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INTRODUZIONE

Le lesioni traumatiche e degenerative della cginla articolare sono una
causa sempre piu frequente di dolore e limitazifumzionale. Cambiamenti
culturali e sociali hanno portato ad un aumentopdaiicanti di attivita sportive.
L’attivita sportiva in se e un fattore miglioratiyer il fisico umano, in quanto si
hanno modifiche proattive che incrementano il meliamo e le capacita del
corpo a reagire agli stimoli esterni. Tuttavia ti\dta fisica prolungata puo
portare a sovraccarichi funzionali e ad incideptrsivi.

L’artrosi e la piu frequente patologia articolarepad essere primitiva o
secondaria a lesioni post-traumatiche. E’ caraitata da dolore e limitazione
funzionale e negli stadi avanzati puo portare drattare, atrofia muscolare e a
deviazioni assiali. Le articolazioni dell’'arto imfere piu coinvolte sono in
ordine di frequenza il ginocchio, I'anca e la cdeignaturalmente possono

essere coinvolte tutte le articolazioni.

| cambiamenti iniziali coinvolgono la cartilaginetieolare e in seguito si
associano modifiche a carico dell’osso subcondraRecentemente molti studi
si sono focalizzati sul ruolo dell’'osso subcondrabene causa principale della

sintomatologig:*>°

La comprensione dei cambiamenti iniziali dell'osteoosi sono importanti,
poiché si potrebbe attuare una strategia per tallera progressione di questo
processo, specialmente nel paziente giovane. logi@ dell’osteoartrosi
primaria € multifattoriale e non del tutto compret&ta del paziente € un
fattore importante, vi & altresi una forte corredag con fattori intrinseci come
malallineamenti e sovraccarichi funzionale’ stato ben documentato come la
cartilagine nell'uomo abbia una capacita di aumazione ridotta, dovuta alla
scarsita dell'attivita di mitosi dei condrociti ellaa mancanza di

vascolarizzazione.



In questo tessuto molto specializzato nell’assoepiton dei carichi con
un’omeostasi dellambiente intraarticolare moltolicka, i grandi difetti
cartilaginei non riescono a guarire spontaneamente/anno incontro a

progressiva degenerazione e all'instaurarsi de#osrtrosf’

Negli ultimi anni la ricerca sulla cartilagine sicéncentrata sullo studio di
sistemi per la sostituzione della cartilagine degeta, e su sistemi di
stimolazione chimica e biofisica, per il miglioramie del’omeostasi articolare
e della rigenerazione cartilaginea.

Il trapianto di condrociti autologhi e il trapiantwsteocondrale autologo
sono diventate metodiche sempre piu diffuse nethtiqa clinica, e hanno
dimostrato di promuovere la ricostituzione del paoaltilagineo, in pazienti
affetti da lesioni osteocondrali isolatéSebbene vi siano svantaggi come la
limitata disponibilita del tessuto nella mosaicapiea, e la necessita nel
trapianto di condrociti autologhi, di sottoporrepaziente a due interventi, uno
per il prelievo cartilagineo necessario alla catutei condrociti e uno per
l'inserimento della cartilagine neoformata all'inte della lesioné®

La ricerca sta cercando di comprendere meglio icar@smi di riparazione
cartilaginea e come utilizzare la medicina rigetieaaper incrementare la
risposta del nostro organismo, in caso di traumtiax di tecniche chirurgiche
riparative. Gli studi preclinici effettuati su arafh si sono dimostrati
fondamentali per valutare la reale efficacia daitamenti utilizzati nelle lesioni
cartilaginee focali. Gli animali comunemente utilti per questo tipo di studi
sono cavie, conigli, cani, capre, maiali e cavdllgnuno di questi presenta
vantaggi e svantaggi. Gli animali piccoli sono gemplici da utilizzare, con
minor costi e minori difficolta di gestione, peregio ci siamo orientati verso
l'utilizzo di conigli, che rappresentano un buormmomesso tra qualita dello
studio e facilita di gestione.

Scopo di questo studio e la valutazione dell’effiaadei fattori di crescita
(plasma rich in platelets PRP) nelle lesioni osbeoicali di grado 1 e 2 in un

modello sperimentale animale (coniglio).



LA CARTILAGINE

| tessuti cartilaginei sono connettivi nei qualidastanza intercellulare e
notevolmente densa, compatta e consistente, tantogtigionare al suo interno
le cellule dettecondrociti.

Questi, all'interno delle nicchie che li imprigiam@ possono andare
incontro una o due volte a mitosi, per cui spesssservano piccoli gruppi di
due, tre o quattro cellule, tutte figlie della seesnadre, detti gruppi isogeni.

La cartilagine articolare ha una bassa attivitaalaica e sebbene i condrociti
possano andare incontro a mitosi, I'attivita diliegzione € quasi assente dato
I'alto grado di specializzazione di queste celfifle.

| condrociti rappresentano I'1% del volume dellartitagine articolare
delluomo adulto ed e responsabile della sintediadmatrice cartilaginea. |l
meccanismo che controlla il bilancio tra sintesiegradazione rimane ancora
non del tutto chiaro, ma le citochine con ruololai@o o catabolico sembrano
avere un ruolo importanté.

La cartilagine articolare per svolgere la sua fanei fisiologica, deve essere
elastica e resistente alla compressione. Le ptdpnieccaniche della cartilagine
dipendono dalla matrice extracellulare, la quatemposta di un fluido tissutale
e di una struttura di macromolecole costituite agdine tipo I, proteoglicani,
proteine non-collageniche e glicoproteine, tuttedptte nella giusta quantita e
organizzate in forma altamente ordinata dai contirdca matrice collagene
conferisce alla cartilagine la sua forma e le pgedprdi resistenza meccanica. |
proteoglicani e le proteine non-collageniche seovarollegare questo network,

e a stabilizzare la struttura macromolecolare deldrice.



Fig. 3 Cartilagine articolare zona profonda



L’elemento piu rappresentativo della cartilaginéa@ndroitinsolfato, le cui
molecole sono stabilmente legate da numerosi piisdifuro. Le cartilagini non
sono vascolarizzate, per cui le cellule possontapmra termine i loro scambi
metabolici solo per diffusione attraverso la sostaextracellulare.

Secondo la quantita di fibre collagene ed elastmiesenti, si distinguono

tre tipi di tessuto cartilagineo:

1. CARTILAGINE IALINA
2. CARTILAGINE FIBROSA
3. CARTILAGINE ELASTICA

1. CARTILAGINE IALINA : di colore bianco-bluastra, & ricca di sostanza
intercellulare in cui sono sparse fibre collagenévep di un particolare
orientamento e la matrice intercellulare si presgmiittosto omogenea, anche se
diversamente colorabile, di particolare consistenzx la ricchezza in
condroitinsolfato e acido ialuronico che ne assiclidratazione. Le lacune
contengono gruppi isogeni formati da piccoli grugpcellule o rotondeggianti.
Come in tutti i tipi di cartilagine non sono preserasi sanguigni e i processi
metabolici cellulari sono assicurati dalla diffuséodei materiali nella matrice.
Ogni formazione cartilaginea & avvolta dal pericamduna lamina di
tessuto connettivo fibrillare denso a fasci intrataiccamente vascolarizzata,
che durante il periodo di accrescimento contiermai fibroblasti capaci di
trasformarsi in condroblasti e successivamente andiociti. La cartilagine
ialina riveste le superfici articolari ossee deliartrosi, costituisce le cartilagini
costali e lo scheletro della piramide nasale, ditange, bronchi e trachea.
Anche lo scheletro del feto e costituito da cagtite ialina, che sara sostituita

da tessuto osseo durante i processi di ossificazion



2. CARTILAGINE FIBROSA : biancastra, priva di pericondrio, ha la matrice
particolarmente ricca di fibre collagene orientafu0 sopportare grandi
sollecitazioni in trazione ed € piu "rigida” risfetalle altre. Costituiscdischi

intervertebrali, menischi articolari, inserzioni tendinee e ils@® di unione

delle ossa in tutte le sinfisi.

3. CARTILAGINE ELASTICA : di colore giallo - opaca, elastica e flessibile,
presenta una matrice ricchissima di fibre elastiatiee rendono le strutture
cartilaginee pieghevoli e atte a sopportare saélemni angolari senza rotture.
Non subisce calcificazione se non in rarissime ositanze. Costituisce lo
scheletro del padiglione auricolare, della cariilagepiglottide, della tuba di
Eustachio.

Nello sviluppo post-natale gran parte dello scheleé formato da

cartilagine che in seguito, con l'accrescimentengisostituita da tessuto osseo.



COMPONENTI DELLA CARTILAGINE ARTICOLARE

La cartilagine articolare e organizzata in 4 zone differiscono in contenuto di
collagene, organizzazione delle fibre, contenutprimteoglicani e contenuto di

acqua, oltre alla forma e alla grandezza dei caitil(&ig.4)*
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Fig. 4 Differenze istologiche all'interno di un cpione di cartilagine articolare del ginocchio
(Colorazione Alcian Blue)

- COLLAGENE:
Il collagene forma lo "scheletro” della cartilagingicolare ed e responsabile
dello scarico delle forze di trazione e di taglio.
Un’analisi strutturale condotta nelle zone sup@fic medie e profonde della
cartilagine indica come abbia una distribuzionengjtetiva e tridimensionale
differente.
Il collagene si organizza in colonne fibrose a lovolta costituite da
microfibrille eterogenee da un punto di vista molace. Il collagene e presente
nelle sue principali famiglie genetiche: il tipodlil maggioritario, mentre il tipo
| e Ill sono presenti in quantita differenti nellarie eta, il IX e X, nonostante
costituiscano una quota minoritaria svolgono unlauneccanico di sostegno
fondamentalé?
Le varie classi molecolari possiedono proprietart@ocaniche, che le rendono

paragonabili a "moduli" di costruzione, dotati dratteristiche peculiari.
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La struttura portante della cartilagine € pertaassimilabile piu che a
un’armatura o telaio fibroso, a una "matrice tridmionale" che associa alla

deformabilita un'importante elasticita residua.

- CONDROCITI:
I condrociti sono l'unica popolazione cellulare laetartilagine articolare e
ricevono i nutrienti dai vasi delllosso subcondralle condrocito produce
proteoglicani e acido ialuronico che, unendosinfano la matrice amorfa della
cartilagine (base per la sopportazione del "cajiché fibre collagene e i

proteoglicani danno rigidita, elasticita e formeaartilagine. (Fig. 5)

Fig. 5 Immagine al microscopio elettronico di umdwocito della cartilagine articolare

Nel 1987 A. Poole ha proposto una rilettura dellarfologia della cartilagine
articolare proponendo la "teoria del condrone" sdoocui i singoli condrociti e
la matrice circostante (territoriale e pericellelar costituiscono unita
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morfofunzionali autonome dette “"condroni". Ogni itan condronica" é
costituita da:

a) una capsula, la cui parete e data da un fittedoio di fibre di collagene
disposte a costituire lamine sovrapposte a pidi;stra

b) una matrice pericellulare ad alta rifrangenzastca e flessibile costituita
prevalentemente da un miscuglio di proteoglicani;

€) uno o piu condrociti, cellule protodifferenziatepegnate nella sintesi e nella
manutenzione dei costituenti molecolari della neatriattraverso un rigido
controllo della fase anabolica e di quella cataaoli

E' stato ipotizzato che ogni unita condronica famzicome un "trasduttore”
biomeccanico capace di regolare la propria attimitabolica in relazione al
complesso delle sollecitazioni meccaniche che taggino la cartilagine

articolare.

- PROTEOGLICANI :
Gli spazi molecolari definiti dalla rete collageamisono occupati dai complessi
"proteglicano-ialuronico” responsabili di antagaae le forze di
compressione. | proteglicani costituiscono una asadt "spugna" porosa
fortemente idratata, plastica e flessibile, formd#éaun complesso intreccio di
subunita costituite da una “"core protein” alla quai legano numerosi
glicosaminoglicani (GAGs) costituiti da molteplicunitd disaccaridiche
(condroitin 4 e 6 solfato, cheratan solfato).
| gruppi solfato e carbossilico conferiscono ua'atbncentrazione di cariche
negative alle molecole proteglicaniche che sono lbeb interconnesse,
attraverso una "link protein” ad un lungo filamemtoacido ialuronico. Ogni
macromolecola proteoglicanica costituisce un domimcompressibile dal
momento che la resistenza alle forze pressorieedtalinente proporzionale alle
interazioni intramolecolari tra le cariche negatidei GAGs che tengono a
respingersi se sottoposti a pressione. Grazie ahpsso delle reazioni
elettrostatiche esercitate dai singoli GAGs, i ctasgi proteoglicanici possono

12



legare acqua che viene ceduta sotto carico e ntssal termine della
compressione, esattamente come una spugna.

Per questi motivi la capacita di sopportare cariphessori € direttamente
correlata ai livelli di proteoglicani: la loro dimizione percentuale puo quindi
determinare linsorgenza dli sollecitazioni che t@oo inevitabilmente al

collasso strutturale.
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LESIONI DELLA CARTILAGINE ARTICOLARE

Le lesioni della cartilagine articolare, post-traatiche o degenerative,
rappresentano una patologia comune, che interesggan numero di persone,
sportivi e non, e costituisce la fase iniziale aepatologia degenerativa

artrosica. Le lesioni cartilaginee possono essistente in:

- Lesioni condrali (coinvolgono esclusivamente la cartilagine artioe)a
- Lesioni condrali miste (associate ad alterazioni dell'osso subcondralie se

d’'impianto della cartilagine articolare)

Le LESIONI CARTILAGINEE POST-TRAUMATICHE occorrono in
seguito a traumi diretti o indiretti; sono caratteate da "microfratture” delle
trabecole dell'osso subcondrale.

Le LESIONI DEGENERATIVE si manifestano solitamente come
osteoartrosi. Tale patologia interessa tutti i iteshti dell'articolazione:
cartilagine articolare, 0sso, membrana sinoviatagsula articolare. Le prime
alterazioni strutturali consistono nella necrosiledecellule cartilaginee piu
superficiali e in seguito anche della matrice eodhalare. Tipica di questa fase
e lerosione e la conseguentalcerazione della cartilagine, con conseguente
"esposizione” dell'osso che appare piu addensaiorgdiogrammi le superfici
articolari sono piu bianche rispetto al resto defib). Cio causa la formazione di
osteofiti e cavita geodiche su entrambi i versamticolari. L'osteoartrosi e
l'invecchiamento della cartilagine si differenziaper il diverso contenuto
idrico: l'idratazione € il primo segno di una preggione irreversibile verso la
degenerazione cartilaginea. Altra differenza € ‘'atéllita enzimatica
degradativa, che appare aumentata nell'artrosi, ma non nadtichiamento
della cartilagine.

Anche lasedentarietae la limitazione del movimento porta a cambiamenti

degenerativi, simili a quelli dell'osteoartrosictindrocito ha bisogno, infatti, di

14



continui stimoli meccanici per produrre proteogficastimoli non solo legati al
movimento ma anche all'applicazione di carichi coeapivi graduati.

Ecco perché, specialmente dopo lunghi periodi diviea o dopo la
rimozione di un apparecchio gessato, €& indispelesapplicare un carico
ottimale per ottenere un’idonea consolidazione @%séniziare senza rischi la
fase seguente di riabilitazione. Nelle lesioni degative, la cartilagine perde le
caratteristiche biologiche: diventa meno elasticaaeincontro a progressiva
degenerazione strutturale. La prima manifestazairsofferenza cartilaginea e
un semplice rammollimento” della stessa, seguito da un’iniziale interruzione
della continuita del piano cartilagineo e poi dagolaritd sempre piu importanti
della superficie articolare, fino alla formaziorieuda vera e propria artrosi.

La degenerazione della cartilagine puo essere rdetata da fattori

meccanici o biologici. Tra i primi:

» alterazioni posturali e conseguenti non correttbneamento delle
superfici articolari

* Alterato asse di movimento

* Pregresse rotture o degenerazioni di strutture tmgntari (menischi,
legamenti ...)

* Pregresse fratture coinvolgenti la superficie atéiee

Le lesioni possono localizzarsi in una sola sedsul@ femore, piatto
tibiale etc.) e sono definiteonofocali, oppure possono essegkrifocali. Le
lesioni della cartilagine articolare determinanaltdrazione dell'integrita
anatomica e funzionale del tessuto, situazionetivagsoprattutto negli atleti.

Questo giustifica la continua ricerca di metodidenti a ripristinare una
condizione funzionale o quantomeno a ritardaresigederazione cartilaginea.
L’insorgenza dell'osteoartrosi non e altro cheallimento dei condrociti nel
mantenere l'omeostasi tra la sintesi e la degradazidei component

extracellulari della matric Linterruzione dellomeostasi aumenta il
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contenuto in acqua e diminuisce il contenuto ditgmwglicani nella matrice
extracellulare, questo porta ad un indebolimenttladgruttura collagene, a
causa di una diminuzione nella sintesi del collagépo Il, e aumenta la
distruzione del collagene preesistente. Inoltr@ win aumento di apoptosi nel
pool condrocitario. All'inizio di questo processd & un meccanismo di
compensazione, che aumenta la sintesi delle meledella matrice e la
proliferazione dei condrociti negli strati piu pooidi della cartilagine, riuscendo
a mantenere l'integrita della cartilagine articelaNon appena la perdita di
condrociti diviene piu consistente, i cambiamenitiinderno della matrice

aumentano e inizia il processo artrosico.
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CARTILAGINE E INVECCHIAMENTO

Dal momento che le cellule condrocitarie delladultanno una limitata o
assente capacita di replicazione, le lesioni chereéssano questo tessuto
vengono ad accumularsi, determinando cambiamentielati all’eta del
paziente?’” Come conseguenza linvecchiamento altera profoedan la
funzione dei condrociti, la struttura e il funziomanto della matrice cellulare.
(Tabella 1).

Cambiamenti con lI'invecchiamento Contributo allesartrosi

Accumulo di cellule che esibiscono i Incremento  della produzione di
fenotipico di secrezione delle cellule| citochine e di MMP che stimola la
in degenerazione degradazione della matrice

Danni da stress Ossidativo Incremento della subiddt alla
morte cellulare e riduzione della
sintesi della matrice

Diminuzione dei livelli di fattori di Ridotta sintesi e riparazione della
crescita e diminuzione alla matrice
responsivita ai fattori di crescita

Aumento di cellule invecchiate Tessuto piu fragiieé sensibile alla
rottura per sovraccarico

Accumulo di cellule che esprimono|ihumento delle citochine e produzione
fenotipo secretorio senescente di metalloproteinasi che stimolano |la
degradazione della matri¢ce
extracellulare

Tab.1 Modifiche alla cartilagine indotte dall'invddamento e loro correlazione con
I'osteoartrosi

Sembra essere evidente una riduzione del numeroca®rociti correlata
allinvecchiamento tissutale della cartilagiffeSono ancora pochi gli studi che
descrivono l'aumento dell'apoptosi collegata afifécchiamentd® Un
accorciamento dei telomeri € un aspetto ricorrerdle cellule invecchiate.
Sebbene il turnover cellulare sia lento, sembrageesto cambiamento necessiti
almeno di 30 cicli replicativi. L’accorciamento digllomeri pud essere anche

indotto dallo stress, un meccanismo simile a queltbe avviene
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nellinfiammazione cronica e nello stress ossidaff/ Laumento dell’eta
cellulare si esprime in un’alterazione fenotipicalel cellule, definita fenotipo
secretorio senescerfte. Questo fenotipo & caratterizzato dallaumento di
produzione di citochine e di fattori di crescitaadcumulo di cellule che
esprimono questo fenotipo pud contribuire all'inslamento tissutale,
stimolando la degradazione della matrice e riduoeada sintes?® | condrociti
diventano meno sensibili ai fattori di crescita cbinvecchiamento e nel
contempo si assiste a una riduzione dei meccandimiiparazione. Una
diminuita risposta all'lnsulin-like growth factor-I(IGF-1), dovuto a
un’alterazione del segnale puo contribuire allatmoellulare. | cambiamenti di
dimensione, struttura e solfatazione dell’agrecaele molecole della matrice,
comportano cambiamenti nelle proprieta biofisicletlad matrice cartilaginea,
riducendo I'elasticita e la resistenza meccafiéa?

La cartilagine articolare ha un turnover relativateelento e per questo € piu
suscettibile allaccumulo dei prodotti della glicaze avanzata (A.G.E.:
Advanced Glycation End products), derivante dalleagione non enzimatica
spontanea delle proteifr®.L’aumento del collagene cross-linkato a causa di
modifiche dovute alla formazione di complessi AGEhde la cartilagine piu
fragile e soggetta a rottura per sovraccarichi @ect, questa alterazione
sembra avere un ruolo deteminante nell'osteoartfg8i

C’e sempre maggior evidenza che lo stress osswaibn la produzione di
radicali liberi sia coinvolto nei processi di inetamento e nell'insorgenza
dell'osteoartrosf’ L'aumento dei livelli di radicali liberi pud intagire con il
DNA cellulare e con il DNA mitocondriaf& influendo sulla omeostasi del
condrocito, danneggiandone la vitalita cellulareoatribuendo all’espressione
del fenotipo secretorio senescénte riducendo la sensibilita al IGF34..
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TRATTAMENTO DELLE LESIONI OSTEOCONDRALI

Le tecniche piu utilizzate sono:
1. Shaving cartilagine
Abrasione artroplastica
Microfratture
Moisacoplastica

Trapianto di Condrociti Autologhi

o ok w0 N

Ricostruzione mediante scaffold tridimensionali

Le prime tre metodiche, pur presentando buonitasulpermettono solo di

ottenere la formazione di un neo tessuto fibrokegitieo con proprieta
morfologiche e strutturali molto diverse da quelhe identificano la cartilagine
ialina della superficie articolare: si ottiene ifiditiva solo un rallentamento del
processo artrosico.
La mosaicoplastica utilizzata da tempo con buasultati, ha lo svantaggio di
dover utilizzare cartilagine sana prelevata da mona sana del corpo del
paziente. Esiste quindi un limite fisico al prebtedi cartilagine, che limita
'impiego di questa tecnica a lesioni di dimensidinpiccolo media entita.

Di miglior efficacia, anche se in forte evoluziong,la metodica con
trapianto autologo di condrociti che attualmentg@prasenta la migliore
soluzione, soprattutto per il trattamento dei grahfietti cartilaginei negli
sportivi e negli adolescenti. Tale tecnica é sthscritta per la prima volta sul
New England Journal of Medicine da alcuni mediced®si, fra i quali L.
Peterson e M. Brittberg ed ha suscitato grandeositgi e interesse in ambito
ortopedico®

Da allora sono stati sviluppati numerosi scaffold [a coltura cellulare e
limpianto, che hanno permesso di impiantare i coodi anche mediante

tecnica artroscopica.
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Questa tecnica utilizza una soluzione "biologicaér prigenerare la
cartilagine ialina degenerata. Aspetto decisivo lpebuona riuscita di questa
metodica € la vitalita e la densita delle cellulendrocitarie autologhe
dedifferenziate che sono trasferite nel difettoigarare.

Il trapianto di condrociti autologhi prevedeva dhmpianto autologo di
condrociti fosse mantenuto in sede da un lemb@gile prelevato dallo stesso
paziente; attualmente sono state aggiunte vartdetipermettono una migliore
distribuzione delle cellulare impiantate nel didetbndrale.

La procedura chirurgica prevede due tempi: il prireb esegue in
artroscopia, durante la quale si valuta I'entitbd#@no condrale decidendo se
effettuare il trattamento con trapianto condroaitarse si decide per tale
trattamento, si procede prelevando un frammentadilagine sana da coltivare
in vitro in laboratorio. Dopo circa 3-4 settimare ¢oltura € pronta per il
trapianto, che sara compiuto entro quarantottodatericevimento del tessuto
cartilagineo da impiantare.

Rispettare le indicazioni previste per questo tptrattamento, rappresenta
il punto chiave per una buona riuscita di questita. Il ricorso a tali
metodiche viene stabilito tenendo conto della gituze clinica del paziente e di
rigorosi requisiti di inclusione e di esclusione.

In letteratura sono presenti numerose classificazi®uterbridge, Bauer,
Noyes, ICRS eccetera) che perd non sempre riestadinire correttamente |l
tipo di lesione cartilaginea. Il ricorso alla rismza magnetica (RM) spesso non
chiarisce il quesito.

La Societa Internazionale per la riparazione dedldilagine (International
Cartilagine Repair Society, ICRS), prevede critssoluti che sono riportati in
Tabella 2.

L’introduzione degli scaffold ha lo scopo di daiecandrociti la possibilita di
usufruire di una struttura tridimensionale da cdeare, facilitando la sintesi
della matrice extracellulare, e fornendo le prdarieiomeccaniche necessarie
alla sopravvivenza delle cellule fino a quandoifetio osteocondrale non sia

20



riparato®* Per adempiere a questa funzione lo scaffold dexsreaqueste
caratteristiche:
1. Essere biodegradabile
2. Avere una porosita che permette la diffusione ditrienti e
I'eliminazione dei prodotti di scarto
3. Supportare la migrazione cellulare, la loro proéigone, Ila
differenziazione e la produzione di matrice extlatzre
4. Essere in grado di integrarsi nel sito di lesione
5. Dare un supporto meccanico
Molti materiali sintetici e naturali sono stati tisa questo scopo e solo negli
ultimi anni si sono trovati degli scaffold tridim&onali complessi, che
sembrano dare risultati soddisfacenti nel trattameln lesioni osteocondrali di

grandi dimensionf>*°
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CRITERI DI IDONEITA AL TRATTAMENTO DELLE LESIONI
CARTILAGINEE MEDIANTE IMPIANTO DI CONDROCITI AUTOLO  GHI

Presenza di difetti condrali di maggiori dimensi@itre 1,5 crr21) digrado IV e,

in alcuni casi di grado Il in pazienti sintomatitéeésioni condrali analoghe i

—_
03

pazienti asintomatici in corso di chirurgia ricagtiva legamentosa, di trapian

meniscale o di osteotomia di normocorrezione tibial

- Lesioni preferibilmente a carico dei condili femiora

- Etad compresafrai 16 e i 45-50 anni

- Eziologia traumatica e osteocondrite dissecante

- Integrita dei menischi

- Correzione chirurgica delle instabilita legamenteselelle deviazion|
assiali

- Pazienti sintomatici con precedenti fallimenti dattamenti chirurgic
cartilaginei

- Esclusione di pazienti in soprappeso

- Esclusione di pazienti artrosici. Le localizzaziaamiticolari plurime
vanno valutate caso per caso: tre o piu localibréznella stessa

articolazione sono da considerarsi quadri artrosici

174

- Esclusione di pazienti con malattie metabolichstesniche, infettive ¢

reumatiche

Tab.2 Indicazioni al trattamento chirurgico de#tsibni osteocondrali

22



PLASMA RICH PLATELETS

In Europa e piu recentemente negli Stati Unitig¢ giliffuso negli ultimi anni
I'utilizzo di derivati del sangue autologo per fgare la guarigione in molteplici
campi. La ricerca scientifica ha fornito nuovi renti per comprendere i
meccanismi di guarigione delle ferite e delle lasimuscolo-scheletriche e

articolari.

Inizialmente si pensava che le piastrine funziom@sssolo se inserite nel
contesto del coagulo. In seguito si € capito chei#strine stesse possono
rilasciare molte citochine in grado di richiamareaamofagi, cellule

mesenchimali e osteoblasti che non solo promuovanonozione del tessuto

necrotico, ma aumenta la rigenerazione tissutidegaarigione.

Le piastrine stimolano la liberazione di fattori aliescita anche nei processi
patologici cronici. Sebbene la letteratura non ntipstudi randomizzati con
grandi casistiche per ora, ma si basi su casispawole con livello di evidenza
basso, si stanno formando gruppi multicentrici gootocolli ben definiti per

I'utilizzo del Plasma Rich Platelets nei piu svérgampi>’ 32

In accordo con i dati forniti dal’Organizzazioneoktliale della Sanita (WHO)
le lesioni muscolari sono le pit comuni cause dbdosevero, e inabilita al
lavoro e affligge ogni giorni milioni di persone mtto il mondo. Infatti, la

decade 2000-2010 € stata dedicata alle patologeirtieressano il sistema
muscolo-scheletrico (the decade of bone and jototne iniziativa globale per

promuovere la prevenzione e la ricerca sulla diaged trattamentd®*°

Le lesioni dei tessuti molli comprendenti la cadihe articolare, i tendini e i
legamenti rappresentano il 45% di tutte le lesiol@l sistema muscolo

scheletrico negli stati unith:**

La crescente popolarita delle attivita sportive, gatato ad un incremento
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nell’epidemiologia dei traumi articolari. In aggiana questo le moderne
tecniche d’imaging ed in particolare la risonanzagmnetica, hanno dato la

possibilita di approfondire ulteriormente le cagattiche di queste lesioni.

COMPONENTI DEL SANGUE

Il sangue contiene una parte liquida il plasma & parte cellulata formata da
globuli rossi, globuli bianchi e piastrine. Il plaa contiene principalmente
acqua e funge da trasportatore per le cellulej@matfibrinogeno una proteina
che agisce come una rete che imbriglia le piastnaksito di lesione per

formare il coagulo.

Le piastrine sono deputate allemostasi, alla castne di nuovo tessuto
connettivo e alla rivascolarizzazione. Tipicameimteuna provetta di sangue
intero ci sono il 93% dei globuli rossi, il 6% daptrine e 1% di globuli bianchi.
Il rationale del PRP é quello di modificare qugstecentuali portando i globuli
rossi al 5%, poiché sono meno influenti nel proceiguarigione, e portando |l

numero delle piastrine al 94%.
PIASTRINE

Le piastrine sono piccole cellule discoidi prodatid midollo osseo con una
vita di circa 7-10 giorni. Dentro alle piastrine @Wono molte strutture
intracellulari contenenti glicogeno, lisosomi eigi wi granuli. |1 granuli alfa

contengono i fattori di crescita e i fattori coamui che vengono rilasciati
durante i processi di guarigione.

Normalmente in fase di riposo, le piastrine ricloieol un segnale per diventare

attive e partecipare ai processi riparativi.

Dopo l'attivazione attraverso la trombina, le pigset cambiano la loro forma, e
sviluppano delle propaggini, chiamate pseudopodndémnentali per |l
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meccanismo di aggregazione. | granuli contenutintdrno delle piastrine
inoltre rilasciano fattori di crescita e citochireghe stimolano la cascata

infiammatoria e il processo di guarigioffe.
PRP

Il Platelet Rich Plasma € definito come un volume pthsma la cui
concentrazione di piastrine sia superiore a quisialogica*>*® La normale
concentrazione di piastrine e 200.000/ml, alcuwii firanno dimostrato che per
mostrare I'efficacia clinica la concentrazione degsere superiore ad 1.000.000
di piastrine/ml. Non sono stati effettuati studi euentuali effetti paradossi
dovute a concentrazioni troppo elevate di PRP.

L'utilizzo di Plasma Rich Platelets & stato intrttidgper primo da Ferrdfi nel
1987 per diminuire le perdite ematiche, e le trsisini, in interventi di

cardiochirurgia.

Da quel tempo l'applicazione di PRP autologo éastatata e in molti campi,
quali l'ortopedia, la medicina sportiva, l'odonttrsia, la neurochirurgia,
I'oftalmologia, I'urologia, la cardiochirurgia, lghirurgia maxillofaciale e la
chirurgia plastica. Inoltre e stata impiegata @ecura delle ferite complesse e
delle ulcere.

| piu recenti studi suggeriscono che il PRP puduird positivamente sui
processi infiammatori tissutali, sulla perdita eicet postoperatoria, sulle
infezioni e sull'osteogenesi. In aggiunta al ruplincipale nell’emostasi locale
in caso di lesione vascolare, le piastrine conteagona grande quantita di
fattori di crescita e citochine di fondamentale artanza nella guarigione dei
tessuti molli e della guarigione oss&a.

Studi piu approfonditi hanno permesso di capire lmébruolo delle piastrine

nel processo di guarigione e ha portato allo spdupli nuove applicazioni

terapeutiche.

25



FATTORI DI CRESCIT#

Werner ha spiegato il ruolo centrale dei fattorciscita e delle citochine r
processi di rigenerazione tissut*® Tuttavia in letteratura si trovano par
contrastanti sui potenii benefici dell'utilizzo di questi fattori. In p&colare
alcuni autori riportano buoni risultati sull’'impiegdel PRP nella formazior
ossea e sulla riparazione tissutale, mentre adgcdvono una non sostanzi

differenza rispetto al processo diarigione fisiologico**>°

Questa differenza nei risultati € principalmenteattebuire alla necessita di u
standardizzazione nei protocolli di preparaziormk omministrazione del PR
Sono presenti in commercio diversi sistemi di prap@ne del PR, differenti
centrifughe e attivatori, inoltre la percentualdedicociti presenti puo interferi

con i risultati finali.

Gli alfa granuli sono dellunitd di stoccaggio cemtite all'interno dell

piastrine, che contengono fattori di crescita imatt. (Fig. 6)

Fig. 6 Piastrina non attiva
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| principali fattori di crescita contenuti in quegjranuli sono: transforming
growth factor beta (TGFbeta), vascular endothefjpdwth factor (VEGF)
platelet-derived growth factor (PDGF), and epithledirowth factor (EGF) (Tab.

3) .51

Fattori di crescita

Azione sul tessuto cartilagineo

Platelet-derived growth factor (PDGH

FBtimola la replicazione cellulare

Promuove I'angiogenesi
Promuove I'epitelizzazione

Promuove la formazione di tessuto ¢
granulazione

Transforming growth factor (TGF)

Promuove la formazione di matrice
extracellulare

Regola il metabolismo delle cellule
ossee

Vascular endothelial growth factor
(VEGF)r

Promuove I'angiogenesi

Epidermal growth factor (EGF)

Promuove la differenziazione cellulare

Stimola la riepitelizzazione
Stimola I'angiogenesi

Stimola la produzione di collagene

Fibroblast growth factor (FGF)

Promuove la proliferazione di cellule
endoteliali e dei fibroblasti

Stimola I'angiogenesi

Tab. 3 Elenco dei principali fattori di crescitantenuti all’interno del PRP

| granuli contengono anche vitronectina, una madéecbe favorisce I'adesione
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tra le cellule e incrementa I'osteointegrazion®stéoconduzione.

Il TGFbeta é attivo durante l'infiammazione e imfhza la regolazione della

migrazione e della proliferazione cellulare; stimta replicazione cellulare.

VEGF e prodotto ai piu alti livelli solo dopo lask inflammatoria ed € un

potente stimolante dell’angiogenesi.

PDGF stimola la produzione degli altri fattori drescita e ha un ruolo

importante nel rimodellamento tissutale.

PDGF promuove la replicazione delle cellule mesenah, la produzione
ossea, la replicazione delle cellule endotelialaesintesi di collagene. E’ il
primo fattore di crescita che viene liberato atéimo della ferita, e inizia |l
processo di guarigione promuovendo la sintesi dlagene e protein®.
Tuttavia recenti studi hanno suggerito che puo ressenche coinvolto

nell'inibizione della crescita osséi.

Studi in vitro e in vivo hanno dimostrato come F®F sia un potente
stimolatore dell’angiogenesi, che un regolatoréadmigrazione cellulare e della

proliferazione.

IGF-I viene espresso nelle prime fasi dell’'inflanmase e assiste la migrazione
e proliferazione dei fibroblasti nei tendini e aumee la produzione di

collagene’”

Sebbene, in laboratorio il PRP umano abbia dimmstum incremento delle
concentrazioni di PDGF, TGFbeta, VEGF ed EGF, nomodtrando influenze
sul IGF-1%

Gli effetti del’EGF sono limitati alle cellule del strato basale della cute e alle

membrane mucose inducendo la migrazione e la pratifone cellulare.

SICUREZZA NELL'UTILIZZO DEL PRP
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Tutti gli aspetti legati a reazioni immunologicheléa trasmissione di malattie
infettive sono state eliminate, dal momento chBPRIP é preparato da sangue
autologo. Nessuno studio ha documentato una ceivel con iperplasie,
carcinogenesi o crescita tumorale. | fattori disci& agiscono sulle membrane
cellulari piu che sul nucleo cellulare e attivannaunormale espressione
genicaz?

| fattori di crescita, infatti, non sono mutageni agiscono mediante la
regolazione genica e il normale meccanismo di aipane tissutale attraverso
un meccanismo di controllo a feed-batk.

Controindicazioni relative possono essere la pmseti tumori, metastasi,
infezioni attive o valori alterati di contrazion@strinica all'interno del sangue
da prelevare. Considerate come controindicaziomosda gravidanza e

I'allattamento.

Il paziente deve essere informato che e possibileemporaneo peggioramento
della sintomatologia dopo la terapia, questo acqagteuna stimolazione dei

mediatori della naturale risposta inflammatoria.

L’insorgenza di complicanze e rara, tuttavia comduitte le iniezioni c'e un
rischio minimo d’infezione, di lesione neurovaseeladi formazione di tessuto

cicatriziale e di calcificazioni nella zona viciabsito d’'iniezione.

Sono riportate anche reazioni allergiche alla ladoa o ad altri anestetici locali.
In piu quando utilizzato per iniezioni intra artiao o addizionato in tecniche
chirurgiche a cielo aperto, puo essere aggiuntoicalloridrato o trombina
bovina per formare una matrice di gel. Questa tiombovina usata per attivare
il PRP, in passato € stata considerata la causasi®igenza di coagulopatie
correlate alla formazione di anticorpi contro iltteee V, XI, e trombing> Dal
1997 questo problema € stato risolto eliminandool@aminazione da parte di

guesta trombina e utilizzando il Fattore Va.
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SCELTA DEL TIPO DI STUDIO ANIMALE

La cartilagine articolare ha una capacita di rigam@®ne molto limitata.
Conseguentemente lesioni degenerative e traumapictiano a un’inevitabile
accelerazione dei processi artrosici. Si e stinch®i costi per questa patologia
negli Stati Uniti ogni anno siano circa 60 miliadiidollari®® L'impatto socio-
economico di questa patologia ha motivato clinicicercatori a trovare nuove
strategie per aumentare la riparazione e la rigemame della cartilagine
articolare. Oltre ai traumi i fattori correlati cda degenerazione cartilaginea
sono l'etd avanzata, I'obesita, il sesso femmitilé.metodi per creare una
lesione della cartilagine e la successiva degermmgrazrtrosica in un modello

animale sono essenzialmente 3:

1. lesione direttf*®
2. degenerazione progressiva inducendo la instahitttéolaré®

3. uso di agenti condrotossiti

| difetti condrali nel’'uomo si possono riscontramel ginocchio sintomatico,
nell'anca e nella caviglia, in ordine decrescentietjuenza. Visto 'aumento di
gueste patologie, influenzato dall'aumento deigm@panti ad attivita sportive e
all'aumento dell’eta nella popolazione americanaeadpea, si sta assistendo
ad un rinnovato interesse alla comprensione decamsmi patogenetici e alla
cura dei difetti condrali focali. Queste ricerchecludono lo sviluppo di
metodiche per il trapianto di condrociti autologhilo sviluppo di scaffold
tridimensionali. Per introdurre queste metodichdanpratica clinica, non é
possibile utilizzare solo esperimenti in vitro, e@&ssenziale testarle in vivo su
animali® Tuttavia la scelta del tipo di animale su cui eseglo studio presenta
vantaggi e svantaggi. Gli animali piu comunemersigiyper questo tipo di studi

sono cavie, ratti, conigli, cani, ovini, maiali evalli. Le caratteristiche
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principali di cui tener conto per gli studi sonartipiezza della superficie e

spessore cartilagineo. (Fig.

Fig. 7 Superficie articolare del femore distaldaténze in dimensioni tra ratto, pecora e uc

La cartilggine umana tuttavia si discosta per spessore edeanap delle
superficie da quelle animali, ne consegue chepi tli animale deve esse

scelto a seconda delle possibilita economiche &mtedi studio da effettual

CAVIE

Le cavie offrono grari vantaggi in termini di riproducibilita, per I'edenza d
ceppi selezionati transgenici, in cui le differenze esemplari sono fortemer

ridotte, se paragonata agli altri animali. Il lor@antenimento € molto sempli
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ed economico. La possibilita cavere anche ceppi immunocompromi
permette studi con pool, cellulari e tessuti alligee xenogenic

Il piu grande svantaggio € dovuto alle ridotte sfipiearticolare e al piccol
spessore della cartilagine formata da 2 o 3 stedlilari. (Fig. {) D’altra parte
come gia sottolineato la possibilita di avere cade basse risposte immunita

ha permesso anche lo sviluppo dei primi studi sidlenerazione cartilagine

Fig. 8 Aspetto istologico della cartilagine artimad di una cavia (fenre distale), che evidenz
'estrema sottigliezza dello strato cartilaginebdasopra delle frecce, formato da solo 2
strati di cellule.

In particolare Vacanti et al. hanno dimostrato lasgibilita di generar

cartilagine ialina seminando con crociti umani materiale biodegradab
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utilizzato per le suture, sul dorso di cavie atimicdando inizio all'ingegneria
tissutale per la ricostruzione della cartilagifidn aggiunta a questo vi & la
possibilita di selezionare cavie in cui I'artrossorge spontaneamente, e alcuni
studi si stanno orientando verso la terapia gemien la riparazione della
cartilagine e la sua rigeneraziotté&>®°

Per esempio nei Jackson Laboratories di Bar HgMame, Stati Uniti) hanno
evidenziato che in cavie selezionate MRL/MpJ, Idilegine ripari meglio che
nelle altre cavie. Questo € stato correlato coditainuzione delle citochine
proinflammatorie come linterleuchina 1 e con autaénlivelli di citochine
antiinfiammatori€’ Sebbene cavie transgeniche possano essere ditfiil
mantenere e riprodurre, l'uso di questi modelli pportare informazioni
importanti per la comprensione dei meccanismi gknazione della cartilagine.
La comprensione delle basi molecolari della rigapene condrale puod
generare nuove opzioni terapeutiche, da approfenctn studi preclinici in

animali di maggiori dimensioni.

RATTI

Gli studi eseguiti con i ratti hanno i vantaggi Bemici delle cavie, uniti alle
maggiori dimensioni che incrementano la flessibii la riproducibilita degli
studi in cui vengono eseguite lesioni osteocondfali protocolli che utilizzano
i ratti sono economici e possono essere impiegatiecstudi preliminari per
nuovi scaffold biodegradabili e polimeri. Ferredtial. ad esempio utilizzando

un modello di difetto osteocondrale nel ratto, halisto la degradazione dello
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scaffold biodegradabile PE-genipin biocompatibile all'interno della lesio
osteocondrale della troclea femorale indotta (Fi® Gli scaffold negli ultimi
anni si sono imp&ti come elementi cardine nella strategia ripasagier lesion
fi¢

osteocondrali focall; in quanto forniscono una supporto tridimensionaelp

crescita tissutale e il rilascio di agenti condruge

Fig. 9 A) Lesione osteocondrale trocleare d mm in un ratto. B) Il difetto viene riempito ci

scaffold PEG-genipin.

Sebbene di dimensioni superiori alle cavie, glidstoon ratti soffrono dell
stesse limitazioni, dovute alla superficie articelaidotta, al minimo spessac
della cartilagine e & rigenerazione tissutale intrinseca, dovuta tbfahe le
cartilagini di accrescimento nei roditori rimangomperte durante tutta la vi’*
La cartilagine piu sottile & piu facile da danneggi ma anche piu facile
riparare rispetto a quella delomo. WatrinPinzano et al hanno valute
mediante risonanza magnetica la riparazione cgird@ spontanea dopo U
lesione indotta nella rotula di un ra’® Al di la di tutte queste considerazior

roditori rimangono modelli molto utili per la ricea per i bassi costi, per
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possibilita di avere ceppi transgenici e immunodsgir e per la facilita di
gestione. Inoltre & possibile ottenere studi cheprendono grandi numeri di

soggetti utili per studi preliminari.

CONIGLI

Gli studi eseguiti su conigli in questo campo sstati numerosi, per la facilita
d'impiego e i costi accessibili. Come in altri mideon animali di piccola
taglia, i conigli offrono la possibilita di lavomar con molti soggetti
genotipicamente simili>’4 "

Nei primi anni della ricerca sull'ingegneria tisslgt, gli studi con i conigli

divennero molto popolari, per via dell’'utilizzo deondili femorali dei conigli

bianchi Neozelandesi che erano abbastanza grandvotlr permettere la
riparazione tissutale dopo una lesione osteocomdtakirca 3-4 mm. Questa
dimensione era considerata accettabile per penmaetie capire se i nuovi

impianti fossero in grado di integrarsi.
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Fig. 10 Cartilagine articolare di coniglio sezidrnesversale

In seguito si svilupparono studi che descrivevancaratteristiche di riparazione
cartilaginea intrinseca del conigli®.Shapiro et al. usarono 122 soggetti per
documentare l'origine della riparazione a tutto ssoee di queste lesioni
osteocondrali, concludendo che questa originavaeraniente dalla
proliferazione e differenziazione di cellule medanli derivate dal midollo
0sseo, senza partecipazione di altre cellule deridalla residua cartilagine
articolare adiacent€. Nell'uomo invece se presente una lesione ostega@nd
non va incontro a riparazione spontanea, e questierezio come i risultati di
guesti studi fossero difficilmente applicabili audi clinici sul’luomo. Inoltre
anche nel coniglio la cartilagine risulta esserdtonsottile, un’analisi elaborata
ha evidenziato come lo spessore medio della agiridasia di 0,44 mm. nella
troclea femorale e di 0,3 mm. nel condilo anteraliale”® (Fig. 11)
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Fig. 11 Immagine al microscopio elettronico di wuama profonda della cartilagine articolare di
coniglio. Nella porzione centrale € possibile agpege la sezione di un vaso.

Questo limita la dimensione e la profondita delésione cartilaginea da
riprodurre. In effetti il valore della profonditditpcomunemente riportato in
letteratura & pari a 3 mM®® Il che significa che piti del’80% della lesione &
situato nell’'osso subcondrale. In aggiunta a questsiderazioni, il coniglio ha
differenti condizioni di carico, dovute all’altonrge di flessione del ginocchio. |
conigli infatti utilizzano la troclea femorale comena superficie di carico
parziale, che, aggiunto al loro peso leggero (2¢5) lKrea enormi differenze di
carico se paragonati ad animali di taglia piti geaadal’'uomo®™ In conclusione
anche il coniglio sembra rappresentare un modettiqon per i primi stadi di
valutazione di una terapia, per i bassi costi,aeilé gestione e la dimensione
dell'articolazione per le pratiche chirurgiche. thwia questo modello ha perso i
favori dei ricercatori in quanto i risultati ottenwsono influenzati dall'alto
potenziale di rigenerazione spontanea, dalle @iffee nel carico articolare e dal
ridotto spessore della cartilagine.
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PECORE

Il modello animale piu utilizzato per la ricercallaucartilagine é la pecora
assieme alla capfa®

Questo modello offre vantaggi quali, la dimensianigcolare, o spessore della
cartilagine e la possibilita di eseguire procedamehe in artroscopia, inoltre ha
una limitata capacita di guarigione spontanea.

L’articolazione della pecora € piu grande di quelkel cane ed € possibile
effettuare lesioni superiori a 6 mm, dimensione stgrata non capace di
guarigione spontanéa®

La proporzione tra spessore della cartilagine e esbcondrale e la consistenza
dell’'osso subcondrale e piu simile a quella umargyaragonata a quello di altri
animali. La pecora inoltre e piu semplice da gestirelativamente economica.
In questo modello animale é piu difficile limitatecarico o applicare protocolli
di terapia fisica. La pecora inoltre é stata w#ita per la valutazione preclinica
di molti nuovi impianti. In particolare Niederauet al. hanno trattato lesioni
osteocondrali con vari dispositivi impiantabili etendo la riparazione con
cartilagine ialino-simile e con buon ripristino Besso subcondral&®

| ricercatori sono riusciti ad impiantare ancheludel mesenchimali autologhe
(BMCs) precedentemente aspirate dalla cresta iffadaltro canto & piu
difficile la preparazione di fibrina autologa, conamente utilizzata negli studi
con equini. Nella valutazione delle lesioni congrgliesto modello permette di
studiare la riparazione di lesioni parziali o adigpessore, infatti lo spessore del

condilo femorale mediale varia da 0,8 a 2,0 firm aggiunta la dimensione
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articolare permette di creare lesioni simili a ¢gi€eli piccole dimensioni, ma gia

clinicamente rilevanti, osservate nell’'uomo.

Tra gli aspetti da considerare nella scelta del eflodvi € quello della
variazione della concentrazione delle piastrinéntdrno delle varie specie. E’
importante conoscere i valori fisiologici della cemtrazione piastrinica in ogni
singolo animale per non variare la concentrazianald del PRP impiegato.
(Tab. 4)

SPECIE PIASTRINE/mI

Uomo 150.000-400.000
Bovino 100.000-800.000
Cavallo 100.000-350.000
Pecora 250.000-750.000
Capra 300.000-600.000
Suino 100.000-900.000

Tab.4 Valori fisiologici della concentrazione prasica nelle varie specie animali.
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MATERIALI E METODI

Sono stati selezionati 10 conigli della stessaeatataglia simile (3t 0,4 kg) di

sesso femminile. Il comitato etico dell'Istitutat@pedico Rizzoli ha approvato
le procedure utilizzate in questo studio.

PREPARAZIONE DEL PRP

Il PRP e stato ottenuto, da ciascun coniglio esedpen prelievo, 1 ora prima
dell'intervento, di circa 20ml di sangue venoso iamehato con ACD-A, una
soluzione di citrato di sodio, acido citrico e desio. L'’ACD-A €& un
anticoagulante utilizzato normalmente nella pratidai prelievi e delle
trasfusioni. Il citrato ha un’azione chelante pexaicio presente nel campione di
sangue prelevato, legando I'atomo di calcio a tkmayl destrosio serve alla
conservazione delle piastrine e dei globuli. Quesiazione conservata a 4°
stata poi sottoposta a 2 processi di centrifugg.{B): il primo dei quali (15
minuti a 800 rpm) per separare il plasma dai globukntre il secondo (15
minuti a 2000 rpm) per la concentrazione delletpias. Il PRP cosi ottenuto e
stato conservato a -80° fino al giorno dell'infikione.

Fig. 12 Centrifuga, Heraeus Centrifuge Biofuge 28R#izzata per la concentrazione del PRP

nel nostro studio
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PROTOCOLLO UTILIZZATO

Prelievo 20 ml sangue

1° Centrifugazione a 800 r.p.m. per 15 min.
2° Centrifugazione a 2000 r.p.m. per 15 min.
- Conta numero piastrine (%= n. nel PRP/ n. plasrh@®

Attivazione piastrinica 50ul/ml di Citrato di Cac

Aliquote di plasma e PRP a -80°C per dosaggio di:
Transforming Growth Fact@l (TGF-£1)
Platelet Derived Growth Factor ABDGF AB)

Interleuchina X1L-1)

TECNICA CHIRURGICA

In anestesia generale, attraverso un accesso oaniomt al ginocchio, con
apposito strumentario (trapano con mirino e pumilind)) € stata eseguita una
lesione di basso grado di 5 mm di diametro, natiezipne centrale del condilo
femorale mediale dx. Analogamente, e stato opergiaocchio controlaterale.
Dopo sutura e risveglio, ad ogni animale sono st@tministrati antidolorifici
ed antibiotici per 5 giorni, ed e stato concesseaiico immediatamente dopo
l'intervento.

- A 30 giorni dall'intervento e stata eseguita urilindzione, al solo
ginocchio dx, utilizzando fattori di crescita PRRegedentemente
stoccati a -70°.

- A 45 giorni e stata eseguita la seconda infiltragial ginocchio dx

- A 60 giorni € stata eseguita la terza infiltraziain®RP al ginocchio dx

Fase di valutazione della cartilagine:

A 4 mesi dall'intervento chirurgico gli animali sostati sacrificati, procedendo
all’espianto dei femori operati. La soluzione atifita per il sacrificio € il Tanax
(Intervet- Italia S.r.l., Peschiera Borromeo, Milaltaly) somministrato in

anestesia generale. | campioni sono poi stati imah laboratorio per la
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valutazione della riparazione della cartilagine.

E’ stata effettuata una iniziale valutazione maoopgca, prendendo in
considerazione, le caratteristiche della superfigida sua continuita con il
tessuto circostante. Abbiamo quindi valutato I'agpglobale dell’articolazione
per controllare la presenza di artrosi inizialeoadamata.

| campioni prelevati dopo la valutazione macrosca@ono stati fissati in una
soluzione al 10% di formalina tamponata e decalificon NOVA DECALC. |
campioni fissati in paraffina creando sezioni d &icro millimetri di spessore
e fissati con blue di toluidina per la valutazionerfologica delle cellule, e con
safranina O e sirius red per valutare la matriagepdateoglicani e il collagene
nella matrice al microscopio polarizzato. E’ statiéizzata inoltre la colorazione
con alcian blue per valutare la produzione di pglieani. La valutazione
istologica e morfologica e stata eseguita in caltabione il Laboratorio di
Immunologia e Genetica e con il Servizio di Chirar§perimentale dell’Istituto

Ortopedico Rizzoli.
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RISULTATI

Tutti gli animali hanno tollerato bene [linterventghirurgico e sono
sopravvissuti nel postoperatorio. Le funzioni viedano stabili e non si sono
verificate complicanze di carattere generale. Lanti®ulazione € stata ripresa
normalmente in assenza di zoppia e il ginocchiostabile. Nelle prime ore
dopo l'intervento si & evidenziato un aumento diuate localizzato nel sito
dell'intervento, I'intervento non ha compromessatabilita articolare in nessun
soggetto.

Dopo la preparazione del PRP e stata valutatanaertrazione dei principali
valori di crescita TGB1, PDGF AB, IL-B, prima e dopo la concentrazione e

dopo I'aggiunta dell’attivatore (Calcio citrato)vdlori sono riportati in Tab.5

N. piastrine | TGFp1 PDGF AB IL-1

x10%/l ng/ml ng/ml ng/ml
PLASMA 294+48 61+4 58+11 1.6+£0.8
PRP 890163 109+38 9048 3.6x0.5
PRP ATT. | - 441495 25172 9.4+1.7

Tab. 5 Valori delle citochine proinfiammatorie &drate all'interno del PRP dopo la

concentrazione

La valutazione macroscopica non ha riscontrato isgigimfezione, limitazione
del range di movimento articolare o sinovite. A dsindall’intervento le lesioni
effettuate apparivano ricoperte da un tessutopdirazione lucido trasparente,
piu biancastro e piu simile al tessuto sano néitalazione in cui era stato
addizionato il PRP, dove peraltro i margini sembray piu simili al tessuto
adiacente sano (Fig. 13A). Nell’'arto sinistro noattato il letto della lesione

appariva piu depresso ed erano piu evidenti i madglla lesione (Fig. 13B).
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Fig. 13 Aspetto macroscopico della lesione ostedi@a, controllo a 4 mesi A) Gruppo trattato
con PRP, B) Gruppo controllo

La valutazione istologica a 4 mesi ha evidenziatme nell’arto non trattato, la
sede della lesione era ricoperta da tessuto fibri@sa@ui struttura appariva
interrotta da profonde fessure. Nel gruppo trattato PRP i difetti sono colmati
da tessuto rigenerato piu simile alla cartilagingina, soprattutto in
corrispondenza dei margini della lesione, in cupassibile apprezzare la
disposizione colonnare nella zona piu profondaadedirtilagine. Nella porzione
centrale il tessuto che ricopre la lesione semiuttavia piu simile alla
fibrocartilagine. Comunque appare chiaro come Isiole sia stata
completamente rivestita da tessuto di riparazione gonsistente, e dalla
composizione piu simile a quello della cartilagia&na rispetto al gruppo di
controllo. Inoltre utilizzando le colorazioni blui doluidina e Safranina O
abbiamo notato la presenza di abbondante matriceceMulare di origine
cartilaginea, e con colorazioni immunoistochimiclagpresenza di Collagene di
tipo Il. In questo gruppo i condrociti sono evidendccompagnati dalla
caratteristica struttura lacunare.

Al di sotto del sito di lesione e possibile notameo strato continuo di 0sso
trabecolare, anche se presente in entrambi | grugpiesto appare
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completamente integro solo nel gruppo trattato B&#. Nel gruppo controllo
(arto controlaterale) si possono notare all'intedel’'osso subcondrale delle
lacune ossee non ancora completamente chiuse.

Nel gruppo controllo la quantita di Collagene tipoera scarsa e la matrice
extracellulare neoformata era notevolmente inferior
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Figura 14 Osservazione al microscopio ottico dedlde di lesione a 12 mefi—F) Colorazione
con Safranina-O: (A—C) Gruppo A: trattato con PREP:F) Gruppo B: Controllo (G-J)
Colorazione immunoistochimica per il collagene tipdG and H) Gruppo A; (I and J) Gruppo
B. (B), (E), (H) e (J) sono ingrandimenti di paolari dei riquadri (A), (D), (G) and (I) . (C) ed
(F) mostrano la giunzione tra la sede di lesiofeer@mrmale cartilagine.
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DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

L’ipotesi di questo studio era che il PRP promugeds guarigione delle lesioni
osteocondrali di dimensioni critiche (medio-grandlijisultati dimostrano come
il tessuto neoformato sia piu simile alla cartiflgnormale nell’arto trattato con
PRP. Il PRP ha notevoli vantaggi tra i quali I'assedi risposte immunitarie da
parte del paziente e la facilita d'impiego, inolimen € mai stato collegato
all'insorgenza di tumori o neoformazioni. L’'uso d@RP in aggiunta sembra
avere costi che sono accessibili a qualsiasi gtautispedaliera, sicuramente piu
semplice da utilizzare rispetto a tutte le terdipiera proposte. Soprattutto nelle
lesioni di grado 1 o 2 , meno nell’artrosi sevesambrano in grado di favorire |l
ripristino dell’omeostasi tissutale. L'uso di PRIR@ogo ha un sempre piu largo
impiego in odontoiatria, in chirurgia maxillofackal e in ortopedia.
Recentemente alcuni studi hanno evidenziato com@RiIP sia in grado di
stimolare la proliferazione cellulare dei condrbeitla produzione di matrice
extracellulare in vitrg?

Variazioni quantitative o qualitative delle piastri possono influire sul
potenziale rigenerativo del PRP, in questo studibizano appositamente
valutato la concentrazione delle piastrine primaopo la concentrazione e
abbiamo valutato I'efficacia nell'incremento deiirmipali fattori di crescita
(TGFB1, PDGF AB, IL-B). Questo ci ha permesso di considerare il PRRoda n
utilizzato adeguato per lo studio.

Lo studio inoltre ha permesso di verificare la seatlelesione con studio
macroscopico e istologico. Gia al’esame macrosmgiaspetto della lesione
appariva diverso nei due gruppi, e per i valutatoon € stato difficile
riconoscere le articolazioni trattate con PRP dapgo controlaterale. Le lesioni
non trattate con PRP avevano un aspetto piu patlideno spesso e all’esame
istologico apparivano ricoperte di fibrocartilagineon scarsa matrice
extracellulare. Questo ha suggerito che i fattorcrdscita, rilasciati dagli alfa
granuli delle piastrine concentrate, hanno un rdohalamentale nel processo di

riparazione della cartilagine. In questo studicesevidenziato anche come a
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ridosso dei margini di lesione lintegrazione savenuta molto meglio nel
gruppo trattato con PRP. Questo fa pensare adtivazabne diretta anche della
cartilagine sana circostante la lesione, come mimstda alcuni eseguiti in
vitro.®? Inoltre ci pud essere una stimolazione direttdedetllule dell’'osso

subcondrale, dovuto ad un richiamo delle cellulesenehimali totipotenti

presenti all'interno del midollo osseo che, commaktrato nello studio di Anja
Drengk’s, vengono stimolate alla differenziazionendrogenica e alla
proliferazione®® In aggiunta a questo la guarigione dellarea stéfute

sottolinea l'importanza di questo processo di guane che partirebbe dal
substrato osseo per supportare la cartilagine neata. Nel nostro studio |l
substrato osseo subcondrale del gruppo trattatdP& era notevolmente piu
omogeneo se paragonato a quello del gruppo naattrah cui erano ancora
evidenti delle zone in cui la trabecolatura non areora completamente
formata. All'interno dellosso subcondrale del gopoptrattato con PRP e
possibile osservare all'interno dello strato sup&te continuo, la presenza di
zone di neoformazione ossea, assenti nel gruppootion evidenziando come il
PRP abbia anche un’azione sulla neoformazione ossea

In conclusione riteniamo che questo studio abbiaemziato le capacita
rigenerative del PRP sia sul tessuto cartilagine® su quello subcondrale. Lo
studio per come concepito, isola molte delle valiiabhe normalmente

interferiscono  sullo studio. Lesioni eseguite sullstesso animale
contemporaneamente escludono differenze istologicheorfologiche o

biomeccaniche interindividuali, esaltando la vaéidilei risultati. Nonostante i
limiti dello studio dovute alla disponibilita di umumero limitato di soggetti di
piccole dimensioni, riteniamo che l'utilizzo del PRuelle lesioni osteocondrali
vada implementato in vivo con studi preclinici enidi piu completi, per

comprendere appieno le sue potenzialita e per ebknprotocolli piu efficaci

rispetto agli attuali.
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