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PROSPETTIVE FUTURE

Future directions

Riassunto

La guarigione ossea & stata, negli ultimi 50 anni, argo-
mento d'intensa attivita di ricerca. Migliorare la compren-
sione dei fattori di rischio, della gestione clinica e de-
gli eventi a livello molecolare ha permesso di conoscere
meglio i fattori che potrebbero contribuire al fallimento
della guarigione ossea. La conoscenza di questi argo-
menti & ormai essenziale per la pratica quotidiana della
maggioranza degli specialisti ortopedici. La riparazione
e la rigenerazione ossea sono considerate delle condi-
zioni cliniche complesse; il “concetto del Diamante”, poi
evolutosi in quello del “Pentagono”, sono la base teorica
e pratica della guarigione ossea. Le proteine morfogene-
tiche dell’'osso (BMPs) in associazione con altri fattori di
crescita e cellule staminali mesenchimali (MSCs) sono di
grande inferesse per tutta la comunitd scientifica impegna-
ta nello studio dei meccanismi di guarigione delle fratture
e delle modalitd di osteointegrazione. Un’altra frontiera
emergente & quella della terapia genica, che si fonda sul
trasferimento di materiale genetico nella cellula bersaglio
permettendo |'espressione di mediatori dalle cellule stes-
se per un periodo prolungato di tempo. Si tratta di un
settore multidisciplinare in forte crescita che coinvolge la
medicina e la bio-ingegneria; il campo dell’“ingegneria
tissutale” sembra poter rivoluzionare il trattamento di pa-
zienti che presentano difficoltd nella guarigione ossea.
In questa pubblicazione si segnalano i possibili sviluppi
futuri in materia di ricerca e applicazioni cliniche.

Parole chiave: biotecnologie, fattori di crescita, pseudoartrosi,
cellule staminali mesenchimali, concetto del diamante

Summary

The underlying of bone healing process has been a topic
of intense research activity over the past 50 years. In-
creasing understanding of risk factors, clinical manage-
ment and events on a molecular aspect has allowed a
greater understanding of factors that might contribute to
failure of bone healing. Knowledge of these topics is es-
sential to the daily practice of the majority of orthopaedic
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consultants. As long as bone repair and regeneration is
considered as a complex clinical condition, the diamond
concept, later evolved into the pentagon’s one, is the theo-
retical and practical basis for the bone healing. The effec-
tiveness or not of bone morphogenetic proteins (BMPs) in
association with other growth factors and with mesenchy-
mal stem cells in bone regeneration for fracture healing
and bone allograft integration is of great interest to the
scientific community. Another emerging approach is the
application of gene therapy where the transfer of genetic
material info targeted cell’s genome allows the expression
of bioactive mediators from the cells themselves over a
prolonged period of time. An emerging multidisciplinary
field involving medicine and bio-engineering, the field of
‘tissue engineering’ is expected fo revolutionize the treat-
ment of patients with impaired bone healing. In this lec-
ture we point out possible future developments in concern-
ing research and clinical applications.

Key words: biotechnology, biotech, growth factors, nonunion,
mesenchymal stem cells, diamond concept

INTRODUZIONE

Il trattamento delle pseudoartrosi & oggi piU che mai un
momento di cura del malato ancor prima che della sua
malattia. Si tratta infatti spesso di pazienti giovani o con
residue importanti richieste funzionali, spesso sottratti
all’attivitd lavorativa per lunghi periodi e con conseguenti
elevati costi sociali. L'aumento sia della popolazione at-
tiva che del livello medio di attivitd ha portato e porterd
a un incremento della casistica traumatologica. Inoltre il
miglioramento del livello di sicurezza sia sulla strada che
sul lavoro portano oggi a una drastica diminuzione della
mortalitd con un conseguente incremento sia dei politrau-
matizzati che dei polifratturati.

Nonostante il continuo miglioramento degli strumentari e
delle tecniche chirurgiche, si riscontrano casi “radiogra-
fici” che, benché trattati in modo talvolta “avventuroso”,
giungono a guarigione e, al contrario, casi “radiografici”
che benché trattati in modo corretto faticano a guarire o
non guariscono affatto.

Tale osservazione, prescindendo dalla ovvia casualita, ha
perd spostato |'attenzione dall’aspetto puramente radio-
grafico a un aspetto piU prettamente clinico ed epidemio-
logico.

Si & fatta quindi sempre pib chiaramente strada |'opinione
che potessero esistere fattori di rischio riconducibili a que-
sta difficolta di guarigione. Nel 2007 vennero individuati
attraverso lo studio della letteratura internazionale tutti i
possibili fattori di rischio nella guarigione delle fratture .
Successivamente venne elaborato un sistema classificativo
a punteggio il “Non Union Severity Score (NUSS)” 2 con
una duplice finalita: quella di individuare non un “caso
radiografico” ma un “paziente”, e individuare quindi in
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relazione all’effettivo rischio di non guarigione quei casi
nei quali sia necessario non solo un corretto trattamento
chirurgico ma anche un opportuno approccio biotecno-
logico.

Questo ha permesso di elaborare delle linee guida per
la nostra societd madre, la SIOT, che sono state quindi
oggetto di pubblicazione scientifica °.

Per ben comprendere quali siano le prospettive future
bisogna chiarire quali siano le opportunitd oggi offerte
dalle biotecnologie e quali i limiti; nonostante |'inevita-
bile giudizio soggettivo & necessario attenersi nel modo
pib rigoroso possibile a quanto posto in evidenza dalla
letteratura internazionale alla quale I'ltalia contribuisce in
modo integrante anche grazie al lavoro svolto presso il
nostro centro.

BIOTECNOLOGIE

Le biotecnologie a nostra disposizione possono essere
identificate in: fattori di crescita sintetici (GFs) come le
proteine morfogenetiche ossee ricombinanti umane (rh-
BMPs), fattori di crescita autologhi (AGFs) contenute nel
plasma arricchito di piastrine (PRP), cellule staminali me-
senchimali (MSCs) e scaffold. Andiamo ora ad approfon-
dire tali biotecnologie analizzandone i principali studi in
merito.

GROWTH FACTORS (GFS)

E stato dimostrato ormai, gia: dalla meta degli anni ‘No-
vanta, che alcuni fattori di crescita agiscono come potenti
stimolatori della proliferazione osteoblastica in vitro e del-
la guarigione ossea in vivo, tali da rivelarsi assai utili nel
favorire i processi di guarigione se correttamente applica-
ti nella sede di lesione *. Grazie all’evoluzione dell'inge-
gneria tissutale, infatti, & stato possibile produrre i singoli
fattori di crescita con la tecnica del DNA-ricombinante, in
particolare le rh-BMPs. Sebbene siano state individuate
almeno quaranta diverse rh-BMPs, una chiara dimostra-
zione clinica del potenziale osteoinduttivo & disponibile
a oggi solo per la rh-BMP-7, detta anche osteogenic pro-
tein-1 (OP-1), e la rhBMP-2 5 appartenenti alla famiglia
dei fattori di crescita trasformanti TGF- i cui recettori sono
espressi su condrociti e osteoblasti ¢. Il fenomeno dell’o-
steoinduzione & caratterizzato dalla trasformazione delle
cellule mesenchimali perivascolari in cellule osteoproge-
nitrici in grado di rigenerare tessuto osseo 7. A oggi solo
la rhBMP-7 pud essere considerata un agente osteoindutti-
vo. La recombinant human osteogenic protein-1 (rhOP-1),
nota anche come rh-BMP-7 (eptotermina ), veicolata dal
collagene di tipo 1, & la prima approvata nel mondo per
il trattamento delle pseudoartrosi delle ossa lunghe e negli
Stati Uniti come “humanitarian device exemption” (HDE)
nella cura delle pseudoartrosi spinali. La matrice collage-
nica rappresenta il veicolo della rhBMP-7; essa & insolubi-

le e fornisce un’appropriata impalcatura bioriassorbibile
per i processi di proliferazione e differenziazione delle
cellule, indotti dal principio attivo. Consente, inoltre, la
ricrescita ossea dal tessuto osseo vascolarizzato e sano
circostante verso |'area interna deficitaria. In Europa, rh-
BMP-7, & registrata come farmaco con indicazione spe-
cifica per il trattamento delle pseudoartrosi della tibia re-
frattarie all’autotrapianto o nei casi in cui I'autotrapianto
non sia possibile. L'th-BMP-7 viene commercializzata in
una fiala sterile che deve essere addizionata con 2-3 ml
di soluzione fisiologica; il preparato viene quindi applica-
to sulla lesione, previa osteosintesi stabile ed efficace 8.
Grazie a innumerevoli studi pre-clinici e clinici 'uso del-
I'th-BMP-7 & consolidato riportando in alcuni studi per-
centuali di successo tra I'85 e '89%,; in particolare colla-
teralmente si & riscontrato un netto decremento di tutte le
complicanze legate all’'uso di osso autologo, considerato
ancora oggi il “gold standard”. In particolare, si sono
evitate tutte le difficoltd connesse al prelievo autoplasti-
co (ala iliaca, perone o stecca tibiale), che determinano
scarsa compliance per il paziente con permanenza nel
20% dei casi di dolore cronico residuo a livello del sito
donatore, penalizzazione dei tempi operatori chirurgici
e anestesiologici, frequenti complicanze nella sede del
prelievo (morbilita del sito donatore), tali da incidere in
maniera negativa sia sullo stesso paziente che sulla spesa
economica aziendale della struttura sanitaria. Per ultimo,
ma non per importanza, va considerato I'aumento dei
tempi operatori legati al prelievo di osso autologo con
conseguente incremento proporzionale del rischio di in-
fezione #13. Studi originali e trial internazionali (di livello
1) hanno quindi dimostrato I'efficacia delle BMP-7 nella
guarigione delle PSA riportando dati che dimostrano una
capacitd osteoinduttiva pari e a volte superiore all’inne-
sto di osso autoplastico. Nel 2001 Friedlaender e coll.
hanno riportato lo stesso tasso di guarigione dell’'thBMP-7
rispetto al trapianto autologo in una serie di 124 PSA
tibiali. L'applicazione di rh-BMP-2 in 150 fratture esposte
di tibia — studio BMP-2 Evaluation in Surgery for Tibial
Trauma (BESTT) ' — e in 134 artrodesi vertebrali ha dimo-
strato una superiore capacitd di guarigione se paragona-
te all'autotrapianto 3. De Long e coll., in un’importante
review del 2007 su trapianti ossei e sostituti, conclusero
che I'utilizzo clinico, supportato da un livello di evidenza
scientifica 1, esiste a oggi solo per le rh-BMP '¢. Dinopulos
e coll. nel 2007 hanno studiato I'applicazione delle due
BMPs disponibili (rh-BMP-2 e rh-BMP-7) nel trattamento di
PSA delle ossa lunghe, concludendo che solo rh-BMP-7
raggiunge un livello di evidenza 1 e quindi pud rappre-
sentare una valida alternativa all’autotrapianto in queste
patologie 7. Un recente studio randomizzato su 60 PSA
delle ossa lunghe e uno studio multicentrico su 68 PSA di
tibia, hanno dimostrato che I'impiego di rh-BMP-7 ha un



tasso di guarigione (da 86,6 a 89,7%) superiore all’auto-
trapianto. In conclusione, rh-BMP-7 &: un farmaco con una
dose chiara e costante '; un agente in grado di indurre
la formazione di nuova matrice ossea (osteoinduttivita);
I'unico fattore di crescita con una riconosciuta abilita di
indurre la differenziazione delle cellule osteoprogenitrici
in pre-condroblasti e pre-osteoblasti 7.

AUTOLOGUS GROWTH FACTORS (AGFS) - PLATELET-RICH
PLASMA (PRP)

I PRP & il prodotto pid avanzato del “Blood Manage-
ment”: & un concentrato biologicamente attivo di mediato-
ri estratti dal plasma del paziente ed & una fonte di fattori
di crescita autologhi aspecifici [fattore di crescita derivato
dalle piastrine (PDGF), TGFB1-B2, fattore di crescita insuli-
no-simile di tipo 1-2 (IGF1-2), fattore di crescita vascolare
endoteliale (VEGF)] in grado di stimolare i processi ripa-
rativi ossei, cartilaginei e dei tessuti molli nella sede di im-
piego. E caratterizzato da un’elevata concentrazione di
trombociti in grado di degranulare diversi fattori di cresci-
ta e citochine che inducono |'osteogenesi e I'angiogenesi
con meccanismo chemiotattico e mitogenetico 2°. Pud es-
sere oftenuto da sangue autologo o eterologo. Nel primo
caso viene utilizzato sangue del paziente diminuendo la
probabilité d’infezioni o di reazioni crociate. Il volume di
sangue prelevato non risulta essere emodinamicamente si-
gnificativo per cui il prelievo pud essere effettuato in sala
operatoria nel momento stesso dell’intervento, la cui du-
rata non viene dunque prolungata. Attualmente esistono
anche preparati da sangue eterologo, vengono prodotti
in collaborazione con il centro trasfusionale, i costi di pro-
duzione sono sicuramente inferiori, offrendo un prodotto
altrettanto sicuro se vengono rispettati degli standard di
sicurezza e certificazione. La raccolta degli emocompo-
nenti necessari per la produzione del gel piastrinico pud
essere effeftuata secondo un metodo di tipo classico e
uno di tipo automatizzato. A seconda della procedura
utilizzata si possono oftenere concentrazioni piastrini-
che finali dalle quattro alle otto volte superiori a quelle
iniziali. La concentrazione delle piastrine e quindi degli
AGF, sembra essere |'elemento cruciale per influenzare il
risultato clinico. Nell’'ambito della chirurgia maxillofaccia-
le Marx 2! espose un tasso di maggior densitd dell’osso
trabecolare nel gruppo trattato con PRP in casi di rico-
struzione mandibolare. Tuttavia, risultati piv scoraggianti
giunsero prima da Fennis 22 sulla mandibola di topi e
poi da Lowery et al. 2 sulla colonna di conigli, che di-
mostrarono una percentuale di risultati positivi con uso di
PRP pari a circa il 30%. Anche studi piU recenti sempre in
animali ?* e in chirurgia vertebrale 2°2¢ confermano questi
dati. Infine in uno studio randomizzato del 2007 condotto
su 60 PSA delle ossa lunghe si & dimostrata una minore
capacita di guarigione da parte del PRP (63,8%) sia nei
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confronti delle BMP-7 sia in paragonato all’autograft 7. In
conclusione, gli AGFs contenuti nel PRP, come chiarito dai
dati preclinici e clinici, sono: promotori della divisione
cellulare (mitogenesi); non specifici per le cellule ossee;
incapaci di promuovere la differenziazione delle cellule
mesenchimali e di indurre la formazione di nuovo tessuto
osseo. Non sembrano essere molto utili quando usati da
soli o in associazione con scaffold nel trattamento delle
PSA delle ossa lunghe.

MESENCHYMAL STEM CELLS (MSCS)

Studi basati su terapie cellulari si sono concentrati su una
rara popolazione di cellule non-ematopoietiche, le MSCs,
che sono presenti nel midollo osseo dei pazienti e possono
essere ampliate in cultura in uno stato indifferenziato 2627,
Oltre alle loro proprieta pluripotenti, le MSCs sono con-
siderate cellule progenitrici osteogeniche con dimostrata
capacitd di riparazione dei difetti ossei *°. Tuttavia, un
aspetto non va sottovalutato: la loro non sempre eleva-
ta concentrazione nel midollo osseo 3'32. l'idea di arric-
chire una matrice con le MSCs o il loro diretto impianto
non & una novitd 3. Tutte le strategie messe in atto sono
state caratterizzate dalla raccolta di cellule del midollo
osseo da cresta iliaca e loro espansione in coltura 3; in
vitro, perd, I'isolamento e la differenziazione delle MSCs
richiedono tempo, lavoro e costi notevoli. Recentemente
nuove fecniche si sono rese disponibili, fra cui 'aspirato
di midollo osseo del paziente. Questa tecnica, permette
la concentrazione di cellule staminali mesenchimali diret-
tamente in sala operatoria: da processi di centrifugazione
che separano i componenti cellulari per la loro densita
oppure da processi di ritenzione (filtrazione) che sfruttano
la naturale affinita selettiva delle MSCs a una matrice os-
sea di origine animale o di sintesi, cosi imbevuto in pres-
sione negativa di MSCs. Questi nuovi metodi mostrano
due evidenti vantaggi: meno costi rispetto all’espansione
in vitro delle MSCs e un abbassamento drastico della mor-
bilita del sito donatore rispetto alla tradizionale raccolta a
cielo aperto dalla cresta iliaca. L'applicazione umana di
MSC si & dimostrata efficace in 53 pazienti in una serie
di 60 PSA delle ossa lunghe 353, In tutti i casi & stata
applicata un’iniezione di 20 cm® di MSCs, oftenute per
centrifugazione, nel sito di PSA. In questo studio |'autore
sottolinea I'influenza del numero e della concentrazione
delle cellule progenitrici come fattore chiave per oftene-
re la guarigione. Nel gruppo guarito (88,3%), infatti, la
concentrazione di cellule progenitrici osservata & stata
>1.500/cm?®, mentre nel gruppo dei fallimenti (11,7%)
la concentrazione rilevata & stata <1.000/cm?®. Infine, lo
studio di Hernigou ha mostrato che il trapianto autologo
percutaneo di midollo osseo & un trattamento sicuro per le
PSA asettiche e atrofiche della didfisi tibiale 7, in assenza
di complicanze locali o sistemiche. Tuttavia permangono



PROSPETTIVE FUTURE

degli interrogativi, in particolare non esiste un consenso
comune relativo alla possibile diminuzione di MSCs con
potenziale osteogenico con il crescere dell’etd 3837, Esiste
una grande variabilitd di concentrazione delle MSC nel
midollo osseo dei pazienti, tra le 200 e le 2.000 MSCs
per ml 4, e, in alcune malattie o alcune co-morbilita (fu-
matori), le cellule del midollo possono essere danneggiate
o ridotte di numero *'. Infine, il tasso di guarigione non su-
pera |'88%. L'applicazione di MSCs adulte, considerate
avere proprietd osteogeniche e osteopromotrici, preleva-
te dal midollo osseo e concentrate attraverso centrifuga-
zione in sala operatoria ha dimostrato costi inferiori alle
espansioni cellulari di laboratorio e discreta efficacia di
osteoinduzione cellulo-mediata (livello B di raccomanda-
zione) se in concentrazioni superiori a 60.000 pl secon-
do i criteri della evidence-based medicine. L'uso clinico
delle MSCs in pseudoartrosi si & dimostrato efficace nel
determinare la guarigione delle PSA, soprattutto se asso-
ciate a BMPs “2.

SCAFFOLD

L'osteoconduzione & determinata dalle caratteristiche chi-
mico fisiche del substrato atto a favorire |'adesione e la
crescita cellulare di superficie. Le caratteristiche meccani-
che degli innesti ossei e la loro resistenza in compressio-
ne e torsione sono influenzate dalla loro forma (massivo,
stecca corticale, blocco spongioso, morcellizzato), dalle
modalita di prelievo, di processazione e conservazione e
dal tipo di mezzi di sintesi utilizzati.

Matrice ossea demineralizzata: (DBM, collagene + protei-
ne non collageniche); si oftiene dalla demineralizzazione
della corticale di ossa lunghe; ha dimostrato potenziale
osteogenico grazie alla presenza di BMPs e di altri fattori
come il TGFB e I'lGF 3. Pud essere “pura” o associata a
un carrier biologico (porcino) o sintetico (acido jaluronico
o glicerolo); pud essere preparata senza particolari diffi-
colta e conservata senza perdere le sue proprietd osteoin-
duttive e osteoconduttive. Essendo parte della categoria
di derivazione dell’osso omologo ne condivide il rischio
biologico. Tuttavia, la DBM ha dimostrato una capacita
osteoinduttiva inferiore rispetto all’autotrapianto #4 e ha
mostrato un’elevata variabilita di concentrazione di BMP-
2 e BMP-7, in differenti prodotti 4°.

Sostituti di sintesi: sono strutture minerali simili a quel-
le dell’'osso umano. Hanno potere solo osteocondutti-
vo. Tra i sostituti di sintesi figurano il calcio fosfato e
le ceramiche di calcio fosfato come I'idrossiapatite, I'i-
drossiapatite corallina (riassorbibile), il tricalcio fosfato
(TCP, riassorbibile) e il calcio fosfato bifasico (BCP =
HA+TCP). L'idrossiapatite & il materiale piv utilizzato ed
& disponibile in forma granulare riassorbibile o non ri-
assorbibile e in forma solida, anch’essa nelle varianti
riassorbibile e non riassorbibile. Per difetti di piccole

dimensioni le idrossiapatiti sono dei buoni riempitivi e
favoriscono, grazie alle loro proprietd osteoconduttive,
la rivascolarizzazione e la ri-ossificazione progressiva
dell’area trattata. Tutti i materiali disponibili hanno dei
limiti evidenti. In particolare, le ceramiche sono disponi-
bili sotto forma di polveri, di cementi o di impianti porosi
e presentano almeno tre svantaggi importanti: la difficol-
ta di essere mantenute in sede, il lungo tempo necessa-
rio per il riassorbimento e la completa sostituzione con
osso neoformato e l'impossibilitd a colmare gap ossei
importanti. Pertanto, i sostituti ossei di sintesi, non sono
molto utili quando usati da soli nel trattamento delle PSA
atrofiche delle ossa lunghe #.

Sostituti biologici: riconosciuti come “non-self”, gli allo-
trapianti vengono aggrediti dal sistema immunitario. Essi
hanno dimostrato potere osteoconduttivo ma non osteoin-
duttivo. Devono, quindi, essere rivascolarizzati e ripo-
polati dall’esterno, richiedendo un ambiente circostante
favorevole. Possono essere utilizzati come riempitivi (mor-
cellizato) oppure come supporto meccanico (stecche).
L'osso eferologo, defto anche xenograft, & tessuto osseo
di derivazione bovina, equina o suina. Esso non viene
demineralizzato, ma reso immunologicamente inerte (de-
antigenizzato). Esistono differenti prodotti con diverse ca-
ratteristiche biomeccaniche legate alla forma e al livello
di demineralizzazione ottenuto.

CAMERA BIOLOGICA

Il “concetto di Diamante”, ha portato alla necessita di
individuare uno spazio fisico all’interno del quale si pos-
sano sviluppare le maggiori attivitd biologiche necessarie
al processo di guarigione. Uno spazio non cosi facile da
determinarsi nel quale esista un equilibrio tra la necessita
di “contenere” quanto si ritenga necessario utilizzare e di
permettere quegli scambi selettivi che sono alla base di
un processo biologico vitale 4. La “camera biologica”,
rappresenta quindi un vero e proprio bioreattore capace
di massimizzare gli effetti conseguenti alle biotecnologie
utilizzate “8.

POLITERAPIA

L'oggettiva difficolta di casi specifici, evidenziata e classi-
ficata correttamente da un NUSS elevato, non pud essere
che rappresentativa di un caso che, a fronte di presumibili
necessitd meccaniche e di corretto trattamento chirurgico,
presenta delle reali difficoltd biologiche.

Tale difficoltd biologica, & presumibilmente da ricercarsi
in un’espressione genica *°°°, ma ¢é difficile da essere
valutata nelle sue componenti essenziali e ancor di piU nel
singolo caso clinico. Appare quindi necessario cercare di
ricreare quell’insieme di elementi che dovrebbero caratte-
rizzare un fisiologico processo di guarigione. Tra questi
elementi ritroviamo oltre alla stabilitd meccanica, che ri-




mane la “conditio sine qua non” del processo biologico,
la ricerca di quelle cellule capaci di differenziarsi in cellu-
le osteoprogenitrici, i fattori di crescita che spingano tali
cellule a differenziarsi e un eventuale supporto meccanico
intercalare affinché questo avvenga. La politerapia risulta
in effetti la logica messa in pratica dei principi espressi
dal “diamond concept”.

CONCLUSIONI E PROSPETTIVE FUTURE

Lo studio sempre piU approfondito di quelle che sono le
cause che portano alla pseudoartrosi sono oggi quanto
mai importanti. La nuova frontiera sard quella della te-
rapia genica e cioé della possibilitd di trasportare nel
paziente quei geni atti a determinare la cascata di eventi
che portano alla formazione di un callo e alla sua matu-
razione in osso valido.

Numerosi studi, su animale, evidenziano oggi come la
terapia genica sia attuabile sia con |'utilizzo di virus car-
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