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INTRODUZIONE

L’obiettivo di questo lavoro ¢ quello di valutare, in base alla piu recente letteratura medica e alla
luce della nostra esperienza clinica di 3 anni presso I’ambulatorio di chirurgia vascolare del
policlinico S.Orsola, in consulenza presso 1’ospedale di Imola e di collaborazione con I’ambulatorio
delle lesioni aperte dell’UO di Dermatologia del Policlinico S. Orsola di Bologna, quale sia
I’approccio migliore (su misura al paziente) e pill innovativo nel trattamento delle ulcere difficili.
Quello che si propone questo lavoro ¢ quello di mettere in risalto 1’eterogeneita eziologica della
patologia ulcerativa, stressando il concetto delle comorbidita.

Nell’introduzione tratteremo 1’epidemiologia, I’eziologia ed i diversi metodi per ottenere la diagnosi
e la terapia eziologica delle ulcere vascolari definite difficili.

Nella seconda parte presenteremo una revisione della letteratura sulle piu recenti strategie di
trattamento delle lesioni, con particolare attenzione alle terapie rigenerative.

In questa sezione si faranno riferimenti alle casistiche ambulatoriali e a tecniche di trattamento

eseguite dal nostro gruppo di chirurgia vascolare.

EPIDEMIOLOGIA:

Le ulcere degli arti inferiori rappresentano sempre pill un’emergenza economico/sanitaria per vari
fattori:

e L’elevata incidenza nella popolazione (1-2% nella popolazione generale e 3-5% nella
popolazione anziana). (,,5)

* Le frequenti recidive e le comorbidita obbligano il paziente a ripetuti ricoveri ospedalieri ed
interminabili management infermieristici sul territorio. (4 5)

* Le difficolta nell’identificarne 1’eziologia, spesso multipla, ne complicano la cura.

* In Italia, la distribuzione territoriale disomogenea dei centri dedicati, che sono in grado di
arrivare ad una corretta e rapida diagnosi per offrire la miglior terapia, comporta che I’iter
terapeutico sia troppo frammentato e privo di continuita.

Tutti questi fattori peggiorano la qualita di vita del paziente ed aumentano i costi sociali della
malattia che, in studi condotti da O’Donnell e pubblicati nel 2006 sul “Journal Vascular Surgery”,

arrivano ad ammontare a 30000$/anno per paziente. ()

EZIOLOGIA:



La maggior parte delle ulcere, circa il 70%, ¢ riscontrabile in pazienti che presentano
un’insufficienza venosa cronica (;). Quando questa ¢ 'unica eziologia, come ben dimostrato in
letteratura, un trattamento elastocompressivo, associato o meno a trattamenti chirurgici, porta
sempre ad un miglioramento e, in un’elevata percentuale di pazienti (circa 80%), alla guarigione ().
Sempre piu frequentemente (20-30%), in pazienti affetti da ulcere difficili (comparsa > 6 mesi)
degli arti inferiori che non accennano alla guarigione, I’insufficienza venosa cronica ¢ associata ad
artereopatia ostruttiva (o,,). Queste ulcere, definite ulcere miste, risultano, per diversi motivi che
andremo ad analizzare, di difficile diagnosi e terapia.

La patologia venosa cronica e 1’arteriopatia cronica ostruttiva sono, sempre piu frequentemente, tra
loro associate. L’aumento della vita media espone a un incremento dei fattori di rischio (obesita,
sedentarieta, fumo, inquinamento) comuni alle due patologie (5 ;).

In generale, si puo arrivare ad affermare che, qualora 1’eziologia dell’ulcera riconosca un contributo
da parte di piu patologie (epifenomeno di pit patologie), le difficolta o I’'impossibilita a
diagnosticarle e a risolverle rendera 1’ulcera difficile.

Valutare il diverso contributo che varie patologie come quelle metaboliche, autoimmuni e della
coagulazione ricoprono nella comparsa di lesioni trofiche e nel loro mantenimento potra ridefinire,

in futuro, il concetto di ulcera difficile.

DIAGNOSTICA E CARATTERISTICHE MORFOLOGICHE DELLE ULCERE
VASCOLARI
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Nelle ulcere miste la sottostima della componente arteriosa € molto frequente, soprattutto in
pazienti con arti inferiori edematosi e con ulcere (spesso ampie). In questi arti, la clinica aiuta poco

ed un semplice Indice Pressorio Caviglia-Braccio (ABI) ¢ di difficile esecuzione se non, addirittura,

impossibile (fig.) .

(fig.: ulcera mista che impedisce esecuzione ABI) (fig.: importante edema ed infiammazione)

(fig. ampia lesione trofica bilaterale )



E importante ricordare che, tra i limiti dell’ABI, oltre a quelli dei casi appena descritti nei pazienti
diabetici o in dialisi, 'incomprimibilita delle arterie tibiali, a causa delle calcificazioni parietali,
rende non attendibile 1’indice pressorio caviglia-braccio.

Si puo giungere ad una diagnosi piu corretta sottoponendo il paziente ad un esame eco color
Doppler che valuti tutti 1 distretti arteriosi (aorto-iliaco-femoro-popliteo-tibiali) oppure misurando
la TcPO, a livello del piede. Qualora permangano dubbi, come distretti non esplorabili per edema e
lesioni trofiche, si puo ricorrere all’angiografia.

Una corretta quantificazione della due distinte eziologie, nel sostenere 1'ulcera, diviene
fondamentale per offrire al paziente il trattamento piu efficace.

In uno studio condotto dall’Unita Operativa di Dermatologia, con la collaborazione della Chirurgia
Vascolare dell’Ospedale S. Orsola di Bologna, ¢ stata cercata una correlazione tra eziologia
vascolare ed istopatologia dell’ulcera. Da questo lavoro, condotto su 259 pazienti, che si sono
rivolti consecutivamente all’ambulatorio dedicato alla cura delle lesioni aperte (ALA) ed affetti da
ulcera di tipo vascolare, sono emersi dati molto interessanti.

Alla valutazione eco color Doppler eseguita a tutti i pazienti affetti da ulcera, sono state
diagnosticate 181 (70%) insufficienze venose, 58 (22.4%) ulcere miste e 20 (7.7%) arteriopatie
croniche ostruttive.

Sono state eseguite biopsie multiple di 3 mm, sia del fondo dell’ulcera che dei margini, a tutti i

pazienti. I risultati degli studi istologici sono stati abbinati ai dati emodinamici di ognuno di loro

(fig.).
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(fig esecuzione di biopsia su margini e fondo dell’ulcera.)

Le caratteristiche istologiche di tutte le ulcere vascolari includono: croste, fibrina, ipercheratosi,
paracheratosi ed infiltrazione neutrofila nell’epidermide. L’iperplasia epiteliale e la spongiosi sono

state osservate solo nelle ulcere venose e miste (;,).
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Recentemente, in letteratura, si dibatte su quali siano i migliori metodi non invasivi che consentono
di giungere ad una corretta diagnosi eziologica dell’ulcera e di poter, cosi, offrire terapia e prognosi
corrette.

La biopsia del fondo dell’ulcera e dei margini rimane sicuramente importante, oltre che per cio che
riguarda 1’esame istologico, anche per identificare biomarker o eseguire ricerche genetiche (;;).
Attraverso la raccolta dell’essudato delle ulcere miste, sono state identificate una serie di citochine,
chemochine e fattori di crescita pro infiammatori che stimolano la migrazione dei fibroblasti ed
impediscono i normali processi di guarigione (,,).

Probabilmente, in futuro (sul mercato esistono gia semplici test per la quantificazione delle
metalloproteasi presenti nell’essudato), sara possibile ottenere degli score differenti per ogni tipo
eziologico di ulcera che, in funzione della dimensione, dell’istologia e dei biomarkers, forniscano

buoni standard di terapia e prognosi.

DIAGNOSI DIFFERENZIALE: ULCERE VASCOLARI - ULCERE NON VASCOLARI

La diagnosi differenziale deve sempre essere accurata. Spesso, un’ulcera difficile deriva, infatti, da
una diagnosi errata.

E necessario tener presente che circa il
30% delle ulcere non ¢ di origine
vascolare (artero-venosa) e che nel 10%
c’¢ stata una trasformazione in senso

neoplastico dell’ulcera (carcinoma a

cellule basali).

Presso I’ambulatorio ALA del policlinico
S. Orsola, dal 2008 al 2011 su 211 pazienti presentatisi consecutivamente con ulcera attiva, nel 48%
si trattava di ulcere venose, nel 13,4% ulcere arteriose e nel 10,3% ulcere miste. Nel restante 30% ¢
stata posta una diagnosi differente: 9% carcinomi a cellule basali 8,1% ulcere vasculitiche 3,1%
ulcere da pressione 2,1% ulcere post ustione 1% leucemia a linfociti t periferici 1% fibroadenoma
eccrino 1% tiloma 1% verruche virali plantari ulcerate.

Flow chart di studio per il trattamento delle ulcere degli arti inferiori:

* esame clinico

¢ tampone su ulcera



* Dbiopsia bordo e area centrale ulcera

* esame istologico

* ecocolor doppler artero-venoso

* consulenza chirugica vascolare

* consulenza dell’anestesista per terapia antalgica
* identificazione del tipo di ulcera

¢ Trattamento

TERAPIA EZIOLOGICA:

STILE DI VITA E NORME IGENICO/SANITARIE:

Nella cura delle ulcere, 1’obiettivo, oltre a guarirle, ¢ quello di evitare la recidiva. Per questo
motivo, tutti i cambiamenti nello stile di vita e nelle abitudini quotidiane atte a migliorare la
circolazione arteriosa e venosa, sono sempre efficaci per perseguire entrambi questi scopi.

Tra questi cambiamenti di stile di vita, i piu efficaci sono: stimolare il paziente ad una costante
deambulazione, a perdere peso, a mantenere le gambe in scarico quando si ¢ a riposo, ad astenersi
dal fumo, a mantenere controllata la glicemia (utile anche un controllo periodico dell’emoglobina
glicata) nei pazienti diabetici, oltre a stimolare a mantenere un elevato igiene personale che limiti la

popolazione batterica cutanea.

MEDICO:

Recenti studi dimostrano come 1’eziologia dell’insufficienza venosa cronica non sia da
ricercare nello sfiancamento delle pareti e delle valvole venose. Questi rimodellamenti strutturali
sarebbero, invece, la conseguenza dell’infiammazione cronica sostenuta da aumenti transitori e
ripetuti della pressione venosa (es. prolungata stazione eretta, aumento ponderale, gravidanze, etc).
Lo stimolo infiammatorio danneggia I’endotelio (glicocalice) e, di conseguenza, anabolismo e
catabolismo dell’intera parete vasale si alterano.

Le linee guida americane, pubblicate nel 2011 sul “Journal Vascular Surgery” da Gloviczki,
raccomandano, con un livello di evidenza 2B, I'utilizzo di farmaci vasoattivi (diosmina, esperidina,
sulodexide, rutosidi, escina) nei pazienti con dolore e gonfiore dovuti a malattia venosa cronica e

pentossifillina e flavonoidi, al fine di accelerare la guarigione delle ulcere venose. (i)



Questa terapia dell’insufficienza venosa cronica puo essere considerata efficace e sicura, anche se
I’eziologia ¢ mista, poiché migliora il trofismo salvaguardando, allo stesso tempo, l’integrita
dell’endotelio.

L’unico vero trattamento medico dell’arteriopatia cronica ostruttiva rimane il controllo dei fattori di
rischio cardio-vascolari e delle patologie associate maggiormente ad arteriopatia cronica ostruttiva
quali, per esempio, ipertensione, dislipidemia, diabete, insufficienza renale cronica, abitudine

tabagica e obesita.

ELASTOCOMPRESSIVO:

Il trattamento di scelta nelle ulcere ad eziologia puramente venosa rimane un bendaggio
elastocompressivo multistrato ad elevata compressione associato o meno a trattamento chirurgico in
base alla gravita e alle recidive (5). Anche nelle linee guida americane, pubblicate da Gloviczki, la
terapia dell’ulcera venosa ¢ 1’elastocopressione con un livello di evidenza 1 B (;5).

In una situazione emodinamicamente instabile, come quella che porta alla comparsa di ulcere miste,
la terapia elastocompressiva ¢ stata molto dibattuta in letteratura, oltre che criticata (5 6,7).

In questa patologia, 1’elastocompressione migliora sicuramente il ritorno venoso e riduce 1’edema,
ma potrebbe ridurre il flusso arterioso.

E molto importante, a questo punto, fare chiarezza sui bendaggi elastocompressivi e, in particolare,
su due aspetti: la pressione sotto bendaggio ed il grado di “stiffness” del bendaggio stesso.

La pressione sotto bendaggio, in questi pazienti, deve essere continuativamente misurata mediante
strumenti pneumatici validati (Picopress) (5,,) €, contemporaneamente, bisogna controllare
parametri quali la TcPo, (>30 mmHg) e la pressione arteriosa a livello delle dita (> 30mmHg). (,,)

Il grado di stiffness di un bendaggio ¢ inversamente proporzionale all’elasticita dei materiali
utilizzati. Un bendaggio ad elevato stiffness, il piu indicato per le ulcere miste, presenta un ampio
range pressorio condizionato essenzialmente dalla postura del paziente (la pressione esercitata dal
bendaggio ¢ massima quando il paziente ¢ in posizione eretta). Queste differenze pressorie (clino-
ortostatismo) permettono al paziente di sopportare il bendaggio anche a riposo e, cioe, quando la
pressione arteriosa al piede ¢ minima.

Come dimostrato da Mosti et. al., in un articolo pubblicato sul “Journal of Vascular Surgery” nel
2012, un bendaggio, che soddisfi queste caratteristiche, migliora il ritorno venoso migliorando
anche la perfusione arteriosa del piede.

Se si applica, infatti, un bendaggio che eserciti una pressione compresa tra 30-40mmHg ad elevato
stiffness, si ottiene un aumento significativo di ritorno venoso (Frazione Eiezione venosa della

gamba valutata con pletismografia +103%), un aumento significativo sia della pressione arteriosa



alle dita del piede (+9%) che della TcPo, (+7%), con una riduzione non significativa (-4%) del
flusso, valutato distalmente al bendaggio (dita) tramite laser Doppler.

Sebbene la terapia elastocompressiva, effettuata utilizzando bendaggi o calze elastiche, sia ancora
comunemente considerata una controindicazione in pazienti affetti da arteriopatia cronica ostruttiva,
perfino quando un concomitante disturbo venoso trarrebbe beneficio da questa pratica. Infatti,
svariate linee guida, supportate pitt da esperienze cliniche che da outcome clinici, raccomandano di
evitare 1’elastocompressione quando ABI risulta < di 0.8.

In questo lavoro, ¢ stato valutato il valore assoluto della pressione alla caviglia attribuendo a questo
una valenza pratica superiore rispetto all’ABI. I pazienti che presentavano un basso indice pressorio
caviglia-braccio e, allo stesso tempo, un valore di pressione arteriosa sistolica alla caviglia
maggiore di 60mmHg, sono stati trattati mediante elastocompressione. Sebbene I’ABI sia
generalmente utilizzato nella pratica clinica per valutare la severita dell’arteriopatia, il valore
assoluto della pressione sistolica alla caviglia fornisce dati importanti per impostare un bendaggio
elastico, poiché ¢ evidente che ogni pressione esercitata dall’esterno non deve mai superare la
pressione arteriosa ().

E importante ricordare al paziente, affetto da ulcera mista e portatore di bendaggio

elastocompressivo, di deambulare assiduamente.

CHIRURGICO:

Oltre alla miglior terapia emodinamica, ¢ molto importante attuare la miglior terapia locale a livello
del letto e dei margini dell’ulcera.

La terapia dell’ulcera pud essere attuata mediante svariati tipi di medicazioni locali: tradizionali,
avanzate o bio-attive (sui quali in letteratura c’¢ molto poco e troppo spesso su piccole popolazioni
campione) ma non puo prescindere da due momenti: il debridement ed il controllo delle secrezioni.
Il debridement puo essere sia meccanico che chimico. Quello meccanico si avvale di curette, bisturi
ad acqua o bisturi ad ultrasuoni. Quello chimico pud essere ottenuto sia ponendo sul fondo
dell’ulcera farmaci capaci di sbrigliare I'ulcera (collagenasi) che, mediante autolisi (medicazioni
occlusive che agevolano la digestione enzimatica dei tessuti non vitali stessi). In entrambi, lo scopo

¢ quello di pulire dai tessuti non vitali e, quindi, pro-infiammatori il fondo dell’ulcera. (fig. 5)



Fig. 5. In alto letto di ulcera pre-post debridement; in basso visione al microscopio del fondo di un’ulcera mista pre-post

debridement.

In un ampio studio condotto da Humphreys nel 2007, su un campione (1378 casi) eterogeneo di
ulcere vascolari, i pazienti che presentavano un’arteriopatia moderato-severa concomitante
all’insufficienza venosa, giungevano alla guarigione, rispettivamente nel 67% e nel 53% dei casi in
36 settimane, se sottoposti a rivascolarizzazione. (,)

La dimensione dell’ulcera e 1’entita dell’arteriopatia cronica risultano essere, in letteratura, fattori
indipendenti che condizionano la possibilita ed i tempi di guarigione (y,, ,,) delle ulcere miste.

La scelta terapeutica (chirurgia open o procedura endovascolare) deve essere valutata in funzione
sia dei distretti colpiti dall’arteriopatia che delle condizioni generali del paziente. Le ampie lesioni
trofiche, I’edema, le distrofie cutanee e I’inadeguatezza della vena grande safena per un eventuale
bypass sul distretto tibiale sono tutti fattori che rendono 1’approccio chirurgico classico
difficilmente proponibile in questi pazienti.

Analizzando i dati della letteratura, si nota come, dagli anni ‘90 ad oggi, le percentuali di guarigione
delle ulcere miste sono progressivamente aumentate.

Nello studio di Ghaury del 1998, i pazienti affetti da ulcera mista e sottoposti a rivascolarizzazione,
sono stati trattati con procedura endovascolare solo nel 23% dei casi. La percentuale di guarigione a

36 settimane & stata del 64% nelle arteriopatie moderate e nel 23% nelle severe. E importante



sottolineare come, in questo lavoro, la progressione della patologia aterosclerotica abbia portato a
definire non rivascolarizzabili il 50% circa il dei pazienti con arteriopatia cronica ostruttiva (,;).

Confrontando le percentuali di guarigione riportate in questo lavoro con i risultati di Humphreys del
2007, ottenuti con trattamento endovascolare nel 56% dei casi (67% nelle arteriopatie moderate -
53% nelle arteriopatie severe) e con quelli di Lantis del 2011, anch’essi con trattamento
endovascolare ma nel 100% (100% nelle arteriopatie moderato-severe) si nota come, in questi
pazienti, ’evoluzione delle tecnologie endovascolari porti ad aumentare la percentuale dei pazienti

rivascolarizzabili aumentando, di conseguenza, anche la percentuale di guarigioni delle ulcere.

Autore N paz. endovascolare | Guarigione AS* Guarigione
trattati AM**
Ghaury et al. (1998) 14 23% 23% 64%
Humphreys et al. 32 56% 53% 67%
(2007)
Lantis et al. (2011) 27 100% 100%

*AS: arteriopatia severa.  **AM: arteriopatia moderata (0.5<ABI>0.8).

Lantis, inoltre, descrive dettagliatamente sia la localizzazione delle lesioni arteriose che il tipo di
trattamento. Nel 24% dei pazienti 1’arteriopatia si distribuiva al distretto popliteo-tibiale ed in questi
pazienti sono state effettuate, con successo, procedure endovascolari di aterotomia.

In un recente studio pubblicato da Lantis et al. su “Annals of Vascular Surgery”, che valuta I’effetto
della rivascolarizzazione endovascolare in pazienti affetti da ulcere miste ¢ stato dimostrato come,
una volta normalizzato il flusso arterioso (ABI medio preoperatorio 0.55+0.21 / ABI medio
postoperatorio 0.96+0.15), il tempo medio di guarigione delle ulcere sia stato di 9.6 settimane, con
un significativo (p<0.05) cambiamento nella traiettoria riportata sul grafico relativo ai tempi di
guarigione, prima e dopo il trattamento (,,).

Una volta trattata 1’arteriopatia ed eseguito il bendaggio elastocompressivo (modificato per la
presenza dell’arteriopatia), I’'unico fattore in grado di condizionare i tempi di guarigione ¢ rimasto

la superficie totale dell’ulcera (5,).



La possibilita di rivascolarizzare il distretto popliteo-tibiale (fig. 4) con procedure mininvasive,
anche se sono presenti lesioni TASC II D, permette di portare sangue alla gamba anche in assenza
di una vena safena utilizzabile. Pazienti con ampie lesioni trofiche e distrofie cutanee possono

essere rivascolarizzati con successo.

(fig. Arteriografia pre e post procedurale in paziente con ampia lesione artero-venosa della gamba)

In alternativa all’opzione endovascolare, ¢ risultato molto efficace utilizzare in questi pazienti un
approccio ibrido (chirurgia prossimale + endovascolare tibiale) o chirurgico, in centri dove la
rivascolarizzazione venga eseguita usando, anche come graft, vasi da donatore crioconservati o le
vene delle braccia (cefalica,basilica e mediana), dal momento che la vena grande safena non ¢
utilizzabile e I’elevato rischio infettivo e la localizzazione spesso tibiale dell’arteriopatia non
permette 1’utilizzo di graft sintetici (Dacron e PTFE). In alternativa, possono essere usati arterie e

vene crioconservate.

IL PROTOCOLLO da noi utilizzato:
I pazienti con Ulcera artero-venosa, con malattia arteriosa moderata (ABI>0.5 e che non presentano
dolore a riposo), devono essere trattati con bendaggio elastocompressivo modificato (30mmHg alla

caviglia).



Durante il bendaggio elastocompressivo modificato, i pazienti vengono costantemente sottoposti a
controlli ambulatoriali atti a valutare la tollerabilita ed i miglioramenti dell’ulcera. Nell’eventualita
di bendaggio non ben tollerato e/o fallimento a 3 mesi (aumento della superficie dell’ulcera,
aumento del dolore, comparsa di una nuova area ulcerata), il paziente viene sottoposto a studio
arterioso (ECD, ABI, TcPO, eventuale arteriografia), ed ¢ da prendere in considerazione
un’eventuale rivascolarizzazione.

I pazienti che si presentano con malattia arteriosa severa (ABI<0.5 ) vengono subito sottoposti a
studio ECD che, in caso evidenzi steno-ostruzioni aggredibili con procedura endovascolare, ¢
sufficiente per porre indicazione. Qualora la patologia arteriosa si presenti multi distrettuale e con
ostruzioni arteriose lunghe, si possono ipotizzare procedure ibride o chirurgiche, utilizzando come
graft le vene del braccio o homograft crioconservati.

Questo approccio alla terapia eziologica dell’ulcera ha migliorato sensibilmente i risultati di
guarigione negli ultimi anni. Il fatto che, ad oggi, recidivino in elevate percentuali e che, nel 20%
circa dei pazienti, non si raggiunga mai la guarigione, fa desumere eziologie piu complesse e a
livello locale (dell’ulcera ) disregolazioni importanti tra processi catabolici ed anabolici.

Sempre piu discusso in letteratura € il ricorso a terapie rigenerative e a innovazioni biotecnologiche,
per cercare di guarire quelle ulcere che non tendono alla guarigione e che, ad oggi, vengono definite

difficili.

LA TERAPIA LOCALE DELL’ULCERA

Nei casi di ulcera vascolare di recente insorgenza, di dimensioni contenute e sostenuta da
comorbidita note e correggibili, una terapia eziologica corretta (Es: rivascolarizzazione,
elastocopressione, ecc...) associata a medicazioni standard porta a guarigione il paziente.

In tutti quei pazienti in cui gli elementi eziologici dell’ulcera non siano completamente chiariti, o
non siano completamente risolvibili, il perdurare della lesione trofica, come spina irritativa, innesca
localmente dei femomeni flogistici e di chemiotassi che porteranno a disregolazione tra catabolismo

ed anabolismo tissutale. (Es.: incremento di metallo proteasi MMP9) (,,).

LE INNOVAZIONI BIO-TECNOLOGICHE NELLA CURA DELLE ULCERE

Oggigiorno, le opzioni per il trattamento delle ulcere ad eziologia vascolare sono molteplici.



Ognuna di esse presenta caratteristiche, indicazioni e costi molto specifici.

La letteratura sull’argomento ¢ assai scarsa e, a maggior ragione in un periodo storico come quello
che stiamo vivendo, un’attenta valutazione del rapporto costo/efficacia/indicazione, atta ad
identificare il miglior trattamento per ogni paziente, ¢ imprescindibile.

Tra le diverse opzioni terapeutiche a nostra disposizione, focalizzeremo I’attenzione sulla terapia a
pressione negativa (TPN), sul gel piastrinico (PRP), sull’utilizzo di sostituti dermici sintetici

(Hyalomatrix, Integra, ecc.) e sui fattori di crescita.

VALUTAZIONE DELL’EFFICACIA

TERAPIA A PRESSIONE NEGATIVA (TPN)

Il trattamento con pressione negativa si realizza mediante 1’utilizzo di dispositivi che consentono
un’applicazione controllata e localizzata di una pressione sub atmosferica

in corrispondenza del sito dell’ulcera.

L’impiego della pressione negativa risale a migliaia di anni fa nella medicina cinese. I primi studi
sperimentali di laboratorio evidenziarono come I’impiego di medicazioni in schiuma, alle quali
veniva applicata una pressione negativa creata con una semplice unita di aspirazione murale o con
aspiratori portatili, fosse in grado di promuovere la formazione del tessuto di granulazione e la
conseguente riparazione tissutale delle ferite.

Le modalita attraverso le quali I’applicazione della pressione negativa ad una ferita puo aiutare il

Processo curativo sono:

- retrazione della ferita;

- stimolazione della formazione del tessuto di granulazione;
- pulizia continua della ferita dopo debridement chirurgico;
- rimozione continua di fluido interstiziale (essudato);

- riduzione dell’edema interstiziale.

La retrazione della ferita mediante applicazione di pressione negativa rende i bordi piu vicini e, allo
stesso tempo, applica uno stress meccanico al tessuto. Lo stress applicato esternamente permette di
creare micro deformazioni nelle cellule, con conseguente produzione di messaggeri cellulari

responsabili dell’aumento della sintesi della matrice e della proliferazione delle cellule intorno alla



ferita. In diversi studi in cui € stata utilizzata la TPN, viene descritto un aumento della velocita di
formazione del tessuto di granulazione; inoltre, la pulizia continua della ferita puo ridurre il carico
batterico presente nella ferita oltre a rimuovere la sostanze che inibiscono la guarigione. L.’essudato
che si accumula nella ferita pud meccanicamente comprimere i capillari locali e restringere il flusso
del sangue nella ferita: la sua rimozione riduce I’edema del tessuto e permette il flusso del sangue
nell’area della ferita

Il sistema che permette di realizzare tale modalita ¢, in genere, costituito dai seguenti moduli:

- Un modulo di interfaccia e di controllo per operazioni di “input / output” dei dati, in genere
costituito da display per la visualizzazione delle operazioni da effettuare, dei parametri
impostati e del valore dei parametri erogati (tipicamente il valore della pressione espresso in
mmHg) e da tasti per la selezione delle funzioni;

- Una pompa che genera pressioni negative, impostabili a diversi valori ;

- Un contenitore per la raccolta dell’essudato (canister), comprensivo di filtri;

- Una parte applicata alla ferita (schiuma o garza) di dimensioni e forme variabili in funzione
della ferita da trattare;

- Un tubo generalmente in polietilene integrato nella parte applicata che veicola I’essudato al

contenitore di raccolta.

La schiuma ¢ ricoperta da un film trasparente che impedisce ai batteri di raggiungere la ferita e
“sigilla” 1’area della lesione permettendo la creazione del vuoto. Diversi fabbricanti producono
schiume contenenti argento o antibiotici. Le garze non aderenti sono posizionate vicino al letto della
lesione e la garza inumidita viene utilizzata per tamponare completamente la ferita. Possono essere
anche utilizzate garze antimicrobiche. Una volta applicata, la garza viene ricoperta da un film
trasparente adesivo, che anche in questo caso “sigilla” 1’area della lesione. Un tubicino, con la parte
distale inserita direttamente nella medicazione, permette di veicolare, grazie al vuoto creato dalla
pompa, I’eccesso di essudato in un contenitore (canister) a bordo dell’apparecchiatura. Questo
contenitore ¢ collegato alla pompa del vuoto che fornisce pressione negativa, continua e
intermittente, regolata a seconda della lesione. La pressione negativa viene applicata con valori nel
range di 5-125 mmHg (pressioni piu alte sono possibili a seconda dei dispositivi). I fabbricanti
suggeriscono di cambiare la medicazione inizialmente ogni 48 ore e successivamente 2/3 volte a
settimana. La terapia deve essere effettuata per almeno 22 ore al giorno. I dispositivi possono essere
sia fissi che portatili, consentendo di erogare la terapia a pazienti ospedalizzati o domiciliari. La
TPN ¢ utilizzata in diversi setting: nel 40% a livello domiciliare, nel 29% a livello ospedaliero e nel

27% in strutture sanitarie di lunga degenza.



N

E stato dimostrato come questo tipo di trattamento, prolungato nel tempo, ¢ in grado:

- aumentare 1’irrorazione sanguigna locale

- ridurre I’edema

- promuovere la granulazione del tessuto sottostante e la sua riparazione

- stimolare la proliferazione cellulare

- eliminare dalla ferita detriti e liquidi che ne inibiscono e rallentano la guarigione

- ridurre la carica batterica

- avvicinare 1 margini della ferita

Rivista

Titolo

Esiti clinici

The Lancet 2005

Diabetic foot study consortium. Negative pressure wound
therapy after partial diabetic foot amputation: a multicentre,

randomized controlled trial.

Granulazione, riduzione della superficie,

riepitelizzazione

J. of Wound Care
2005

An economic evaluation of the use of TNP on full- thickness

wounds

Riduzione numero medicazioni

settimanali

J. of Trauma 2006

Experience with wound VAC and delayed primary closure of

contaminated soft tissue injuries in Iraq

Riduzione del rischio d’infezione

Plastic and
Recostructive

Surgery 2006

The clinical efficacy and cost effectiveness of the vacuum-
assisted closure technique in the management of acute and

chronic wounds: a randomized controlled trial

Maggior controllo dell’essudato

Annals of Plastic

Surgery 2009

Outpatient reconstruction using integra and subatmospheric

pressure

Accelerazione del periodo di

riabilitazione

American J. Of

Resource utilization and economic costs of care based on a

Riduzione dei costi per il trattamento

Surgery 2008 randomized trial of vacuum-assisted closure therapy in the dell’ulcera

treatment of diabetic foot wounds,
International Impact of gauze-based NPWT on the patient and nursing Riduzione costi per pz guarito di 4814£
Wound Care experience in the treatment of challenging wounds

Nella nostra esperienza:

Utilizzata in tutti 1 pazienti arteriopatici, con la giusta indicazione (perdita importante di sostanza

con amputazioni minori aperte, ampie fasciti necrotizzanti della loggia tibiale, deiscenze di ferite




chirurgiche, ulcere con abbondante essudato) ha portato sempre a miglioramento clinico dell’ulcera

in breve tempo.

Ampia lesione con perdita di sostanza post debridement chirurgico per lesione necrotica infeta.




Risultato a 90 giorni da inizio terapia a pressione negativa (45gg TPN cambio ogni 2gg, poi

medicazioni con garza grassa)

Consulenza presso Ospedale Ortopedico Rizzoli: paziente con bypass extra anatomico per
asportazione di ampia massa tumorale ossea a livello dell’articolazione coxo-femorale e della sinfisi

pubica.

Ricontattati dopo 2 settimane ci si presenta questa situazione, con grave rischio di perdita dell’arto
della paziente e possibilita limitate di chiusura della ferita.
E’ stata posizionata per due settimane TPN ottenendo la bonifica del quadro, buon tessuto di

granulazione che ha consentito la chiusura e la guarigione della paziente.



Unici limiti della metodica TPN da noi riscontrati nella nostra pratica clinica: lesioni artero-venose
fortemente contaminate e molto essudanti nelle quali se si interrompe anche per poco tempo la TPN
si trasformeranno in lesioni infette; zone di difficile cambio medicazione per difficolta nel fare il
vuoto (iterdigitali, inguine per sudorazione, poca compliance del paziente); edema importante
dell’arto (perdita giornaliera di 300-400cc di essudato con conseguente disprotidemia del paziente,

cute perilesionale molto tesa e assottigliata con possibilita di flitteni e lesione da adesivo).

GEL PIASTRINICO (PRP gel)

Secondo la definizione del Decreto Ministeriale datato 3 marzo 2005, con il termine gel piastrinico
o Platelet-rich Plasma (PRP) si intende un emocomponente per uso topico, di origine autologa o
allogenica, ottenuto dall’aggregazione di un concentrato piastinico messo a contatto con calcio e
fattori proaggreganti biologici (trombina) o farmacologici. Nel corso della formazione del coagulo,
le piastrine liberano i fattori contenuti negli alfa granuli. L uso topico del preparato, favorito dalle
sue caratteristiche di plasticita e malleabilita alla sede di applicazione, favorisce ed accelera la
riparazione tissutale sia cutanea che ossea. Esso trova il maggior impiego nella chirurgia maxillo-
facciale, ortopedica e nella cura delle ulcere croniche cutanee. Il preparato puo essere ottenuto da
sangue intero predepositato o da donazione allogenica per frazionamento, con o senza reinfusione

delle emazie, o da piastrinoferesi autologa o allogenica. Recentemente, ¢ stato proposto ed utilizzato



(primo caso compassionevole) con buoni risultati, anche nella nostra sede, un gel piastrinico
ottenuto da sangue cordonale da donatore.

Il gel ottenuto va utilizzato quanto prima, oppure congelato secondo tempi e modalita analoghi a
quelli del plasma fresco congelato. In caso di origine allogenica, vengono eseguiti
obbligatoriamente tutti gli esami per la validazione biologica.

Il suo razionale d’uso risiede nel fatto che le piastrine, di cui ¢ ricco il P.R.P., rilasciano numerose
sostanze che promuovono la riparazione tissutale e influenzano il comportamento di altre cellule
modulando I’infiammazione e la neoformazione di vasi sanguigni. Le piastrine giocano, infatti, un
ruolo fondamentale nel mediare la guarigione del tessuto danneggiato grazie alla capacita di liberare
fattori di crescita, tra i quali il PDGF, il TGF f, il VEGF, I'IGF-1, I'FGF, e I’EGF. I granuli
contenuti nelle piastrine sono anche una fonte di “citochine”, “chemochine” e molte altre proteine
variamente coinvolte nello stimolare proliferazione e maturazione cellulare, nel modulare
I’infiammazione e attivare altre cellule regolando I’omeostasi tissutale ed i processi rigenerativi.

In una recente meta-analisi pubblicata dalla Cochrane collaboration nel 2012, sono stati messi a
confronto terapia standard e terapia con PRP in termini di riduzione della superficie dell’ulcera.

La meta-analisi di 2 studi che soddisfacessero norme d’inclusione molto rigide (RCT), ¢ stata
condotta su di un totale di 47 pazienti arruolati ed ha decretato come dotata di significativita
statistica la differenza tra i pazienti trattati con terapia standard e quelli trattati con PRP in termini

di percentuale di lesione guarita (cm?).

Segue metanalisi di studi RCT utilizzando PRP gel nel trattamento delle ulcere croniche:

Autore e Giornale

Titolo

Esiti clinici

Driver et al.
Ostomy/

Wound Management
2006

A prospective,

randomized, controlled trial of autologous platelet-
rich

plasma gel for the treatment of diabetic foot ulcers

129 pz. 11 68,4% dei pz trattati con PRP
hanno raggiunto la guarigione completa della
lesione vs il 42,9% dei controlli. Durata
media del trattamento 12 settimane.

Stacey et al.

European

Journal of Vascular and
Endovascular Surgery
2000

Randomised double-blind placebo controlled trial of
topical
autologous platelet lysate in venous ulcer healing

68 pz. Non differenza statisticamente
significativa tra pazienti trattati con PRP vs
controllo.

Senet et al.
Journal of Vascular Surgery
2003

Randomized trial and local biological effect of
autologous

platelets used as adjuvant therapy for chronic
venous leg

ulcers

15 pz. 26,2% di riduzione media dell’area
delle lesioni trattate con PRP rispetto al
15,2% dei controlli. Un ulcera guarita
completamente in entrambi i gruppi al
termine dello studio. Non differenza
statisticamente significativa tra i due gruppi
di trattamento.

Knighton et al.

Surgery, Gynecology and
Obstetrics

1990

Stimulation of repair in chronic, nonhealing,
cutaneous ulcers using platelet-derived wound
healing

formula.

32 pz. Dopo 8 settimane 1’81% dei pazienti
trattati con PRP ha dimostrato
riepitelizzazione della lesione vs 15% del
controllo. Significativita statistica

Krupski et al.
Journal

of Vascular Surgery
1991

A prospective randomized trial of autologous
platelet-derived wound healing factors for treatment
of

chronic nonhealing wounds: a preliminary report.

18pz. 26 ulcere croniche.  33% della
ulcere trattate in maniera tradizionale guarite
completamente vs 24% di quelle trattate con
PRP.




Non beneficio nel trattare le ulcere croniche
con PRP.
Anitua et al. Effectiveness of autologous preparation rich 15 pz. Percentuale di superficie della
Journal of Biomedical in growth factors for the treatment of chronic lesione riepitelizzata nel gruppo trattato con
Materials Research - Part B cutaneous PRP pari al 72,94% vs 21,48% dei controlli.
Applied Biomaterials ulcers. Durata media del trattamento pari a 8
2008 settimane. Significativita statistica.
Weeds et al. Autologous platelet lysate product 26 pz. 9/15 pz hanno dimostrato riduzione
Wounds: A Compendium of | versus placebo in patients with chronic leg della superficie della lesione vs 4/11 del
Clinical Research ulcerations: controllo.
and Practice a pilot study using a randomized, double-blind,
2004 placebo-
controlled trial

La grande eterogeneita che si riscontra in questi studi, pur avendo selezionato tutti studi
prospettici randomizzati, riguarda le ulcere trattate: queste risultano essere, infatti, diverse sia per
dimensione che per eziologia.

L’ambiente umido che si crea con un gel, di certo non ¢ I’ideale in un’ulcera venosa che di per sé,
trasuda e tende alla macerazione. La condizione opposta si verifica, invece, nelle ulcere provocate
dall’ischemia critica di un arto. Tali lesioni sono secche e, se non infette, richiedono, per guarire, un
ambiente umido che stimoli neoangiogenesi come il PRP.

In questa revisione, la terapia con PRP gel negli studi condotti su pazienti arteriopatici si ¢ sempre
dimostrata statisticamente efficace rispetto ai controlli.

Nella nostra esperienza:

Su casi ben selezionati di pazienti con lesioni molto dolenti (non sopportano TPN per dolore) da
arteriopatia, con ampia perdita di sostanza, in assenza d’infezione si ¢ rivelato ottimo per ottenere
una pronta granulazione e successiva guarigione.

Assolutamente da non utilizzare nelle lesioni artero-venose e in tutte le lesioni ad elevata

essudazione (effetto di macerazione sui margini che supera gli effetti benefici)

PRP gel 2 volte alla settimana per 8 settimane poi garza grassa per 4 settimane con completa

guarigione del paziente.




GEL PIASTRINICO da SANGUE CORDONALE (CB-PRP gel)

Nella nostra Unita Operativa di Chirurgia Vascolare abbiamo fatto la prima esperienza in Italia,
utilizzando PRP ottenuto da sangue cordonale nella cura di un’ulcera mista.
Tutti i campioni di PRP gel che sono stati somministrati al paziente sono stati, in parte, analizzati al

fine di valutarne la concentrazione dei fattori di crescita.

campione | VEGF | TGF-B | EGF
pg/ml pg/ml pg/ml

1 1168 72168 | 1579,2
2 1384 | 112160 | 2454
3 1003 67000 2144
4 >> 110880 | 2948
5 >> 89200 2618
6 1895 | 100640 | 2866
7 >> 70792 2290
8 1212 71760 2614

9 1477 67320 | 1754,2
10 1602 72408 1679

La concentrazione dei fattori di crescita trovati in questi campioni di PRP da sangue cordonale ¢
sempre stata molto maggiore rispetto alle concentrazioni degli stessi GFs in PRP ottenuto da sangue
periferico come, del resto, gia dimostrato da Parazzi V e pubblicato nel 2010 su Platelet. (,5)

Il paziente da noi trattato (portatore dal 2001 di ulcera mista, sottoposto precedentemente a svariati
trattamenti tra cui innesti dermici, innesti cutanei, PRP omologo senza successo) ¢ stato sottoposto

ad un ciclo di medicazioni ( una alla settimana per 16 settimane) con PRP da sangue cordonale.



Il risultato clinico ed istologico ¢ stato molto incoraggiante: abbiamo ottenuto una riduzione del
65% della superficie dell’ulcera, una riduzione del dolore con sospensione della terapia antalgica e,

all’esame istologico, un significativo aumento della neo-angiogenesi e della granulazione.

Figure. 1

Fig. 1a

Aspetti clinici macroscopici dell’ulcera prima del trattamento

Fig. 1b

Iperplasia epidermica con spongiosi e a livello della zona di transizione tra la cute sana e I'ulcera il segno dello scalino.
Edema e degenerazione dei fasci collagene nel derma. (H&E 4x; 10X).

Fig. 1c

A livello del letto dell’ulcera si reperta un tappo di fibrina ache limita la granulazione a favore della fibrosi. (H&E 2x;
10x, 20x).



Figure. 2

Fig. 2a

Aspetto clinico macroscopico dell’ulcera dopo la terapia (16 settimane), riduzione 65% superficie.

Fig.2b

Si evidenzia una marcata iperplasia del derma con papille evidenti. Aumento della neoangiogenesi con vasi dilatati
(H&E 4x; 10x).

Fig.2¢c

Letto dell’ulcera pulito, senza fibrina e con prevalenza della granulazione (H&E 2x; 10x, 20x).

Nonostante gli straordinari risultati ottenuti il paziente non ¢ mai guarito completamente e dopo
ulteriori 6 mesi ¢ stato amputato. In questo caso chiaramente vanno valutati gli effetti stimolanti la
granulazione ( con riduzione della superficie) che il PRP ha avuto su un’ulcera che era presente da

piu di 10 anni e ferma almeno da 5.



SOSTITUTI DERMICI

La cicatrizzazione di una ferita ¢ un processo dinamico che coinvolge le interazioni tra le cellule, la
matrice extracellulare (ECM) ed i fattori di crescita, elementi in grado di ripristinare il tessuto dopo
il danno. La ECM ha un ruolo importante nel processo rigenerativo del tessuto ed ¢ il componente
principale del derma cutaneo. Nella composizione della ECM entrano a far parte proteoglicani,
acido ialuronico, collagene, fibronectina ed elastina. Oltre a fornire un supporto strutturale alle
cellule, alcune componenti della ECM si legano ai fattori di crescita, creando un serbatoio di
molecole attive che possono essere rapidamente mobilizzate dopo un danno per stimolare la
proliferazione e la migrazione cellulare. In molte ferite croniche, I’aumento del numero di cellule
inflammatorie provoca 1’innalzamento dei livelli di proteasi, che sembrano essere in grado di
disgregare le componenti della ECM, i fattori di crescita, la proteina e i recettori essenziali per la
cicatrizzazione.

Il riconoscimento dell’importanza della ECM nel processo di cicatrizzazione della ferita ha portato
allo sviluppo di prodotti destinati a stimolare o a sostituire la ECM. Tra questi prodotti troviamo i
sostituti dermici, sintetici o naturali, in grado di mimare le caratteristiche strutturali e funzionali
della ECM nativa. Questi prodotti di ingegneria tissutale possono essere cellulari (contenenti cellule
viventi) o acellulari (inerti biologicamente) e provenire da tessuti biologici di origine naturale
(animale, umano, piante), materiali sintetici e materiali compositi ( contenenti due o pit composti
che possono essere di natura biologica o sintetica).

Una volta posti sul letto della ferita, la matrice tridimensionale di questi prodotti ¢ in grado di
fornire una impalcatura temporanea e un supporto sul quale le cellule possono migrare e proliferare

in maniera organizzata, portando alla rigenerazione del tessuto ed infine alla chiusura della ferita.

Studi clinici dimostrano come i sostituti dermici, a prescindere dalla loro origine, siano in grado

favorire la guarigione delle lesioni, acute e croniche, in quanto:



e Agiscono da sostegno e supporto per la crescita cellulare e la formazione di tessuto di
granulazione;

* Sono dotati di recettori che consentono 1’attacco dei fibroblasti ala struttura di sostegno;

¢ Stimolano I’angiogenesi,

e Agiscono come un chemio-attrattore per le cellule endoteliali;

* Trattengono i fattori di crescita e li proteggono dalla degradazione.

Quando vengono usati come impianti i sostituti dermici, questi vengono completamente incorporati
nella lesione. Nel trattamento di lesioni croniche, vengono invece rimossi € mai pienamente
incorporati.

Il ruolo dei sostituti dermici nel trattamento delle lesioni croniche ¢ ancora, in parte, da definire. E
stato suggerito come esse agiscano come una copertura biologica in grado di modulare 1’ambiente
della lesione e di favorirne la normale cicatrizzazione.

La comprensione dei vantaggi clinici e dei limiti di ciascun prodotto ¢ essenziale perché venga
usato nella maniera piu efficace e per ottenere un beneficio clinico per il paziente. Al momento, i
dati pubblicati disponibili sull’argomento dotati di un sufficiente livello di evidenza sono scarsi,
cosi come degli studi che mettano a confronto i prodotti in base all’indicazione di trattamento.

In letteratura, troviamo diversi studi in cui sono evidenziati i risultati positivi dei sostituti dermici
nel trattare ulcere croniche quali: ulcere del piede diabetico, ulcere venose degli arti inferiori, ulcere
ad eziologia mista (venosa/arteriosa) e ulcere da pressione (decubito).

Di queste, forniremo una review della letteratura piu recente e significativa (piu di 35 pazienti

trattati).

Lesioni di origine diabetica

Sostituto dermico usato Tipo di lesione Autore e rivista Esiti clinici

Oasis (Xenotrapianto di Ulcera dibetica al piede Niezgoda et al. 37 pz. Cicatrizzazione

sottomucosa intestinale suina Adv Skin Wound Care completa a 12 settimane

del piccolo intestino) 2008 ottenuta nel 49% dei pz
sottoposti a trattamento con




SD vs 28% dei controlli.

GraftJacket (allotrapianto di

derivazione umana)

ulcere diabetiche arti inferiori

Winters Cl et al.

Adv Skin Wound Care

2008

100 pz, 91% di lesioni
cicatrizzate completamente
con I'utilizzo di SD. Non
differenze stat. significative
per quanto riguarda
incorporamento della matrice.
100% di granulazione. Tempo
di cicatrizzazione medio 13,8

settimane.

GraftJacket (allotrapianto di

origine umana)

ulcere diabetiche arti inferiori

Brigido SA et al.

Orthopedics
2004

40 pz. Chiusura della ferita nel
73% dei casi trattati con SD vs
34% dei controlli
Cicatrizzazione completa a 12
settimane nell’85% dei
pazienti trattati con SD vs 5%

dei controlli.

GraftJacket (allotrapianto di

derivazione umana)

Ulcera diabetica piede

Reyzelman et al.
Int Wound J
2009

86 pz. Cicatrizzazione
completa nel 69,6% dei casi
trattati con SD.Tempo medio
di cicatrizzazione completa
5,7 settimane nel gruppo
trattato con SD vs 6,8
settimane nel gruppo

controllo.

INTEGRA Bilayer Matrix
(Membrana di silicone/
matrice collagene bovina

ricostruita)

Ulcera diabetica piede

Torio M et al.

Plast Reconstr Surg

2010

Dimostra come la matrice di
collagene a doppio strato & un
opzione fattibile quando ¢
utilizzata per la ricostruzione e
la chiusura stabile della
lesione in pazienti a basso

rischio di amputazione.

Lesioni di origine venosa € mista.

Sostituto dermico usato

Tipo di lesione

Autore e rivista

Esiti clinici

Oasis (Xenotrapianto di
sottomucosa intestinale suina

del piccolo intestino)

Ulcera venosa arti inferiori

Demling et al.
Wounds
2004

84 pz. Cicatrizzazione
completa della lesione a 12
settimane nel 71% con SD vs
46% con terapia

elastocompressiva.

Oasis (Xenotrapianto di

sottomucosa intestinale suina

Ulcera venosa arti inferiori

Mostow et al.

J Vasc Surg

120 pz. Cicatrizzazione

completa delle lesioni a 12




del piccolo intestino) 2005 settimane nel 55% dei casi
trattati con SD vs 34% dei
controlli. Non recidive al
follow-up di 6 mesi nel

gruppo trattato con SD.

Oasis (Xenotrapianto di Ulcere miste Romanelli et al. 54 pz. Cicatrizzazione
sottomucosa intestinale suina (venosa/arteriosa) Int Wound J completa della lesione a 16
del piccolo intestino) 2007 settimane nell’82,6% dei pz

trattati con SD. I pz trattati
con Sd riferiscono un
beneficio significativamente
superiore, meno dolore e
sostituzioni meno frequenti

delle medicazioni vs controllo.

FATTORI DI CRESCITA AD USO TOPICO

I fattori di crescita (FC), inizialmente scoperti per la capacita di favorire I’attivita mitotica di cellule
in cultura prive di siero (), sono in grado di stimolare la proliferazione, la migrazione e la
differenziazione cellulare nonché 1’espressione di proteine strutturali ed enzimatiche (,;). Oltre che
nel mantenimento dell’omeostasi cutanea, tali sostanze hanno dimostrato di avere un ruolo cardine

nel coordinare i meccanismi del processo di riparazione tissutale, esercitando azione chemiotattica




su leucociti e fibroblasti, regolando 1’angiogenesi e la proliferazione di diversi tipi cellulari e la
sintesi di matrice extracellulare (,g).

Tutte le cellule coinvolte nella riparazione tissutale sono in grado di sintetizzare un ampia gamma di
fattori di FC, il cui rilascio coordinato ¢ indispensabile per una valida guarigione delle ferite (,,).
Recenti studi hanno messo in evidenza come, nelle ferite croniche (5,), si abbia una alterata attivita
dei FC tissutali riconducibile alla ridotta sintesi, all’aumentata distruzione e all’inattivazione.
Campioni ottenuti da ulcere da pressione contengono livelli di PDGF, bFGF, EGF e TGF-beta
marcatamente ridotti rispetto alle ferite acute a causa di una ridotta produzione (5,). Ulcere venose e
diabetiche presentano invece livelli normali di FC che restano tuttavia intrappolati tra i manicotti di
fibrina che avvolgono i capillari all’interno di queste ultime (aumentata inattivazione). Nelle ferite
croniche, d’altro canto, avviene spesso una rapida metabolizzazione dei FC per la presenza di
proteinasi in grado di scindere questi peptidi (5,). Queste proteinasi possono essere aumentata per la
presenza di batteri, neutrofili, e metalloproteinasi, attori presenti in abbondanza in questo tipo di
lesioni.

Il deficit di FC riscontrato nelle lesioni croniche e la possibilita di sintetizzare tali sostanze con la
tecnica del DNA ricombinante hanno recentemente suggerito [’utilizzo terapeutico dei FC
finalizzato alla accelerazione dei processi di riparazione tissutale: numerosi studi hanno valutato
I’efficacia dell’applicazione di preparati topici contenenti FC in modelli animali con risultati
incoraggianti (s345). Attualmente, le possibili modalita terapeutiche che utilizzano FC sono:
I’applicazione topica in formulazioni appropriate, la somministrazione per iniezione perilesionale e

il trasferimento genico.

Fattore di crescita epidermico (EGF)

In modelli sperimentali umani EGF incrementa la velocita di riepitelizzazione ed induce la
proliferazione delle cellule epidermiche basali, delle cellule endoteliali, dei fibroblasti e delle
cellule muscolari lisce(;5). L’EGF ricombinante umano (rh-EGF) applicato topicamente sulle lesioni
croniche ha dato risultati contrastanti, soprattutto sulla capacita di incrementare la velocita di
riepitelizzazione. (5, 35). L unico studio controllato, randomizzato, non multicentrico in doppio cieco
che prevedeva due applicazioni al giorno di rth-EGF in soluzione acquosa, 10mg/mL, ha evidenziato
una efficacia terapeutica ma statisticamente non significativa (5,). Pertanto, 1’uso terapeutico di rh-

EGF non appare al momento soddisfacente.

Fattore di crescita di derivazione piastrinica (PDGF)



I1 PDGF ha un ruolo in tutte le fasi del processo di riparazione tissutale, essendo prodotto da quasi
tutte le cellule coinvolte nella riparazione delle ferite cutanee. Studi su modelli sperimentali, hanno
evidenziato la capacita del PDGF di promuovere la chemiotassi delle cellule infiammatorie (specie
macrofagi), di stimolare la formazione di tessuto di granulazione e di regolare il rimodellamento del
connettivo neoformato (,,). Studi clinici multicentrici controllati e rendomizzati in doppio cieco,
hanno dimostrato 1’efficacia di rh-PDGF-BB nel trattamento delle ulcere diabetiche (,,,;) mentre
studi clinici con follow-up ridotto hanno descritto I’efficacia di rh-PDGF-BB anche nel trattamento
delle ulcere da pressione (44,5). Rh-PDGF-BB ¢ un omodimero prodotto con la tecnologia del DNA-
ricombinante, inserendo nel lievito Saccharomyces cerevisiae il gene della catena peptidica B di
PDGF. E formulato in gel acquoso di sodio-carbossi-metil-cellulosa (Regranex 0,01% gel). La
posologia consigliata ¢ di una applicazione al giorno. Regranex 0,01% gel ¢ approvato dalla FDA
(USA) per il trattamento delle ulcere diabetiche neuropatiche delle estremita che si estendono al

tessuto sottocutaneo o oltre e che sono adeguatamente vascolarizzate.

Fattore stimolante le colonie granulocito-macrofagiche (GM-CSF)

Il razionale d’uso del GM-CSF nei difetti della riparazione tissutale ¢ riconducibile alla capacita di
questo FC di attivare le cellule infiammatorie, specie 1 macrofagi, presenti nell’ulcera cutanea ().
In letteratura, tuttavia, sono presenti dati contrastanti sulla capacita di aumentare la resistenza della
ferita alla trazione: un recente studio sperimentale su ratti diabetici, ha evidenziato che la
somministrazione di GM-CSF incrementa la conta e Dattivita fagocitica dei neutrofili e la
concentrazione di idrossiprolina nella ferita ma non la resistenza alla trazione di quest’ultima (,,). In
uomini volontari sani, iniezioni perilesionali di rh-GM-CSF non accelerano la velocita di guarigione
ma incrementano solamente la concentrazione di interleuchine-8 (IL-8), suggerendo che GM-CSF
possa avere un’azione terapeutica nei difetti della chemiotassi (,g).

In un unico studio controllato e randomizzato in doppio cieco, la singola iniezione perilesionale di
rh-GM-CSF (400 microgrammi) ha dimostrato di accelerare la guarigione delle ulcere croniche
venose ed arteriose degli arti inferiori (,). Studi clinici sperimentali non controllati, oltre ad
esperienze isolate, segnalano 1’efficacia terapeutica di th-GM-CSF per via iniettiva perilesionale
nelle ulcere croniche degli arti inferiori, nei decubiti, nelle ferite post-chirurgiche e nelle ulcere

neoplastiche (5 55)-

Fattori di crescita trasformanti-beta (TGF-beta)
Durante la riparazione tissutale, i TGF-beta hanno un ruolo nella formazione della cicatrice:

I’iniezione sottocutanea di TGF-betal stimola la comparsa di miofibroblasti e la fibrosi tissutale



(s¢)- In modelli animali TGF-beta accelera la guarigione delle ferite stimolando la riepitelizzazione,
la deposizione di collagene ed incrementando la resistenza delle ferite alla trazione (s5;). Al
momento, non esistono esperienze o studi clinici sull’'uso di TGF-beta nel trattamento delle ulcere

cutanee umane.

Fattore di crescita fibroblastica-basico (bFGF)

Il bFGF ha un ruolo cardine nella fase proliferativa e di rimodellamento della riparazione tissutale:
in studi su modelli sperimentali 1’applicazione topica di rh-bFGF stimola la formazione del tessuto
di granulazione agendo su fibroblasti ed endoteliociti, promuove [D’attivita collagenasica ed
incrementa la resistenza alla trazione delle ferite ischemiche ().

In leteratura sono presenti dati contrastanti sull’efficacia di rh-bFGF applicato topicamente: I’uso di
questa citochina appare promettente nelle ulcere da pressione, mentre rh-bFGF si ¢ dimostrato

completamente inefficace nell’accelerare la guarigione delle ulcere diabetiche neuropatiche (5o ¢).

Hepatic Growth Factor (HGF)

Il fattore di crescita epatico (HGF) ¢ stato scoperto per la prima volta nel 1984 come un mitogeno,
presente nelle cellule epatiche, in attiva mitosi, dopo un’epatectomia parziale nel ratto ().

Nello stesso anno, ¢ stato identificato il recettore del HGF come il proto oncogeno C-MET (un
ricettore tirosina chinasi) (). L’HGF ¢ una proteina dimerica composta da 2 subunita una o e una
[3. Esso viene secreto dalle cellule stromali in forma inattiva chiamata pro-HGF e viene attivato solo
nel sito dove svolge la sua funzione ad opera dell’attivatore HGFA (HGF Activator); quest’ultimo,
¢ una proteasi secreta principalmente dal fegato in forma inattiva per essere attivata dalla Trombina
nella zona lesionata (4 ¢,). Esistono, inoltre, inibitori della stessa HGFA, che vengono chiamati HAI
1 e 2 ( HGF Activator Inhibitor 1 e 2). Questo suggerisce che I’asse HGF-cMET sia altamente
controllato.

Il C-MET ¢ composto anch’esso da 2 subunita o e [3. La subunita o & extracellulare mentre la 3 ¢
transmembrana; quest’ultima, possiede un dominio intracellulare con attivita tirosina chinasi che
viene fosforilato e, di conseguenza, diventa attivo quando il ricettore si lega al HGF, attivando una
cascata di molecole intracellulare e svolgendo, quindi, le sue funzioni. Questa forma attiva del c-

MET si chiama p-MET, appunto per il fatto di essere fosforilata.



Quando I’HGF lega il cMET, quest’ultimo si dimerizza e si autofosforila. Cosi facendo, viene
attivato e si lega a substrati intracellulari come il Gab 1 e Grb2 e il fosfatidilinositol-3-chinasi
(PI3K); si attiva, quindi, una cascata di secondi messaggeri che terminano con effetti nucleari come
proliferazione (mitogenesi), motilita (motogenesi) e differenziazione strutturale (morfogenesi) e
anche un effetto anti-apoptotico.

Il recettore dell’HGF, cMET, ¢ espresso dalle cellule epiteliali in generale, e dalle cellule endoteliali
epatiche e tubulari renali in particolare. Queste cellule costituiscono, quindi, i principali target
dell’HGF, sui quali svolge la sua azione paracrina e anche endocrina (dato che circola nel sangue).
L’HGEF ¢ coinvolto in diverse funzioni fisiologiche come la riparazione tessutale nel fegato, nel
rene, nei polmoni, nella guarigione delle ferite e svolge un ruolo anti-infiammatorio, anti-
apoptotico, antifibrogenico e angiogenico (45).LL’HGF svolge un’azione neoangiogenica terapeutica

(¢7) tramite:

- Effetto anti-apoptotico sull’endotelio vascolare per via dell’induzione del Bcl-2 ().

- Effetto mitogenico e morfogenico e motogenico sul endotelio vascolare, quindi le cellule

endoteliali proliferano e migrano nella zona ischemica per poi formare il lume di un nuovo

vaso sanguineo.

- Azione antitrombotica () e di riduzione della permeabilita endoteliale, evitando 1’edema

(49), diversamente dal VEGF. L’ipossia blocca la secrezione dell’HGF (,,), con conseguente

perdita della vascolarizzazione peggiorando 1’ipossia, instaurando cosi un ciclo vizioso,

osservato soprattutto nell’AOCP. In un modello di ischemia d’arto nel coniglio, I’iniezione

locale di rh-HGF ha migliorato I’ipossia inducendo neo-angiogenesi (y;).
L’HGF attenua la transizione endotelio-mesenchimale, che si ritiene essere particolarmente
rilevante nella fibrosi perivascolare, dovuta alla conversione delle cellule endoteliali in
miofibroblasti (;,). Questo potrebbe avere un impatto significativo nel contesto di CLI, dove
I’inibizione della fibrosi vascolare impedirebbe la progressione della malattia. Per tutti gli effetti
benefici che ha su una grande varieta di cellule ed organi, I’HGF ¢ stato studiato in vari trials per un
uso terapeutico in diverse malattie, di cui alcuni esempi sono: epatite acuta, colestasi, infarto renale,
sindrome nefrotica, infarto polmonare, infarto miocardico, erosione gastrica, colite, diabete mellito
tipo I, miositi e guarigione delle ferite.
In questa sede, parleremo dei trial interessanti per questa review, ovvero quelli che riguardano la
neo-angiogenesi indotta dal HGF come soluzione o adiuvante nella terapia della CLI, e la
guarigione delle ferite. Mentre gli sforzi iniziali per il trattamento di CLI, utilizzando la terapia

genica pro-angiogenica, hanno mostrato un successo limitato nel corso degli studi clinici (;,), studi



di fase II che esaminano l'efficacia di HGF si sono rivelati incoraggianti (Powell et al, 2008 (;5);
Shigematsu et al, 2010 (,,)). Esaminando una popolazione inoperabile di pazienti di CLI
(Rutherford stadi III e IV) e considerando la guarigione delle ulcere come endpoint primario, i
pazienti trattati con HGF hanno avuto dei miglioramenti rispetto a quelli trattati con placebo,
rispetto anche alla qualita di vita. E importante notare che nello studio di Shigematsu et al. (;,), si &
visto un miglioramento delle lesioni nel 100% nei pazienti con ulcere (Rutherford V), trattati con
I’iniezione intramuscolare di HGF, rispetto al 40% del gruppo placebo.

In uno studio piu recente di Powell et al 2010 (55), pazienti con CLI (Rutherford 5 e 6) hanno
ricevuto tre serie di otto iniezioni intramuscolari, effettuate ogni 2 settimane, di HGF plasmide sotto
guida ecografica duplex. Le sedi di iniezione sono state personalizzate per ciascun paziente sulla
base dell’arteriografia. L’endpoint primario di sicurezza ¢ stato considerato l'incidenza di eventi
avversi (AE) o eventi avversi gravi (SAE). End-point clinici hanno incluso una variazione
dell'indice alluce/braccio (TBI) rispetto al basale, una valutazione del dolore a riposo su una scala
visiva 10 centimetri analogica (VAS), cosi come la guarigione delle ferite, I'amputazione, e la
sopravvivenza a 3 e 6 mesi. I risultati erano: TBI e VAS significativamente migliorati rispetto al
basale a 6 mesi nel gruppo trattato con HGF rispetto al placebo. La completa guarigione dell'ulcera
a 12 mesi si ¢ verificata nel 31% del gruppo di HGF e 0% del placebo. Non c’era alcuna differenza
di amputazione maggiore e mortalita tra i 2 gruppi. Lo studio conclude, pertanto che 1’'uso di HGF ¢
sicuro e il miglioramento clinico ¢ significativo. Anche in questo caso, sono necessari ulteriori
studi.

Di recente, sono apparsi i risultati di due studi di fase I che hanno testato la sicurezza della terapia
genica a duplice isoforma di HGF in CLI (Gu et al, 2011 (5);Henry et al., 2011 (;,)). Gli esseri
umani esprimono due isoforme di HGF: cHGF (HGF728) e dHGF (HGF723), che sono il risultato
di 2 scissioni diverse dello stesso gene (Seki et al., 1991 (55)). Queste due isoforme agiscono
sinergicamente, € questo giustifica lo sforzo di combinare queste 2 isoforme in un singolo vettore
per la terapia genica. Entrambe le sperimentazioni hanno dimostrato il miglioramento dei livelli di
dolore, I’aumento della tensione di ossigeno transcutanea e la guarigione delle ulcere senza effetti
avversi.

Un altro studio, non controllato ma interessante, ¢ lo studio di Nayeri F et al. 2002 (;,), che ¢ stato
effettuato per verificare gli effetti del HGF sulla guarigione delle ulcere croniche. HGF in gel ¢
stato applicato localmente, una volta al giorno per 7 giorni a 15 di 19 ulcere croniche in 11 pazienti
anziani. E stato osservato come la perfusione micro circolatoria, che potrebbe riflettere 1'effetto
angiogenico di HGF, fosse significativamente correlata alla riduzione dell'area delle ulcere nelle

ulcere trattate. Una guarigione eccellente (84-100% riduzione dell'area) o parziale (58- 59%) ¢ stata



osservata in 8 su 11 pazienti. Questo studio suggerisce, quindi, che ’'HGF possa guarire ulcere
croniche, possibilmente migliorando la microcircolazione. Studi di controllo appropriati sono
comunque necessari a conferma.

Da quanto detto in precedenza, risulta che ’'HGF ¢ un fattore di crescita molto promettente per un
uso terapeutico, adiuvante la guarigione di ulcere e ferite chirurgiche e la riduzione del dolore a
riposo nei pazienti che soffrono di CLI. Gli studi di fase I e II condotti hanno verificato la sicurezza
dell’iniezione del plasmide HGF. Ulteriori studi, meglio strutturati e piu standardizzati, sono,

tuttavia, necessari per poterne proporre un uso terapeutico routinario.

In conclusione, possiamo affermare che 1 FC hanno un ruolo importante nella guarigione delle
lesioni cutanee poiché regolano e coordinano le varie fasi della riparazione tissutale (g).

Numerosi studi sperimentali in vitro e in vivo hanno documentato gli effetti benefici
dell’applicazione esogena di FC nei difetti di guarigione tissutale (4 4;). A questi promettenti
risultati non sono, tuttavia, seguite risposte altrettanto positive in esperienze e trials clinici (gyg5).
Questa discrepanza ¢ verosimilmente dovuta al fatto che gran parte degli studi clinici effettuati non
ha considerato i numerosi fattori di disturbo presenti nella casistica umana che rendono difficile
valutare la reale efficacia della terapia con FC. Tra questi fattori di disturbo ricordiamo:
I’ischemia/ipossia tissutale, la sovrainfezione batterica, 1’eta e le condizioni generali del paziente, la
sede felle lesioni, la patologia sottostante la lesione cronica e la gravita dell’ulcera cutanea.
L’eliminazione dei fattori di disturbo &, dunque, il presupposto fondamentale per una corretta
valutazione dell’efficacia terapeutica dei FC. Al momento, pochi studi clinici con FC sono
adeguatamente controllati, randomizzati in doppio cieco e pochissimi hanno tenuto conto della

presenza di fattori di disturbo: questo rende, al momento, estremamente problematica la valutazione

della reale efficacia di questo approccio terapeutico.

Segue una breve review dei lavori piu significativi effettuati sull’utilizzo dei fattori di crescita, nel

trattamento delle lesioni degli arti inferiori ad eziologia vascolare e diabetica.



Autore, Rivista, Anno

Titolo

Fattore di crescita

Esito clinico

Wieman TJ et al. Efficacy and safety of a | PDGF-BB 383 pz. Incremento
Diabetes Care topical gel formulation significativo
1998 of recombinant human dell’incidenza di
platelet derived growth guarigione completa
factor BB (Becaplermin) delle lesioni e riduzione
in patients with chronic significativa del tempo
neuropathic diabetic di chiusura completa
ulcers della lesione
Steed DL et al. Clinical evaluation of Rh-PDGF-BB 61 pz. Una
J Vasc Surg recombinant human applicazione al giorno di
1995 platelet derived growth rhPDGF-BB si ¢
factor for the treatment dimostrata sicura ed
of lower extremity efficace nello stimolare
diabetic ulcers. la guarigione a pieno
spessore delle ulcere
diabetiche neuropatiche
trattate. (48% delle
ulcere trattate con GF
chiuse completamente vs
25% dei controlli)
Tsang MW et al. Human epidermal hEGF 61 pz. Irisultati
Diabetes Care growth factor enhances supportano 1’utilizzo
2003 healing of diabetic foot dell’hEGF che si ¢
ulcers dimostrato in grado di
diminuire il tempo di
guarigione completa e di
migliorare ’esito nelle
ulcere diabetiche.
Nayery F et al HGF gel 11 pz. Tratt
J Dermatology Treat riduzione dell’area
2002 dell’ulcera in 8 degli 11
pazienti dell’80-100%.
Con significativo
incremento della
neoangiogenesi.
Hardikar JV et al Efficacy of recombinant | Rh-PDGF 55 pz. Dopo 10
Wounds human platelet derived settimane di trattamento
2005 growth factor (rhPDGF) 71% dei pazienti trattati

based gel in diabetic
foot ulcers: a
randomized,
multicentric study.

con rh-PDGF hanno
mostrato guarigione
completa della lesione vs
31% dei pz trattati con
placebo.

Conclusioni




Quello che emerge da questo lavoro di revisione della letteratura associato ad una revisione critica
dell’esperienza maturata nel corso dell’attivita asisteziale presso il Policnico S.Orsola-Malpighi di
Bologna ¢ che la giusta cura eziologia associata alla giusta cura locale della lesione trofica ha
portato sempre ad un rapido miglioramento clinico delle lesioni e alla successiva guarigione.
Il limite principale riscontrato nella cura delle lesioni ulcerative degli arti inferiori ¢ proprio stato
quello di riuscire a risolvere le diverse eziologie associate nel singolo paziente: arteriopatia cronica
ostruttiva, insufficienza venosa cronica, infezioni, linfedema, diabete mal controllato, insufficienza
renale cronica, insufficienza epatica, anemia, disprotidemia, carenze igieniche, carenze alimentari.
Se non si risolvono la maggior parte di queste patologie, che spesso sono associate in rapporto
variabile, nel singolo paziente, diventa impossibile guarire la lesione trofica e qualsiasi metodica,
anche una medicazione semplice, appare sprecata.
Una presa in carico del pazinte a 360 gradi (valutando tutte queste variabili) ovviamente, nel
contesto della nostra unita operativa, ¢ stata possibile solo per un numero limitato di pazienti. Non
essendo organizzati in nessun ospedale percorsi diagnostico-terapeutici dedicati per questi pazienti
il tutto si riesce ad organizzare solo per pochi pazienti e con un dispendio enorme di energie non
ricavandone tra 1’altro dati con significativita statistica utili per la ricerca.
Sicuramente queste nuove metodiche descritte necessitano di un continuo studio per migliorarne
I’applicazione e validarne 1’utilizzo e quindi giustificarne gli elevati costi.
Precisazione importante, prima di parlare di rapporto costo-efficacia, ¢ avere anche un’idea ben
chiara dei costi del problema ulcera in senso assoluto.
Come pubblicato su Diabet care nel 1990, i costi per ulcera/anno nel paziente diabetico sono: (g)

*  5000-8000$ Ulcera cronica

* 15000$% Ulcera cronica infetta

* 25000-30000$ Ulcera con osteomielite

*  50000-150000$ Amputazione

* 1000$ costi per la prevenzione
In una recente revisione pubblicata su Plebology (2010), (3;) vengono analizzati i costi diretti ed
indiretti della malattia venosa cronica. Anche in questa patologia, gran parte dei costi ¢
rappresentato dalla cura e dalla prevenzione delle ulcere. L’elevato costo e la frequenza del
problema, conclude la revisione, rendono necessari studi costo-beneficio atti a chiarire se convenga
o meno aumentare la sorveglianza e la cura dei disturbi venosi all’esordio evitando la comparsa
dell’ulcera. (g,)
In uno studio Svedese del 2002, il costo per I'ulcera venosa ¢ stato calcolato pari a 101 Euro/sett.,

con un costo annuo totale di 73 milioni di euro per la cura delle sole ulcere venose. Da notare che



una gestione meglio strutturata dei pazienti, affetti da ulcera, ha fatto dimezzare i costi annui dal
2001 al 2002. (g5)
Nel 2008 in Germania, sono stati analizzati tutti i costi dell’ulcera venosa, che ammontano a 9.569
euro/ulcera/anno, di cui il 92% costi diretti e 8% costi indiretti. Tra 1 costi indiretti, ¢ di grande
importanza la perdita di giorni lavorativi.(s) Negli Stati Uniti d’America, solo nel 2002, si sono
persi per ulcera venosa 2 milioni di giorni lavorativi ().
Avendo un’idea chiara dei costi relativi alle ulcere (diabetiche da arteriopatia grave e venose),
risulta evidente come risolvere un’ulcera faccia risparmiare annualmente tantissime risorse € come,
di conseguenza, risultino necessari nuovi studi costo-efficacia.
Come dimostrato dagli studi, seppur da ampliare, sull’efficacia di queste nuove bio-tecnologie, la
loro partecipazione nelle cure delle ulcere ne agevola la guarigione. Il loro costo rende
indispensabile una nuova definizione di ulcera difficile che possa giustificarne 1’utilizzo anche in
relazione al numero di comorbidita non-risolvibili siano presenti contemporaneamente sul singolo
paziente per arrivare alla definizione di lesione guaribile-non guaribile. Con il definitivo
superamento della definizione di ulcera difficile che oggi appare incompleta, perché ¢ difficile?
Analizzando nel suo insieme il contenuto di questa tesi, appare chiaro come due fattori
condizioneranno, alla fine, la guarigione dell’ulcera:

* Risoluzione delle cause (ulcera come epifenomeno di pit comorbidita)

* Velocita di guarigione, per evitare il progredire dello stato infiammatorio locale al quale si

associano infezioni e viraggi in senso neoplastico.

La nuova definizione di ulcera difficile dovra, per tanto, derivare dalla quantificazione di queste

diverse componenti (eziologiche e locali) che ne sono la causa e la mantengono.
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