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UTILIZZO Dl CELLULE STAMINALI MESENCHIMALI
ISOLATE DA LIPOASPIRATO PER LA TERAPIA DELLE
ULCERE CUTANEE CRONICHE

Le ulcere degli arti inferiori colpiscono ca. 1'1% degli adulti ed il 3,6% delle persone di eta
superiore ai 65 anni. Si tratta prevalentemente di ulcere vascolari (venose e arteriose) e diabetiche,
ma anche ulcere da decubito, da cause infettive o ulcere vasculitiche. Nei pazienti affetti da
ischemia cronica degli arti inferiori, il 60% ca. di questi presenta almeno un'ulcera distale. Le nuove
frontiere nel trattamento delle ferite difficili e della medicina rigenerativa contemplano, sempre piu
frequentemente, il possibile utilizzo terapeutico sperimentale di fattori di crescita, citochine e
cellule staminali autologhe (1-6). In questo contesto, il plasma ricco di piastrine (PRP) & definito
come una frazione plasmatica, ottenuta mediante un processo di centrifugazione e separazione, con
una concentrazione di piastrine superiore ai livelli di base. Il PRP, ricco di fattori di crescita,
possiede attivita sia chemotattiche che mitogeniche (7-11). Gli alfa-granuli piastrinici contengono
infatti platelet-derived growth factor (isomeri PDGF-AA, BB, e AB), transforming growth factor-
beta (TGF-Beta), platelet factor 4 (PF4), interleuchina-1 (IL-1), platelet-derived angiogenesis factor
(PDAF), vascular endothelial growth factor (VEGF), epidermal growth factor (EGF), platelet-
derived endothelial growth factor (PD-EGF), epithelial cell growth factor (ECGF),

insulinlike growth factor (IGF), osteocalcina (Oc), osteonectina (On), fibrinogeno (Ff), vitronectina
(\Vn), fibronectina (Fn), e trombospondina-1 (TSP-1). Questi fattori possono intervenire

favorevolmente nei processi di guarigione attirando cellule indifferenziate dalla matrice e favorendo



la replicazione cellulare. Il PRP pud sopprimere inoltre il rilascio di citochine correlate alla flogosi
cronica, interagendo con i macrofagi per migliorare il tessuto di guarigione e di rigenerazione,
promuovendo altresi il processo di neo-angiogenesi capillare e la riepitelizzazione in ulcere
croniche. Le piastrine contenute nel PRP possono anche svolgere un ruolo nei meccanismi locali di
difesa attraverso la produzione di proteine di segnalazione chemotattiche verso i macrofagi; il PRP
infine puo contenere anche una frazione leucocitaria, che sintetizza interleuchine nel contesto di un
sistema immunitario non specifico. Studi precedenti sull'utilizzo del PRP hanno dimostrato

attivita antimicrobica contro Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus
meticillina-resistente, Candida albicans e Cryptococcus neoformans.

Il PRP clinicamente attivo contiene, nel suo contesto, una concentrazione piastrinica almeno pari ad
un milione per microlitro. Oltre al suo utilizzo nel trattamento delle ferite difficili ed ulcere
croniche, diverse pubblicazioni descrivono I'impiego di PRP in chirurgia parodontale ed orale,
chirurgia maxillofacciale, ortopedia e traumatologia, chirurgia plastica ed estetica, chirurgia
vertebrale e chirurgia cardiaca (12-18), ma, a causa della sua recente introduzione nell'ambito
clinico-scientifico, soltanto un numero estremamente limitato di studi sono stati condotti, al
presente, per valutare quantitativamente la sua efficacia clinica; nello specifico campo vulnologico,
un solo trial clinico randomizzato (19) e stato effettuato, e riguardava I'uso del PRP autologo nel
trattamento delle ulcere diabetiche degli arti inferiori. Lo scopo di questo studio sara quello di
valutare l'efficacia del PRP, arricchito di cellule staminali mesenchimali, per la terapia locale di
ulcere croniche degli arti inferiori. Se comparate con le cellule staminali mesenchimali provenienti
da midollo osseo, le medesime cellule derivate da tessuto adiposo sono ugualmente in grado di
differenziarsi in cellule e tessuti di origine mesodermica. Poiché il tessuto adiposo umano é
pressoché onnipresente e facilmente ottenibile, in quantita di rilievo, mediante procedure
chirurgiche effettuate in anestesia locale e con disagio limitato per il Paziente, esso si configura
quale fonte alternativa ottimale di cellule staminali adulte autologhe per la rigenerazione di tessuti

mesenchimali e vari procedimenti di ingegneria tissutale. Cellule ottenute da lipoaspirato possono



differenziarsi infatti in linee adipogeniche, osteogeniche, condrogeniche e miogeniche (20-30),
come pure, come nostri studi precedenti hanno evidenziato (31-35), in linee neurogeniche,
pancreatiche ed epatiche. Mentre nozioni precise circa l'identita e le caratteristiche biologiche dei
progenitori degli adipociti risultano essere ancora lacunose, si ritiene attualmente che queste cellule
risiedano verosimilmente nella frazione stroma-vascolare (SVF) del tessuto adiposo (36). La
porzione SVF isolata da lipoaspirato recentemente ha destato molta attenzione a causa della sua
capacita di differenziarsi in cellule endoteliali mature e partecipare ai processi di neoangiogenesi
(37); come tali, queste cellule potrebbero quindi essere proficuamente utilizzate in un approccio
strategico volto al trattamento/terapia locale preventiva di lesioni e tessuti ischemici, promuovendo
la proliferazione di neovasi. | preadipociti SVF e le cellule endoteliali presentano infatti stretti
rapporti in vivo: le cellule SVF esprimono marcatori coerenti con un fenotipo endoteliale, tra cui
CD31, CD144 (VE-caderina) e il fattore di von Willebrand. In quest'ottica, Williams et al. hanno
descritto I'isolamento di cellule endoteliali differenziate da tessuto adiposo umano: tali linee
cellulari, utilizzate nel contesto di innesti vascolari in vivo, hanno contribuito a migliorare
significativamente la pervieta degli stessi dopo l'intervento chirurgico. Contemporaneamente, i
medesimi Autori hanno descritto I'innesto di SVF nel contesto di corpi cavernosi nei ratti,
suggerendo un loro possibile utilizzo nel trattamento della disfunzione erettile. Studi successivi
hanno documentato la capacita delle cellule SVF a sviluppare differenziazione endoteliale in vitro:
Planat-Benard et al. hanno osservato come le cellule CD13-CD34-SVF coltivate in Matrigel
esprimano CD31 e fattore di von Willebrand. Tali cellule, nelle opportune condizioni di coltura,
davano luogo a reti di diramazioni tridimensionali, coerenti con la formazione di strutture vascolari.
Miranville et al. hanno riferito conclusioni simili, analizzando una popolazione di cellule CD31-
CD34-SVF; lI'aggiunta di VEGF migliorava la loro differenziazione, valutata in base all'espressione
di CD31 e lo sviluppo di strutture vascolari in Matrigel. In lavori correlati, Cao et al. hanno
dimostrato come una popolazione cellulare CD31-CD34-CD106-flk-1 isolata da tessuto adiposo

possa esprimere marcatori endoteliali in presenza di VEGF. Similmente, Martinez-Estrada et al.



hanno descritto come cellule flk-1 isolate da cellule SVF in coltura esprimano un fenotipo
endoteliale in presenza di VEGF. Successivi studi in vivo hanno evidenziato ulteriormente il
potenziale endotelial-differenziativo delle cellule SVF: in un modello di ischemia tissutale nel ratto,
I'innesto di una popolazione cellulare CD31 ha migliorato significativamente l'angiogenesi e il
successivo recupero dell'omeostasi perfusoria dei tessuti interessati. Questa constatazione e stata
confermata da almeno 5 gruppi indipendenti, e risultati simili sono stati ottenuti, sempre in modelli
animali, sia somministrando tali linee cellulari per via endovenosa, sia tramite iniezione
intra-muscolare in prossimita della lesione ischemica. Sebbene le cellule SVF possano integrarsi
compiutamente nel tessuto ricevente e differenziarsi verso cellule endoteliali, le stesse potrebbero
inoltre influire positivamente nei processi di guarigione tissutale attraverso meccanismi paracrini: le
cellule SVF derivate da tessuto adiposo secernono infatti citochine angiogeniche, quali il VEGF e
I'nepatocyte growth factor (HGF). I livelli di VEGF e/o HGF secreti dalle cellule SVF possono
essere inoltre stimolati da esposizione delle cellule ad ipossia e fattori di crescita e differenziazione
(tumor necrosis factor, basic fibroblast growth factor, epidermal growth factor, ascorbato, etc.).
Studi in vivo, utilizzando un modello murino di preadipociti 3T3-F442A, suggeriscono come una
relazione reciproca possa esistere tra angiogenesi e adipogenesi; questo fenomeno coinvolge
direttamente il VEGF, in quanto la somministrazione di anticorpi anti-recettore VEGF interferisce
con la neo-adipogenesi in vivo, coerentemente con un percorso paracrino affine tra cellule
endoteliali e preadipocitarie. Un ulteriore supporto alla valorizzazione di un comune percorso
paracrino tra queste linee cellulari proviene dall'osservazione di un accresciuto tasso proliferativo
osservato in coculture bi- e tri-dimensionali di preadipociti e cellule endoteliali. Diversi altri
meccanisni non-specifici sono stati inoltre ipotizzati per un coinvolgimento proficuo di cellule
adipocitarie SVF (aSVFc) nei processi di guarigione tissutale: in primis, aSVFc innestate in un
tessuto ischemico o necrotico possono secernere citochine e fattori di crescita che stimolano la
rigenerazione tissutale in modo paracrino. Le aSVFc infatti stimolerebbero il reservoir di cellule

staminali "di nicchia” presenti nel tessuto ricevente, stimolando il recruitment di cellule staminali



endogene promuovendone la differenziazione lungo i lignaggi richiesti. In maniera analoga e
correlata, le aSVFc potrebbero secernere molecole antiossidanti, scavenger di radicali liberi e
proteine chaperone/heat shock in un sito ischemico; conseguentemente, si assisterebbe ad un
incremento nell'eliminazione delle molecole tossiche rilasciate nell'ambiente locale, favorendo cosi
I meccanismi di recupero delle cellule superstiti. Infine, recenti studi hanno evidenziato la
possibilita che cellule mesenchimali derivate da midollo osseo possano fornire nuovi mitocondri a
cellule danneggiate, salvaguardando in tal modo il metabolismo aerobico; si puo ragionevolmente
presumere come potenzialita analoghe possano essere espresse anche dalle cellule staminali
adipocitarie SVF.

PAZIENTI E METODI

Sono esclusi i pazienti sottoposti a chemoterapia, pazienti con emoglobina <10.5 g/dL, piastrine
<100 x 10%/L, albumina sierica < 2.5 g/dL, ulcere neoplastiche e ulcere infette. Ogni paziente sara
sottoposto, in regime di Day Surgery, alla seguente procedura terapeutica. Cinquanta cc di sangue
verranno prelevati e frazionati mediante centrifugazione (3200 rpm per 15 minuti), con
anticoagulante citrato destrosio-A (ACD-A, 6 ml nella siringa da 60 ml), presso il Centro
Trasfusionale dell’ Azienda Ospedaliero-Universitaria di Parma. Mediante tale operazione si otterra
un plasma ricco di piastrine (PRP), con una concentrazione piastrinica media di ca. 7 volte i livelli
di riferimento. In ottemperanza alla legislazione italiana vigente, tale manovra sara effettuata da un
Dirigente Medico del ns. Servizio Trasfusionale. Il risultante PRP e verra immediatamente inviato
alla Day Surgery dell’ Azienda e conservato Sterilmente e a temperatura ambiente fino a quando
necessario (circa 60 minuti). 1l Pz. sara quindi sottoposto ad una liposuzione convenzionale
dell’area addominale inferiore: previa infiltrazione dell’area da trattare con anestetico locale e
soluzione fisiologica, si provvedera alla suzione di ca. 80 cc di tessuto adiposo tramite cannule
smusse (diametro: 2 mm) inserite nel tessuto sottocutaneco mediante un’incisione ombelicale e
connesse a siringhe luer-lock da 20cc (tempo di prelievo: ca. 20°). Il lipoaspirato cosi ottenuto sara

quindi immediatamente trattato, nella stessa sala operatoria ed all’interno di una cappa a flusso



laminare, in modo da isolare le ADSC in conformita al protocollo seguente: separazione meccanica
delle ADSC mediante shaker cellulare (6000 vrb/min x 6 min) e loro isolamento tramite centrifuga
(600 rpm x 6 min). Il pellet di cellule staminali mesenchimali autologhe cosi ottenuto é quindi
miscelato, sempre sterilmente, con il PRP precedentemente prodotto, al fine di ottenere un
enhanced-MSC-PRP (e-PRP), ora pronto per I'innesto. Tale e-PRP autologo ¢ iniettato nel contesto
del margine cutaneo cosi come nel fondo della lesione stessa. Infine si effettua una medicazione
costituita da una porzione di questo concentrato di piastrine, attivato con l'aggiunta di trombina e/o
di calcio, risultante in un composto piastrinico gelatinoso che verra posizionato a coprire
interamente la lesione.

RISULTATI




Le cellule staminali ottenute da lipoaspirato incrementano significativamente i processi di
guarigione e rigenerazione tissutale, i pazienti lamentano nettamente meno dolore ed eventuali

innesti successivamente apposti sulla stessa area trattata mostrano un migliore attecchimento.
-
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CONTROLLO

CONCLUSIONI
L’utilizzo di cellule staminali mesenchimali autologhe si ¢ dimostrato una valida risorsa per il
trattamento delle ulcere cutanee croniche, sia singolarmente che associato ad altri trattamenti

terapeutici come I’utilizzo di innesti cutanei.
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