decompressioni.'’

In base alla distribuzione quantitativa delle fibre collagene
ed elastiche presenti nella sostanza fondamentale, possiamo
distinguere tre forme diverse di tessuto cartilagineo: ialino,
fibroso ed elastico; la cartilagine ialina ¢ il piu diffuso tra i

tessuti cartilaginei.



1.2 LA BIOMECCANICA DELLA CARTILAGINE
ARTICOLARE ”

La composizione biochimica della cartilagine articolare,
rispecchia la sua peculiare funzionalitda nel dissipare
accuratamente le sollecitazioni dei movimenti scheletrici
(fig.1).

Le fibre collagene si dispongono in modo da formare una
rete a maglie tridimensionali che offrono un sistema per
I’assorbimento e la neutralizzazione delle forze vettoriali di
trazione e di taglio.

I proteoglicani sfruttano le loro caratteristiche viscoelastiche
per controllare I’armatura fibrosa della cartilagine articolare e
mutare il proprio stato, da gel a sol, a seconda delle
sollecitazioni biomeccaniche di tipo compressivo.

I glicosaminoglicani, rappresentati dai condroitin solfati e
dal cheratan solfato, intervengono nella neutralizzazione e
rimozione delle forze di attrito e di frizione, presenti negli

strati superficiali della cartilagine articolare.

Fig. I: Struttura della cartilagine articolare 18



Una lettura in chiave biochimica della cartilagine articolare,
consente tuttavia di poter correlare 1’attivita biomeccanica non
soltanto alla sua organizzazione, ma anche al suo importante
ruolo nel controllo e nel mantenimento dello stato
differenziato del tessuto articolare.

Cio ¢ dimostrato dal fatto che I’attivita motoria pud
influenzare direttamente 1’attivita biochimica attraverso un
attento controllo del metabolismo e della fisiologia articolare.
Innesti periostei, se sottoposti in vivo a definiti stimoli
biomeccanici, possono andare incontro ad un processo
differenziativo che porta alla formazione di cartilagine ialina.
Questo fenomeno si verifica grazie alla presenza di cellule
totipotenti indifferenziate nello strato osteogeno di Ollier nel
periostio.

Salter in un modello sperimentale, ha impiantato un innesto
periosteo, prelevato dalla superficie anteriore della tibia, nella
troclea femorale, dalla quale viene asportato un segmento di
cartilagine  delle stesse  dimensioni del trapianto.
Nell’immediato  post-operatorio, gli animali vengono
sottoposti per 4 settimane alla continuous passive motion
(CPM). L’esperimento ha mostrato la formazione di
cartilagine ialina nel punto in cui ¢ stato effettuato I’impianto.

Attualmente si pud soltanto ipotizzare che gli stimoli
biomeccanici possano favorire la produzione di particolari

fattori di crescita a noi ancora sconosciuti.
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CAPITOLO 2
LE LESIONI CARTILAGINEE

2.1 EPIDEMIOLOGIA ED EZIOLOGIA

Le lesioni a livello della cartilagine articolare possono
essere isolate oppure associate ad altre patologie.

Le lesioni cartilaginee isolate sono causate di solito da
traumi di lieve entita e la loro diagnosi ¢ resa possibile
dall’esame artroscopico.”

Studi eseguiti da Noyes et al.”' , Casteleyen et al.”?, e
Dehaven® hanno evidenziato, indipendentemente,
I’associazione tra lesioni cartilaginee e 1’emartro acuto del
ginocchio. In questi pazienti I’incidenza del danno alla
cartilagine variava dal 6 al 20%.

Il tipo di lesione sembra essere correlato con ’eta: su 76
ginocchia esaminate, si ¢ visto che le lesioni a tutto spessore
erano piu frequenti nella terza decade, quelle parziali nella
quarta, mentre le fratture osteocondrali nell’adolescenza.**

Curl et al. hanno evidenziato, in 31.516 artroscopie di
ginocchio, che le lesioni a livello della cartilagine articolare
erano presenti nel 63% dei casi. Nel 41% appartenevano al 111°
grado (profondita maggiore del 50% dello spessore della
cartilagine) e nel 19,2% al IV° grado (lesione a tutto spessore)
e I’eta media era di 43 anni. Le sedi maggiormente coinvolte
erano il condilo femorale mediale e la patella.

Molti meccanismi traumatici che causano le lesioni
cartilaginee, provocano allo stesso tempo lesioni meniscali e
legamentose.

In uno studio su 14 pazienti, si € notato che 13 presentavano

delle lesioni alla cartilagine articolare, associate a lesioni
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meniscali dallo stesso lato; ¢id0 sembra dipendere dal fatto che
le lesioni del menisco portino secondariamente ad un danno
alla cartilagine articolare.”

Inoltre le lesioni della cartilagine sono state associate nel
23% dei casi a lesione del legamento crociato anteriore (LCA)
e nel 54% a lassita o instabilita dello stesso.”

Engebresten et al. e Spindler et al. hanno presentato una
casistica superiore all’80% dove alla lesione acuta del LCA si
associa un bone bruise del condilo al controllo RMN.*%*’

Lesioni cartilaginee possono associarsi anche a lesioni del
legamento crociato posteriore (LCP). Quando si hanno delle
lesioni croniche del LCP, spesse volte le sedi della
localizzazione del danno cartilagineo sono il compartimento
mediale e femoro rotuleo.”® ¥

Infine altre condizioni che possono determinare un danno
cartilagineo sono: [D’eta, I’immobilizzazione, precedenti
interventi chirurgici a livello articolare e farmaci come i
corticosteroidi e gli antinflammatori non steroidei (FANS).*”
31,32, 33

Molti pazienti che presentano lesioni croniche della
cartilagine, riferiscono pregressi traumatismi a livello
articolare che possono aver causato il danno articolare che, a
suo tempo, era passato inosservato.

E difficoltoso correlare un trauma con la lesione cartilaginea
basandosi solo sulla storia clinica, sull’esame obiettivo e sulle
radiografie. L uso della risonanza magnetica nucleare (RMN)
e soprattutto dell’artroscopia offre notevoli facilitazioni nella
diagnosi delle lesioni della cartilagine.

De Haven ha evidenziato con 1’artroscopia un 6% di lesioni

.. . . . . 34
osteocondrali in ginocchia con emartri acuti.
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Lesioni  osteocondrali  sono  state  diagnosticate
artroscopicamente da Boberg e Mc Ginty nel 18% di pazienti
con emartri postraumatici.”

Vellet ha trovato che lesioni del legamento crociato insieme
ad emartro acuto erano associate nel 78% delle ginocchia a
fratture occulte subcorticali. Tali fratture, dette anche bone
bruises, interessano la parte trabecolata dell’osso subcorticale
e sono secondarie a traumi. In base al loro aspetto tali fratture
possono essere classificate come segue: reticolari, geografiche
o lineari.

Le lesioni geografiche sono state giudicate importanti
perché gli esiti osteocondrali sono risultati evidenti nel 63%
dei controlli radiografici eseguiti a 6 e 12 mesi dall’evento
traumatico. L’osso trabecolare puo essere in grado di guarire,
ma 1l tessuto cartilagineo articolare va incontro a condrolisi
proporzionalmente alla forza e distribuzione del trauma.’

L’artroscopia e la RMN hanno sensibilmente migliorato la
diagnosi e permettono una piu precisa analisi della profondita,
estensione e localizzazione della lesione cartilaginea e del
danno subcondrale conseguente al trauma acuto.

Utilizzando  queste  informazioni, una  valutazione
prospettica pud aiutare a trovare delle correlazioni tra trauma
articolare e lo sviluppo successivo delle alterazioni della
cartilagine.

La lesione del LCA puo giocare un ruolo importante nello
sviluppo di lesioni croniche della cartilagine.

Diversi autori hanno riportato delle associazioni tra la
lesione cartilaginea e lesione del crociato anteriore.”” ** *°

Concludendo, si puod considerare il processo degenerativo di
tipo artrosico, come un evento ad eziologia multifattoriale in
cui danni meniscali e lassita dei legamenti crociati svolgono un

ruolo di notevole rilevanza.
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2.2 CLASSIFICAZIONE

Vi sono numerose classificazioni per le lesioni della
cartilagine.40’ 41, 42, 43,57

Tra le classificazioni quella piu utilizzata ¢ quella di
Outerbridge.** Essa permette una valutazione della profondita
e del diametro della lesione. Prevede la presenza di quattro
gradi a gravita crescente.

Il grado 1 comprende la cartilagine molle ed edematosa.

Il grado 2 include difetti non a tutto spessore con
fissurazioni della superficie che non raggiungono 1’o0sso
subcondrale e il diametro non supera 1,5 cm.

Il grado 3 comprende lesioni che raggiungono 1’0sso

subcondrale con un diametro superiore a 1,5 cm.

Infine nel grado 4 vi ¢ ’esposizione dell’osso subcondrale.
(Fig. 2)

Fig. 2: Classificazione di Outerbridge delle lesioni cartilaginee:
A: Grado 1; B: Grado 2; C: Grado 3; D: Grado 4

14



Nel 1989 Noyes ha proposto una classificazione delle
lesioni della cartilagine basandosi sull’aspetto artroscopico.*’
In questa classificazione si prende in esame il diametro, la sede
la profondita della lesione.

Il grado 1 comprende le lesioni con rammollimento della
cartilagine sollevata o non sollevata.

Il grado 2 comprende le lesioni che presentano una
fissurazione della superficie articolare, distinto in 2°, in cui la
fissurazione non supera il 50 % dello spessore della cartilagine
¢ 2B che la supera.

Il grado 3 viene diviso a sua volta in grado 3A, in cui si ha
un’esposizione dell’osso subcondrale mentre 3B comprende i

veri e propri difetti osteocondrali.
2.3 CLINICA

Le lesioni osteocondrali non presentano una sintomatologia
caratteristica. Il dolore a livello dell’articolazione interessata ¢
solitamente di tipo sordo.

L’origine del sintomo dolore sembra correlato con la perdita
di cartilagine della superficie articolare che porta ad
un’alterazione della funzione di assorbimento delle
sollecitazioni meccaniche. In tale modo 1’osso subcondrale
viene sottoposto a pressioni elevate con stimolazione dei
recettori delle terminazioni nervose a livello periarteriolare.
Con il tempo, I’0osso puo andare incontro a dei fenomeni di
tipo degenerativo che si ripercuotono sull’emodinamica del
condilo; c10 puo dar luogo ad una sensazione di dolore acuto e
di fastidi all’articolazione. Parallelamente a ci0, la rottura della
cartilagine rilascia enzimi e metaboliti che provocano una
sinovite dolorosa ed eventualmente una distensione della

capsula articolare.

15



Il dolore pud essere percepito indistintamente sia durante
che dopo I’attivita fisica ed essere o localizzato o diffuso.

Delle lesioni abbastanza vaste e/0 numerose, possono
limitare 1 pazienti sia nell’attivita sportiva come anche nelle
attivita della vita quotidiana.*®

Hubbard ha evidenziato una correlazione tra la sede della
lesione condrale ed il tipo di sintomatologia. Lesioni a livello
della femoro-rotulea scaturiscono un dolore anteriore € nessun
sintomo di instabilita, mentre lesioni della regione posteriore
del condilo del femore possono dare instabilita.*’

Oltre al dolore possono rendersi manifesti dei segni quali il
gonfiore dell’articolazione interessata, scrosci, blocchi,
instabilita e versamento intrarticolare. Questi segni obiettivi
sono tipici delle lesioni meniscali ma si possono presentare
anche nelle lesioni della cartilagine articolare; ci0 deve essere
tenuto in adeguata considerazione.

Terry et al. hanno riscontrato che 1l versamento
intrarticolare era presente nell’81% dei pazienti con lesioni
osteocondrali.*®

All’esame obiettivo il paziente pud lamentare un dolore in
corrispondenza dell’interlinea articolare.

Segni poco specifici possono essere il dolore al condilo
femorale interessato oppure un’atrofia della componente

muscolare della coscia.
2.4 DIAGNOSI

Un paziente con una storia di sintomi quali dolore
all’articolazione del ginocchio, scrosci, blocchi e versamenti,
fanno sospettare la presenza di un danno a livello della

cartilagine articolare.
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La radiologia convenzionale ¢ il primo esame da eseguire
nelle lesioni acute e croniche della cartilagine articolare; anche
se ¢ incapace di visualizzare direttamente la cartilagine, ¢
sempre attuale e non deve essere trascurata per le preziose
informazioni indirette che ci pud fornire; inoltre, ¢ una
indagine a basso costo, di semplice esecuzione € con bassa
esposizione a sorgenti ionizzanti. Non ¢ assolutamente
un’indagine obsoleta, ma il primo approccio nell’iter
diagnostico di una lesione cartilaginea.

La tomografia computerizzata (TAC) non consente una
diretta visualizzazione della cartilagine se non dopo iniezione
di mezzo di contrasto. L’avvento di tecniche non invasive, di
piu rapida esecuzione e di miglior visualizzazione topografica
dell’area indagata ha, da tempo, fatto abbandonare tale
metodica diagnostica.

La risonanza magnetica nucleare (RMN), con il suo
superiore contrasto nello studio delle parti molli e le capacita
di studio multiplanare, ha risolto molti problemi nell’imaging
della cartilagine articolare. Infatti la RMN puo fornire, in
modo non invasivo, informazioni sia morfologiche che
biochimiche sullo stato della cartilagine. Le informazioni
morfologiche fornite dalla RMN includono sia le lesioni focali
o diffuse della cartilagine - che possono anche essere
evidenziate da altre tecniche, ma invasive, quali I’artroscopia -
che le informazioni riguardanti lo spessore, il volume e la
morfologia tridimensionale della cartilagine. Le informazioni
biochimiche sono rappresentate dalla possibilita di conoscere il
contenuto di acqua, di proteoglicani, di collagene e di sodio.

Sia le sequenze pesate in T1 che in T2 sono utili per lo
studio di lesioni che interessino la morfologia della superficie
cartilaginea, perché la cartilagine ha un’alta intensita di

segnale relativamente al liquido articolare nelle immagini in

17



T1-pesate e bassa intensita di segnale, relativamente al liquido
sinoviale nelle sequenze in T2-pesate.

Nonostante la RMN abbia sensibilmente migliorato la
diagnosi delle lesioni, potrebbe ancora sotto/sopravalutarle a
causa della loro sensibilita e specificita. La letteratura riporta
dei valori che oscillano tra il 75% e il 93%. ¥’ (Fig. 3)

Fig. 3: RMN di lesione cartilaginea del condilo femorale

L’esame artroscopico rimane attualmente il gold standard

per la valutazione della superficie articolare.
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CAPITOLO 3
TRATTAMENTO DELLE LESIONI CARTILAGINEE

3.1 TRATTAMENTI CHIRURGICI

I trattamenti chirurgici si avvalgono di diverse tecniche
alcune delle quali possono riparare la lesione cartilaginea
mentre altre hanno come obiettivo la ricostruzione del sito
danneggiato, 4% 51 52 545556

Tra le prime possiamo ricordare il debridement o il lavaggio
articolare, lo shaving e le tecniche di stimolazione midollare
quali le perforazioni, le abrasioni e le microfratture.

Tra le seconde sono da menzionare le tecniche di
ricostruzione del difetto cartilagineo con materiale autologo: il
trapianto osteocondrale massivo, la mosaicoplastica, il
trapianto di pericondrio o periostio ed infine il trapianto di
condrociti autologhi.

Trattamenti senza ricostruzione del difetto

o tecniche riparative:

-Debridement o il lavaggio articolare ***
-Shaving
-Perforazioni >’

. . 5859,60,61,62
-Abrasioni 777"

. 4
-Microfratture ®°

Trattamenti con ricostruzione del difetto:

1) con materiale autologo

- . 65,66,67
-Trapianto osteocondrale massivo "™

~-Mosaicoplastica ** %

: : . . . - 70,71,73,74,75
-Trapianto di pericondrio o periostio "™ "~ "> "™

-Trapianto di condrociti autologhi "> "*"’
2) con materiale omologo o sintetico:

-Omotrapianti cartilaginei o osteocartilaginei
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-Fibre di carbonio

-Polimeri

Le tecniche riparative sono indicate nelle lesioni della
cartilagine articolare del 1, II, e III grado di Outerbridge.

Il trattamento delle lesioni di notevole dimensione del III e
IV di Outerbridge e le gravi perdite osteocondrali, sono le
indicazioni piu significative per 1’utilizzo di metodiche atte

alla ricostruzione del difetto.
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CAPITOLO 4
TRAPIANTO DI CONDROCITI AUTOLOGHI

4.1 DAI PRIMI INTERVENTI DI TRAPIANTO DI
CONDROCITI AUTOLOGHI, ALLA NASCITA
DELLA CARTILAGINE BIO-INGEGNERIZZATA

L’utilizzo dei trapianti di condrociti autologhi € iniziato nei
primi anni del *80.

Numerosi studi hanno dimostrato la possibilita di stimolare
la riproduzione di condrociti in vitro’® e studi su animali hanno
dimostrato la produzione di tessuto di riparazione simil-ialino,
dopo che le colture di condrociti venivano impiantate.’

Nel 1987, in Svezia, Brittberg et al. hanno iniziato dei #rials
clinict sull’'uomo per trattare le lesioni sintomatiche a tutto
spessore della cartilagine articolare del ginocchio, con i
condrociti autologhi ed il lembo periostale.

I primi risultati clinici sono stati pubblicati nel 1994 e hanno
dato degli esiti molto soddisfacenti, con esami bioptici che
rivelavano la presenza di un tessuto di riparazione simil-ialino.

Da quando ¢ stato introdotto in Svezia, il trapianto di
condrociti autologhi ha ottenuto un’attenzione sempre
maggiore come tecnica di ricostruzione delle lesioni
cartilaginee.

Nel 1998 al Congresso Annuale dell’American Academy of
Orthopedic Surgeons, il Dr. Lars Peterson ha presentato 1
risultati a 2-10 anni in 219 pazienti trattati con questa tecnica,
sostenendo 1l miglioramento del quadro clinico nell” 89% dei
casi con lesioni i1solate dei condili femorali, nel 74% in caso di
lesione del condilo femorale associata alla lesione del
legamento crociato anteriore (LCA), nell’ 84% in caso di

osteocondrite dissecante , € nel 69% delle condropatie rotulee.
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Gli studi di Minas’’ confermano una buona percentuale di
risultati incoraggianti a 12 e 24 mesi dall’intervento.

Pill recentemente Peterson’ ha mostrato dei risultati clinici
a piu lunghi tempi di follow-up dopo I’impianto di condrociti
autologhi. Infatti dopo 2 anni 50 pazienti su 61 avevano
ottenuto risultati buoni od eccellenti e, dopo un periodo di
follow-up piu lungo, compreso tra 5 e 11 anni, 1 risultati clinici
soddisfacenti erano ancora di 51 su 61. Una valutazione
artroscopica dell’area innestata, ha mostrato che nel 90% dei
casi la cartilagine aveva una consistenza simile a quella sana.

I risultati clinici proposti hanno dimostrato che 1 pazienti in
grado di ritornare ad un livello normale di attivita vanno dall’
84% al 91%.

Sgaglione”™  ha affermato che I’impianto di condrociti
autologhi ¢ un trattamento sicuro, efficace e riproducibile, che
deve essere considerato come un’opzione per il trattamento
delle lesioni della cartilagine con dimensioni maggiori di 2
cm?® in pazienti giovani che vogliono riprendere un buon
livello di attivita.

Il trapianto di condrociti autologhi rappresenta sicuramente
uno strumento terapeutico molto interessante, non perd privo
di notevoli svantaggi.

La sospensione liquida di condrociti in coltura non ¢ facile
da maneggiare durante la procedura chirurgica, e necessita di
un lembo periostale come copertura, che rende senza dubbio
piu indaginosa la procedura. La sutura del lembo periostale ¢
una procedura chirurgica difficile e lunga (Fig. 4) e necessita
la realizzazione di un’ampia esposizione dell’articolazione con
un rischio maggiore di complicanze quali rigidita articolare o

artrofibrosi ed infezioni.
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Fig. 4: Tecnica chirurgica di Impianto di Condrociti Autologhi e
sutura di flap periostale di copertura alla cartilagine circostante:
visualizzazione intraoperatoria.

Micheli et al nel 2001” e piu recentemente altri Autori ** "
% hanno registrato la necessitd di reintervento per rigidita
articolare nel 42% dei casi.

L’ipertrofia del lembo periostale rappresenta una frequente
complicanza di questo tipo di trattamento che spesso necessita
di un reintervento.®” *!- %

Un’ulteriore difficolta di questa procedura ¢ legata alla
creazione di una pressione negativa all’interno della tasca sotto
il lembo periostale, che eviti la fuoriuscita della soluzione
liquida della coltura dei condrociti durante le primi fasi della
mobilizzazione dell’arto e la ripresa graduale del carico.

Oltre alle difficolta connesse alla procedura chirurgica

dobbiamo aggiungere quelle legate alla difficolta di
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maneggiare la coltura dei condrociti in soluzione liquida e
delicata.

Si € notato, inoltre, che 1l mantenimento del fenotipo tipico
del condrocita risulti critico durante una prolungata crescita in
coltura in monostrato. In queste condizioni 1 condrociti
tendono a perdere la loro capacita di produrre sostanza
fondamentale amorfa e collagene di tipo I1.°

Un altro problema riguarda la distribuzione tridimensionale
che le cellule vanno ad assumere nell’area del difetto
cartilagineo.’

Per risolvere questi problemi sono stati sviluppati ACI di
seconda generazione. Gli ACI di seconda generazione usano
tecniche di ingegneria tessutale per creare tessuto
similcartilagineo in un sistema colturale tridimensionale con
I’obbiettivo di superare tutte le complicanze correlate alla
coltura cellulare e alle tecniche chirurgiche.

Essenzialmente, il concetto si basa sull’utilizzo di scaffolds
polimerici temporanei e biodegradabili per la crescita in vitro
di cellule vitali che poi vengono successivamente impiantate
nel sito della lesione. Mentre 1 condrociti in colture cellulari
bidimensionali alterano 1l loro fenotipo e si differenziano in
cellule fibroblastiche che non possiedono a lungo la capacita di
produrre collagene tipo II e proteoglicani *, & stato dimostrato
che Tl’utilizzo di scaffolds tridimensionali favorisce il
mantenimento di un fenotipo differenziato ** > % di
condrociti.

Alcune proprieta fondamentali di questi scaffolds includono
la biocompatibilita e la biodegradabilita attraverso vie
biochimiche sicure ad intervalli di tempo adeguati. Scaffolds
solidi sono provvisti di un substrato sul quale le cellule
possono aderire mentre la funzione degli scaffolds di gel ¢

quella di intrappolare fisicamente le cellule. Scaffolds
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composti di materiali naturali o sintetici in una varieta di
forme fisiche (fibre, maglie, gel) sono stati applicati nella
fabbricazione del tessuto cartilagineo. I materiali sintetici
comunemente usati sono i polilactidi come I’ acido polilattico
(PLA) e quello poliglicolico (PGA). Le proprieta meccaniche e
la degradazione di biomateriali sintetici sono piu
comunemente modificate rispetto ai polimeri naturali ma la
degradazione dei loro prodotti potrebbe causare danni al
tessuto nativo ed alle cellule impiantate. Comunque la nuova
forma chimica di questi materiali ha migliorato le loro
biocaratteristiche e la biocompatibilita.” 1 materiali naturali
utilizzati per produrre gli scaffolds includono agarosio,
alginato, acido ialuronico, gelatina, colla di fibrina, derivati del
collagene e matrice di collagene acellulare. Questi hanno
biocompatibilita impeccabile, possono essere processati in
modo affidabile e riproducibile e potrebbero promuovere la
performance cellulare. Matrici comunemente utilizzate nella
pratica clinica in Europa sono a base di collagene o acido
1aluronico. Negli USA non vi ¢ ancora approvazione della
FDA per il trapianto di condrociti matrix-assisted nell” uomo.

L’utilizzo di scaffolds tridimensionali per le colture cellulari
in chirurgia open permette gia una riduzione di esposizione
dell’ articolazione poiché evita il rivestimento periostale e la

12, 1
» 3 sono state

sutura. In piu per alcuni scaffolds'® '
sviluppate tecniche di impianto artroscopiche. L’applicazione
clinica di questo approccio di ingegneria tessutale di seconda
generazione ¢ ben documentato per diversi tipi di scaffolds con
una valutazione dell’ outcome clinico con follow-up a breve e
medio termine. Purtroppo gli studi che riportano risultati ad un
follow up maggiore sono ancora pochi a causa del recente
sviluppo di queste tecniche e della loro reale applicazione

SR Co 13, 88, 89, 90, 91, 92
clinica iniziata alla fine degli anni novanta. ™ ™ > ™ >
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Fig. 5: Schema tecnica chirurgica per impianto artroscopico di
ACI di seconda generazione (Hyalograft C) con strumentario
dedicato: A-B preparazione del sito di lesione; C prelievo di
condrociti dal supporto a base di acido ialuronico; D impianto di

condrociti nel sito di lesione

Fig. 6: Visualizzazione intraoperatoria di impianto artroscopico di
Hyalograft C: innesto prima e dopo il rilascio del tourniquet
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4.2 CONCLUSIONI

Sulla base dei risultati pubblicati, I’impianto di condrociti
autologhi su scaffold tridimensionale garantisce risultati
comparabili con la tecnica ACI tradizionale, ma riduce la
morbidita della procedura ed evita I’ utilizzo di un flap
periostale con vantaggi sia da un punto di vista biologico che
chirurgico. I migliori risultati sono stati riportati per le lesioni
post traumatiche in giovani pazienti attivi. Nel trattamento dei
difetti cartilaginei articolari devono essere corrette comorbidita
significative come danni meniscali, lassita ligamentose e
malallineamenti dell’articolazione tibio-femorale o patello-
femorale. Pochi studi riportano 1 risultati circa il trattamento di
lesioni cartilaginee dell’articolazione patello-femorale con
ACI di seconda generazione, ma i risultati sembrano essere piu
incoraggianti rispetto al trattamento con altre metodiche. I
risultati di queste tecniche nella patologia degenerativa
articolare sono pochi ed ancora molto controversi. Si deve
porre attenzione al fatto che nessun prodotto di condrociti
autologhi di seconda generazione ¢ indicato nei disturbi
articolart1 degenerativi generalizzati. Riassumendo questo
metodo potrebbe essere utilizzato per il trattamento di
importanti lesioni condrali in una popolazione di giovani attivi
ed in atleti professionisti ma saranno necessari studi controllati
e randomizzati a lungo termine a conferma dell’ affidabilita di
queste procedure.

Ci si aspetta in breve tempo una serie di miglioramenti a
conferma della crescente conoscenza della coltura cellulare e
del comportamento evolutivo dei condrociti con lo scopo di
fornire una tecnica chirurgica ancor piu affidabile ed un

miglior outcome clinico.
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CAPITOLO 5
INGEGNERIA TISSUTALE PER LA RICOSTRUZIONE
OSTEOCONDRALE.

5.1 INNESTI OSTEOCONDRALI  COMPOSITI
BIOINGEGNERIZZATI

Il trattamento delle lesioni osteocondrali ¢ ancor piu
problematico per il chirurgo ortopedico in quanto coinvolge 2
tessuti con diverse caratteristiche biochimiche e
biomeccaniche.

I progressi fatti dalla scienza dei materiali, nella biologia
cellulare e nelle nano-tecnologie hanno permesso lo sviluppo
di diversi metodi di assemblaggio di innesti osteocondrali
compositi bioingegnerizzati. Essi possono essere classificati
sulla base delle combinazioni finora proposte tra scaffolds e

linee cellulari (Fig. 7).

Fig. 7 *: combinazioni finora proposte tra scaffolds e linee cellulari

Scaffold

strategy

Cell e

strategy

Martin et al., J Biomech 2006

28

[ ]
i

.

L

No scaffold

Scaffold for
bone layer

Scaffold for
cartilage layer

Same scaffold
for both layers

No cells

Chondrogeni
ccells

Osteogenic
cells

Common
cell
source



Come si evince dalla figura: nella soluzione “A” si utilizza
un solo scaffold per la componente ossea sopra la quale viene
direttamente coltivata la matrice condrale. Nella soluzione “B”
si utilizzano due diversi scaffold: uno per la matrice ossea e
I’altro per la matrice cartilaginea successivamente assemblati.
La soluzione “C” prevede l'utilizzo di un unico scaffold
composito ed eterogeneo, con una parte ossea ed una condrale;
differente dalla soluzione “D” dove si utilizza lo stesso
scaffold per entrambi gli strati.

Le linee cellulari utilizzate per la colonizzazione degli
scaffolds, possono derivare da un singolo citotipo avente
capacita condrogeniche (I), da due citotipi, uno con capacita
condrogeniche e l'altro con capacita osteogeniche (II) o da un
singolo citotipo contemporaneamente con capacitd sia
osteogeniche che condrogeniche (III). E' possibile anche un
approccio cell free (IV).

E evidente che da un punto di vista chirurgico, I’impiego di
un innesto “cell-free” ¢ preferibile, considerando che lo stesso
sarebbe disponibile immediatamente annullandosi il doppio

tempo chirurgico e la coltura cellulare.

Fig. 8
Schema di impianto di scaffold su

difetto osteocondrale

Data la struttura delle matrici, ¢ auspicabile che la neo-

formazione ossea sia confinata nella porzione piu profonda del
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costrutto e non interessi lo strato superficiale all’interno del
quale invece dovrebbe attivarsi un processo di formazione
connettivale simil-cartilaginea (Fig. 8).

I metodi fino ad ora studiati per la fabbricazione degli
innesti osteocondrali cell-free, sono stati sviluppati con
l'obiettivo di fornire specifici segnali "rigeneratori" alle cellule
mesenchimali provenienti dal midollo osseo. °* *°
Naturalmente, occorre che I’impianto sia sufficientemente
“intelligente” da stimolare la proliferazione cellulare attesa e,
quindi la formazione di due diversi tipi di tessuto (osseo e
cartilagineo) con qualita biomeccaniche sovrapponibili a
quelle naturali.

Puo essere utile includere anche wun componente
supplementare che impedisca che la rapida crescita del tessuto
osseo € dei vasi invada il compartimento di competenza
cartilaginea.

Attualmente, I'orientamento della bioingegneria tissutale
nella riparazione delle lesioni osteocondrali segue due grandi
linee d'azione:

1) La riparazione del difetto attraverso l'innesto multiplo di
matrici cilindriche, come avviene negli innesti osteocondrali
plurimi, che pero presenta una limitata capacita di integrazione
Ed wuna certa discontinuita della superficie articolare
(responsabile dell’incremento della pressione di contatto).

2) L’utilizzo di composti osteocondrali su misura con una
forma anatomica che riproduce il contorno della superficie
articolare e che potenzialmente riduce l'interfaccia fra le
superfici articolari e ristabilisce la distribuzione del normale
asse di carico nell’articolazione. In linea di principio, tale
concetto ¢ molto interessante, ma risulta essere di difficile

realizzazione nella pratica clinica.
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Nonostante ['ampia varietd dei metodi trattati finora, in
merito agli innesti osteocondrali bioingegnerizzati, si ¢ ancora
lontani dal raggiungimento di risultati concreti. Attualmente
I’orientamento ¢ quello di trattare lesioni di piccole dimensioni
con un approccio con scaffold osteocondrali cell-free, mentre
nel caso di lesioni piu estese si ritiene necessaria la presenza di
fattori di crescita per il reclutamento in loco delle cellule.
Nella scelta delle strategie specifiche per il montaggio degli
innesti osteocondrali bioingegnerizzati, gli studi animali
possono essere importanti per la valutazione della sicurezza e
delle tecnica chirurgica o per verificare le capacita riparative
del tessuto stesso. Tali studi non tengono pero conto di
variabili quali il tipo, la sede e le dimensioni della lesione
nonché delle caratteristiche biochimiche e biomeccaniche che
differenziano uomo ed animale, che potrebbero modificare i
risultati clinici.

La bioingegneria tissutale apre quindi nuove possibilita
suscitando un notevole interesse, ma ¢ necessario protrarre la
valutazione nel tempo per verificare I’effettiva efficacia di tali
procedure rispetto alle altre metodiche di trattamento e la loro
capacita ~ di  offrire  risultati  qualitativamente e
quantitativamente validi e duraturi.

In conclusione si pud ritenere che gli scaffolds
bioingegnerizzati costituiscano un valido approccio nel
trattamento di lesioni osteocondrali e condrali, tuttavia
saranno necessarie ulteriori valutazioni per confermare questi

risultati preliminari.
5.2 INNOVATIVO SCAFFOLD NANOSTRUTTURATO

PER IL TRATTAMENTO DI DIFETTI
OSTEOCONDRALL
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La logica con cui questo scaffold ¢ stato progettato si basa
essenzialmente su alcuni principi consolidati nell’ambito della
rigenerazione di tessuti del sistema scheletrico e degli annessi
tessuti molli, in particolare del comparto anatomico
osteocartilagineo, tali principi si possono ricondurre nella
ricerca di strutture affini al tessuto da rigenerare in termini di
composizione chimica, biologica e morfologica.

L’idrossiapatite ¢ un materiale ampiamente utilizzato in
neurochirurgia, chirurgia maxillo-facciale, odontoiatria ed
ortopedia come sostituto osseo sintetico di comprovata
efficacia mentre il collagene, essendo un componente
fondamentale della matrice extracellulare (ECM), ¢ noto avere
un ruolo strutturale importante nella rigenerazione del
connettivi complessi come ’osso e la cartilagine. Infatti, la
letteratura riporta 1I’impiego abbastanza diffuso di scaffolds a
base di collagene o suoi derivati nella rigenerazione di
molteplici tipi di connettivo. Il collagene utilizzato per la
realizzazione dello scaffold oggetto dello studio ¢ di tipo I di
derivazione equina, opportunamente modificato chimicamente
al fine di escludere ogni reazione immunologica e prolungare
il tempo di permanenza sul distretto anatomico.

La matrice tridimensionale o dispositivo sostituto
osteocondrale ¢ costituita da un gradiente multistrato la cui
percentuale di idrossiapatite risulta prevalente (70%) in
direzione dello strato piu profondo (sito subcondrale) della
matrice, diminuisce nello strato intermedio (40%) fino a
scomparire nello starto superficiale costituito di solo collagene
di tipo I in modo da “mimare” il comparto cartilagineo (Fig. 9-
10). La conformazione dello scaffold ¢ in grado di promuovere
la neo-formazione di tessuto cartilagineo e di tessuto osseo
sub-condrale in maniera guidata nel rispetto della struttura

biochimica, morfologica e geometrica del comparto anatomico
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osteocartilagineo, pertanto puo essere definito come scaffold
con proprieta biomimetiche. Gli elementi che conferiscono tali
caratteristiche di biomimetismo al dispositivo possono essere
cosi sintetizzate:

- elevata porosita (oltre 80% );

- dimensione dei pori e architettura interna, adeguate
all’alloggiamento delle cellule progenitrici per il successivo
differenziamento in cellule competenti alla sintesi di matrice
minerale o cartilaginea (osteoblasti e condrociti);

- permeabilita ai fluidi biologici;

- adeguate proprieta idrofiliche;

- biocompatibilita;

- biodegradazione.

Il dispositivo si presenta come una struttura assolutamente
flessibile che ne consente elevata maneggevolezza, possibilita
di adattamento in funzione delle dimensioni della lesione e

facile applicazione chirurgica.

CARTILAGE REGION
Collagen I (100%)

TRANSITION REGION
<— Hydroxyapatite (40%)
Collagen I (60%)

BONE REGION
¥ <—— Hydroxyapatite (70%)
: Collagen I (30%)

Fig. 9

Gradiente 1: strato superficiale di collagene di tipo I

Gradiente 2: strato intermedio di collagene di tipo I/idrossiapatite in
rapporto 60%-40%

Gradiente 3: strato profondo di collagene di tipo I/idrossiapatite in

rapporto 30%-70%
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FlIg. 10
Scaffold MaioRegen prima dell’utilizzo in sala operatoria: si noti lo
strato superficiale “liscio” costituito di solo Collagene e lo strato

profondo “ruvido” composto in prevalenza di Idrossiapatite

5.3 STUDIO PRECLINICO SU MODELLO ANIMALE

Nello studio preclinico in vivo da noi condotto in
conformita con le norme italiane ed europee vigenti, abbiamo
utilizzato lo scaffolds osteocondrale costituito da fibre
collagene di tipo I nucleate con nanoparticelle di idrossiapatite
in tre diversi gradienti per il trattamento di lesioni
osteocondrali del condilo femorale della pecora.

E' stata eseguita una lesione osteocondrale sul condilo
femorale mediale ed una su quello laterale della zampa
posteriore destra in sedici pecore, per un totale di trentadue
lesioni. Le lesioni avevano un diametro di sette millimetri ed
una profondita di nove millimetri. Gli animali sono stati
assegnati a quattro diversi gruppi di trattamento: il primo
gruppo ¢ stato trattato con I’impianto dello scaffold cell free
(Fig. 11), 1l secondo con D’innesto coltivato in vitro con
condrociti autologhi, il terzo gruppo con lo scaffold arricchito
di PRP autologo e gli animali in cui 1 difetti osteocondrali non

sono stati trattati sono stati utilizzati come gruppo controllo.
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A sei mesi di follow up gli animali sono stati sacrificati e si
¢ proceduto alla valutazione macroscopica (modified L.A.
Fortier Score, G.G. Niederaurer Score), radiologica ed
istologica (G.G. Niederaurer Score) (Fig. 12). In tutti 1 gruppi
trattati si ¢ constatato una buona integrazione dello scaffold
osteocondrale con una buona continuita della superficie
articolare. Abbiamo osservato risultati significativamente
migliori nella rigenerazione ossea e cartilaginea nei gruppi in
cui ¢ stato utilizzato lo scaffold cell free e lo scaffold con
condrociti autologhi, senza differenze significative tra 1 due
gruppi. Quando invece ¢ stato utilizzato lo scaffold arricchito
di PRP si ¢ evidenziata una rigenerazione ossea incompleta ed
una superficie cartilaginea irregolare. Il tessuto neoformato
nelle lesioni osteocondrali del gruppo controllo era di natura
fibrosa senza alcuna rigenerazione ossea e cartilaginea.”

Si pud quindi affermare che lo studio conferma le
potenzialita di questo biomateriale nel trattamento delle lesioni

focali del tessuto osteocondrale anche senza utilizzo di cellule

coltivate.

Fig. 11:

Impianto di MaioRegen su condilo femorale di pecora

Fig. 12:

Valutazione macroscopica ed istologica del MaioRegen impiantato
cell-free su condilo femorale di pecora. Particolare istologico su

tessuto cartilagineo neoformato

35



CAPITOLO 6

NUOVO SCAFFOLD BIOMIMETICO PER IL
TRATTAMENTO DELLE LESIONI OSTEOCONDRALI:
STUDIO CLINICO PILOTA

6.1 SELEZIONE DEI PAZIENTI

La sperimentazione clinica e’ stata avviata dopo
I’approvazione del Comitato Etico dell’ Istituto Ortopedico
Rizzoli, ed a tutti 1 pazienti e’ stato richiesto il consenso
informato prima di ogni intervento.

Nel nostro studio abbiamo valutato in modo prospettico 30
pazienti consecutivi operati da Febbraio 2007 a Luglio 2007 e
sottoposti ad impianto dello scaffold osteocondrale. Dei
pazienti arruolati, 27 su 30 hanno raggiunto un follow up di 48
mesi. Per due pazienti non ¢ stato possibile eseguire il follow
up per rifiuto da parte degli stessi gia a 36 mesi a proseguire
lo studio, mentre per un paziente non ¢ stato ancora possibile
eseguire il suddetto follow up.

Dei 27 pazienti dello studio valutati a 48 mesi di follow up,
il ginocchio sinistro era maggiormente interessato rispetto al
destro con un rapporto di 15/12. Le lesioni trattate erano
singole in 22 casi e multiple in 5 casi per un totale di 32
lesioni. La localizzazione delle lesioni era in 13 casi a livello
dell’ articolazione femoro - rotulea (10 sulla rotula, 3 sulla
troclea); in 7 casi sui condili femorali (5 sul CFM, 2 sul CFL);
5 casi erano lesioni multiple ad eziopatogenesi degenerativa (2
casi con 1 lesione sulla troclea e 1 lesione sul CFM, 2 casi con
1 lesione sulla troclea e 1 sul CFL, 1 caso con 1 lesione sulla

rotula e 1 sul CFL); in 2 casi vi erano delle lesioni del piatto
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tibiale esterno conseguenti ad una pregressa frattura del piatto
tibiale . La dimensione media delle lesioni era di 2,4 cm? (1,1 -
6 cm?). L’eziologia delle lesioni era degenerativa in 21 casi,
traumatica in 3 casi, mentre 3 pazienti erano affetti da
osteocondrite dissecante (OCD).

Considerando il totale dei pazienti inizialmente arruolati
nello studio, I’eta media era di 34,9 anni con un range
compreso tra 16 e 59; 1 pazienti che praticavano sport a livello
professionistico o agonistico erano 4, gli amatori 14 mentre 12
praticavano sport raramente o per nulla.

Avevano subito interventi chirurgici precedenti 20 pazienti:
7 meniscectomie, 3 ricostruzioni di LCA, e 10 trattamenti
riparativi della cartilagine, ovvero shaving, debridement,
microfratture, 3 riduzioni e osteosintesi di fratture del piatto
tibiale, 1 riallineamento rotuleo.

14 pazienti sono stati sottoposti ad interventi chirurgici
associati all’impianto di cartilagine bio-ingegnerizzata: 3
riallinemaenti rotulei, 2 lateral release, 1 plastica rotulea, 3
osteotomie valgizzanti di tibia, 1 osteotomia varizzante di
femore, 1 tenorrafia del tendine rotuleo, 1 ricostruzione del
LCA, 1 meniscectomia e 1 trapianto di menisco esterno

allograft.

6.2 METODI VALUTATIVI

Prima dell’intervento chirurgico, 1 pazienti introdotti nello
studio sono stati valutati clinicamente ed hanno portato in
visione una RMN del ginocchio interessato; successivamente €
stata eseguita una valutazione prospettica ad un follow-up a 6,
12, 24, 36 ¢ 48 mesi.

Tutti 1 pazienti sono stati chiamati a controllo ed intervistati

per valutarne la sintomatologia e la funzionalita del ginocchio,
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utilizzando la scheda di valutazione soggettiva dell’IKDC.
Secondo questo questionario, si pud ottenere un punteggio
compreso tra 0 e 100, in cui ad uno score alto ¢ associato un
alto livello funzionale e una sintomatologia dolorosa di minore
entita. La valutazione oggettiva viene effettuata dal chirurgo
utilizzando la scheda di valutazione dell’IKDC. I1 grado
funzionale del ginocchio dipende dalla presenza di edema
articolare, dalla presenza di limitazione dell’arco di
movimento passivo in flesso-estensione, dalla presenza di
crepitii articolari e dalla stabilita legamentosa. Il grado finale
puo essere classificato come normale (A), simile al normale
(B), anormale (C) o severamente anormale (D).

Un controllo RMN del sito di pregressa lesione/impianto
dello scaffold ¢ stato eseguito ad ogni follow up, anche se
I’adesione dei pazienti stessi all’esame strumentale ¢ andata
scemando nel corso dei 4 anni: a 48 mesi di follow up, la

RMN ¢ stata eseguita su 18 pazienti per un totale di 23 lesioni.

6.3 TECNICA CHIRURGICA

Il paziente ¢ stato posto in decubito supino ed ¢ stata
effettuata un’anestesia generale o loco-regionale. L’arto da
operare ¢ stato ischemizzato con tourniquet alla coscia.

La tecnica chirurgica consiste in un’ artrotomia mini-
invasiva, nella misurazione delle dimensioni del difetto, nella
preparazione e nella misurazione dell’ alloggiamento per lo
scaffold, nella preparazione dello scaffold ed infine nel suo
impianto.

L’entita dell’esposizione dipende dalle dimensioni e dalla
sede del difetto: I’incisione pararotulea mediale ¢ preferita

nelle lesioni del condilo mediale del femore e della cartilagine
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della rotula, mentre I’incisione pararotulea laterale si esegue se
la lesione interessa il compartimento laterale.

Una completa visualizzazione della lesione cartilaginea, ¢
fondamentale per riuscire ad eseguire un’ adeguata
preparazione del difetto. Si deve: prima rimuovere tutto il
tessuto fibrocartlilagineo generatosi nel sito di lesione, poi,
con una fresa appositamente disegnata, bisogna approfondirsi
nell’osso subcondrale per 8 mm - profondita pari allo

spessore dello scaffold imbibito di sangue dopo rilascio del

tourniquet - lasciando dei margini netti di cartilagine vitale.
(Fig. 13)

Fig. 13:
Preparazione dell’ alloggiamento nel quale sara impiantato lo
scaffold. Visualizzazione intraoperatoria.

L’alloggiamento cosi preparato viene quindi misurato e
sulla base di tali dimensioni modellato lo scaffold che

successivamente vi viene impiantato. (Fig. 14)

Figura 14: preparazione dello scaffold durante I’ intervento

chirurgico.
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Durante I'impianto dello scaffold ¢ importante evitare che

esso debordi, pena una sua scarsa stabilita e possibile

mobilizzazione. (Fig. 15)

Figura 15: Impianto dello scaffold. Visualizzazione intraoperatoria.

Dopo I’impianto si rimuove il tourniquet in modo che lo
scaffold, altamente idrofilico, si imbibisca di sangue midollare
espandendosi fino ad aderire alle pareti del sito di lesione
precedentemente preparato.

Si  eseguono quindi dei cicli di flesso-estensione
dell’articolazione del ginocchio per valutare la stabilita
dell’impianto.

Infine si posizionano i drenaggi e le ferite vengono suturate

con tecnica standard.

6.4 PROTOCOLLO RIABILITATIVO

Il protocollo di riabilitazione post-operatorio prevede la
crioterapia, il mantenimento dell’arto in scarico ed in
posizione elevata, la compressione con bendaggio e la
mobilizzazione passiva continua (CPM). La CPM inizia in
seconda giornata e viene impostata in modo da permettere
delle escursioni di movimento da 0° fino a 90°. Tale

mobilizzazione viene adottata per stimolare il rimodellamento
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della cartilagine neoformata e ridurre la possibilita delle
aderenze intrarticolari. Esercizi di stretching e contrazioni
1sometriche del quadricipite favoriscono il potenziamento e la
ripresa del normale tono muscolare dell’arto.

Nelle prime 4-6 settimane dall’intervento viene concesso il
carico sfiorante con ausilio di due antibrachiali, mentre il
carico completo non € permesso.

Si consiglia una graduale ripresa del carico a partire dalla 4-
5 settimana dall’intervento: inizialmente si eseguono degli
esercizi in piscina per poi proseguire anche fuori dall’acqua
consentendo la ripresa delle normali fasi della deambulazione.
Se compaiono intolleranza al carico, blocchi articolari, idrarti,
il carico stesso ed il livello di attivita vengono ridotti fino al
livello tollerato dal paziente.

La pratica di attivita che richiedano un discreto
coinvolgimento muscolare sono concesse a partire dalla 7
settimana.

La ripresa di attivita fisiche quali per esempio 1l tennis e gli
sports di contatto, viene permessa a partire dagli 8-12 mesi

dall’impianto.

6.5 RISULTATI

Durante il periodo di osservazione non si sono verificate
complicazioni connesse con |’'impianto, n¢ eventi avversi
maggiori; 7  pazienti hanno  lamentato  gonfiore
dell’articolazione nel post-operatorio, risoltosi spontaneamente
dopo circa 1 mese.

Secondo la scheda di valutazione soggettiva dell’IKDC
(Fig. 16), 1 27 pazienti che hanno raggiunto un follow-up di 48
mesi avevano un valore soggettivo medio preoperatorio di 40,3
(= 14,6) e a 12 mesi un valore di 71,6 (+ 14,3): la percentuale
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era marcatamente aumentata, esattamente dell”’ 88%. E’
documentato un ulteriore miglioramento nel follow-up a 24
mesi, mentre in quello a 36 si registra una lieve flessione non
significativa.

Nel follow-up a 4 anni ritroviamo una crescita fra le
valutazioni soggettive pari a 75,7 (+ 15,7) questo a dimostrare
un miglioramento significativo nel punteggio soggettivo medio
postoperatorio, rispetto a quello preoperatorio (T-Test:
P<0,0005). Si ¢ notato che l’eta dei pazienti al momento
dell’intervento, eventuali interventi chirurgici pregressi al
ginocchio (ricostruzioni LCA, meniscectomie,
condroabrasioni, debridements) e [’eziologia, non hanno
influito in modo  statisticamente  significativo  sul
miglioramento medio e sul valore soggettivo medio ai diversi
follow-up rispetto al preoperatorio, mentre, nei pazienti con un
livello di attivita sportiva pre-lesione piu elevato, si ¢
riscontrato un miglioramento statisticamente significativo
rispetto ai pazienti non sportivi (Test non parametrico di
Mann-Whitney).
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Fig. 16: IKDC-soggettivo.
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In base alla scheda di valutazione oggettiva IKDC le
ginocchia nel preoperatorio si presentavano cosi: 6
severamente anormali, 10 anormali e 14 quasi normali. Al
controllo a 48 mesi, secondo la stessa scheda di valutazione,
19 erano le ginocchia percepite come normali, 5 quasi normali,
3 anormali (88.8% di ginocchia percepite come normali o
quasi normali).

I TEGNER-score, utilizzato per valutare il ritorno
all’attivita sportiva ed all’esercizio fisico dei pazienti, a
48mesi ¢ risultato di 4,6 £2,2 (valore preoperatorio di 1,6
+1,1); questi risultati dimostrano un  significativo
miglioramento (P<0,0005) dallo stadio preoperatorio a 4 anni
di follow-up; tuttavia il nuovo livello di attivita sportiva ¢
risultato comunque minore rispetto a quello precedente la

lesione. (Fig. 17)
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Fig. 17: TEGNER-score

La valutazione clinico-funzionale a 48 mesi ¢ stata eseguita
sui 27 pazienti oggetto dello studio; il controllo RMN al
medesimo follow up ¢ stato invece eseguito su 18 pazienti (23
lesioni) e I’analisi ¢ stata eseguita tramite MOCART scoring

system: 87% delle lesioni hanno mostrato un riempimento
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completo del difetto; 1’integrazione cartilaginea ¢ risultata
completa nel 65%; edema subcondrale ¢ risultato ancora

presente solo nel 43% dei siti di lesione.
6.6 DISCUSSIONE

Le lesioni della superficie articolare rappresentano una
patologia invalidante con un elevato impatto sociale e il
trattamento di tali difetti € ad oggi una sfida per il chirurgo
ortopedico. Le caratteristiche biologiche del tessuto
cartilagineo spiegano il suo basso potenziale di guarigione e
quindi sono stati sviluppati numerosi trattamenti per affrontare
tali difetti. Non esiste pero una chiara evidenza scientifica
sulla superiorita di una procedura chirurgica rispetto alle altre.

Ogni procedura ha indicazioni e percentuali di successo in
relazione all’eta del paziente, alla sua attivita, alla
localizzazione, all’entita ed alla profondita della lesione.

Tra le numerose tecniche proposte per il trattamento dei
difetti della superficie articolare le microfratture rappresentano
una procedura interessante perché poco costosa ed eseguibile
in artroscopia. Questa tecnica offre buoni risultati anche a
distanza °’ nel trattamento di piccole lesioni senza un profondo
coinvolgimento dell’osso subcondrale.

Un’altra procedura che si ¢ rivelata efficace nel trattare non
solo difetti a tutto spessore della cartilagine articolare, ma
anche lesioni coinvolgenti il sottostante osso subcondrale ¢ la
mosaicoplastica, che prevede la ricostruzione del difetto
mediante piu cilindri di piccole dimensioni prelevati da zone di
non carico. °° Le dimensioni della lesione e le dimensioni del
plug rimangono comunque il problema principale di questa
tecnica. Wang riporta infatti scarsi risultati nell’utilizzo di

trapianti osteocondrali autologhi per il trattamento di lesioni
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superiori a 6 cm’. *° Anche altri autori dimostrano la validita
della tecnica per ripristinare la superficie articolare, ma
consigliano 1’utilizzo di questo approccio terapeutico per
lesioni di piccole dimensioni, con un innesto di un ridotto
numero di plug.'”

Molti autori raccomandano [’utilizzo del trapianto
osteocondrale omologo per il trattamento di grandi difetti
articolari. Nonostante siano stati ottenuti buoni risultati anche
a medio lungo follw-up questa procedura non ¢ pero scevra di
svantaggi. La relativa scarsa disponibilita di donatori, la
difficolta nel reperire e processare tempestivamente il tessuto e
la possibilita di trasmissione di patologie costituiscono degli
importanti limiti nell’utilizzo clinico del trapianto ostecondrale
omologo fresco.

Le tecniche rigenerative sono state sviluppate € sono emerse
come interessanti opzioni terapeutiche con il potenziale di
superare questi limiti. Il trapianto di condrociti autologhi di
prima generazione ha portato a risultati buoni e duraturi anche
a follow up a lungo termine, grazie alla rigenerazione di una
cartilagine di tipo 1alino simile, meccanicamente e
funzionalmente stabile, in grado inoltre di integrarsi con 1’
adiacente superficie articolare. Purtroppo anche con I’ utilizzo
di questa tecnica si sono verificate complicanze che sono state
pero superate dallo sviluppo degli ACI di seconda
generazione. Le nuove tecniche di bioingegneria tessutale,
attraverso il prelievo, la coltura ed il reimpianto di condrociti
autologhi su scaffold tridimensionali, hanno consentito di
ripristinare la superficie condrale con un tessuto simil-ialino,
semplificando la tecnica chirurgica con minor morbilita e
minor rischio di complicanze. Vari polimeri biodegradabili per
il trapianto di condrociti autologhi come collagene, acido

1aluronico, colla di fibrina e altri polimeri biosintetici sono
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stati sviluppati durante gli ultimi anni e usati in clinica con
risultati molto promettenti. Purtroppo questo tipo di approccio
necessita di due procedimenti chirurgici con problematiche
gestionali e conseguenti alti costi ed inoltre consente il
ripristino della sola superficie cartilaginea. Il trattamento di
lesioni di natura degenerativa e di lesioni osteocondrali ¢
ancor piu problematico per il chirurgo ortopedico in quanto il
danno si estende anche all’osso subcondrale coinvolgendo due
tessuti con diverse caratteristiche biologiche e capacita di
guarigione.

Nel trattamento di questo tipo di lesioni infatti con 1’utilizzo
di ACI di seconda generazione non sono stati ottenuti risultati
soddisfacenti. Considerando quanto detto sia da un punto di
vista chirurgico che commerciale una nuova tecnica per la
rigenerazione osteocondrale con i1 vantaggi di una “one step
surgery“ ¢ molto allettante. Seguendo questo razionale il
nostro gruppo ha sviluppato un nuovo scaffold osteocondrale
costituito da fibre collagene di tipo I nucleate con nano
particelle di idrossiapatite in tre diversi gradienti: il primo
strato costituito da sole fibre collagene di tipo I, il secondo dal
40% di i1drossiapatite e dal 60% di collagene ed il terzo dal
70% di idrossiapatite e dal 30 % di collagene.

Abbiamo testato questo nuovo biomateriale in studi
preclinici in vitro e in studi su modello animale ottenendo
buoni risultati nella rigenerazione della cartilagine e del
tessuto osseo. All’analisi macroscopica, istologica e
radiografica i risultati ottenuti nell’utilizzo dello scaffold “cell-
free” e dello scaffold “cell-seeded” erano sovrapponibili. Il
biomateriale in entrambi 1 casi ha indotto infatti una
rigenerazione 1n situ attraverso le cellule staminali provenienti

dal midollo osseo.’®
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Dopo lo studio preclinico su animale (pecore) che ha
dimostrato le potenzialita di questo composto biomimetico
nella rigenerazione osteocartilaginea, abbiamo eseguito, in
conformita con le norme italiane ed europee vigenti, uno
studio pilota su 30 pazienti affetti da lesioni cartilaginee
degenerative o osteocondrali. Tutti 1 pazienti sono stati trattati
con I’impianto dello scaffold “cell-free” e 27 di questi hanno
raggiunto un follow-up di 48 mesi. La loro valutazione ha
evidenziato un miglioramento statisticamente significativo in
tutti gli Score utilizzati.

Dall’analisi statistica dei risultati si ¢ rilevato che il livello
di attivita sportiva ha influito in modo significativo sul decorso
post-operatorio. Questo probabilmente perché motivando il
paziente al recupero della pregressa attivita funzionale, ne ha
migliorato la compliance al protocollo riabilitativo favorendo
in questo modo gli effetti benefici dello stimolo meccanico
sulla rigenerazione del tessuto sia osseo che cartilagineo. Per
tutti gli altri parametri analizzati come la sede della lesione,
I’evento acuto o cronico, gli interventi pregressi e la chirurgia
associata all’innesto non si sono evidenziate variazioni
significative dell’outcome dei pazienti a 12 mesi di follow up.

Tutti 1 pazienti sono tornati al livello di attivita precedente
I’inizio dei sintomi.

I risultati clinici ottenuti dai 27 pazienti parte dello studio e
valutati a follow-up di 48 mesi continuano a rivelarsi molto
incoraggianti nel rispetto del trend di miglioramento gia
evidenziatosi nei primi 36 mesi dopo il trattamento chirurgico,
dimostrando  I’efficacia di  questo nuovo scaffold
nanostrutturato nella rigenerazione osteocartilaginea.

Sono comunque necessari studi a piu lungo termine per

confermare la validita di questa tecnica chirurgica.
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