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Abstract

Obiettivo

L’obiettivo dello studio ¢ determinare I’efficacia di una singola
applicazione di cellule mesenchimali del midollo osseo espanse
addizionate a granuli di fosfato tricalcico rispetto ad una singola
infiltrazione con midollo osseo concentrato e matrice ossea
demineralizzata. Lo studio prevede il raffronto di due tecniche
mininvasive utilizzate per il trattamento dei ritardi di consolidazione.
Lo studio si articola in due gruppi. Nel Gruppo 1 sono raccolti 1 pazienti
trattati con cellule midollari concentrate, matrice ossea demineralizzata
e PRF; nel gruppo 2 sono raccolti i pazienti trattati con cellule
mesenchimali espanse e granuli di fosfato tricalcico (progetto Europeo
REBORN). Obiettivo dello studio ¢ testare la superiorita dell’utilizzo

di MSCs espanse rispetto alle sole cellule midollari concentrate.

Materiali e metodi

Dal novembre 2008 al dicembre 2017 sono stati trattati 30 pazienti.
I pazienti erano 17 maschi e 13 femmine, di eta compresa fra 17 e 73
anni (eta media di 42 anni). Tra questi, 23 pazienti sono stati trattati con
una singola infiltrazione con MSCs concentrate ¢ DBM (Gruppo 1); 1
restanti 7 con MSCs espanse e granuli di B-TCP (Gruppo 2). La sede di
trattamento era la tibia in 12 casi ed il femore in 18 casi. I ritardi di

consolidazione trattati provenivano in 12 casi da fratture a due




frammenti, in 20 casi da fratture a tre frammenti ed in 2 casi da fratture

comminute.

Risultati

Dopo 1l primo trattamento, 17 pazienti su 23 (73%) di pazienti del
Gruppo 1 potevano considerarsi guariti a fronte di 7 su 7 (100%)
pazienti del Gruppo 2. Il tempo medio di guarigione ¢ stato di 12 mesi
nel Gruppo 1 (range 3 — 34 mesi) e di 6 mesi (range 3 — 8 mesi) nel
Gruppo 2.

In nessuno dei pazienti di entrambi i Gruppi sottoposti a procedura
si sono registrate complicanze locali successivamente quali febbre,
rigetto, infezione e dolore.

Nei 7 pazienti del Gruppo 1 che non sono guariti dopo I’intervento,
¢ stato necessario procedere alla sostituzione dei mezzi di sintesi. Dopo
tale procedura, lo stato di mancata consolidazione si risolveva in un
periodo di 7 mesi in media (range 6 — 12 mesi).

I ritardi di consolidazione localizzati al femore hanno mostrato un
maggior rischio di fallimento indipendentemente dal tipo di trattamento
eseguito rispetto alle mancate consolidazioni della tibia. La percentuale
di fallimento del trattamento nelle fratture del femore ¢ stata del 33%
dopo la procedura, mentre nessun ritardo di consolidazione di tibia ¢
andata incontro a fallimento. Tale dato ¢ risultato statisticamente
significativo all’analisi univariata (p<0,05).

Non si ¢ trovata correlazione tra la sede della mancata
consolidazione (diafisaria o meta/epifisaria), il sesso, il tipo di frattura

(semplice o comminuta) o la presenza di callo ipertrofico o atrofico.




Nessuno dei pazienti di entrambi 1 Gruppi in cui ¢ stata raggiunta la
consolidazione lamentava dolore in corrispondenza della sede in cui era
stata effettuata D'infiltrazione e dove era presente il ritardo di
consolidazione. Non presentavano alcuna limitazione al movimento
delle articolazioni adiacenti alla sede della frattura.

I pazienti che avevano un lavoro prima della frattura hanno potuto
riprenderlo in media dopo 3 mesi dall’intervento infiltrativo (minimo

dopo 1 mese massimo dopo 6 mesi).

Conclusioni

Il trattamento dei ritardi di consolidazione delle ossa lunghe con
MSCs espanse e granuli di fosfato tricalcico rappresenta un sistema
valido in quanto si € potuto applicare in una chirurgia di breve durata
(massimo due giorni di degenza), con applicazione mininvasiva (ridotta
esposizione, ridotti tempi chirurgici) in assenza di complicazioni locali
ed eventi avversi (febbre, rigetto, infezione, dolore). La metodica ¢
risultata ben accetta dai pazienti che hanno potuto riprendere 1’attivita
fisica (carico) e funzionale in tempi relativamente brevi. Inoltre, questo
trattamento ha dimostrato una migliore capacita di ottenere la
risoluzione della mancata consolidazione rispetto all’impiego di cellule
concentrate € DBM.

Considerata la semplicita della metodica ed il veloce ripristino
dell’attivita, noi riteniamo che vi sia indicazione al trattamento in tutti
1 casi in cui ci si trova ad affrontare un ritardo di consolidazione anche
a lungo termine. Tuttavia, nei casi in cui ci si trova di fronte ad un
ambiente atrofico o con scarso contatto fra 1 capi di frattura, si deve

considerare 1’utilizzo di un diverso materiale di supporto per la




guarigione.




Introduzione

1 - Introduzione

1.1 — Definizioni

Sono circa due milioni le fratture che interessano le ossa lunghe che
ogni anno vengono trattate negli Stati Uniti il 5% delle quali esita in
ritardo di consolidazione o in pseudoartrosi.

Il trattamento precoce attuato su certi tipi di fratture ne ha ridotto
I’incidenza, anche se, paradossalmente, I’ha aumentata in altri tipi di
fratture, come ad esempio quelle della tibia.

In condizioni fisiologiche, la maggior parte delle fratture esitano in
guarigione entro le 6-8 settimane dal trauma. In presenza di una
compromissione del processo di guarigione ossea a causa di un
ambiente biologico o meccanico alterato, nel caso in cui siano coinvolte
ossa lunghe che presentino una corticale spessa, come nel caso della
diafisi di femore uditive, il tempo di guarigione delle fratture puo
aumentare [1]. Per definizione, si definisce “ritardo di consolidazione”
una frattura che non sia guarita ad una distanza di 4-6 mesi dal trauma.
Viene definita invece “pseudoartrosi” una frattura che non mostri segni

di guarigione ad una distanza di 6-9 mesi dal trauma.

1.2 — Trattamento dei ritardi di consolidazione

Per il corretto trattamento delle pseudoartrosi o dei ritardi di
consolidazione, ¢ di primaria importanza individuare 1 fattori di rischio
locali e generali che hanno determinato il fallimento della riparazione

ossea [2]. Recentemente, ¢ stato codificato il “Diamond Concept”
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(Figura 1) che ha puntualizzato le differenti pertinenze meccaniche e
biologiche, queste ultime distinte per cellule, scaffold e fattori di
crescita [3].

Sotto il profilo meccanico deve essere ripristinato lo spettro di
stabilita che considera D’insieme dell’osso e dell’impianto di
osteosintesi. Lo spettro di stabilita interpreta la legge di Wolff fornendo
indicazioni circa la necessita di modulare la rigidita della sintesi in
ragione del grado di instabilita intrinseca della pseudoartrosi [4].

Tenendo in considerazione 1’aspetto meccanico e biologico del
problema, avranno differenti indicazioni di trattamento a seconda che
siano localizzate a livello diafisario, metaepifisario o epifisario. Cosi
definite si puo ipotizzare un algoritmo di trattamento che prenda in

considerazione tutti 1 punti sovraesposti ovvero:

1) Pseudoartrosi assenza bone defect:
a) Diafisaria: inchiodamento endomidollare (IEB) con o meno

applicazione di fattori di crescita ossea (BMP);
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b) Metaepifisaria: IEB o fissazione interna a stabilita angolare
(ASIF) con o meno applicazione di BMP;
c) Epifisaria, ASIF con o meno applicazione di BMP.

2) Pseudoartrosi con piccolo bone defect:

a) Diafisaria: IEB in associazione a BMP, scaffold con o meno
applicazione di cellule mesenchimali autologhe concentrate
(MSC);

b) Metaepifisaria: ASIF preferibile alla fissazione esterna (EF) non
in ligamentotassi in associazione a BMP, scaffold con o meno
applicazione di MSC;

c) Epifisaria: ASIF preferibile EF in ligamentotassi in associazione

a BMP, scaffold con o meno applicazione di MSC.

Stato vascolare

Scaffold
Osteoconduttivi

Precursori
osteoinduttivi

Diamond

concept

Diamond

concept

Stabilita Fattori di
Meccanica crescita
Figura 1 Il modello del
diamond concept per
Stato vascolare I'interazione dei processi di

guarigione delle fratture.
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3) Pseudoartrosi con critical bone defect:

a) Diafisaria: trasporto con EF in associazione a BMP al docking
point, o ASIF in associazione ad alloinnesto massivo imbibito
con MSC adiuvato da BMP-7, ASIF in associazione a scaffold
(xeno + allo) imbibito con MSC adiuvato da BMP-7;

b) Metaepifisaria: ASIF con allo innesto massivo imbibito con
MSC adiuvato da BMP-7;

c) Epifisaria: artrodesi.

In caso di pseudoartrosi settiche diventa mandatario la rimozione dei
mezzi di sintesi, un’idonea toilette chirurgica, I’asportazione completa
del tessuto malacico pseudoartrosico infetto, la costituzione di una
nuova camera biologica ottenibile attraverso diverse metodiche:
transporto con EF in associazione a BMP al docking point, innesto di
matrice ossea demineralizzata antibiotata in associazione a scaffold e
cast, cemento antibiotato fino alla normalizzazione degli indici di
flogosi e delle indagini radiologiche con EF, seguita dall’asportazione
del cemento antibiotato, applicazione di autograft ottenuto con tecnicna

RIA adiuvato da BMP e osteosintesi con ASIF [5-7].

1.3 - Eziologia

Esistono due tipi differenti di pseudoartrosi che sottendono ad un
differente processo biologico o meccanico. Le pseudoartrosi
“Ipertrofiche’ sono caratterizzate dalla presenza di un abbondante callo
osseo, anche se € molto efficiente. Alla RX si evidenziera la presenza
di un abbondante callo osseo che si estendera oltre la rima di frattura in
assenza di evidenti ponti ossei assumendo 1’aspetto tipico definito “a

zampa d’elefante” [8]. La causa principale di questo tipo di ritardo di
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consolidazione ¢ da ricercarsi nell’inadeguata stabilita meccanica
legata al tipo di tecnica chirurgica. In altre parole, la sintesi chirurgica
della frattura risulta instabile e ci0 comporta il verificarsi di
micromovimenti a livello del focolaio di frattura. In particolare, le
microrotazioni 0 1 movimenti in senso trasversale alla rima di frattura
sono maggiormente responsabili della mancata consolidazione [9] a
differenza dei limitati movimenti in compressione che invece sembrano
giocare un ruolo favorevole nei confronti dei processi di guarigione
[10]. Entro certi limiti il movimento tra i vari frammenti di una frattura
stimola la formazione di callo osseo purché non ci sia un eccessivo gap
tra 1 vari monconi di frattura; in tal caso la somma dei due fattori portera
allo sviluppo di un ritardo di consolidazione [10-12].

Nella maggioranza dei casi il trattamento ¢ chirurgico e si basa sulla
sostituzione dei mezzi di sintesi. Questo approccio ha come scopo
principale il confezionamento di un’osteosintesi piu stabile tale per cui
vi sia una riduzione dei micromovimenti a livello del focolaio di frattura
a cui si puo associare anche la riduzione del gap di frattura [13,14]. In
seconda battuta trattamenti supplementari con onde d’urto o campi
elettromagnetici possono favorire la guarigione delle fratture benché
manchino forti evidenze scientifiche in merito [15,16].

Di tutt’altro genere le cause che portano alle pseudoartrosi
“atrofiche”. Nella maggior parte dei casi, sono espressione di un danno
biologico al processo di guarigione dell’osso come, ad esempio, un
danno a livello del periostio oppure una marcata compromissione
dell’apporto vascolare al focolaio di frattura. Questi eventi si
presentano frequentemente nel politrauma o in caso di danno ai tessuti
molli [17]. Ne consegue che la frattura stenti a guarire a causa del

mancato apporto vascolare, della deficienza di mediatori cosi come la
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mancanza di un adeguato supporto allo stimolo biologico. Tuttavia, ¢
possibile riscontrare anche un problema legato alla meccanica della
sintesi in questo tipo di pseudoartrosi come ad esempio una sintesi
troppo rigida, I’assenza di adeguate forze di compressione, un gap di
frattura troppo esteso tale per cui venga ostacolata la deposizione di
ponti ossei. Alle radiografie sara evidente la pressoché totale assenza di
callo osseo e la presenza di una rima di frattura ancora evidente. Il
trattamento, anche in questo caso solo chirurgico, prevede la modifica
dell’osteosintesi, la riduzione per quanto possibile del gap di frattura,
I’incremento delle forze in compressione e la stimolazione biologica del
focolaio allo scopo di aumentare 1’apporto vascolare il numero di

cellule osteoprogenetrici [18].

1.4 — Obiettivi

Lo scopo del nostro studio ¢ di valutare I’efficacia di un prodotto di
medicina rigenerativa il cui componente principale ¢ costituito da
cellule staminali mesenchimali autologhe espanse rispetto ad un gruppo
di pazienti trattato con cellule midollari concentrate. Le MSCs utilizzate
sono state raccolte, in entrambe 1 casi, dal midollo osseo prelevato dalla
cresta iliaca. Per aumentare la capacita osteogenica ed osteoinduttiva
delle cellule staminali mesenchimali e dei precursori presenti nel
focolaio di frattura, alle cellule mesenchimali si associano granuli di
fosfato tricalcico nel caso di utilizzo di cellule espanse (progetto
REBORN) nel primo caso e matrice ossea demineralizzata e gel
piastrinico indicato dal termine inglese PRF nel secondo.

Il prodotto deve essere capace di portare a guarigione pazienti che

mostrano un ritardo di consolidazione di fratture delle ossa lunghe.
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Si tratta di uno studio prospettico confrontato con ’attuale terapia
standard: infatti per questo tipo di problematica si preferisce un
approccio piu cautelativo che concede tempo alla frattura per guarire,
durante il quale per fornire il massimo degli stimoli al processo di
guarigione, si possono eseguire anche terapie riabilitative fisiche e
manuali.

Il momento in cui viene presa in considerazione ’opzione di
intervenire chirurgicamente, pertanto, ¢ solo la fase tardiva del piano
terapeutico che si associa non piu a un ritardo di consolidazione ma ad
una pseudoartrosi, accompagnata nella maggior parte dei casi da
insufficienza dei mezzi di sintesi.

Tutto cio per il paziente si traduce in un’immobilizzazione
prolungata o per lo meno in una deambulazione non autonoma ma
praticata con ’ausilio di antibrachiali a cui consegue la perdita di tono
muscolare dell’arto interessato e della flessibilita articolare delle
articolazioni vicine alla sede di pseudoartrosi, 1’insorgenza di dolore
all’arto controlaterale per la concessione del peso corporeo soprattutto
su di esso e dolori a polsi e spalle per I’uso degli antibrachiali.

In termini sociali ed economici questa fase comporta una prolungata
assenza dal lavoro con conseguente perdita di eventuali chance
lavorative ed elevate spese per le terapie riabilitative disponibili solo in
apposite strutture e per determinati periodi di tempo.

Questo nuovo tipo di trattamento con cellule espanse si propone,
invece, come un provvedimento da attuare in una fase piu precoce
quando ¢ presente un ritardo di consolidazione che rappresenta il
substrato ancora vitale a cui fornire uno stimolo per la guarigione per
evitare cosi lo stadio finale di pseudoartrosi.

Inoltre, 1 presupposti dell’intervento chirurgico proposto mostrano

11
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dei vantaggi in termini di accesso chirurgico mininvasivo, minore
tempo operatorio, minore perdita ematica, minore morbilita per il
paziente, minore tempo di ospedalizzazione che complessivamente
permettono una piu precoce ripresa nel postoperatorio.

Lo studio prevede il raffronto di due tecniche mini-invasive
utilizzate per il trattamento dei ritardi di consolidazione. Lo studio si
articola in due gruppi. Nel Gruppo 1 sono raccolti 1 pazienti trattati con
cellule midollari concentrate, matrice ossea demineralizzata e PRF; nel
Gruppo 2 sono raccolti 1 pazienti trattati con cellule mesenchimali
espanse e granuli di fosfato tricalcico (progetto Europeo REBORN).

Obiettivo delle studio ¢ testare la superiorita dell’utilizzo di MSCs

espanse rispetto alle sole cellule midollari concentrate.

1.4.1 — Razionale dell’utilizzo del midollo osso
autologo

Nei tessuti attorno ai ritardi di consolidazione si osserva una
riduzione delle cellule staminali mesenchimali progenitrici. Campioni
di midollo osseo prelevati negli adulti dai siti di ritardo di
consolidazione della figlia ha mostrato, dopo espansione in vitro, che il
numero di cellule progenitrici era molto basso se comparato con quello
prelevato da una tibia di pazienti sani [19]. Questa differenza la si puo
inoltre riscontrare nelle zone affette da infezione in seguito ad un
trauma, a perdite di sostanza o cicatrici cosi come una vascolarizzazione
compromessa frequentemente si associa con 1 ritardi di consolidazione
[20]. Questo suggerisce che 1 fisiologici processi di riparazione dei
tessuti possono essere limitati dalla diminuzione locale di cellule

osteogeniche.

12
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La relazione tra la consolidazione di una frattura e 1’attivazione del
midollo osseo ¢ stata descritta per la prima volta da Ilizarov [21] che ha
dimostrato come la perdita dell’1% di sangue inducesse un’accelerata
consolidazione di una rima di osteotomia nei ratti. Nello stesso studio
dimostrava che, in seguito ad abbondanti perdite ematiche, si
riscontrava un’iperattivita ematopoietica del midollo osseo della cresta
iliaca. Questo suggeriva un collegamento tra 1’attivitd ematopoietica
della cresta iliaca e I’osteogenesi attorno alla sede di osteotomia. Questo
fenomeno ¢ stato inoltre confermato da esperimenti in ratti e topi da
Bab [22] ed in ratti da Lippiello [23]. Un’altra ipotesi che collega
I’osteogenesi in un focolaio di osteotomia e la perdita di sangue pud
essere data da un fattore di crescita chiamato osteopoietina la cui
secrezione potrebbe essere indotta dalla perdita di sangue. Lo studio di
Lippiello ha inoltre evidenziato nell’animale che quando il midollo
osseo della cresta iliaca contiene piu sangue, il consolidamento di una

frattura piu rapido.

1.4.2 — Razionale dell’utilizzo del PRF

L’impiego del PRF nella preparazione di concentrati midollari e
scaffold trova una duplice indicazione. Infatti il coagulo fibrinico che
si produce funge da carrier per le CSM in quanto ne evita la dispersione
al momento dell’impianto e ne facilita ’adesione allo scaffold. Inoltre
¢ stato dimostrato da Trombi [24] che il PRF esercita un’azione
stimolante la differenziazione in senso osteoblastico delle MSC grazie

alla presenza dei fattori di crescita.
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1.4.3 — Razionale dell’utilizzo della matrice ossea
demineralizzata

Gli innesti ossei autologhi rappresentano il modo piu sicuro ed
efficace di innesto osseo. Cio ¢ dato dal fatto che gli innesti ossei
autologhi contengono sia cellule osteoprogenitrici (per favorire
I’osteogenesi), sia proteine (per favorire I’osteoinduzione) che vanno a
costituire una struttura di supporto per la deposizione di nuovo osso
(osteoconduzione). Tuttavia, la quantita di innesti ossei utilizzabili ¢
limitata a circa 20 cm? ed il suo prelievo dalla cresta iliaca rappresenta
un ulteriore intervento chirurgico [25].

In alternativa all’impiego di osso autologo, puo essere utilizzato
osso proveniente da banca dell’osso sia fresco che congelato oppure
lavorato sino ad ottenere una polvere d’osso, osso liofilizzato, matrice
ossea demineralizzata (DBM).

La matrice ossea demineralizzata ¢ costituita da tessuto osseo
privato della componente minerale. Ha effetti sia “osteoconduttivi” ed
“osteoinduttivi” grazie alla presenza nella matrice extracellulare di
bone morphogenetic proteins (BMPs). E stato dimostrato che questa
famiglia di proteine, facenti parte della super-famiglia del TGF-f3,
risulta di primaria importanza in tutti 1 fenomeni riparativi dell’osso, e
pertanto ¢ in grado di stimolare in maniera molto potente i1 processi di
angiogenesi e osteogenesi (Figura 2).

In commercio esistono molti biomateriali; la scelta di questi
materiali di sintesi dipende dal tipo di obiettivo che si vuole raggiungere
(tenuta meccanica piuttosto che riempimento di una perdita di sostanza)
o dal tipo di approccio chirurgico che si vuole utilizzare (intervento
chirurgico a cielo aperto oppure per via percutanea o mini-invasiva).

Tra 1 piu diffusi biomateriali ¢’¢ sicuramente il calcio-fosfato grazie

14
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alla sua capacita di stimolare I’adesione, la proliferazione e la
differenziazione in senso osteoblastico delle MSCs cosi come la
produzione della matrice di collagene che successivamente andra

incontro a mineralizzazione.

1.4.4 — Razionale dell’utilizzo delle cellule
mesenchimali espanse

L’impiego di cellule mesenchimali espanse associato ad un
biomateriale che funga da carrier ¢ da tempo considerata una tecnica
valida per sostituire gli innesti ossei autologhi [26,27]. Tuttavia, non ¢’¢
uniformita di pensiero circa 1’adeguatezza sull’origine delle diverse
MSCs, la metodica di espansione, la riproducibilita e la variabilita del
prodotto ottenuto e la qualita del prodotto finale.

Tuttavia, sono molteplici gli studi, a partire dal primo lavoro di
Connoly et al. del 1991 [28], sono molteplici gli studi che dimostrano
come il numero di cellule impiantate aumenti significativamente la

possibilita di guarigione nei ritardi di consolidazione [19,29-41].

15
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-

Figura 2 a, b Preparati istologici in cui si ritrova il DBM (1) e le CSM (2). Si noti come le cellule
tendano ad aderire ed organizzarsi in colonie attorno alle particelle di DBM.



Materiali e metodi

2 — Materiali e metodi

2.1 - Criteri di inclusione

I criteri di inclusione per I’arruolamento dei pazienti sono:
- Pazienti in buone condizioni cliniche generali;
- Eta maggiore di 18 anni;

- Fratture non esposte di tibia e femore.

I criteri di esclusione sono:

- Psecudoartrosi infetta;

- QGap tra 1 monconi di frattura maggiore di 2 cm;

- Patologie sistemiche gravi (tumori, insufficienza d’organo,
decadimento cognitivo);

- Frattura esposta.

Lo studio ¢ stato approvato dal Comitato etico dell’ospedale ed un

consenso informato ¢ stato prodotto per ogni singolo paziente.

2.2 - Gruppo 1: Cellule midollari concentrate e matrice

ossea demineralizzata

Il giorno del ricovero il paziente eseguira il prelievo di 120 ml di
sangue venoso per la produzione di PRFA (Platelet Rich Fibrin
Autologous). Il sangue raccolto viene processato con il sistema
automatico di Seda AVM, “Vivostat”. Il prodotto finale (PRFA 6 ml)

viene congelato a -35°C. Il prodotto dovra contenere 6 + 1 ml di PRFA,
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con 1.000.000 +/- 200.000 x 103 PLT.

Il giorno dell’intervento chirurgico, in sala operatoria e con paziente
anestetizzato si effettua il prelievo dell’aspirato midollare dalla cresta
iliaca posteriore, preferibilmente omolaterale rispetto alla lesione. Si
preparano 10 ml di soluzione anticoagulante di eparina sterile,
contenente 500 U totali di eparina in soluzione fisiologica, che verra
inserita sterilmente in una sacca di trasferimento per emoderivati da 300

ml, dotata di connettore Luer-Lock.
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Il prelievo si effettua introducendo la punta dell’ago trocar da
prelievo di midollare attraverso un’incisione cutanea di 2 mm (Figura 3
a-b). Una volta raggiunto 1’0sso spongioso, si disarma la punta dell’ago
cosi da collegare una siringa sterile da 30 ml e si eseguono delle brevi
aspirazioni di 3-5 ml di sangue midollare. L’aspirato viene
immediatamente trasferito nella sacca di trasferimento dopo ogni

prelievo (Figura 3 c-d). Inoltre, la cannula viene girata di un quarto di

Figura 3 in (a-b) tecnica di prelievo di midollo osseo dalla
cresta iliaca posteriore. In (c-d) sacca di trasferimento
collegata con la siringa sterile contenente il midollo osseo.
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giro dopo ogni aspirazione, per raggiungere zone di 0Sso Spongioso
dove prelevare altro midollo ricco di MSC:s.

E importante mantenere sempre in agitazione manuale la sacca di
trasferimento contenente il midollo aspirato, durante tutto il
procedimento.

Dopo aver prelevato circa 30 ml di midollo osseo, € opportuno
riposizionare 1’ago eseguendo una nuova perforazione nell’ala iliaca, a
circa 2 cm di distanza dal foro precedente. La procedura dura fino a
raggiungere il volume sufficiente di midollo per un’aspirazione (60 ml).
Il processo di concentrazione del midollo avviene tramite il kit “IOR-
G1” per la rigenerazione osteocondrale. Il contenuto della siringa
(midollo osseo ben miscelato con anticoagulante) viene convogliato
alla cartuccia di concentrazione ResQ 60, in campo sterile. Si utilizza il
filtro fornito, destinato a trattenere tutti 1 frustoli di fibrina formatesi
durante le fasi del prelievo e 1 depositi di grasso eventualmente presenti,
che potrebbero interferire con il dispositivo di separazione.

La cartuccia con il midollo osseo viene trasferita sull’apposito
supporto (Figura 4) viene inserita in uno degli alloggiamenti della
centrifuga e si posiziona la cartuccia contrappeso nel contenitore
diametralmente opposto, onde evitare malfunzionamento della
centrifuga. Il ciclo di centrifugazione si svolge a 3200 rpm per 12
minuti.

Al termine del ciclo, la cartuccia viene trasferita nell’alloggiamento
del supporto dedicato per iniziare la procedura di risospensione delle
cellule (Figura 5 a-b: posizionamento della cartuccia sul dispositivo
“ResQ 607.).
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Il ciclo di agitazione dura 30 secondi; al termine si prelevano i primi
3,5 ml di concentrato midollare (CM) utilizzando una siringa sterile da
60 ml, attraverso la porta laterale del dispositivo ResQ 60. Trascorsi 10
secondi s1 puo procedere alla seconda aspirazione di 3 ml di concentrato
midollare, nella medesima siringa. In questo modo si recupera 1’85%
delle cellule mononucleate originariamente presenti nell’aspirato
midollare. Una aliquota di almeno 2 + 0,5 cc verra inviata al laboratorio
per eseguire la conta delle cellule nucleate ed il saggio delle CFU. La
procedura di concentrazione midollare deve dare luogo ad almeno 6 +
1 cc di concentrato midollare (CM) di cui 4 £ 1 cc verranno impiantati
e 1 £ 0,5 verranno portati in laboratorio per eseguire la conta delle

cellule nucleate ed il saggio delle CFU.

Figura 4 Cartuccia contenente midollo osseo
prelevato dalla sacca di trasferimento, inserita nella
centrifuga.

Figura 5 a-b: posizionamento
della cartuccia sul dispositivo
“ResQ 60”.
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Durante la processazione del midollo si prepara il quantitativo previsto
di DBM al quale si aggiunge il PRF. Terminata la preparazione del CM
viene anch’esso aggiunto ai due componenti suddetti nella quantita di 4
+ 1 cc.

Il paziente viene posizionato sul letto trasparente (per rendere
possibile 1’'uso dell’amplificatore di brillanza) nella posizione piu

accessibile per effettuare la iniezione.

2.3 — Gruppo 2: Cellule mesenchimali espanse e granuli di

calcio fosfato

I pazienti arruolati in questo gruppo facevano parte del progetto
Europeo REBORN. Questo ¢ un studio Europeo prospettico che
raccoglie 1 pazienti trattati con cellule mesenchimali espanse e fosfato
tricalcico in piu centri europei di riferimento.

Il prelievo viene effettuato in anestesia loco-regionale o generale. I1
midollo osseo prelevato dalla cresta iliaca anteriore o posteriore viene
raccolto in una sacca eparinata (500 UI diluita in 10 cc di soluzione
fisiologica). La quantita totale di midollo osseo aspirata varia da 30 a
35 mL. Successivamente viene inviato alla GMP di riferimento (Cell
Factory “F. Calori” — Milano) e qui processato in modo asettico. Tutte
le lavorazioni a partire dalla lavorazione iniziale delle cellule,
I’espansione cellulare ed in confezionamento sono eseguite in camera
bianca. Le MSCs sono coltivate ed espanse mediante la procedura
“Alpha MEM medium supplemented con PL” [42]. Le cellule sono
quindi stoccate in una siringa da 20 cc. Il prodotto finale consiste di
MSCs concentrate, che esprimo 1 marker CD90, CD73, CDI05 e
negative per CD14, CD45, HLA-II, con vitalita del 90%, in dose di 100
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x 10% in sospensione di albumina umana al 5% in 10 mL. Il composto
viene poi aggiunto a granuli di calcio fosfato (MBCPp, Bio-matlante
SA, Vigneux de Bretagne, France). Il biomateriale sintetico € composto
per il 20% da idrossiapatite (HA) e per ’80% da B-tricalciofosfato (p3-

TCP) in granuli da 1-2 mm. Il materiale ha una porosita del 73%.

2.4 — Tecnica chirurgica

Per entrambi 1 gruppi di pazienti I’intervento prevede I’apposizione
del laccio emostatico e quindi I’incisione della cute in prossimita della
frattura che non deve eccedere gli 8 centimetri nella coscia ed 1 4 nella
gamba (Figura 6).

Il primo tempo consiste nella asportazione del tessuto di
granulazione e cruentazione dei capi di frattura con apposito
strumentario. Il secondo tempo prevede I’introduzione del composto
cellulare nella sede del focolaio di frattura. Per evitare la fuoriuscita di
materiale si deve impostare una sutura della fascia in modo da chiudere
il piano subito dopo aver effettuato I’introduzione del materiale (borsa
di tabacco).

La chiusura dei piani superficiali segue le modalita standard. Non
deve essere utilizzato il drenaggio, il laccio emostatico viene asportato

dopo la chiusura della ferita.

2.5 - Follow-up

Il primo controllo viene effettuato dopo 45 giorni (= 10 giorni)

tramite colloquio, visita e radiografie in 2 proiezioni. I controlli
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Figura 6 a) Incisione chirurgica; b) Accesso
mininvasivo; c) Individuazione del focolaio di
ritardo di consolidazione tramite
amplificatore di brillanza; d) Infiltrazione del
prodotto CM + DBM + PRF nel focolaio; e)
Preparato cellulare prima dell’infiltrazione.

successivi saranno eseguiti a 3, 6, 12 e 24 mesi dall’intervento (+ 20
giorni) corredati di RX standard. In tutti gli accessi deve essere
registrato I’eventuale presenza di dolore riferita dal paziente corredato

dalla assunzione di farmaci e la funzione dell’arto.
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2.6 — Casistica

Presso la Clinica III ad indirizzo Oncologico dell’Istituto
Ortopedico Rizzoli dal novembre 2008 al dicembre 2017 sono stati
trattati 30 pazienti.

I pazienti erano 17 maschi e 13 femmine, di eta compresa fra 17 e
73 anni (eta media 42 anni).

Tra questi, 23 pazienti sono stati trattati con una singola infiltrazione
con MSCs concentrate ¢ DBM (Gruppo 1); 1 restanti 7 con MSCs
espanse e granuli di B-TCP (Gruppo 2).

La sede di trattamento era la tibia in 12 casi ed il femore in 18 casi.
Abbiamo riscontrato che in 11 casi i1 pazienti erano fumatori, di questi
5 erano grandi fumatori (piu di 20 sigarette/di) ed in 2 casi erano affetti
da diabete di tipo II compensato.

I ritardi di consolidazione trattati provenivano in 12 casi da fratture
a due frammenti, in 20 casi da fratture a tre frammenti ed in 2 casi da

fratture comminute (Figura 7).

Tipo di frattura

®m due frammenti
m tre frammenti

B comminuta

Figura 7 Tipo di frattura.
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Il mezzo di sintesi presente al momento del trattamento infiltrativo
con il concentrato midollare era la placca in 12 casi (40%), il chiodo
endomidollare in 12 (40%) casi ed il fissatore esterno in 6 casi (20%)

(Figura 8).

Mezzi di sintesi

m chiodo
H placca

m fissatore esterno

Figura 8 Tipo di mezzi di sintesi al momento dell’infiltrazione.

Per quello che riguarda il numero di interventi chirurgici eseguiti
prima del trattamento infiltrativo in 14 casi si aveva avuto un solo
intervento, in 9 casi due interventi e in 7 casi 3 o piu interventi (Figura

9).
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N° interventi

ml

m2

Figura 9 Interventi eseguiti prima del trattamento di studio.

\

E stato eseguito un unico trattamento infiltrativo in 26 casi, mentre
¢ stato necessario eseguire 2 infiltrazioni in 4 casi.

Nei casi trattati con un’unica infiltrazione il trattamento ¢ avvenuto
in media dopo 15 mesi dalla frattura (minimo 3 e massimo 40 mesi).

Il tempo medio di follow-up ¢ stato di 21 mesi (minimo 6 e massimo
50 mesi) per i1l Gruppo 1 e 12 mesi (minimo 8 € massimo 18 mesi) per

il Gruppo 2.

2.7 — Analisi dei dati

Il trattamento veniva classificato come fallito se a distanza di 6 mesi
dal trattamento, non si apprezzava progressione dei processi di
ossificazione di almeno 3 su 4 corticali alle proiezioni RX in
anteroposteriore e latero-laterale.

I due gruppi di pazienti sono stati analizzati al fine di identificare
differenze statisticamente significative. Le differenze interne ai gruppi

relative al tipo di trattamento ¢ stata determinata mediante lo studio
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della curva secondo Kaplan-Mayer [43]. L’analisi multivariate secondo
Cox con il metodo Wald backward ¢ stata usata per identificare il
modello di fallimento. L’odds ratio (OR) per ogni parametro con
intervallo di confidenza al 95% ¢ stato impiegato per esprimere i
risultati della regressione di Cox. Per gli studi statistici € stato usato il
software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) software,

Version 21.0 (SPSS Inc, Chicago, IL).
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4 — Risultati

Dopo 1l primo trattamento, 17 pazienti su 23 (73%) di pazienti del
Gruppo 1 potevano considerarsi guariti a fronte di 7 su 7 (100%)
pazienti del Gruppo 2. Il tempo medio di guarigione ¢ stato di 12 mesi
nel Gruppo 1 (range 3 — 34 mesi) e di 6 mesi (range 3 — 8 mesi) nel
Gruppo 2.

In nessuno dei pazienti di entrambi 1 Gruppi sottoposti alla
procedura si sono registrate complicanze locali successivamente quali
febbre, rigetto, infezione e dolore.

Nei 7 pazienti del Gruppo 1 che non sono guariti dopo I’intervento,
¢ stato necessario procedere alla sostituzione dei mezzi di sintesi. Dopo
tale procedura, lo stato di mancata consolidazione si risolveva in un
periodo di 7 mesi in media (range 6 — 12 mesi).

I ritardi di consolidazione localizzati al femore hanno mostrato un
maggior rischio di fallimento indipendentemente dal tipo di trattamento
eseguito rispetto alle mancate consolidazioni della tibia. La percentuale
di fallimento del trattamento nelle fratture del femore ¢ stata del 33%
dopo la procedura, mentre nessuna pseudoartrosi di tibia ¢ andata
incontro a fallimento. Tale dato ¢ risultato statisticamente significativo
all’analisi univariata (p<0,05).

Non si ¢ trovata correlazione tra la sede della mancata
consolidazione (diafisaria o meta/epifisaria), il sesso, il tipo di frattura
(semplice o comminuta) o la presenza di callo ipertrofico o atrofico.

Nessuno dei pazienti di entrambi 1 Gruppi in cui € stata raggiunta la
consolidazione lamentava dolore in corrispondenza della sede in cui era

stata effettuata 1’infiltrazione e dove era presente il ritardo di
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consolidazione. Non presentavano alcuna limitazione al movimento
delle articolazioni adiacenti alla sede della frattura.

I pazienti che avevano un lavoro prima della frattura hanno potuto
riprenderlo in media dopo 3 mesi dall’intervento infiltrativo (minimo

dopo 1 mese massimo dopo 6 mesi).
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4.1 - Casereport 1

Paziente di 31 anni in esiti di frattura biossea di gamba (Figura 10)
trattato all’origine con fissatore esterno. La frattura era avvenuta 7 mesi
prima del trattamento (a). Il paziente veniva sottoposto ad infiltrazione
con MSCs concentrate e DBM. In (b) controllo RX a 2 mesi ed in (¢) a
6 mesi. Si noti la progressiva riduzione della rima di radiotrasparenza
con la progressiva calficazione del focolaio di ritardo di consolidazione.
A 12 mesi dall’infiltrazione si noti la totale assenza di rima di

radiotrasparenza e la successiva possibilita di rimuove il fissatore

esterno (d).
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Figura 10 a) pseudoartrosi atrofica in una frattura di tibia distale. b,c) controlli radiograficia 1 e 6
mesi che mostra processi consolidativi in atto; d) rimozione del fissatore esterno per avvenuta
consolidazione della frattura.
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4.2 — Case report 2

Paziente di 45 anni affetta da pseudoartrosi asettica del terzo distale
del femore (Figura 11). La paziente era stata tratta presso altro centro 6
mesi prima del trattamento con MSCs concentrate, DBM e PRF (a). A1
successivi controlli a distanza di 1 (b), 6 (c) e 18 (d) mesi dal

trattamento la progressiva calcificazione delle corticali ossee.

Figura 11 a) pseudoartrosi in una paziente di 45 anni. La frattura era intercorsa 6 mesi prima ed era
stata tratta presso altro centro con placca e viti. Si noti la totale assenza di callo a 6 mesi
dall’osteosintesi. b, ¢, d) Controlli radiografici a distanza di 1, 6 e 18 mesi. Si noti la progressiva
formazione di callo osseo sino ad ottenere la completa guarigione della frattura.
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Tabella 1 Sintesi dei lavori in letteratura che descrivono I'utilizzo di cellule prelevate dal midollo per il trattamento dei ritardi di consolidazione.

Autore/Anni di Numero di Localizzazione Eta media (anni) Risultato finale: Distanza dal | Note
pubblicazione pazienti guarigione (%) trattamento
1 Healey et al./1990 [44] 8 Femore (8) 27 (6-60) 5(62,5) 4,95 (1-9) BM  nativo in
pazienti con
resezione  ossea
per neoplasia e
ricostruzione con
innesto ossoe
massivo
2 Connolly et al./1991 [28] 10 Tibia (10) 30 (18-82) 8 (80) 6,7 (5-10) BM nativo
3 Garg et al./1993 [45] 20 Tibia (15) 35 (18-82) 17 (85) 5(3-7) BM nativo
Omero (3)
Ulna (2)
4 Sim et al./1993 [46] 11 Tibia (8) 38 (19-62) 9 (81) 2,5 (1-5,75) BM nativo
Femore (1)
Altro (2)
5 Matsuda ed al./1998 [47] 7 Femore (7) 53 (24-70) 4 (57) na BM nativo
6 Siwach et al./2001 [48] 72 Tibia (42) 41,2 (26-56) 68 (94) na BM nativo
Femore (8)
Omero (12)
Altro(10)
7 Wang et al./2001 [49] 56 Tibia (56) na (19-72) 53 (94) na BM nativo
8 Wilkins et al./2003 [50] 69 Tibia (36) 42 (15-81) 61 (88) 8,1 (2-36) BM nativo e DBM
Femore (16)
Altro (17)
9 Goel et al./2005 [51] 20 Tibia (20) 37,5 (24-60) 15 (75) 3,5(1,5-5,5) BM nativo
10 Hernigou et al./2005 [35] 60 Tibia (60) 40 (18-78) 53 (88) 3(1-4) BMC
11 Bhargava et al./2007 [52] 11 Tibia (11) 40,1 (24-51) 9(81.8) 4,1(1,7-6,4) BM nativo
12 Garnavos et al./2010 [53] 5 Omero (5) na (30-75) 5(100) Na (12-20 weeks) BMC
13 Singh et. Al./2013 [54] 12 Femore (3) 45 (15-70) 10 (83) 4(2,5-6) BM nativo
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Altro (9)

14

Kassem/2013 [55]

20

Tibia (13)
Femore (5)
Altro (2)

42,3 (25-66)

19 (95)

2,95 (2-5)

BM nativo

15

Sugaya et al./2013 [56]

17

Tibia (5)
Femore (10)
Altro (2)

40,7 (22-80)

13 (76)

na

BM nativo e LIPUS

16

Braly et al./2013 [57]

11

Tibia (11)

40,1 (24-51)

9(81,8)

4,1(1,7-6,4)

BM nativo

17

Scaglione et al./2014 [58]

19

Tibia (7)
Radio (3)
Omero (3)
Ulna (2)
Femore (1)
Metatarso (1)
Ulna (1)
Fibula (1)

42,3 (20-73)

15 (78,9)

6.5 (na)

BMCe DBM

18

Barrena et al./2018 [32]

28

Femore (11)
Tibia (13)
Omero (4)

NA

26 (92%)

14,7 (2,1-36)

Cellule
mesenchimali
espanse

LIPUS: ultrasuoni a bassa intensita; BM: midollo osseo; BMC: midollo osseo concentrato; NA: non applicabile.

34




Discussione

5 — Discussione

Secondo I’AAOS (American Academy of Orthopaedic Surgeons)
del 2008 negli USA ogni anno si registrano 7 milioni di fratture ossee,
escluse quelle degli anziani e dei bambini; una su dieci interessa la
diafisi di un osso lungo. Il 20-25% di queste esita in un ritardo di
consolidazione o in pseudoartrosi.

Numerosi metodi sono utilizzati per trattare entrambe le situazioni:
innesti ossel autologhi e omologhi, il metodo Ilizarov basato sulla
osteogenesi per compressione/distrazione e piu recentemente terapie
fisiche con ultrasuoni e campi elettromagnetici induttivi o capacitivi, a
corrente elettrica continua o alternata. L’innesto di osso autologo ¢
classicamente descritto come la terapia gold standard. Tuttavia questa
tecnica ¢ spesso associata ad alcune complicanze del sito donatore:
ematoma, frattura, infezione, emorragia, ernie muscolari, parestesie,
dolore cronico e prolungamento del tempo di ricovero [29,46]. La
necessita di aprire in modo ampio il focolaio di frattura inoltre aumenta
il rischio di infezione e di devascolarizzazione dei monconi ossei non
ancora consolidati.

Sono molteplici 1 lavori nella letteratura recente in cui si utilizza
midollo osseo nativo, concentrato e MSCs espanse. | principali lavori
sono stati riassunti nella Tabella 1.

Il midollo osseo ¢ una risorsa di cellule dotate di potenziale
osteogenico che sono le protagoniste principali della formazione ossea
e del processo di consolidazione di una frattura. McGaw per primo nel
1934 rese noto il ruolo del midollo osseo e dell’endostio nel processo

di rigenerazione ossea. Il concetto di un innesto osseo introdotto per via
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percutanea fu invece proposto da Herzog nel 1951. Cosi, associando la
metodica percutanea all’innesto di midollo osseo si cred una tecnica
chirurgica alternativa, minimamente invasiva [59].

Ricerche recenti hanno mostrato che le cellule autologhe
mononucleate, presenti nel midollo osseo, in combinazione a diversi
materiali di sostegno, sono efficaci nel promuovere la formazione di
nuovo osso in vari modelli animali come pecore, conigli, cani e topi.
Supportata dai risultati sugli animali, [’applicazione di cellule
mononucleate derivanti dal midollo osseo aspirato potrebbe
rappresentare una strada alternativa nel trattamento di difetti ossei e nel
contempo minimizzare la morbilita associata all’innesto di osso
autologo [46]. Infatti questa tecnica minivasiva risulta relativamente
semplice da eseguire e presenta numerosi vantaggi € un minor grado di
complicanze, confrontata con la metodica “gold standard”. Inoltre, il
modesto trauma chirurgico ci consente di dimettere 1l paziente il giorno
stesso 0 al massimo il giorno dopo il trattamento.

Alcuni studi hanno dimostrato che 1’infiltrazione con midollo osseo
produce effetti ottimali quando praticata precocemente nel processo di
consolidazione ossea (dopo non oltre 6 mesi dalla frattura iniziale) ed ¢
invece associata a modesti risultati quando praticata piu tardivamente
(dopo oltre 18 mesi dalla frattura) [59]. La tabella 3 che segue, mostra
un sommario di studi pubblicati aventi almeno dieci pazienti trattati con
terapia cellulare per difetti ossei o ritardi di consolidazione. Si pud
vedere come la terapia con cellule staminali in queste situazioni sia
applicata da quasi vent’anni.

Nello studio sono presenti dei limiti dati dall’ancora scarso numero
di pazienti trattati con cellule espanse, dalla mancanza di un gruppo di

controllo.
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Dal nostro studio, risulta che I’'impiego delle cellule staminali
espanse ¢ correlato ad una maggiore possibilita di riuscita del
trattamento per ritardi di consolidazione. Questo fatto conferma quanto
esposto in letteratura sull’influenza che ha il numero di cellule
impiantate con I’out-come finale.

Questo dato ¢ in linea con quanto conosciuto circa la correlazione

del numero di cellule trapiantate e la risposta al trattamento.
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6 — Conclusioni

Il trattamento dei ritardi di consolidazione delle ossa lunghe con
MSCs espanse e granuli di fosfato tricalcico rappresenta un sistema
valido in quanto si € potuto applicare in una chirurgia di breve durata
(massimo due giorni di degenza), con applicazione mininvasiva (ridotta
esposizione, ridotti tempi chirurgici) in assenza di complicazioni locali
ed eventi avversi (febbre, rigetto, infezione, dolore). La metodica ¢
risultata ben accetta dai pazienti che hanno potuto riprendere 1’attivita
fisica (carico) e funzionale in tempi relativamente brevi. Inoltre, questo
trattamento ha dimostrato una migliore capacita di ottenere la
risoluzione della mancata consolidazione rispetto all’impiego di cellule
concentrate € DBM.

Il successo si ¢ verificato nel 100% dei casi senza pregiudicare la
possibilita di un intervento successivo con la stessa metodica (nuova
infiltrazione) o con una piu invasiva (sostituzione dei mezzi di sintesi).

Considerata la semplicita della metodica ed il veloce ripristino
dell’attivita, noi riteniamo che vi sia indicazione al trattamento in tutti
1 casi in cui ci si trova ad affrontare un ritardo di consolidazione anche
a lungo termine. Tuttavia, nei casi in cui ci si trova di fronte ad un
ambiente atrofico o con scarso contatto fra 1 capi di frattura, si deve
considerare 1’utilizzo di un diverso materiale di supporto per la
guarigione.

Un limite considerevole all’utilizzo su larga scala di questa
metodica ¢ dato dall’elevato costo di espansione delle cellule (circa
20.000 € per ogni campione) a cui bisogna aggiungere il costo di

utilizzo della sala operatoria legato sia al prelievo che al successivo
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impianto.

Infine, ¢ importante ricordare che il supporto all’istologia del
focolaio di frattura non deve mai prescindere dalla biomeccanica e dalla
stabilita della sintesi. La frattura consolida non solo se le cellule del
focolaio sono vitali e se vi € un’osteoinduzione efficace, ma anche e
soprattutto se il chirurgo ¢€ riuscito con il mezzo di sintesi utilizzato a
neutralizzare in corrispondenza del focolaio di frattura le forze di taglio,
conservando quelle efficaci di compressione fra i monconi.

Per questa ragione, se vi sono elementi che possono far supporre
un’insufficiente stabilizzazione ¢ opportuno indicare la sostituzione del

mezzo di sintesi associata alla infiltrazione.
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