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Le basi del futuro

The premises for the future

Riassunto

Nel trattamento delle patologie articolari della caviglia, la conservazione dell’anatomia € il primo
requisito fondamentale, in relazione alla peculiare distribuzione del carico sulla superficie cartilagi-
nea. Gli elementi che costituiscono le basi future per le terapie biologiche sono le cellule staminali
mesenchimali, le energie biofisiche come i campi magnetici pulsati, gli scaffold “intelligenti”, i fattori
di crescita come il G-CSF e il secretoma delle cellule staminali.

Parole chiave: caviglia, cartilagine, cellule staminali, campi magnetici, secretoma

Summary

Integrity of the anatomy of the ankle is a prerequisite of each innovative therapy for bone and
cartilage reconstruction, due to the peculiar load transfer on the articular surfaces of the ankle joint.
The fundamental topics for the future development of regenerative therapies are the mesenchymal
stem cells, the biophysical stimuli as the pulsed electromagnetic fields, the “smart scaffolds”, the
growth factors as the G-CSF and the stem cell secretoma.

Key words: ankle, cartilage, stem cells, pulsed electromagnetic fields, secretoma

In uno sguardo verso le attuali proposte terapeutiche rigenerative articolari, il pun-
to di partenza € la considerazione della struttura cartilaginea della caviglia che, a
differenza del “contro-altare” rappresentato dal ginocchio, &€ da tempo considerata
un’articolazione piu tollerante. Questo dipende essenzialmente dalla struttura pe-
culiare della tibiotarsica che, ad anatomia intatta, mostra in carico una superficie
di contatto (contact area) molto maggiore del ginocchio, per cui la “congruenza”
delle superfici nella caviglia € maggiore, con conseguente distribuzione del cari-
co intuitivamente (e biomeccanicamente) molto pit omogenea. Questa anatomia
conduce ad una deformazione in carico della cartilagine della caviglia molto ridot-
ta rispetto al ginocchio e al’assioma “ad alta congruenza articolare corrisponde
spessore cartilagineo ridotto”; infatti lo spessore dello strato cartilagineo & di circa
1,1 mm nell’astragalo rispetto ai 2,2 mm del condilo femorale ad esempio '. Que-
sto complesso di anatomia e biomeccanica rende la caviglia pit prona ad una
risposta riparativa e piu tollerante nei confronti delle lesioni cartilaginee con una
minore prevalenza dell’osteoartrosi sintomatica rispetto al ginocchio.

Pertanto, le lesioni osteocondrali nella caviglia (prevalentemente astragaliche in
sede anterolaterale o posteromediale e raramente “idiopatiche” perché piu spesso
collegate ad eventi traumatici) possono rimanere silenti in relazione alla biomec-
canica articolare 2 ed iniziano ad essere sintomatiche quando il coinvolgimento
lesionale dell’osso subcondrale diventa presente con la formazione progressiva di
cisti ossee subcondrali per deflusso di liquido articolare a partire dalla lesione car-
tilaginea, con un meccanismo che ricorda il meccanismo “a valvola” e che genera
osteolisi per aumento pressorio locale. L’aumento pressorio nell’osso subcondrale
stimola progressivamente le fibre nervose presenti in gran numero nella struttura
ossea subcondrale e in questa maniera si crea lo stimolo percepito del “dolore
articolare profondo” tipico delle lesioni osteocondrali talari che diventano sintoma-
tiche 2. Un circolo vizioso, poi, si crea tra 0sso e cartilagine poiché I'osso, alterato
dalla presenza della cisti, non supporta pit la sovrastane struttura cartilaginea che
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progressivamente degenera, aumentando, dal canto suo,

le sollecitazioni sull’osso e, di conseguenza, I'aumento di

volume delle cavita cistiche osteolitiche subcondrali.

La gradualitd di questo meccanismo lesionale “funziona”

in presenza di integrita anatomica. Infatti, & proprio I'in-

tegrita anatomica della caviglia ad essere un “secondo”
punto di partenza su cui costruire le basi per ogni futura
terapia innovativa. Infatti, in caso di malallineamento se-
condario a frattura, awiene una importante diminuzione
della “congruenza” articolare con sottrazione del carico
in alcune regioni articolari e immediato aumento del cari-
co nelle altre zone che, per la deformita post fratturativa,

sono sottoposte al carico; si & calcolato che per 1 mm

shift laterale dell’astragalo si riduce I'area di contatto tra

tibia e astragalo del 42%, mentre per 2 mm tale area é

ridotta del 56% 2. Ecco perché 2 mm di shift laterale dell’a-

stragalo costituiscono una indicazione a correzione chirur-
gica della riduzione, che altrimenti lascerebbe la caviglia
ad alto rischio disviluppare artrosi post-traumatica per la

deformita residua data dal malallineamento 2.

Pertanto le basi di partenza per una terapia biologica nella

caviglia sono sicuramente:

1 lintegrita anatomica (o la sua correzione chirurgica);

2 il trattamento delle lesioni articolari (quando sintomati-
che) considerando sia il versante cartilagineo sia quello
dell’osso subcondrale; nel timing di questo step, la re-
gola di Mats Brittberg delle “3 T” (time, tolerance and
training, cioé “lasciare che il tempo ci dimostri la rea-
le sintomaticita”, “insegnare al paziente un margine di
tolleranza” e “insistere come prima linea con il tratta-
mento incruento e fisioterapico”) &€ quanto mai ancora
attuale.

In questo orizzonte, gli elementi costitutivi delle basi future

piu “appealing” per le terapie biologiche sono molteplici.

Schematicamente si possono suddividere in:

e cellule mesenchimali (MSC), ormai intese come “fab-
briche” (“factories”) di molecole bioattive anti-infiam-
matorie, trofiche per le cellule residenti, immunosop-
pressive e antifibrotiche (per cui potremmo chiamarle
meglio “Medicinal Signaling Cells”) 4®; il loro uso iniet-
tivo, anche in associazione a procedure correttive di
malallineamento in artrosi di caviglia , o la loro applica-
zione locale attraverso scaffold rappresentano ancora
un orizzonte attuale e percorribile;

¢ energie biofisiche in grado di modificare il microam-
biente pericellulare delle cellule residenti (attivandole in
senso anabolico);

e gscaffold “intelligenti” in grado di guidare la riparazione
locale mediante “homing” dei precursori cellulari resi-
denti;

e fattori di crescita che, ad azione sistemica mediante
somministrazione iniettiva, promuovono la mobilizza-
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zione di precursori CD 34+ (ematopoietici, che perd
possono differenziare in cellule della linea mesenchi-
male come gli osteoblast) 7 e, in misura minore, di
precursori CD34- (MSC) che per “homing” possono
raggiungere i siti di riparazione;
e secretoma delle MSC.
In ognuno di questi versanti, le novita sono costanti.
Fonti alternative di cellule mesenchimali iniettabili (o veico-
labili in scaffold localmente) sono attualmente le piu ina-
spettate. | condrociti nasali, attraverso gli studi di Andrea
Barbero & e Giuseppe Peretti °, stanno raggiungendo ri-
sultati promettenti nella rigenerazione della cartilagine e il
paradigma “nose to knee” potrebbe presto suonare anche
come “nose to ankle”, a condizione che la rigenerazione
dello strato cartilagineo delle lesioni osteocondrali astra-
galiche sia associato al trattamento del gap osseo cisti-
co sottolesionale quando presente, ad esempio median-
te “sandwich technique modificata” come mostrato da
Sadlik et al. . Recentemente il gruppo di Saris ha eviden-
ziato come una profondita alla RMN di 6,5 mm o piu nel
ginocchio ¢ il limite oltre il quale & necessaria I'applicazio-
ne della “sandwich technique” ''; un valore anche minore
(es. 5,5 mm) potrebbe essere considerato il “cut-off” per le
lesioni osteocondrali astragaliche in relazione al differente
spessore della cartilagine articolare. Anche I'associazione
di MSC allogeniche e condroni autologhi, secondo il pa-
radigma di Saris, pud rappresentare una promettente al-
ternativa nella riparazione delle lesioni cartilaginee di difetti
osteocondrali astragalici 2. Un recente lavoro del gruppo
di Laura de Girolamo '3, tuttavia, propone una fonte ripa-
rativa sorprendente alternativa alle MSC: le cellule carti-
laginee derivate da cartilagine artrosica. Secondo il loro
lavoro, cellule cartilaginee prelevate da aree di cartilagi-
ne integra (sana) appartenenti ad articolazioni artrosiche
potrebbero, anche per il precondizionamento subito dal
microambiente lesionale, essere interessanti agenti pro-
muoventi la rigenerazione cartilaginea per I'immediata ed
efficiente abilita condrogenica, il secretoma ricco in fattori
anabolici e pro-condrogenici e le proprieta anti-infamma-
torie e immunomodulatorie. L'uso allogenico di questa
sorgente cellulare ¢ il “next logical step” di un lavoro in vitro
cosi innovativo. Anche i frammenti di cartilagine rappre-
sentano una proposta innovativa per la riparazione cartila-
ginea, contenendo una popolazione di cellule che hanno
caratteristiche simili ai precursori cartilaginei e alle cellule
precursori dello strato superficiale della cartilagine e che
sono in grado di migrare dai frammenti e colonizzare lo
scaffold carrier e, di conseguenza, il tessuto lesionale cir-
costante. Da alcuni anni sono stati studiati in vari modelli
in vitro e preclinici sia in Italia dal gruppo di lavoro sinergico
di Filippo Castoldi, Roberto Rossi e Giuseppe Peretti 420,
sia pit recentemente dal gruppo di Adachi in Giappone in
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uno studio con frammenti inseriti in gel di atelocollagene
sia in vitro 2' sia in modello preclinico in lesioni trocleari sul
coniglio 22, Tra i nuovi candidati in ambito mesenchimale,
perd, un ruolo promettente & rivestito dalle cellule dello
stroma cordonale. Le MSC da cordone ombelicale (UC-
MSC) sono in grado di differenziare in linee mesenchimali
quali quella osteoblastica, condroblastica e tenoblastica.
Una vasta letteratura € disponibile, sia per cid che concer-
ne studi in vitro 2224 sia in forma di modelli preclinici su ani-
mali di grossa taglia come il cane 2°. E, in questo ambito,
anche lo studio clinico pionieristico del gruppo polacco di
Sadlik conferma la validita delle UC-MSC come promotori
della riparazione cartilaginea 2°.

Peraltro, proprio studi in vitro sulle UC-MSC hanno di-
mostrato come sia possibile migliorare il differenziamento
condrogenico #” e tenogenico 2 mediante I'esposizione a
campi magnetici pulsati (CEMP o PEMF). L'uso di energia
biofisica, infatti, in forma di campi magnetici pulsati pud
essere una soluzione per interagire con il microambiente
cellulare e i recettori alla superficie delle MSC, condizio-
nandone il percorso differenziativo in maniera non invasi-
va ed efficace. La “aspecificita” della azione del PEMF, la
cui interazione sembra coinvolgere 'espressione di geni
molto precoci nei processi differenziativi mesenchimali,
rende i PEMF versatili nelle applicazioni in diversi “setting”
riparativi: sara infatti la composizione del microambiente
circostante a determinare, di volta in volta, la direzione dif-
ferenziativa delle MSC in senso condrogenico o tenoge-
nico o osteogenico, dopo che le cellule abbiano ricevuto
il “burst” differenziativo aspecifico dei PEMF. Il gruppo di
Laura de Girolamo ¢, in ltalia, una voce molto autorevole
in questo campo e nella recente review da loro pubblicata
si evince come ogni tipo di MSC (da midollo osseo, da
tessuto adiposo, da tendine, da epitelio amniotico) pud
essere positivamente modulato mediante esposizione a
PEMF o altri tipi di stimoli biofisici 2.

Nell’orizzonte futuro, perd, esistono anche altri panorami,
quali 'uso di scaffold promuoventi la migrazione delle cel-
lule staminali residenti. Lo studio di Lee et al. 2°, pubblicato
ormai gia nel 2010 su Lancet, aveva suggerito un para-
digma affascinante in un modello preclinico su coniglio:
la ricostruzione di una intera estremita articolare (omero
prossimale) mediante scaffold veicolante TGF-beta3, con
il quale si realizzava il meccanismo di “homing” delle MSC
residenti all'interno dello scaffold. A 4 mesi dallimpianto
gli autori hanno osservato la presenza di cartilagine simil-
ialina alla superficie dello scaffold e osso subcondrale sot-
tostante.

Il concetto di riparazione attraverso mobilizzazione di cel-
lule mesenchimali endogene € anche alla base dei tratta-
menti che applicano fattori di crescita quali il G-CSF, che,
oltre ad un effetto trofico intrinseco, € in grado di aumen-
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tare la mobilizzazione sistemica di precursori staminali.
Il trial clinico condotto dal Corrado Tarella e Paolo Rossi
rappresenta la prima applicazione in vivo su uomo del G-
CSF per promuovere la osteogenesi in pazienti ortopedici
sani % g, piu recentemente, il lavoro di Zhao et al ha di-
mostrato la possibilita di ottenere la riparazione di lesioni
osteocondrali in condili femorali del maiale mediante som-
ministrazione di G-CSF associato ad un antagonista del
recettore per le chemochine di tipo 4 (CXCR4 antagonist
AMD3100), che aumenta la mobilizzazione delle cellule
staminali ematopoietiche. Nello studio di Zhao, le cellu-
le mobilizzate sono state veicolate direttamente nel sito
di lesione mediante scaffold costituito da matrice ossea
demineralizzata complessata con microsfere contenenti
BMP-2 and TGF-beta3 3'. Anche il GM-CSF pu0 essere
un partner ottimale per aumentare i processi riparativi car-
tilaginei; in uno studio preclinico di Truong et al. su difetti
trocleari del coniglio 2, la somministrazione endovenosa
di GM-CSF ha migliorato significativamente la riparazione
della lesione ottenuta con tecnica delle microfratture.

Infine, (last but not least), un altro percorso affascinante
della ricerca attuale comprende I'uso del secretoma delle
MSC come strumento terapeutico, ciog la “terapia paracri-
na”. Il vantaggio teorico immediato ¢ facile da immaginare:
in assenza di elementi cellulari, con la somministrazione
del secretoma si eliminano tutte le perplessita etiche sulla
genesi di teratomi da parte delle MSC impiantate. Inoltre,
il secretoma (piu ancora delle MSC allogeniche) pud es-
sere considerato un prodotto terapeutico “off the shelf” e
“ready to go” con notevole teorica semplificazione per gli
usi futuri in vivo. La strada percorsa dalla ricerca in questo
campo & gia tanta. Ai lavori di Stella Cosenza del 2017 33,
in cui veniva dimostrata I'efficacia del secretoma nella rige-
nerazione osteocartilaginea in modelli di artrosi nel topo, si
affiancano gia studi di altri gruppi di ricerca che, come Liu
et al. 3, hanno applicato scaffold di idrogel veicolanti eso-
somi in modelli preclinici di lesioni trocleari nel coniglio con
risultati soddisfacenti, e studi come quello di Mao et al,
che hanno concepito addirittura una modifica nel secre-
toma delle MSC transfettando le MSC con un microRNA
coinvolto nella condrogenesi (miR-92a-3p) e ottenendo,
cosl, esosomi “potenziati” (arricchiti in miR-92a-3p) capa-
ci di indurre condrogenesi in modo molto piu efficace dei
secretomi nativi in un modello preclinico di artrosi nel topo.
Il futuro, quindi, ci riservera ancora soprese strabilianti nelle
terapie biologiche delle lesioni articolari, poiché i progressi
nelle scienze di base hanno aperto spazi una volta inim-
maginabili. Stara ad ognuno seguire i sentieri che piu ritie-
ne validi e applicare le nuove tecnologie, clinicamente, per
il trattamento delle patologie della caviglia. Non bisogna
tuttavia dimenticare che ogni applicazione di una nuova
procedura richiede controllo costante dei dati e protocolli
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di studio approvati dai comitati etici competenti. Solo cosi
sara possibile costruire un percorso scientifico aperto che
possa portare la conoscenza, come nelle storie dell’astro-
nave Enterprise, “where no one has gone before” %,
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