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Applicazioni biotecnologiche
nel campo delle problematiche
del tessuto osseo

| RIASSUNTO /Il tessuto osseo & uno dei pochi capaci di rigenerarsi in eta adul-

ta eppure, se il fisiologico processo di riparazione ossea viene rallentato (ri-
tardi consolidativi) o interrotto (pseudoartrosi) oppure si e instaurata una

' necrosi ossea o una perdita di sostanza critica, ottenere la rigenerazione puo

diventare una vera sfida per il chirurgo. Per questo gli scienziati hanno ini-

| ziato a concentrare la loro ricerca sulla valorizzazione di alcune sostanze bio-
| logiche attive sui processi di guarigione dell'osso (biotecnologie) come mez-
| zi alternativi al trapianto osseo autologo. Quest'ultimo & stato a lungo con-
| siderato il trattamento gold standard in questi casi ma & caratterizzato da
| una disponibilita limitata, un prolungato tempo chirurgico di prelievo e dal-
| la morbidita legata al sito donatore. Le biotecnologie utilizzate per ottimiz-
| zare il substrato biologico possono essere identificate in: fattori di crescita
| sintetici (GF) come le proteine morfogenetiche ossee (rhBMP), fattori di cre-

scita autologhi (AGF) contenute nel plasma arricchito di piastrine (PRP), cel-
lule staminali mesenchimali (MSC) e scaffold. Esse possono essere utilizzate

| da sole (monoterapia) oppure in associazione (politerapia) a seconda della

| gravita del caso e della tipologia di paziente. Oltre che nel trattamento del-
| le pseudoartrosi e dei difetti ossei critici, da qualche anno stiamo utilizzan-

do queste biotecnologie anche nelle necrosi avascolari della testa del femo-

| re associate a core decompression. Le biotecnologie sono uno strumento po-

| tente e valido in chirurgia ortopedica, sono numerosi gli studi internaziona-
i che ne sottolineano I'efficacia e la sicurezza. Una rigorosa indicazione e il
| loro utilizzo corretto pero sono prioritari al fine di evitarne sprechi o mal usi.

SUMMARY (Biotechnology applications in bone tissue complications) / The bone tis-
| sueis one of the few able to regenerate in adult life but, if the physiological process

of bone repair is slow {delayed unions) or stopped {non union), or an osteonecrosis

| oracritical bone loss are present, obtaining the regeneration can be a real challenge
53 for the surgeon. For this reason, scientists have begun to focus their research on the
| exploitation of certain biologically substances active on the processes of bone heal-
| ing (biotechnology) as an alternative to autologous bone graft. This has been con-
| sidered for a long time the gold standard treatment in these cases but it has a limit-
._‘; ed availability, prolongs the surgery time and presents high morbidity related to the
| donor site. The biotechnologies used to optimize the biological substrate can be

identified in: synthetic growth factors (GFs) such as bone morphogenetic proteins

. (rhBMPs), autologous growth factors (AGFs) contained in platelet-rich plasma (PRP),
| mesenchymal stem cells (MSCs) and scaffolds. They may be used alone (monothera-

py) or in combination (polytherapy) depending on the severity of the case and the

type of patient. In addition to the treatment of nonunions and critical bone defects

| we are also using these biotechnologies in the treatment of avascular necrosis of the
| femoral head associated with a core decompression. Biotechnologies are very pow-

" erful and valuable in orthopedic surgery, there are many international studies that

underline their effectiveness and safety. Strict indications and a correct application,
however, are a priority in order to prevent waste or bad uses.
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INTRODUZIONE

La riparazione del tessuto osseo &
un complesso processo cellulare e
molecolare strettamente regolato

che conduce alla rigenerazione os-

sea del segmento traumatizzato.
Negli ultimi anni le nostre cono-
scenze degli specifici eventi mole-
colari sono rapidamente cresciute,
[l tessuto osseo possiede l'abilita di
rigenerarsi anche in etd adulta, ri-

pristinando la stessa anatomia

strutturale senza produrre tessuto
cicatriziale. Inizialmente vi & uno
stato infiammatorio, grazie alla se-
crezione di specifiche proteine e al-
lattivazione chemiotattica e para-
crina vengono reclutate cellule pro-
genitrici angiogeniche e mesenchi-
mali. Queste, se stimolate da appo-
site proteine [(fattori di crescita
trasformanti (TGF)
morfogenetiche ossee (BMP)],
possono dilferenziarsi in cellule
specifiche (condroblasti o osteobla-
sti) in grado di produrre tessuto os-
seo qualora le condizioni biomec-
caniche (stabilita e rigidita dell'im-

pianto) ne consentano lo sviluppo

(1). Vengono cosi soddisfatte le 4

che ha puntualizzato le differenti
pertinenze meccaniche e biologi-
che necessarie al processo di rige-
nerazione ossea, queste ultime di-
stinte per cellule, fattori di crescita
e scaffold (2).

Eppure esistono situazioni in cui la
rigenerazione ossea diventa un pro-
cesso difficile, lento e a volte non
raggiungibile senza un appropriato
stimolo dall'esterno. Rientrano in
questi casi le pseudoartrosi (PSA),
soprattutto le atrofiche (Weber ¢

Chech) (3), i difetti ossei critici e le

osteoncecrosi.

Pseudoartrosi

Molteplici studi sono stati condotti
in merito al tema delle PSA fin dagli
anni 20 quando Albee e [exer defi-

e proteine |
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nirono quale PSA il momento in cui
la consolidazione non pud essere
portata a termine se non con un
nuovo stimolo biologico. Da allora
diversi autori hanno apportato cono-
scenze fondamentali sui meccani-

| smi osteogenetici riparativi, ponen-
~do Taccento sui fattori di rischio di

tuna PSA.

I processi che portano all'instaurarsi
di una PSA oggi sono stati codificati
e possono essere dovuti a fattori le-
gati alla condizione stessa del pa-

. ziente al momento del trauma e/o
- durante la fase seguente di ripara-

zione dell'osso. L'eta, il sesso, le
condizioni fisiche [diabete (4),
osteoporosi (5), massa muscolare
(6), abitudini di vita — dieta (7), fu-

macologiche associate sono tutti fat-
tori di rischio generale, che hanno
un sicuro ruolo nel determinare di-
fetti di consolidazione della frattura
andando a interagire col processo di
guarigione anche dal punto di vista

biologico. Sono tutti elementi, dun-

que, che possono condizionare di-
tetti di consolidazione di una frattu-

! ra (ritardi e PSA), come anche de-
esigenze del “concetto di diamante” '

terminare differenti tipologie di
PSA: atrofiche, agendo direttamen-
te a livello delle fasi precoci, iniben-
do la formazione del coaugulo e la

formazione dell'osso periostale; iper-

trofiche agendo sulla fase del rima-
neggiamento senza permettere una

- corretta unione dei monconi di frat-

tura (11). Le ipertrofiche indicativa-
mente necessitano di stabilita, le
atrotiche di uno stimolo biologico.

Concorrono allinstaurarsi di queste
complicazioni anche tutti i fattori di -

rischio locali costituiti dallo stato
dei tessuti molli, dell'eventuale as-

' sociazione di lesioni vascolo-nervose

e di sepsi.
Al fine di racchiudere tutti questi
elementi e fornire un'indicazione te-

rapeutica, nel 2008 abbiamo svilup-
- A uno stadio intermedio perd (11-111

pato un nuovo sistema classificativo:
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- il Non Union Score System (NUSS).

Questo innovativo sisema classifica-
tivo di fatto consente di identificare
forme di PSA prognosticamente
omogenee, indipendentemente dal
solo sospetto radiografico e quindi di
strufturare una pil corretta ricerca
clinica per ricavarne un algoritmo di
cura. Noi riserviamo le biotecnologie
ai casi complessi caratterizzati da
gravita sia delle condizioni biologi-
che che meccaniche (NUSS com-
preso tra 51 e 75), in cui & quasi
sempre richiesta la resezione en-bloc
del focolaio (tumore meta-traumati-
co). Spesso vi €, pertanto, una grave
perdita di sostanza ossea che deve
essere ripristinata (12).

mo (8, 9}, aleol (10)] e leterapie far- | Difetti ossei

I difetti ossei critici sono una vera
stida per il chirurgo, possono verifi-
carsi in conseguenza di traumi so-
ventemente ad alta energia, in esiti

- di estese resezioni ossee per patolo-

gia neoplastica o infettiva ma anche,
come gia accennato, nel trattamento
di complessi focolai pscudoartrosici.
I difetti sono considerati critici in ba-

- se al tipo di segmento osseo colpito e

alla dimensione della perdita ossea:
3 em per l'avambraccio, 5 em per il
temore e la tibia e 6 cm per 'omero.
Accanto alle consolidate tecniche di
trasporto con lissatore esterno, auto-
trapianto o artrodesi, anche in que-
sto campo possono trovare indicazio-
ne le biotecnologie (13).

Osteonecrosi

Le ostonecrosi (testa e condili femo-
rali, astragalo) sono anch'esse carat-
terizzate da uno stato di morte biolo-
gica nel quale il tessuto ossco ha
perso vitalita. E molte difficile trat-
tare questi casi ¢ spesso la sostitu-

- zione protesica sembra I'unico trat-

tamento possibile, soprattutto in ca-
si avanzati con deformazione asso-
ciata e artrosi secondaria.




di Steinberg nelle epifisarie di femo-
re) uno stimolo biologico, se oppor-
tunamenté fornito, potrebbe riatti-

vare i fenomeni riparativi e ricosti- -

tuire del tessuto osseo sano. In que-
sto campo stiamo da qualche anno
applicando in via sperimentale varie
tecniche tra cui quelle di core de-
compression che associano l'utilizzo
di biotecnologie (14).

BIOTECNOLOGIE

Le biotecnologie a nostra disposizio-
ne possono essere identificate in:
fattori di crescita sintetici (GF) co-
me le proteine morfogenetiche os-
see ricombinanti umane (rhBMP),
fattori di crescita autologhi (AGF)

piastrine (PRP), cellule staminali
mesenchimali (MSC) e scaftold.
Andiamo ora ad approfondire tali
biotecnologie analizzandone i prin-
cipali studi in merito.

GF
[ stato dimostrato ormai, gia dalla
meta degli anni '90, che alcuni fat-

tori di crescita agiscono come po-

tenti stimolatori della proliterazione
osteoblastica in vitro e della guari-

gione ossea in vivo, tali da rivelarsi |

assai utili nel favorire 1 processi di
guarigione se correttamente appli-
cati nella sede di lesione (15).

tissutale, infatti, & stato possibile
produrre i singoli fattori di crescita

con la tecnica del DNA-ricombi-

nante, in particolare le BMP. Seb-
hene siano state individuate almeno

40 diverse thBMP, una chiara di- -

mostrazione clinica del potenziale
osteoinduttivo & disponibile a oggi

solo per la thBMP-7, detta anche |

osteogenic protein-1 (OP-1), e la
rhBMP-2 (16) appartenenti alla fa-
miglia dei fattori di crescita trasfor-

espressi su condrociti e osteoblasti

G.M. Calori et al

(17). Il fenomeno dell osteoinduzio-

ne & caratterizzato dalla trasforma-

zione delle cellule mesenchimali
perivascolari in cellule osteoproge-
nitrici in grado di rigenerare tessuto

osseo (18). A oggi solo thBMP-7
' pud cssere considerata un agente

osteoinduttivo.
La recombinant human osteogenic

~ protein-1 (thOP-1), nota anche co-

me thBMP-7 (eptotermina ), vei-
colata dal collagene di tipo 1, & la

. prima approvata nel mondo nelle

pseudoartrosi delle ossa lunghe e
negli Stati Uniti come “humanita-

- rian device exemption” (HDE) nelle

pscudoartrosi spinali. La matrice di
collagene rappresenta il veicolo del-

1a thBMP-7, & insolubile e fornisce
contenute nel plasma arricchito di

un‘appropriata impalcatura biorias-

sorbibile per i processi di prolifera-
zione e differenziazione delle cellu-
le, indotti dal principio attivo. Con-

sente, inoltre, la ricrescita ossea dal

tessuto 0sseo vascolarizzato e sano

circostante verso l'area interna che

" ne difetta. In Europa & registrata co-
me farmaco con indicazione nelle |

pseudoartrosi della tibia refrattarie
all'autotrapianto o nei casi in cui
l'autotrapianto non sia possibile. E
un farmaco contenuto in una fiala
sterile che deve essere ricostituito
con 2-3 ml di soluzione fisiologica:
viene quindi applicata sulla lesione,

~ dopo posizionamento del dispositivo
Grazie all'evoluzione dellingegneria

di fissazione (19).

[applicazione prima pre-clinica e
i I
poi su umano & ormai consolidata e

ha portato, in vari studi, percentua-

li di successo tra I'85 e 1'89% con |
abbattimento altresi di tutte le com-

plicazioni arrecate dall'uso nel pas-
sato consolidato di osso autologo:
difficolta connesse al prelievo auto-
plastico (ala iliaca, perone o stecca
tibiale), che determinano scarsa

compliance per il paziente con pre-
~senza nel 20% dei casi dolore croni-
manti TGF-B i cui recettori sono

co residuo al sito donatore, penaliz-

zazione dei tempi operatori chirur-
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gici ed anestesiologici, frequenti
complicanze nella sede del prelievo
(morbilita del sito donatore), tali da
incidere in maniera negativa sia sul-
lo stesso paziente che sulla spesa
economica aziendale della struttura
sanitaria. Per ultimo, ma non per
importanza, l'aumento dei tempi
operatori & segnato da un proporzio-
nale aumento del rischio di infezio-
ne (20-25).

Studi originali e trial internazionali
(di livello 1) hanno quindi dimo-
strato l'efficacia delle BMP-7 nella
guarigione delle PSA e la loro capa-
cita osteoinduttiva pari e a volte su-
periore all'innesto di osso autopla-
stico. Nel 2001 Friedlaender e coll.
hanno riportato la stesso tasso di
guarigione dellthBMP-7 rispetto al
trapianto autologo in una serie di
124 PSA tibiali (20). L'applicazione
di thBMP-2 in 150 fratture esposte
di tibia [studio BMP-2 Evaluation
in Surgery for Tibial Trauma (BE-
STT) (26)] e in 134 artrodesi verte-
brali ha dimostrato una superiore
capacita di guarigione se paragona-
te all'autotrapianto (27). De Long e
coll., in un'importante review del
2007 su trapianti ossei ¢ sostituti,
conclusero che lutilizzo clinico,
supportato da un livello di evidenza
scientifica 1, esiste a oggi solo per
le thBMP. (28). Dinopulos e coll.
nel 2007 hanno studiato l'applica-
zione delle due BMP disponibili
(thBMP-2 e thBMP-7) nel tratta-
mento di PSA delle ossa lunghe,
concludendo che solo thBMP-7
raggiunge un livello di evidenza | e
quindi pud rappresentare una vali-
da alternativa all'autotrapianto in

- queste patologie (29). Un recente

studio randomizzato su 60 PSA del-
le ossa lunghe e uno studio multi-
centrico su 68 PSA di tibia, hanno
dimostrato  che Timpiego di
rhBMP-7 ha un tasso di guarigione
(da 86,6 a 89,7%) superiore all'au-
totrapianto (21, 30).



[n conclusione, thBMP-7 &:
- un farmaco con una dose chiara e
costante (31);

- un agente in grado di indurre la |

formazione di nuova matrice ossea
(osteoinduttiviti) (32);

- l'unico fattore di crescita con una
riconosciuta abilita di indurre la dif-
ferenziazione delle cellule osteo-
progenitrici in pre-condroblasti e
pre-osteoblasti (16).

AGF (PRP)

II PRP & il prodotto pitt avanzato del
“Blood Management”, & un concen-
trato biologicamente attivo di me-

diatori estratti dal plasma del pa-

zente ed ¢ una fonte di fattori di
crescita autologhi aspecifici [fattore
di crescita derivato dalle piastrine
(PDGF), TGFB1-B2, fattore di cre-
scita Insulino-simile di tipo 1-2
(1GF1-2), fattore di crescita vascola-
re endoteliale (VEGF)] in orado di
stimolare i processi riparativi ossei,
cartilaginei e dei tessuti molli nella
sede di impiego. E caratterizzato da

un'elevata concentrazione di trom- |

bociti in grado di degranulare diver-
si Tattori di crescita e citochine che
inducono Tosteogenesi e l'angioge-
nesi con meccanismo chemotattico
e mitogenetico (16).

Pud essere ottenuto da sangue au-
tologo o eterologo. Nel primo casa
viene utilizzato sangue del paziente
diminuendo Ta probabilita di infe-
zioni o di reazioni crociate. 11 volu-
me di sangue prelevato non risulta
essere emodinamicamente signifi-
cativo per cui il prelievo pud essere
effettuato in sala aperatoria nel

momento stesso dell'intervento, la :

cui durata non viene dunque pro-
lungata. Attualmente esistono an-
che preparati da sangue eterologo,
vengono prodotti in collaborazione
con il centro trasfusionale, i costi dj
produzione sono sicuramente infe-
riori, offrendo un prodotto altret-
tanto sicuro se vengono rispettati

Biotecnologie e tessuto osseo

- degli standard di sicurezza e certifi-

cazione.

La raccolta degli emocomponenti
necessari per la produzione del gel
piastrinico pud essere effettuata se-

- condo un metodo di tipo classico e
uno di tipo automatizzato. A secons

da della procedura utilizzata si pos-

| S0no ottenere concentrazioni pia-
striniche finali dalle 4 alle 8 volte

superiori a quelle iniziali. La con-

'~ centrazione delle piastrine e quindi
degli AGF, sembra essere I'elemento

cruciale per influenzare il risultato
clinico.

Nellambito della chirurgia maxillo-

facciale Marx (33) €Spose un tasso
di maggior densita dell'osso trabeco-

lare nel gruppo trattato con PRP in

" casi di ricostruzione mandibolare.

Tuttavia, risultati pin scoraggianti

. giunsero prima da Fennis (34) sulla

mandibola di topi e poi da Lowery e
coll. (35) sulla colonna di conigli,

- che dimostrarono una percentuale

di risultati positivi con uso di PRP
pari a circa il 30%. Anche studi pi
recenti sempre in animali (36) e in
chirurgia vertebrale (37 38) confer-

. mano questi dati. Infine, in uno stu-

dio clinico prospettico randomizzato
controllato del 2007 condotto su 60
PSA omogence delle ossa lunghe si
¢ dimostrata una minore capacita di
guarigione da parte del PRP (63,8%)

' sia nei confronti delle BMP-7 sia in

paragone all'autograft (30).

- In conclusione, gli AGF contenuti

nel PRP, come chiarito dai dati pre-

clinici e clinici, sono:

- promotori della divisione cellulare
(mitogenesi);

- non specifici per le cellule ossee:

-~ incapaci di promuovere la diffe-

renziazione delle cellule mesen-
chimali e di indurre la formazione
di nuovo tessuto osseo (16).
Non sembrano essere molto utili
quando usati da soli o in associazio-

ne con scaffold nel trattamento delle

PSA delle ossa lunghe (30, 37, 38).
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processi di ritenzione (filtrazione)

MSC
Studi basati su terapie cellulari si so-
no concentrati su una rara popola-

- zione di cellule non-ematopoieti-

che, chiamate MSC, che sono pre-

- senti nel midollo osseo dei pazienti ¢

pud essere ampliata in cultura in
uno stato inditferenziato (39, 40).
Oltre alle loro proprieta pluripoten-
ti, le MSC sono considerate cellule
progenitrici osteogeniche con dimo-
strata capacita di riparazione dei di-
fetti ossei (41, 42). Tuttavia. un
aspetto non va sottovalutato: la loro
non sempre elevata concentrazione
nel midollo osseo (43).

Lidea di arricchire una matrice con
le MSC o il loro diretto impianto

" non & una novita (44). Tutte le stra-

tegie messe in atto sono state carat-
terizzate dalla raccolta di cellule del
midollo osseo da cresta iliaca e loro
espansione in coltura (41, 45). Ma

- invitro l'isolamento e la differenzia-

zione delle MSC richiedono tempo,
lavoro e costi notevoli.

Recentemente nuove tecniche (46)
si sono rese disponibili. Laspirato di
midollo osseo del paziente permette
la concentrazione di cellule stamina-
li mesenchimali direttamente in sala
operatoria: da processi di centrifuga-
zione che separano i componenti
cellulari per la loro densita oppure da

che sfruttano la naturale affinita se-

' lettiva delle MSC a una matrice os-

sea di origine animale o di sintesi,
cosl imbevuto in pressione negativa
di MSC. Questo nuovi metodi mo-
strano due evidenti vantaggi: meno
costi rispetto all'espansione in vitro
delle MSC ¢ un abbassamento dra-
stico della morbidita del sito donato-

- rerispetto alla tradizionale raccolta a

cielo aperto dalla cresta iliaca.

Lapplicazione umana di MSC si &
dimostrata efficace in 53 pazienti
in una serie di 60 PSA delle ossa
lunghe (47). In tutti i casi & stata
applicata un'iniezione di 20 em? di




MSC ottenute per centrifugazione
nel sito di PSA parametrata al volu-
me della, lesione patologica onde
mantenere una magnificazione mi-
nima di 4 volte. In questo studio
l'autore sottolinea l'influenza del
numero ¢ della concentrazione del-
le cellule progenitrici come fattore
chiave per determinare la guarigio-
ne. Nel gruppo guarito (88,3%), in-
fatti, la concentrazione di cellule
progenitrici osservata ¢ stata
>1.500/cm?, mentre nel gruppo dei
fallimenti (11,7%) la concentrazio-
ne rilevata ¢ stata <1.000/cm?. Infi-
ne, lo studio di Hernigou ha mo-
strato che il trapianto autologo per-
cutaneo di midollo osseo & un trat-
tamento sicuro per le PSA asetti-
che e atrofiche della diafisi tibiale,
in assenza di complicanze locali o
sistemiche.

Tuttavia, ci sono delle questioni
aperte: il numero di MSC umane
con potenziale osteogenico diminui-
sce con leta (48, 49). Esiste una

ne co-morbiditd (fumatoeri), le cellu-
le del midollo possono essere dan-
neggiate o ridotte di numero (50).
[nfine, il tasso di guarigione non su-
pera '88%.

Lapplicazione di MSC adulte prele-
vate dal midollo osseo e concentrate
per centrifugazione in sala operatoria
ha dimostrato costi inferiori alle
espansioni cellulari di laboratorio e
discreta elfficacia di osteoinduzione
cellulo-mediata (livello B di racco-
mandazione) se in concentrazioni su-
periori a 60.000 pl secondo i criteri
della evidence-based medicine, es-
sendo un concentrato di cellule con
capacita osteogeniche e osteopromo-
trici. L'uso clinico in pseudnartrosi si
¢ dimostrato efficace nel determina-
re la guarigione delle PSA, soprattut-
to se associate a BMP (47, 513,

G.M. Calori et al.

Scaffold

[Josteoconduzione ¢ determinata
dalle caratteristiche chimico fisiche
del substrato atte a favorire l'adesione
e la crescita cellulare di superficie.
Le caratteristiche meccaniche degli
innesti ossel e la loro resistenza in
compressione e torsione sono in-
fluenzate dalla loro forma (massivo,
stecca corticale, blocco spongioso,

zione e dal tipo di mezzi di sintesi
utilizzati. 11 loro utilizzo ne dirige la
scelta a seconda che sia sufficiente
produrre la sola “conduzione” ovvero
sia richiesta anche una solidita
strutturale propria per fornire di-
gnita di sostegno alla correzione del-
la deformita o del gap ossco.

Matrice ossea demineralizzata

[.a matrice ossea demineralizzata
(DBM, collagene + proteine non

- collageniche), che si ottiene dalla
' demineralizzazione della corticale di
grande variabilita di concentrazione
delle MSC nel midollo osseo dei pa-
zienti, tra le 200 e le 2.000 MSC per

ossa lunghe, ha dimostrato potenzia-
le osteogenico dovuto alla presenza

~di BMP e di altri fattori come il
ml (43), e, in alcune malattic o alcu-

TGFB e I'NGF (52). Pud essere “pu-
ra” 0 associata a un carrier hiologico
(porcino) o sintetico (acido jaluroni-
co o glicerolo); pud essere preparata
senza particolari difficolta e conser-

vata senza perdere le sue proprieta

osteoin duttive e osfeoco Ddllftl.\"’t‘..

Fssendo parte della categoria di de-
rivazione dell'osso omologo ne con-

divide il rischio biologico.

Tuttavia, la DBM ha dimostrato una -

capacitd osteoinduttiva inferiore ri-
spetto all'autotrapianto (53) e ha
mostrato un’clevata variabilitd di
concentrazione di BMP-2 e BMP-7,
in differenti prodotti (54).

Sostituti di sintesi

[ sostituti di sintesi sono strutture
minerali simili a quelle dell'osso
umano. Hanno potere solo osteo-

- conduttivo. Essi appartengono ai
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calcio fosfati o alle ceramiche di cal-
cio fosfato come l'idrossiapatite, 1'i-
drossiapatite corallina (riassorbibi-
le), il tricalcio fosfato (TCP, riassor-
bibile) ed il calcio fosfato hifasico

(BGP=HA+TCP).

Lidrossiapatite ¢ il materiale pit uti-

lizzato ed e disponibile in forma gra-
nulare riassorbibile ¢ non riassorbi-

! bile e in forma solida, anch'essa nel-
morcellizzato), dalle modalita di
prelievo, processazione e conserva- |

le varianti riassorbibile e non riassor-
bibile. Per difetti di piccole dimen-
sioni le idrossiapatiti sono dei buoni
riempitivi ¢ favoriscono, grazie alle
loro proprieta osteoconduttive, la ri-
rascolarizzazione e la riossificazione
progressiva dell'area trattata. Tutti i
materiali disponibili hanno dei limiti
evidenti. In particolare, le ceramiche
sono disponibili sotto forma di polve-
ri, di cementi o di impianti porosi e
presentano almeno tre svantaggi im-
portanti: la difficolta di essere man-
tenute in sede, il lungo tempo neces-
sario per il riassorbimento e la com-
pleta sostituzione con osso neofor-
mato e limpossibilita a colmare gap
ossei importanti, Pertanto, non sono
molto utili quando usati da soli nel
trattamento delle PSA atrofiche del-
le ossa lunghe. (28).

Sostituti biologici

Riconosciuti come “non-self”, gli al-
lotrapianti vengono aggrediti dal si-
stema immunitario. Essi hanno di-
mostrato potere osteoconduttivo ma
non osteoinduttivo. Devono, quindi,
essere rivascolarizzati e ripopolati
dall’esterno, richiedendo un am-
biente circostante favorevole. Posso-
no essere utilizzati come riempitivi
(morcellizato) oppure come suppor-
to meccanico (stecche).

Losso eterologo, detto anche xeno-

- gralt, & tessuto osseo di derivazione
- bovina, equina o suina. Esso non

viene demineralizzato, ma reso im-
munologicamente inerte (deantige-
nizzato). Esistono differenti prodotti
con diverse caratteristiche biomec-




caniche legate alla forma e al livello
di demineralizzazione ottenuto.

&

NOSTRA ESPERIENZA

La nostra esperienza nasce da un
lungo percorso clinico e chirurgico.
Presso I'Unita Operativa Complessa
di Chirurgia Ortopedica Riparativa
dell Tstituto Ortopedico Gaetano Pi-
ni di Milano ci occupiamo estesa-
mente del trattamento di PSA, di-
fetti ossei critici e ostenecrosi, con
particolare attenzione e interesse al-
l'utilizzo delle nuove biotecnologie
applicabili nellambito della rigene-
razione ossea. Il nostro percorso &
iniziato dalla considerazione dei fat-
tori di rischio che conducono a una
PSA (10), passando attraverso la for-
mulazione di un nuovo sistema clas-
sificativo (NUSS) (12), quindi arri-
vando alla stesura delle linee guida
di trattamento delle PSA ¢ dei difet-
ti ossei per la Societa Italiana di Or-
topedia e Traumatologia (SIOT)
(13). 11 percorso, perd, non si & con-
cluso: il nostro sforzo ¢ di trovare e
validare nuove applicazioni delle
biotecnologie e nuovi materiali,
sempre mantenendo il rigore scien-
tifico ¢ ponendo al centro dell'atten-
zione il paziente. Attualmente stia-
mo lavorando per determinare le
modalita di realizzazione della cosid-
detta “camera biologica” che vuole
interpretare il ruolo del laboratorio
naturale (bireattore) per lo sviluppo
delle fasi osteo-riparative. A titolo
esemplilicativo vi esporremo due
differenti applicazioni biotecnologi-
che in un caso di PSA di avambrac-
cio e un caso di osteonecrosi della
testa del femore.

PSA (avambraccio)

Le PSA di avambraccio sono una
complicazione assai invalidante nella
traumatologia dell'arto superiore;i
pazienti giungono all'attenzione del-

Biotecnologie e tessuto osseo

l'esperto in materia spesso dopo 3 o
piti interventi chirurgici non risoluti-
vi. Tali PSA sono caratterizzate da
grave perdita di sostanza ossea che
viene sostituita da tessuto patologi-
€O, non pit attivo, spesso necrotico,
che deve essere eliminato. La rico-
struzione mediante autoinnesto di

" perone vascolarizzato ¢ una valida

scelta terapeutica non scevra da
complicazioni, prolungati tempi chi-
rurgici e poca compliance da parte
del paziente; tutt'ora tale tecnica vie-
ne da noi utilizzata in casi estremi
(gap >5 cm) anche in associazione a

~ biotecnologie per implementare ul-

teriormente i risultati. In alternativa,
per casi meno critici (gap <5 cm),
stiamo applicando il seguente proto-
collo chirurgico: resezione radicale
del tessuto patologico (en-bloc) a
margini netti fino ad arrivare a tessu-
to osseo sano ¢ sanguinante, apertu-
ra mediante trivelle a mano del cana-
le diafisario, impianto di materiale
osteoconduttive (scaffold sintetici o
allogenici arricchiti di cellule mesen-
chimali autologhe) e osteoinduttivo

(fattori di crescita), stabilizzazione
meccanica ottenuta tramite osteo-
sintesi con placca a stabilita angola-
re supportata da stecca peroncale
omologa contrapposta. Lintervento
& ben tollerato dal paziente in quan-
to,-grazie alla buona stabilita dell'im-
pianto, l'arto pud essere mobilizzato
da subito. Gia a 6 settimane & possi-
bile valutare radiograficamente i pri-
mi fenomeni osteo-integrativi, i ri-
sultati clinici, radiografici e TC, co-
me nel caso esposto, a 6 e 9 mesi dal-
lintervento sono ottimi (Figura 1),

Osteonecrosi (testa femorale)

L'osteonecrosi della testa del femore
a uno stadio iniziale ¢ tutt'oggi una
stida per l'ortopedico, soprattutto in
considerazione del fatto che spesso
colpisce pazienti giovani (tra la terza
¢ la quinta decade di vita). La prote-
sizzazione totale dell'anca rimane il
trattamento gold standard, pur es-
sendo una scelta drastica che non ri-
sparmia l'articolazione colpita da ta-
le patologia. Per questo da tempo so-
no state proposte in casi selezionati

FIGURA 1/ Maschio, 34 anni, Non Union Severity Scove (NUSS) 58. Trauma iniziale: inci-
dente duraite corsa motociclistica, frattura dell'ving siistra. Quadro attuale: pseudoartrosi atro-

| fica con perdita di sostanza [paunello A: imwagine Bx pre-op; pannello B: tmmagine di tomo-
© grafia compuierizzata (TC) pre-op|. Trattamento eseauito: resezione radicale (2,5 em) del tessu-

to patolagico (pannello C) o margini netti, apeviura del canale diafisario, impianto di scaffold
sintetico arricchito di cellule mesenchimali auntologhe, osteosiniesi con placca a stabilita angola-
re supportata da siecea peroneale omologa conirapposta (panmello D), impianto dei fattori di cre-
scita rhBMP-7 (proteine morfogeniche ossee ricombinanti winane-7) (pannello 1. A 6 mesi dal-
intervento, clinica: buona funzione, assenza di dolore; Roc: buona formazione di callo osseo pe-
riostale con colata su laia volare dell'wlna (pannello F). A 9 mesi: TC: progressione del callo os-
seo, buona tenuta dell'vsteosintesi ¢ degli innesti {panmello G .

Vol 27, No. 3-4

Settembre-Dicembre 2{)10/69 "




G M Calorr er a!

FIGURA 2 / Maschio, 50 anni, necrosi avascolare della testa del femore destro a eziologia emboli-
ca (subacqueo) (pannello A: immagine di visonanza wagnetica nucleare pre-op). Buone condizio-

ni articolari. Trattamento eseguito: core demmp:m«mn ottenuta grazie a infissione di un filo gui-
da sotto controllo mnp]m(}pn o avendo cura di raggiungere Varea neerotica | (pannello B) e succes-
siva fresatura (pannelli C e D). Impianto tramite apprmm cannula rf1 fattori di crescita (proteine
morfogeniche ossee ricombinanti wmane-7, thBMP-7 ) e uno scaffold equino flessibile arricchito
con cellule staminali mesenchimali (MSC ) autologhe {pannello ) innestati con spingitore dedi-
cato (pannelli F-1). A 9 mesi, clinica: oitima Sunzione articolare, assenza di dolore; Rx: non pro-
gressione della necrosi, nessun collasso, sfericita della testa conservata, buona tewuta degli innesti.

varie tecniche alternative {artrodia-
stasi, tecnica di Mont, trapianto di
perone vascolarizzato, core decom-
pression con o senza impianto di
mezzi di sintesi e fattori di crescita)
in grado di salvare la testa femorale.
Seouendn la strada della core de-

compression abbiamo voluto svilup-
pare una nuova tecnica chirurgica
con realizzazione di uno strumenta-
rio dedicato che associa I’zlspo rtazio-
ne del tessuto necrotico (decom-
pressione) allimpianto di fattori di
crescita (thBMP-7) e uno scaffold
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di osso equino flessibile arricchito
con cellule mesenchimali autolo-
ghe. Scopo della procedura & di
creare una camera biologica all'in-
terno della testa femorale, un vero e
proprio reattore biologico nel quale
sono contenuti tutti gli elementi ne-
cessari al processo di rigenerazione
ossea. La tecnica sembra offrire de-
gli ottimi risultati soprattutto in con-
siderazione dei brevi tempi chirurgi-
ci, della semplicita della tecnica
operatoria e della possibilita di sal-
vare un‘articolazione ancora sana in
pazienti giovani ma gia sintomatici.
Come nel caso esposto i risultati a 2
anni ¢ 9 mesi sono incoraggianti, di-
mostrando la conservazione della
sfericita della testa femorale, la con-
gruenza articolare ed una clinica ca-
ratterizzata da assenza di dolore e
una buona funzionalita dell'anca
(Figura 2).

CONCLUSIONI

Oggigiorno abbiamo a disposizione
validi aiuti (biotecnologie) che pos-
sono essere utilizzati in sostituzione
dell'innesto autologo. Sono stru-
menti efficaci, ma costosi, che per-
tanto necessitano di una rigorosa in-
dicazione terapeutica al fine di evi-
tarne sprechi o mal usi.

Le nostra esperienza nasce da un
lungo percorso clinico e chirurgico
basato sulla evidence-based medici-
ne. Andando ad analizzare cio che
nel corso degli anni ¢ stato pubblica-
to in merito alle biotecnologie, infat-
ti, possiamo concludere, con un li-
vello di evidenza 1, che le BMP sono
superiori (4/6), uguali (1/6) e inferio-
ri (1/6) all'autograft nei 6 studi inter-
nazionali di maggiore rilevanza (20,
21, 30, 55-57). Attualmente la ricer-
a si sta concentrando sulla scoperta
di nuovi carrier in grado di aumenta-
re la biodisponibilita e l'efficacia del-
le BMP. Anche il ruolo delle VEGF
si sta andando a delineare, tali fatto-




ri sembrano infatti rivestire grande
importanza nei difetti ossei critici
(59). Le PRP possono aumentare |e
capacita integrative del trapianto ay- |
tologo ma non riescono da sole ad

aumentare il tasso di fusione e non vi |

sono studi di classe 1 su di esse (30).
Lapplicazione umana di MSC sj &
dimostrata efticace, il numero ¢ I3 |

concentrazione delle cellule
nitrici sono dei fattori chiave per de- |

b roge- ;

terminare la guarigione (47). Lallo-
trapianto sembra essere inferiore al-

l'autotrapianto ma non abbiamo stu-

di di classe 1 in merito. Le cerami-

che (idrossiapatite ¢ calcio tosfato)

sono risultate utili e sicure ma ne- .
cessitano di un ambiente vitale per
potersi integrare (28). Le DBM sono
inferiori allautotrapianto presentan-

do

[nfine nuove prospettive si stanno

un alto tasso di fallimento (53).

aprendo grazie alla ricerca di nuovi
materiali, carrier e nel campo della
terapia genica (58).
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