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Il principio della camera biologica nel trattamento
delle pseudoartrosi complesse e delle perdite di sostanza ossee:
quali materiali e perché?
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ABsTRACT The concept of biological chamber for the treatment of
complex non unions and bone defects: which material and why?

Bone regeneration presents a unique challenge to both clinicians and scien-
tists. Recently, a vast amount of knowledge has been attained with regard
to the molecular mediators, cell populations and the overall cascade of
events participating in the bone repair processes. For the treatment of bone
non-unions or bone defects, the ‘Diamond Concept’ for biological enhance-
ment supports the associated implantation of mesenchymal stem cells, a
scaffold and growth factors. Prior to the implantation of any or all of these
materials however, the surgeon must develop the ideal biological environ-
ment where molecular and physiological processes will evolve facilitating
an early and successful osteogenesis leading to bone continuity. This privi-
leged environment is the "Biological Chamber" that can create the best con-
ditions promoting the regeneratiion and thus optimizing the results. A
"bioreactor" is crated in order to reproduce ideal laboratory conditions.
The "Biological Chamber" must be asteptic, vascularized and protected,
that means not completely isolated but surrounded selectively in order to
mantain the proper contacts with the surrounding tissues. The notion of cre-
ating the optimum ‘biological chamber’ represents the centre of the highest
biological activity and in a sense the heart of the “Diamond Concept”.

Introduzione

1l tessuto osseo & uno dei pochi
tessuti che mantiene la capacita
di rigenerarsi nella vita adulta.
Losso possiede grandi capacita
di ripristinare il tessuto danneg-
giato e le perdita di sostanza, co-
munemente denominate fratture
o difetti ossei. Lassenza di tes-
suto connettivo cicatriziale e la
capacita di deporre tessuto iden-
tico a quello precedente consen-
tono la rigenerazione del danno.
Questa caratteristica & ben evi-
dente nella cascata di eventi che
porta alla guarigione delle frat-
ture. [1] Durante i processi di ri-
parazione ossea viene ripercorso
il normale processo di sviluppo
in epoca embrionale con la par-
tecipazione coordinata di diffe-
renti tipi cellulari. [2] Quattro
elementi presenti in sede di le-
sione (osso corticale, periostio,
midollo osseo, tessuti molli pe-
rilesionali) contribuiscono ai pro-
cessi di riparazione. La misura
in cui ciascuno di questi elementi
¢ coinvolto dipende dalle condi-
zioni del tessuto danneggiato
(fattori di crescita, ormoni, nu-
trienti, pH, tensione di ossige-
no, elettroliti, stabilita meccani-
ca della frattura). [3] Un gran
numero di fattori a livello mole-
colare in accordo con principi fi-
siologici e biomeccanici sono no-
ti per essere implicati nei pro-
cessi di guarigione. Tre elemen-
ti sono stati assunti come di fon-
damentali importanza : le mole-
cole segnale, le cellule osteopro-
genitrici, la matrice extracellula-
re (lo scaffold naturale). Le mo-
lecole che promuovono il segna-
le possono essere classificate in
tre gruppi: (1) citochine pro-in-

fiammotorie, (2) la superfami-
glia del TGF-f e altri fattori di
crescita, (3) le metallo proteina-
si e fattori angiogenici. [2] Una
sede in cui tutti questi elementi
(interleuchine - [IL1,IL6]; fatto-
re di necrosi tumorale-alfa-
[TNF-a]; fattore di crescita dei fi-
broblasti - [FGF]; fattore di cre-
scita insulino simile - [IGF]; fat-
tore di crescita derivato dalle pia-
strine - [PDGF]; fattore di crescita
endoteliale - [VEGF]; etc.) si tro-
vano in grandi quantita e 'ema-
toma presente in sede di frattu-
ra. Diversi tipologie cellulari co-
me cellule endoteliali, piastrine,
macrofagi, cellule mesenchimali
staminali (MSC) secernono que-
ste molecole biologicamente at-
tive. Le proteine morfogenetiche
dell’osso (BMP - membri della
superfamiglia dei TGF-f) sono
molecole segnale ben note per
possedere proprieta osteoindut-
tive esercitando i loro effetti sul-
le cellule osteoprogenitrici pro-
muovendo la loro proliferazione
e differenziazione nelle linee cel-
lulari appropriate. Una popola-
zione cellulare attiva costituisce
il secondo elemento per un pro-
cesso di riparazione adeguato.
Cellule mesenchimali multi po-
tenti sono reclutate nel sito di
danno attraverso il torrente ema-
tico. La risposta del midollo os-
seo ad un evento fratturativo in-
clude una precoce riorganizza-
zione delle popolazioni cellulari
in zone ad alta e bassa densita
cellulare. Le aree ad alta densita
cellulare sono il luogo in cui av-
viene la trasformazione delle
MSC attraverso un fenotipo
osteoblastico. [4,5] ]Il terzo im-
portante fattore che influenza la
guarigione della frattura & la ma-

trice extracellulare che fornisce
I'impalcatura per lo svolgimento
di tutti i processi ed interazioni
cellulari. In ambito clinico sono
state utilizzate varie tipologie di
scaffold da sole o arricchite di
fattori osteoinduttivi per pro-
muovere la riparazione della frat-
tura. Tali scaffold comprendono
materiali come osso trabecolare
allogenico o xeno genico, matri-
ce ossea demineralizzata (DBM),
collagene, idrossiapatite, acido
polilattico o poliglicolico, vetri
bioattivi e ceramiche a base di
calcio. [6,7] Oltre a questa com-
plessa triade di fattori (cellule
osteogeniche, stimolo osteoin-
duttivo, matrice extracellulare)
un altro fattore molto importan-
te & la stabilita meccanica del fo-
colaio di frattura. [8,9] 1l grado
di stabilita che puo essere rag-
giunto a seconda del tipo di frat-
tura e fondamentale per la scel-
ta delle diverse tipologie di mez-
zi di sintesi.

La presenza di un torrente circo-
latorio & considerato un pre-re-
quisito fondamentale della con-
figurazione del diamante. Anche
il profilo fisiologico del paziente
e la presenza di eventuali co-
morbidita devono essere consi-
derate. Il concetto di diamante &
la rappresentazione di quali para-
metri e cofattori un clinico do-
vrebbe valutare al fine di otti-
mizzare i processi di riparazione
ossea. Ma cosa effettivamente ¢ al
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centro della teoria del concetto di
diamante? Che cosa ne rappre-
senta il cuore? La sede della frat-
tura e il difetto osseo rappresen-
tano il cuore del concetto di dia-
mante. A nostro parere questa
area costituisce la sede in cui tut-
ta la cascata di eventi deve pro-
gredire allo stesso tempo cosi da
realizzare la riparazione ossea. Si
puo dire che questa area rappre-
senta la sede con pitt alto signi-
ficato in termini di attivita bio-
logica. Puo essere considerata co-
me un unico compartimento ov-
vero una camera biologica. [10]

Che cos’e la camera biologica?

La Camera Biologica & un con-
cetto che rappresenta la sede
ideale nel quale far avvenire i
processi di rigenerazione ossea. E
un bio-reattore naturale all'in-
terno del quale sono presenti tut-
ti gli elementi alla base del con-
cetto di Diamante. La camera de-
ve essere asettica, vitale, mecca-
nicamente stabile e sigillata in
maniera selettivamente permea-
bile. [10]

Come creare la camera
biologica?

Per poter realizzare la camera ¢
necessario rimuovere completa-
mente il tessuto patologico di
pseudoartrosi, rimuovendo even-
tuali corpi estranei e mezzi di
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sintesi. E importante asportare
in modo completo tutto il tessu-
to necrotico fino a raggiungere
una sezione ossea sanguinante
che significa vitalita. 1l tessuto
pseudoartrosico puo essere assi-
militato a un “tumore meta-trau-
matico” e come tale deve essere
rimosso interamente. In caso di
pseudoartrosi o perdite di so-
stanza settiche & importante ese-
guire dei tamponi colturali al fi-
ne di identificare il patogeno re-
sponsabile della sepsi ed esegui-
re indi una terapia antibiotica
mirata. Oltre all’asportazione del
tessuto osseo infetto & importan-
te eseguire un debridment ed una
accurata toilette dei tessuti mol-
li (Figg. 1,2).

Cosa inserire all'interno della
camera biologica?

Nei casi settici & sempre preferi-
bile eseguire il trattamento in due
tempi, quindi una volta eseguita
l'asportazione del tessuto pato-
logico viene impiantato uno spa-
ziatore di cemento (solitamente
bi-antibiotato con Gentamicina
e Clindamicina) in grado di ste-
rilizzare la zona e creare una
membrana psudosinoviale reat-
tiva (descritta da Masquelet)
estremamente utile nel secondo

Fig. 1. Paziente femmina di affetta da grave pseudoartrosi settica con perdita di sostanza critica dell'omero, sulla sinistra & possibile vedere le Rx pre-ope-
ratorie, sulla destraimmagini intraoperatorie del primo tempo chirurgico secondo la tecnica di Masquelet durante il quale viene asportato “en bloc” il tes-
suto patologico ed infetto e viene posizionato spaziatore di cemento bi-antibiotato, la stabilita viene ottenuta tramite I'applicazione di un fissatore ester-
no assiale.



Ort opedlta
-Reuma ologla

archivio di

Fig. 2. Controllo Rx post operatorio (a sinistra) e dopo rimozione del fissatore esterno (a destra) 2 mesi post-operatori in preparazmne aI secondo tempo
ricostruttivo.

tempo ricostruttivo. [11]

Nei casi non settici & possibile
eseguire in un tempo unico la ri-
costruzione. Una volta creata la
camera biologica e quindi possi-
bile inserire all'interno di essa la
politerapia ovvero I'applicazione
simultanea dei tre elementi alla
base del concetto di diamante
(fattori di crescita, cellule me-
senchimali stromali e scaffold).
Il quarto elemento ovvero la sta-
bilita meccanica verra fornita me-
diante sistemi di osteosintesi
(placche a stabilita angolare,
chiodi endomidollari o fissatori
esterni a seconda del distretto
anatomico colpito e del tipo di le-
sione).

Analizziamo in breve gli elementi
a nostra disposizione per appli-
care la politerapia. [12,13]

Fattori di crescita

E stato dimostrato ormai, gia dal-
la meta degli anni "90, che alcu-
ni fattori di crescita agiscono co-
me potenti stimolatori della pro-
liferazione osteoblastica in vitro
e della guarigione ossea in vivo,
tali da rivelarsi assai utili nel fa-
vorire i processi di guarigione se
correttamente applicati nella se-
de di lesione [14]. Grazie all’e-
voluzione dell'ingegneria tissu-
tale, infatti, e stato possibile

produrre i singoli fattori di cre-
scita con la tecnica del DNA-ri-
combinante, in particolare le
BMP Sebbene siano state indivi-
duate almeno 40 diverse rhBMP,
una chiara dimostrazione clinica
del potenziale osteoinduttivo e
disponibile a oggi solo per la
rthBMP-7, detta anche osteoge-
nic protein-1 (OP-1), e la rhBMP-
2 [15] appartenenti alla famiglia
dei fattori di crescita trasformanti
TGEF- i cui recettori sono espres-
si su condrociti e osteoblasti [16].
Il fenomeno dell’osteoinduzione
e caratterizzato dalla trasforma-
zione delle cellule mesenchima-
li perivascolari in cellule osteo-
progenitrici in grado di rigene-
rare tessuto osseo [17]. A oggi
solo ThBMP-7 puo essere consi-
derata un agente osteoinduttivo.

LCunica BMP approvata in Euro-
pa per il trattamento delle pseu-
doartrosi della tibia & la th-BMP-
7 (3,5 mg eptotermina alfa) me-
scolata a un carrier bio-riassor-
bibile (1 g di collagene). E un
farmaco contenuto in una fiala
sterile che deve essere ricostitui-
to con 2-3 ml di soluzione fisio-
logica; viene quindi applicata sul-
la lesione, dopo posizionamento
del dispositivo di fissazione. Lap-
plicazione prima pre-clinica e poi
su umano ¢ ormai consolidata
ed ha portato, in vari studi, per-
centuali di successo tra '85% e
1'89% con abbattimento altresl
di tutte le complicazioni arreca-
te dall'uso nel passato consoli-
dato di osso autologo.

Dunque studi originali e trial in-
ternazionali (di livello 1) hanno
dimostrato lefficacia delle BMP-
7 nella guarigione delle pseu-
doartrosi e la loro capacita
osteoinduttiva pari e a volte su-
periore all'innesto di osso auto-
plastico [1,18,19,20,21].

Cellule mesenchimali

La applicazione di cellule me-
senchimali totipotenti autologhe
adulte prelevate dal midollo os-
seo e concentrate per centrifu-
gazione in sala operatoria ha di-
mostrato costi inferiori alle
espansioni cellulari di laborato-
rio e discreta efficacia di osteoin-
duzione cellulo-mediata (livello
B di raccomandazione) se in con-
centrazioni superiori a 60.000
mL secondo i criteri EBM, es-
sendo un concentrato di cellule
con capacita osteogeniche e
osteopromotrici [22,23].

Luso clinico in pseudoartrosi si &
dimostrato efficace nel determi-
nare guarigione delle pseudoar-
trosi soprattutto se associate a
BMP [24].

Scaffold

Gli scaffold in chirurgia ortope-
dica devono fornire una struttu-
ra tridimensionale che faciliti lo
sviluppo delle linee cellulari os-
see e la deposizione di matrice

extracellulare. Essi quindi svol-
gono un importante ruolo di co-
municazione con i tessuti circo-
stanti e di controllo della strut-
tura e della funzione del tessuto
0ss€0.

11 sostituto osseo ideale dovreb-
be essere biocompatibile, facil-
mente disponibile, senza rischio
di infezione, meccanicamente va-
lido, riassorbibile, osteocondut-
tivo ed ipoteticamente anche
osteoinduttivo ed osteogenetico.
Dovrebbe percio promuovere I'a-
desione, la migrazione, la proli-
ferazione e la differenziazione
cellulare, aiutando la sintesi del-
la matrice extracellulare e I'inva-
sione vascolare.

Levoluzione tecnologica e la mi-
gliore comprensione dei princi-
pi biologici coinvolti nella gua-
rigione ossea hanno portato al-
lo sviluppo di differenti tipi di
sostituti ossei. Numerosi pro-
dotti biologici e sintetici conte-
nenti idrossiapatite, fosfato tri-
calcico, fosfato dicalcico, solfato
di calcio sono attualmente dis-
ponibili [7].

Trapianto autologo

Losso autologo rappresenta an-
cora il trattamento Gold Stan-
dard nella gestione delle perdite
di sostanza ossea e le pseudoar-
trosi. Esso presenta tutte le ca-
ratteristiche ideali che un sosti-
tuto osseo dovrebbe avere ovve-
ro osteoconduttivita, osteoin-
duttivita ed osteogenecita. E ri-
conosciuto come tessuto self non
creando reazioni autoimmuni.
Losteogenecita dell’osso autolo-
go ¢ legata alla presenza di osteo-
citi vivi in una percentuale del
10/30%, tale vitalita e dipendente
dalla diffusione dei nutrienti e
dell’ossigeno dai tessuti circo-
stanti. Nell'osso autologo sono
inoltre presenti: collagene, osteo-
nectina e fattori di crescita. Los-
SO spongioso € pill osteogenico
rispetto a quello corticale, an-
drebbe impiantato in meno di 2
ore dal prelievo e conservato in
soluzione fisiologica tiepida sen-
za associare disinfettati o anti-
biotici.

Tecniche consolidate quali il pre-
lievo osseo vascolarizzato ese-
guito dal perone ed il prelievo
osseo da cresta iliaca non sono
comunque scevri da rischi (in-
fettivi, frattura iatrogena) e com-
plicanze (dolore cronico nel sito
di prelievo nel 20% dei casi).
Una nuova tecnica di prelievo
osseo autologo chiamata RIA &
ad oggi disponibile. La metodica
RIA (Reamer Irrigator Aspirator)
consta in un prelievo di osso au-
tologo spongioso da ossa lunghe
(femore o tibia) mediante un ap-
posito strumentario costituito da
frese aspiranti in grado di prele-
vare tessuto osseo midollare con
una metodica rapida ed efficace.
Il materiale ottenuto, anche in
grande quantita ¢ malleabile e
pertanto assai utile a riempire la
camera biologica [25].

Sostituti biologici

In questa categoria possiamo tro-
vare la matrice ossea deminera-
lizzata e i sostituti ossei allogenici
€ xenogenici.

La matrice ossea demineralizzata
(DBM) & un prodotto ottenuto at-
traverso un procedimento di
estrazione acida da allograft con-
tenente collagene di tipo-1, pro-
teine non collageniche e fattori di
crescita osteoinducenti come le
BMP, il TGF-f 1-2-3 e il fattore di
crescita insulino simile (IGF).[26]
Tutti questi fattori sono in grado
di cooperare nel sito di impianto
per creare una risposta potenzial-
mente osteogenica.

Allo e xeno trapianto sono con-
siderati buone alternative all’au-
totrapianto 0sseo, in quanto per-
mettono di evitare la morbidita e
il dolore legato al prelievo e so-
no inoltre relativamente facili da
ottenere e gestire.

Il rischio maggiore e gli svantag-
gi nell'utilizzo di sostituti allo-
plastici sono rappresentati dalla
trasmissione di malattie virali e
infezioni batteriche. In quanto
riconosciuto come “non self”, il
trapianto puo essere attaccato dal
sistema immunitario.

Lo xenotrapianto ¢ un tessuto
osseo di derivazione bovina,
equina o suina, ed & reso immu-
nologicamente inerte tramite un
processo fisico-chimico o un trat-
tamento enzimatico che ne ri-
muove tutti i componenti im-
munogeni senza modificarne la
fase minerale e il collagene tipo
1, mantenendo cosi le proprieta
biologiche e biomeccaniche de-
gli innesti. Sono disponibili sul
mercato prodotti diversi con ca-
ratteristiche biomeccaniche le-
gate alla forma e al grado di de-
mineralizzazione raggiunti.

Sostituti sintetici

[ sostituti sintetici sono struttu-
re minerali simili a quella del-
l’osso umano. Essi hanno solo
proprieta osteoconduttiva. In-
cludono il fosfato di calcio o I'i-
drossiapatite (HA), I'idrossiapa-
tite corallina (riassorbibile), il fo-
sfato tricalcico (TCP, riassorbibi-
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le) e il fosfato di calcio bifasico
(BCP = HA + TCP).

Fosfato di calcio

Al giorno d’oggi, diversi prodot-
ti a base di fosfato di calcio sono
disponibili sul mercato. Essi pos-
sono essere suddivisi in HA, TCP
e innesti compositi (bifasici), sul-
la base della loro composizione
chimica. Essi hanno dimostrato
di indurre una risposta biologi-
ca simile a quella dell’osso [27].
I fosfati di calcio in genere for-
niscono supporto biomeccanico
limitato a causa della loro bassa
resistenza alla tensione [28]. 1l
TCP & meno fragile del’'HA, tut-
tavia, durante il processo di de-
gradazione si incorre in una per-
dita di resistenza meccanica.

Le indicazioni cliniche sono le-
gate alle specifiche proprieta
strutturali, biologiche e biomec-
caniche dell'innesto. La cerami-
ca HA ¢ utile per riempire i pic-
coli difetti ossei dovuti a rese-
zione tumorale o legati alla per-
dita di sostanza ossea in una frat-
tura recente ma non ¢ indicata in
caso di difetti ossei di grandi di-
mensioni.

Ceramiche bioattive

Possono essere definite come ma-
teriali duri e solidi costituiti da
ossido di sodio, ossido di calcio,
biossido di silicio e fosforo in
proporzioni diverse, disponibili
come innesti solubili e non rias-
sorbibili. Esse mostrano pro-
prieta principalmente osteocon-
duttive e poca osteoinduttivita
[29] (Fig. 3).

Come chiudere la camera bio-
logica?

La camera biologica come do-
vrebbe configurarsi rispetto ai
tessuti circostanti, chiusa, par-
zialmente aperta o completa-
mente aperta? Convertendo la
camera biologica ad un compar-
timento completamente chiuso
migliorerebbe il contenimento
delle cellule impiantate, dei fat-
tori di crescita e di qualsiasi al-
tro materiale che il chirurgo de-
sideri inserire in essa. Tuttavia, la
chiusura della camera biologica
lascerebbe come unica fonte di
cellule osteoprogenitrici e me-
diatori molecolari il canale en-
domidollare. Ma se si decidesse
di creare un compartimento
chiuso creando un bioreattore
locale quale dovrebbe essere il
materiale utilizzato? La sola tra-
sposizione dei tessuti molli cir-
costanti, muscolo e fascia ? Un
innesto di osso tricorticale pre-
levato dalla cresta iliaca creando
una parete mediale e una latera-
le con o senza l'impiego di altro
materiale? La tecnica che induce
la produzione di una membrana
(Masquelet) rappresenta la scel-
ta migliore in quanto il materia-
le cosi generato sarebbe 'ideale
per chiudere la camera biologica
poiché la sua produzione ¢ na-
turale e possiederebbe la capaci-
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