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CAPITOLO 1
INTRODUZIONE

La struttura fisica del cavallo e le sue capacititame sono il risultato di una lenta e
progressiva serie di mutamenti verificatisi nelstordel processo evolutivo. Questi
cambiamenti hanno portato allo sviluppo d’'individlatati di arti lungi e potenti, che
consentono all’animale di muoversi con agilita gidaa (Tagliapietra, 2006).

Il cavallo comparve sulla Terra circa trenta mili@h anni prima delluomo e dalle
ricostruzioni storiche si evince che il suo proger@ fu molto diverso dagli esemplari
odierni. Si trattava, infatti, di un animale altoca trenta centimetri al garrese, con
quattro dita sugli arti anteriori e tre su quelbsgeriori. In seguito a questo primo
esemplare, nel corso dei millenni si sono presentdiverse forme evolutive,
caratterizzate da soggetti sempre piu robusti & aéi reperire il cibo e sfuggire ai
predatori. Piu tardi comparvero individui in grado poggiare tutto il peso della
crescente struttura scheletrica e muscolare swlondgo centrale. Essi appartenevano
al GenereEquuse raggiungevano i centotrenta centimetri di alieak garrese; sara
proprio IEquusa lasciare i propri discendenti (il cavallo dedl@ppa, il cavallo della
foresta e il cavallo dell’altipiano) nei vari coméinti ed € in questo modo che hanno
avuto origine le razze equine che oggi apprezzianohe sono state selezionate
dalluomo con scopi ben precisi: la velocita, ldbustezza, la forza, l'agilita o la
bellezza.

Per consentire al cavallo di muoversi con veloeisioltezza, nel corso della filogenesi
gli arti hanno sviluppato uno speciale adattameassja la notevole semplificazione
dell’estremita distale fino a ottenere un unico a@id® dito, la riduzione della
componente muscolare e lo sviluppo dei legamentessori molto resistenti
(Spinabella, 2002).

| tendini del cavallo sono divenuti, percio, dedigutture anatomiche molto forti, in
grado di sostenere un lavoro notevole sia duraamtéase di riposo che durante il
movimento. (Goodship, 1994). Questi, operando celamenti elastici, sono in grado
di assorbire le forze che si sprigionano al momeleitimpatto dell’arto con il terreno

e hanno la capacita di immagazzinare e liberaee gatenza in momenti successivi,



limitando cosi il dispendio energetico da partd’a@barato locomotore (Spinabella,
2002).

| tendini flessori delle falangi hanno una notevioiportanza funzionale, infatti, il loro
ruolo, durante il momento di carico del peso, elidap

- fornire supporto al nodello e prevenire l'ipesrsione del carpo;

- restituire I'energia accumulata durante I'impattm il terreno e durante il momento di
pieno carico del peso, per favorire la propulsienksuccessivo distacco del piede dal
terreno (Spinabella, 2002).

| tendini flessori delle falangi sono anche di grarmnteresse clinico, poiché le tenopatie
sono problemi comuni nei cavalli e coinvolgono sttigdi tutte le eta e di tutte le
attitudini, percio,costituiscono un danno per ilndo dell’'ippica poiché determinano un
relativo peggioramento delle perfomance sportivBasheémale che ne e affetto (Denoix,
1994; Assirelli, 2008)

| tendini e legamenti dell'arto del cavallo sono ltooresistenti e contribuiscono
all'efficienza della locomozione nelle diverse dgime sportive. Tuttavia, il carico di
allenamento e la frequenza delle competizioni @avialli sono sottoposti, sono spesso
eccessivi in rapporto all’intensita di lavoro chespono fisiologicamente sostenere.
Questo tipo di lesioni rappresenta un problemgpdato di vista del benessere animale,
dei costi per le terapie e del tempo necessaridgpanbilitazione cui i soggetti sono

sottoposti per tornare all’attivita sportiva (Wirs@2004).

1.1 ANATOMIA MACROSCOPICA

| tendini costituiscono la parte terminale dei nalisdegli arti e sono responsabili della
loro inserzione allo scheletro (Lin, 2005). Macmsicamente appaiono lisci e di colore
biancastro, nastriformi e, in sezione trasversatndi o ovali (Fig.1). La forma dei
tendini & strettamente correlata alla funzione ebsi devono svolgere, in rapporto
all’azione specifica dei muscoli dai quali dipendpn muscoli responsabili di
movimenti delicati e di precisione possiedono tanllinghi e sottili, mentre quelli che
svolgono azioni di potenza e resistenza hanno nemdi brevi e robusti (Williams,
1985). Le strutture che soddisfano queste necessila porzione distale dell’arto del

cavallo, sono principalmente il tendine flessorpesticiale del dito (TFS), il tendine
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flessore profondo del dito (TFP), e I'apparato asgensione (LS), composto dal terzo

muscolo interosseo (TMI), dallo scudo prossimalgaelegamenti sesamoidei distali
(Figg. 2 e 3).

Fig. 1: Sezione trasversale dei tendjni
flessori delle falangi; il TFS i formg

semilunare e il TFP di forma circolare.

1.1.1 Tendine flessore superficiale del dito

Il corpo del muscolo flessore superficiale del ditwigina prossimalmente
dall’'epicondilo mediale delllomero, con una robustaerzione tendinea, continua
distalmente come tendine flessore superficialeddel (TFS). Si trova profondamente
al capo ulnare del flessore profondo del dito dlemsore ulnare del carpo e contro
I'origine del muscolo flessore profondo del ditcajKer 1990).

Questo tendine origina anche da un capo radialdegamento accessorio, che
s’inserisce nella porzione caudo-mediale del radia, sette a dieci centimetri
prossimalmente all’articolazione antebrachiocarpf€&gg. 11 e 12). Il TFS e |l
legamento accessorio si fondono in posizione leggete prossimale rispetto a
quest’articolazione (Denoix, 1996). Il TFS in queptinto ha una sezione arrotondata e
si porta distalmente attraversando il retinacoliofldssori (Fig. 3); questo & uno spesso
legamento con direzione trasversale che formanéleadel carpo e che ne impedisce
I'iperestensione.

Il tendine attraversa il canale del carpo assiehteraline flessore profondo del dito
(TFP) ed é avvolto dalla guaina sinoviale del cache si estende da sette a dieci
centimentri prossimalmente all’articolazione anésiiocarpica fino al terzo

prossimale del metacarpo (Denoix, 1996; Schal@99)
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Fig. 2: Preparato anatomico del piede equiho;
le frecce consentono di identificare le diverse
componenti. “Adams’ lameness in horses”
(Fifth  edition, Lippincott Williams and
Wilkins, STASHAK TS, 2002).

Nella regione metacarpale il tendine si appiattsa@ssume una sezione a mezzaluna
(Fig. 3) con i margini laterali assottigliati; sova profondamente alla cute e alla fascia
sottocutanea e dorsalmente al tendine flessoremdof(Denoix 1996; Kainer 1990). I
TFS raggiunge l'articolazione metacarpofalangeargdindosi e, prossimalmente
all'osso sesamoideo prossimale, stacca dai suogimanna lamina fibrosa, detta
manica flessoria. La manica flessoria circonda ehdine flessore profondo e,
distalmente all’osso sesamoideo prossimale, diveatile nella porzione centrale e si
allarga in quelle abassiali (Denoix 1996). Nellarziane distale della falange
prossimale il tendine si divide in due branche shassottigliano distalmente. (Denoix
1996). Le branche s'inseriscono sull’'estremita aléstdella falange prossimale e
sull’estremita prossimale della seconda falangéng@anente ai legamenti collaterali

dell'articolazione interfalangea prossimale (Kaiti600).

1.1.2 Tendine flessore profondo del dito

Il muscolo flessore profondo € costituito da trpicll capo principale, quello omerale,
origina sull’epicondilo mediale dellomero e contain un robusto tendine. Questo
tendine ha inserzione da otto a dieci centimetosgpimalmente all’articolazione

12



antebrachiocarpica e si unisce agli altri due céipinare e il radiale, a livello
dell’articolazione antebrachiocarpica (Figg. 112¢ (Kainer 1990; Denoix 1996).

Fig. 3: Veduta mediale della regione carpometacarpi
mostra: a) retinacolo dei flessori; b) legamento
accessorio del TFP; ¢) osso metacarpale terzofF&) T
e) TFP; f) osso metacarpale secondo; g) musgolo
interosseo; h)tendine estensore digitale comune| i)
manica flessoria; j) legamento anulare palmare.

(Courtesy-Jean-Marie-Denoix)

Il capo ulnare origina lungo l'ulna mentre quelbdiale € un esile capo che origina
dalla parte media della faccia caudale del radialea superficie adiacente dell’'ulna.
(Kainer 1990; Schaller 1999). Il TFP in questo putia una sezione trasversale
triangolare e scorre nel canale carpale; avvicinandl metacarpo, assume una forma
piu stretta e arrotondata (Fig. 3) (Denoix 19963! Banale del carpo il tendine scorre
avvolto dalla guaina sinoviale del carpo insiemeealdine flessore superficiale. La
guaina avvolge i due tendini fino al terzo prossemdel metacarpo (Denoix 1996). A
meta metacarpo nel tendine s’inserisce anche illsgamento accessorio, 0 briglia
carpica, che origina dal legamento comune palmareatpo. A questo punto il TFP &
formato da una componente laterale robusta e danedgale piu sottile che si fondono
completamente nel terzo distale del metacarpoeguito alla fusione dei due capi il
tendine assume una sezione ovale e passa attréaensmica flessoria (Denoix 1996).
Palmarmente allo scudo prossimale, il tendine lsirgd e assume una consistenza
fibrocartilaginea. Nella meta prossimale della @ifalange il tendine si divide in due
porzioni simmetriche, in cui le fibre si dispongoapirale, e portandosi distalmente

alle branche del TFS attraversa la sinoviale dgpliaina digitale; quest'ultima avvolge
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entrambi tendini. All'altezza della meta prossimdtdla seconda falange, la porzione
dorsale del tendine diviene un cuscinetto fibrolzmineo e distalmente si adatta alla

superficie palmare dell’osso sesamoideo distale.

suspensory ligament

fetlock

bone

{metacarpophalangeal joint)

superf digital
flexor tendon
comman digital eraot
s ERER
gxtensor tendon =
proximal and distal g : .
interphatangeal joints y 8% cruciate (x)
obligue (v) |sesamoid igaments
: straight (v
coronary cushion ght (y)
coronary ::-nriurn-.._\\*A . Tz navicilar barsa
S. externum—e & LI =
5 navicular bane
5. medium
S, internum
laminar corium
white line
srium of the sole  corium of the frog

Fig. 4: Preparato anatomico delle principali stmgtanatomiche del piede equino in una
sezione lungo il piano sagittale dello zoccolo.a@uzione. Corium of the frog: Corion del
fettone; Corium of the sole: Corion della suolaleS&uola; Frog: Fettone; Digital Cushion:
Cuscinetto digitale; Navicular Bone: Osso navioe]&tavicular Bursa: Borsa navicolare; P3:
Terza Falange; White line: Linea alba; Laminar Gari Corion Laminare; S. internum - S.
medium - S. esternum: Strato interno - Strato medRtrato esterno; Coronary corium:
Organo cheratogeno del piede; Coronary cushionci@ercoronario; Proximal and distal
interphalangeal joints: Articolazioni interfalang@eossimale e distale; Common Digital
Extensor Tendon: Tendine Estensore Digitale ComDeep digitale flexor tendon: Tendine

Flessore Digitale Profondo) (http://magazine.agiitcom/numerol/pag5s.)

A questo punto tendine si allarga assumendo umaaf@ ventaglio e occupa l'intero
spazio tra il processo palmare mediale e quellerdég della falange distale (Denoix
1996).
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In prossimita della sua inserzione sulla falangsadi, il tendine e tenutim situ dal
legamento anulare distale.

Il TFP termina sulla faccia flessoria della falamfygtale (Kainer 1990).

1.1.3 Apparato sospensore del nodello

L’apparato sospensore del nodello include il musdoterosseo terzo, o medio, e i
legamenti sesamoidei distali (Kainer 1990). Neladiay il muscolo interosseo terzo si &
modificato al punto da prendere il nome di legamestdspensore del nodello (LS)
(Fig.5). I LS é rappresentato principalmente daa urobusta fascia tendinea
rettangolare, lunga da venti a venticinque centingetstituita da quantita variabili di

tessuto muscolare (soprattutto nella porzione prads).

Fig. 5: Veduta palmare metacarpoi4

11%

a) inserzione del LS; 4 b) corpo d
LS; 4 c) branca laterale del LS; 4 dl)
branca mediale del LS (Denoik
1996 modificata)

Il legamento sospensore origina dal legamento palmal carpo, prossimalmente alla
fila distale delle ossa del carpo, e dalla superfpalmare delle ossa metacarpali, in
particolar modo dal terzo osso metacarpale. |l @alel LS scorre tra il secondo e |l
quarto osso metacarpale e gradualmente si sepbaafatacia palmare del metacarpo

(Denoix, 1996). All’'altezza del quarto distale aeétacarpo il legamento si divide in
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due branche che s’inseriscono sulla faccia abasstdl corrispondente 0sso
sesamoideo prossimale. Da ogni branca si staccsottie ramo che corre lungo la
falange prossimale e si unisce al tendine estenslmesale del dito appena
prossimalmente all’articolazione interfalangea pnogle (Denoix, 1996). | legamenti
sesamoidei distali (Fig. 4) rappresentano la coatzione funzionale del terzo muscolo
interosseo nel dito e sono il legamento sesamaelto, i legamenti sesamoidei obliqui
e i legamenti sesamoidei crociati (Fig. 4). Tuttiegti legamenti originano dall'osso
sesamoideo prossimale e dal legamento palmaeggdhiento sesamoideo retto € il piu
palmare e s’inserisce sullo scudo medio. | legamsgamoidei obliqui s'inseriscono
sull'area triangolare rugosa della superficie pabénaella falange prossimale e
terminano tra le inserzioni prossimali dei legamepalmari dell'articolazione
interfalangea prossimale. | legamenti sesamoid®giati sono due sottili fasci di fibre
che s’incrociano rispettivamente e terminano splzione prossimo-palmare della
tuberosita della falange prossimale (Fig. 11) (ent096).

L’'organizzazione delle strutture menzionate pudsess considerata pressoché

sovrapponibile sia per quanto riguarda gli arteaioti sia per il treno posteriore.

1.1.4 Strutture connettivali annesse ai tendini

| tendini sono strettamente avviluppati in uno tstrsottile di tessuto connettivo lasso
chiamato peritenonio (Fig. 6), che espandendosa idglle trabecole tra i fasci tendinei
incorporando vasi ematici, nervi e vasi linfatididliwrait, 1990). All’esterno del
peritenonio, il tendine, inoltre, nei punti in cavvengono variazioni di direzione o
aumenti delle forze di attrito, & rivestito da ugaaina di tessuto connettivo lasso
vascolarizzato detto strato paratendineo o guandirtea. Lo strato paratendineo é
elastico e flessibile con lunghe fibre che pernmtal tendine di muoversi avanti e
indietro. E’ paragonabile alla capsula articolaren una superficie esterna fibrosa e
una membrana sinoviale interna. Il rivestimentmeiale si riflette attorno al tendine,
percio si possono distinguere uno strato parietalano viscerale. | due strati si
continuano lungo una piega detta mesotendine,ilpregenza non e sempre evidente.
La guaina tendinea € presente, assieme al mesaoteadivello del canale del carpo

mentre distalmente a questo, a livello della parzimedia del metacarpo, il tendine e
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circondato esclusivamente dallo strato paratendiredivello di guaina sinoviale
digitale il mesotendine non & presente.

Nella superficie flessoria del carpo, i tendinsBeri sono avvolti dalla guaina tendinea
prossimale dei flessori o carpale dei flessori rautiein posizione dal retinacolo dei
flessori (Fig. 2) (Nickel, 1979). La guaina € moHmpia e origina da otto a dieci
centimetri prossimalmente al carpo estendendosaldiente sotto il punto di fusione

della briglia carpica con il TFP. A livello metapate la sua parete si fonde con il TFS.

Vasi

Epitenonio

Endotenonio

Fibre collagene GAG e proteoglicani

Fig. 6: Rappresentazione schematica del tendineseirione trasversalg

(http://ajpregu.physiology.org/content/286/5/R9BGR)f

A livello dell’articolazione metacarpofalangea dlasuperficie flessoria del pastorale,
I due tendini flessori sono avvolti dalla guainamdmea comune distale, o guaina
digitale. La guaina digitale origina a livello dekzo distale del metacarpo, avvolge il
TFS e il TFP e si estende distalmente verso laepdistale della prima falange

avvolgendo a questo livello solo il flessore prafor{Spinabella, 2002).
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1.2 ANATOMIA MICROSCOPICA

Le strutture tendinee in generale, e i tendinisitesdelle falangi in particolare, sono in
grado di svolgere le loro funzioni grazie alla patare architettura istologica.

| tendini appaiono microscopicamente come striscéegsuto connettivo denso e
compatto che connettono i ventri muscolari alleaa@sgjuesto pud spesso mascherare la
vera natura di strutture in realta estremamenteptessae (Goodship, 1994).

| tendini appartengono alla categoria dei tessutnettivi e sono percio costituiti da tre
parti fondamentali: matrice, fibre collagene e wuell Questi tre elementi
compenetrandosi e agendo sinergicamente, sono adogdi conferire al tendine
elasticita e resistenza alla tensione e alla pessi

Tendini e legamenti sono strutture anatomiche woida tessuti biologicamente attivi

e devono le loro proprieta biomeccaniche all'orgaazione molecolare, morfologica e

cellulare che li caratterizza.

Fig. 7: rappresentaziong
istologica del tending
colorato con ematossilina+

eosina, ingrandimento 40X

1.2.1 La matrice extracellulare

Come tutti i tessuti connettivi, i tendini sono twsti dalla sostanza o matrice
extracellulare (ECM), al cui interno sono dispelsecellule. A sua volta, la ECM e
formata da una componente fibrosa e da una sostanaga o sostanza fondamentale
(Adamo, 2002) che si presenta come un gel viscosgrado di intrappolare grandi
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qguantita di acqua, che consentono la diffusionenudlirienti, metaboliti e ormoni
attraverso la sostanza intercellulare. La ECM keteento principale del tendine ed é
formata per il 70% da acqua (Sharma, 2006) e p% 88 sostanza secca, a sua volta
costituita per il 75-90% dalle diverse molecolecdilagene, lo 0,2-5% e rappresentato
da glicosamminoglicani (GAG) e proteoglicani e 2% da elastina (Sharma, 2006;
Gungormig, 2008).

La COMP (Cartilage Oligomeric Matrix Protein) € upeoteina costituita da cinque
subunita che agisce sulla resistenza del tessgamdi® tra loro le fibrille di collagene.
Si é sempre pensato che si trovasse solo all'iatdrtessuti cartilaginei ma si € visto in
seguito che & ampiamente presente nei tessutipssttaa notevoli carichi. Possiamo
quindi ritrovarla all'interno di tendini, legamenttartilagine, dischi intervertebrali e
menischi. Il suo ruolo non é stato ancora chiatébtutto ma e stato dimostrato (Smith,
1997) che potrebbe avere uno scopo nel legare lecole di collagene per formare le
fibrille e potrebbe intervenire nell'organizzaziosteutturale del tendine; inoltre, & stato
ipotizzato che possieda anche una funzione metabolire che strutturale, infatti, € in
grado di interagire sia con le proteine della noatextracellulare che con le cellule,
correlando in tal modo il carico applicato al teredicon la risposta cellulare (Smith,
1997). Nel tendine la COMP é tra le proteine présenquantita maggiore dopo il
collagene e la sua distribuzione varia in funzidndiversi fattori: alla nascita i livelli di
questa proteina sono bassi, aumentano rapidamerdatd la crescita, raggiungendo |l
picco massimo a due anni di vita, e si riduconalgaémente nel cavallo adulto. Il ruolo
di questa proteina nello sviluppo delle teniti rioben chiaro, ma la sua riduzione nel
corso degli anni potrebbe favorirne I'insorgenzaiff, 1997).

La matrice extracellulare presenta, insieme alkssithe fibre che compongono il
tessuto connettivo (collagene, reticolari ed etastj, delle proteine dette fibrose di
connessione o adesive (come la fibronectina) clegamo le cellule alle componenti
della matrice extracellulare.

| rapporti tra cellule e matrice sono complesdatin le macromolecole contenute nella
ECM sono sintetizzate e secrete dalle cellule citivaé che, regolano la disposizione
tridimensionale di queste molecole nello spazioaedlulare; la matrice extracellulare

invece influenza e regola le funzioni delle cellake vi sono immerse (Adamo 2002).
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1.2.2 Il collagene

Come accennato in precedenza, la maggior partpasel secco del tendine equino e
fornita dal collagene.

Le fibre collagene sono flessibili ma assai pocteresbili e offrono una grande
resistenza alla trazione (Adamo 2002).

Il collagene & un elemento fondamentale dei tergliné garantisce la forza meccanica
mentre le fibre elastiche permettono ai tendinirigrendere la loro conformazione
originale dopo uno stress tendineo. Le fibrille atillagene di diametro maggiore
presentano una migliore resistenza alla traziorezig all’elevato numero di legami tra
le molecole, mentre le fibrille con diametro integ si prestano piu facilmente allo
scorrimento delle une sulle altre e sono moltoff@ssibili. Pertanto, in relazione alle
dimensioni delle fibrille i tendini svolgeranno tumeccanici differenti. Il diametro
medio delle fibre in una determinata area e dimattate proporzionale al carico che

quell’area sopporta (Sese, 2007).

Fig. 8: Rappresentazion
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Nei tendini e nei legamenti i fasci di fibre coléage sono fittamente stipati tra loro e
disposti tutti nella direzione della trazione eslastanza amorfa € quantitativamente
scarsa (Adamo 2002). La particolare disposizionefakei di fibore garantisce elevate

resistenze alle forze di tensione.
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La struttura dei tessuti appena descritta cambievobmente nei punti d’'inserzione del
tendine o del legamento sull’'osso, dove il conmetiilenso regolare si trasforma in
fibrocartilagine, che mineralizza prima di entramell'osso, e le fibre collagene
s’inseriscono nella matrice ossea come fibre dr@ha(Eurell, 2000; Boothe, 2001).

Il collagene €& costituito da triplici eliche di pacollagene. Il tropocollagene é
considerato I'unita fondamentale del tendine e@sponsabile dell’alta resistenza alla
trazione e della stabilita meccanica del tessutditeo (Fig. 8).

Dall’associazione di piu molecole di tropocollagen@riginano le fibrille di collagene
che presentano un diametro variabile, generalmegate20 e 150 nm. La fibra di
collagene ¢ la piu piccola unita del tendine visilal microscopio ottico. Dall’'unione
di piu fibre collagene si forma il fascio primaridetto anche sub-fascicolo (15-400
um), e piu fasci primari, circondati dal tessuto mettivo dei setti endotenonici, Si
aggregano a loro volta in fasci piu cospicui a fareil fascio secondario o fascicolo
(20-100Qum). Un gruppo di fasci secondari forma poi un fagerziario (1-3 mm) e
'insieme di piu fasci terziari costituisce il tand (2-12 mm), che é rivestito
dall'epitenonio (Fig. 9) (Kastelic, 1978). In seaétrasversale i tendini presentano dei
setti che separano fasci di grandezza e formahilyria

| principali tipi di collagene presenti nei tessatinnettivi sono i tipi I, 11, 111, IV, V e
XI. Il collagene tipo | € quello piu diffuso ed ésttibuito nelle ossa, nella cute, negli
organi interni, nei legamenti e nei tendini. Nendmi normali circa il 95% del
collagene totale € costituito dal tipo | mentréi tll, IV e V rappresentano il restante
5% (Von der Mark, 1981; Boothe, 2001). Il collageleipo | e responsabile della fitta
architettura delle fibre e rende il tessuto moksistente, il collagene di tipo IV é il
costituente principale delle membrane basali,iiltlpe V formano fibrille piu sottili e
rendono il tendine elastico.

Nel tendine immaturo, nel tendine lesionato e eadini sani con I'avanzare dell’eta,
sono rilevabili livelli sempre piu alti di collagerill. Nelle prime fasi di riparazione di
una lesione, le fibrille di collagene Ill vengonimtstizzate rapidamente per garantire
una certa forza ed elasticita ma esse non presefdasiessa resistenza allo stiramento
del collagene I. Per questo motivo il processoudirigione prosegue con la sostituzione
delle fibrille di tipo Il con fibrille di tipo | Carmona, 2006).
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Le molecole di collagene dei tipi | e lll sono imaitd molto simili tra loro, ma il
diametro delle fibre differisce, essendo quelldih Il piu piccole rispetto a quelle di

tipo I, che possono raggiungere diametri notevoli.

Triple | Collagen |Collagen| Primary Secondary | Tertary fibre Tendon unit
helical fibril fibre fibre bundia | fbre bundis bundle

oollagan {sublascicle}| (fascicle) {fascicle)

molecule
1nm |20-160 nm[1-20 pm | 15400 um | 20-1000 pm 1-3 mm 212 rrert

Tendon fibroblast

Fig. 9: La struttura gerarchica del tendine (Ridsan 2007 modificata).

1.2.3 La componente cellulare

Nel tendine il 90-95% circa della componente cali@le rappresentato dai tenociti
(Wang, 2006; Goodmann, 2005) mentre il restante0%-1&¢ formato da cellule
endoteliali, sinoviali e condrociti. | tenociti soihe cellule responsabili della secrezione
della ECM, dell’assemblaggio del collagene e del soambio all'interno del tendine
(Sharma, 2006). Queste cellule sono dei fibroblap&cializzati e sono disposte in
lunghe file parallele negli interstizi che si trowetra i fasci di fibre collagene.

In una struttura tenodesmica si riconoscono trediipenociti (Smith, 1996; Patterson-

Kane, 2009; Hosaka, 2009):

- Tipo I: sono chiamati anche tenociti e presentamaucleo affusolato e citoplasma
sottile; sono molto attivi nella sintesi di proteia di componenti della ECM, come
le metalloproteinasi e le citochine (Smith, 199@tté&rson-Kane, 2009; Hosaka,
2009).
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- Tipo lI: detti anche tenoblasti e sono cellule eomnucleo arrotondato a forma di
sigaro e organelli citoplasmatici ben sviluppate @dono indice dell'intensa attivita
metabolica che caratterizza queste cellule (Patteikane, 2009).

- Tipo llI: cellule simili a condrociti, con un nudearrotondato e diversi nucleoli
visibili, che predominano nelle porzioni di tendisettoposte a forze compressive
(Patterson-Kane, 2009).

L’'orientamento delle cellule influenza l'accorpartene [allineamento delle

macromolecole che compongono la matrice (Good4980) e, a sua volta, la matrice

esercita un’influenza sulle cellule. E’ proprio cquaesto feedback che la sintesi di

nuova matrice puo essere modulata; infatti, &€ gtewwato (Giori, 1993) che la forma

delle cellule e le forze pressorie possono influg@ controllo meccanico della
composizione della matrice, soprattutto nelle pgetieralmente sottoposte a pressione
dove si ha un aumento della porzione cartilagiredia momposizione.

1.2.4 Organizzazione vascolare

Tendini e legamenti hanno un consumo di ossigentorpal basso rispetto ai muscoli.
Questo rappresenta un vantaggio notevole poichgecta a tali strutture di sopportare
carichi e tensioni per lunghi periodi, superandtieenerti limiti il rischio d’ipossia e di
necrosi.

| carichi pressori influenzano meccanicamente itaielismo dei tenociti ma esercitano
anche un’influenza diretta sull'apporto ematicajsando di conseguenza modificazioni
della tensione di ossigeno e delle concentrazieninditrienti all'interno del tessuto
connettivale, che portano a un’alterazione nefitesi di matrice da parte dei tenociti.
Contrariamente a quanto si credeva in passatcerfdlihe era reputato una struttura
relativamente avascolare) il flusso ematico e raeeall'interno del tessuto tendineo e,
se misurato in funzione della tensione di ossigenoitengono anche valori prossimi a
guelli del tessuto muscolare.

Il tendine riceve la maggior parte del flusso eowmtidall’inserzione muscolare,
dall'inserzione periostale e, all'interno della gua € raggiunto da vasi che decorrono
nel connettivo (Peakok, 1959). In realta I'appatoatico proveniente dalle inserzioni,
provvede alla perfusione del tessuto solo localmenta regione del terzo medio del
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metacarpo, priva di guaina, € nutrita da una ripei® vascolare proveniente dal
circostante paratenonio (Peakok, 1959). La vaseakwione intratendinea e
rappresentata da una rete intrecciata di vasi fodigiali che decorrono all'interno del
tendine tra i fasci di fibre collagene e che sishmi@izzano perpendicolarmente con le
sottili arteriole, alcune delle quali proveniendil ggaratenonio.

Tuttavia, diversamente da cid che accade fisiologiente nel muscolo, nel tendine non
si osserva nessun incremento significativo di flusmatico durante I'esercizio fisico
(Stomberg, 1997). Pertanto, un eventuale incremelgite richieste metaboliche,
dovuto all’esercizio fisico o a eventuali patolggi@otrebbe portare a una
compromissione del sistema tissutale (Goodship4)199

| tendini sono caratterizzati da un apporto vaseolaferiore agli altri tessuti
metabolicamente attivi ai quali sono associati;stpgeculiarita € responsabile della
caratteristica opalescenza che contraddistinguestiaitture dai muscoli (Cook J. L.,
2005).

La quantita di sangue che giunge al tendine € bitgiana in generale I'apporto ematico
e inversamente proporzionale all’eta del sogget#d @arico sopportato. Nel tendine i
vasi corrono all'interno dell’endotenonio longitndimente e parallelamente ai fasci e
sono spesso associati a fibre nervose (Brockis,JL953) in grado di regolare il flusso
ematico diretto al tendine attraverso la secrezidneliverse sostanze ad azione
vasocostrittrice (neuropeptide Y e noradrenalina) vasodilatatrice (Vasoactive
intestinal polipeptide o Vip). Nei tendini danneagi le fibre nervose si sviluppano in

associazione con i vasi sanguigni all’interno desleure tendinee.

1.3 CARATTERISTICHE MECCANICHE DEI TENDINI

| tendini sono dotati di resistenza alla tensidtessibilita ed elasticita elevate. Queste
caratteristiche sono garantite dai singoli elemea#ititutivi di questi tessuti. Il tessuto
tendineo quando é sottoposto a un carico rispoafterdandosi in maniera non lineare.
Inizialmente si verificano modificazioni relativamte grandi del tendine che,
rappresentate su un grafico cartesiano (Fig. dbdpjdcono un'immagine a “punta” non
lineare, la cosiddettéoe region (Herrick, 1978). Se lo stimolo persiste, segue una

regione lineare, tinear region nella quale a ogni incremento di carico corrisgonn
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aumento equivalente della distensione del tendilieterno di questa regione, quando
viene rimosso il carico, il tendine e in gradoatinare alla sua forma iniziale senza aver
subito nessun tipo di danno (si comporta in mareéastica).

Se il tendine e sottoposto a un modello ciclico alienamento che lo mette
ripetutamente sotto pressione, una certa parteneligex viene persa sotto forma di
calore, come avviene quando allunghiamo ripetutaenama striscia di gomma.

Una volta terminata la fase iniziale, in cui il déme risponde in maniera elastica, inizia
una fase di risposta lineare visco-elastica, ddvéendine diviene piu resistente
all'allungamento e si ha un rapporto direttamemtgprzionale tra tensione, pressione e

allungamento.

tendon
rupture

v

Fig. 10: Grafico della
deformazione non linearg

del tendine sottoposto &

STRESS

carico.

linear
toe region
region

Y

STRAIN

Quando sono applicati carichi elevati, si osservdabcambiamenti non lineari del
tendine nel quale avvengono delle estensioni paindjrdel previsto come risposta ad
aumenti di carico noti. Il punto in cui si verifioa questi cambiamenti € noto coyedd
point, 0 punto di carico, e indica che sono avvenuti aienbiamenti nella struttura
tendinea.

Carichi che superano questo punto determinano af@rdazione plastica del tendine
che va incontro a un danno strutturale irrevemsilpboodship, 1994). Un successivo
incremento del carico comporta un completo cedimesttutturale e la rottura del

tendine.
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Da un punto di vista ultrastrutturale, sembra cheadgione iniziale della curva sia
dovuta all'allungamento dell’ondulaturacamp delle fibre di collagene (Butler, 1978).
E stato dimostrato che le fibre ondulate della orgicentrale del TFS si tendono
precocemente rispetto alle fibre ondulate dellaoresy periferica dei tendini di cavalli
adulti e cio suggerisce che la regione centraleéi@redisposta al cedimento strutturale
(Wilmink, 1992). Questo consente di comprendere geale motivo, in caso di

tendinopatia, 'esame ecografico del tendine dagiag mostra le tipicheore-lesions

1.4 EZIOPATOGENESI DELLE LESIONI TENDINEE

Nei cavalli, come nell'uomo, la maggior parte dgdatologie ortopediche € legata a
processi degenerativi a carico di una o piu strettannesse all’apparato muscolo-
scheletrico (articolazioni, tendini, legamenti).

Le patologie tendinee sono frequenti nel cavalloneeccanismo patogenetico che vi é
alla base € simile a quello anche nell'uomo.

Con il termine tenite s'intende un processo inflammatorio del tendine dglle
giunzioni muscolo-scheletriche causato da un traamdao o da microtraumi ripetuti.
Nel cavallo si riferisce specificamente all'infiaramone dei tendini flessori delle
falangi e in particolare di quella porzione circataldallo strato paratendineo ma non
dalla guaina tendinea; se € coinvolta anche languéendinea si usa il termine
tenosinovitgMc llwraith, 1983).

Le teniti possono colpire cavalli in attivita apgarenti a qualsiasi razza ma soprattutto
cavalli Purosangue Inglesi, trottatori, cavalli dalto e cavalli di razze americane
impiegati nelle gare di agilita e di precisione dalevono compiere cambi improvvisi
di direzione.

Come si puo intuire da questo elenco, generalmiestegetti affetti da teniti sono
cavalli sottoposti a un allenamento giornalieréerori di esercizio notevoli e cui sono

richieste prestazioni esagerate al momento detka (@owling, 2000; Nickel, 1991).
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Fig. 11. Inserzioni ossee distali dei tendini feasslelle falangi del cavallo; in rosso: TFS; inubl
TFP. (Da R. Barone 1981 EDAGRICOLE modifici.
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Fig. 12: Componente flessoria dell’'avambraccio alatlo; in rosso: TFS; in blu: TFP (da F
Barone 1981EDAGRICOLE modificata.
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1.4.1 Principali meccanismi eziopatogenetici

L’insorgenza delle teniti € influenzata da varidait

Fattori fisici: tra tutti il piu importante & sicamente I'eccessiva sollecitazione
cui le strutture tendinee sono sottoposte durahtgaloppo e il salto. |
galoppatori sono i cavalli piu colpiti poiché leeeate velocita che raggiungono
durante la corsa determinano un eccessivo stirantsitendini nel momento in
cui I soggetti scaricano tutto il peso a terra;ltneoil galoppo € un tipo di
andatura a quattro tempi molto particolare (Yamax401).

La frequenza delle teniti nei trottatori € minoigpetto ai galoppatori perché il
trotto, anche se effettuato a velocita notevolium tipo di andatura piu
equilibrato rispetto al galoppo; al trotto, infattisoggetto poggia a terra, tra una
fase di sospensione e l'altra, due arti (un anteres un posteriore), per cui il
peso viene distribuito in modo piu proporzionato.

Eta: i cavalli destinati a una carriera agonisioao avviati alla doma, e quindi
all'allenamento quotidiano, allo scadere dei diciahesi di eta. In questa fase di
vita, anche se fisicamente appaiono come soggkitiialo sviluppo scheletrico
non e ancora giunto a compimento, pertanto le gtlgoni fisiche eccessive
cui é sottoposto il soggetto saranno scaricate rsuscoli e sui tendini
(Mcllwraith, 1990).

A differenza dei muscoli, i tendini non sono in dpadi ipertrofizzarsi in
risposta a stimoli fisici crescenti e vanno incordrun precoce affaticamento.
Inoltre la maturita strutturale dei tendini € ragga intorno al secondo anno di
eta (Parry, 1978; Reiser, 1994). E stato dimostch® il diametro delle fibre
collagene aumenta durante lo sviluppo corporeo redsce con la senescenza
(Patterson-Kane, 1996). Contemporaneamente allaziode fisiologica del
diametro medio delle fibre si assiste anche al lecambiamento di forma,
soprattutto nella parte centrale del tendine. @Pstn-Kane, 1995). Percio la
parte centrale del tendine, a parita di tensionplicgia, € maggiormente
soggetta ad alterazioni strutturali rispetto alkxt@ periferica, in cui non si

registrano cambiamenti significativi con il passdeétempo.
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Cio permette di dare una spiegazione scientifidéa dermazione dellecore-
lesions che si rinvengono nella regione centrale dei iteni@ésionati quando
questi sono esaminati con I'ecografo.

Fattori vascolari: risultati ottenuti da numerogids (Rigby, 1977; Fackelman,
1973; Stromberg, 1969; Webbon, 1977) fanno sogpettghe Ia
vascolarizzazione giochi un ruolo precoce impodaneélla patogenesi delle
teniti.

L’architettura vascolare dei tendini e visibilmemtisturbata in caso di trauma.
Uno studio specifico (Kraus-Hansen, 1992) ha dinast che, eliminando
'apporto vascolare fornito al tendine dal parateéap non si registrano dei
cambiamenti nell'irrorazione. Risultati completarteediversi si ottengono con
la legatura dei due maggiori rami vascolari intndigei. Il tessuto acquista
subito una colorazione violacea che indica un smamaco a livello venoso. La
lesione focale al centro del tendine, le alterazativello di microcircolo, la
degenerazione delle fibre e la diminuzione dellpgbazione di tenociti attivi,
che avvengono sperimentalmente eliminando I'appearolare intratendineo,
risultano essere molto simili alle alterazioni digpossono notare nei casi di
tenite spontanea (Kraus-Hansen, 1992). Sembra iquamibro che |l
danneggiamento delle strutture vascolari interneeadline costituisca il primo
passo verso la degenerazione del tessuto e légpagiione del paratenonio.

La degenerazione del tessuto tendineo si verifesahg i tenociti non sono piu
in grado di sintetizzare né di secernere molecoleotlagene o altri elementi
della matrice senza un adeguato apporto ematicavl{dgp 2000; Spinabella,
2002).

Solitamente, quando il tendine & sottoposto allasin@a tensione durante cicli
ripetuti di carico, si realizza una riduzione dafffusso di sangue che é
responsabile della formazione di radicali libernfakti, un altro fattore
predisponente all'insorgenza di teniti, strettammenégato all'ischemia e
all'ipossia dei tessuti, e ieperfusion injuryo danno da riperfusione. Con questo
termine s’intende una serie di danni cellulari locausati dalla liberazione di
radicali liberi in circolo. Questi danni cellulateterminano una compromissione
nella corretta sintesi di ECM (Goodship, 1994).
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Il danno iniziale al carico del tendine causa uidimmazione locale che viene
tamponata all'interno della struttura tendinea. odenomeno pero ostruisce il
flusso di sangue, creando un ambiente poco confdeeer i tenociti e per la
componente di collagene che di conseguenza indekoli tendine. Inoltre il
sovraccarico ripetuto a frequenze elevate rilasalare da frizione all’interno
del tendine e cio causa danni alla struttura; skisko locale di sangue non é
adeguato a raffreddare il tendine, si puo raggitengma temperatura interna
molto alta che aggrava la situazione gia poco fawae per le fibre collagene e
per il tendine stesso.

» Altri fattori possono provocare sollecitazioni ess@e sui tendini: un’esagerata
inclinazione della pastoia, una ferratura non d¢tare punte troppo lunghe
(Dowling, 2000).

Riassumendo, i fattori principali che determinarimsbrgenza di tenite sono i
sovraccarichi ripetuti accompagnati e aggravati diaa circolazione ematica

relativamente deficitaria.

1.5 DIAGNOSI DI TENITE

Il quadro clinico di tenite € molto variabile edcéndizionato dalla sede e dal tipo di
lesione, oltre che dal tempo intercorso dal momelgiotrauma a quello della prima
visita (Mc llrwaith, 1990). Talvolta i primi segei sintomi clinici possono comparire in
ritardo di giorni o di settimane rispetto al moneei cui si e verificata la lesione.
Inoltre ci pud essere un’incongruenza fra la sédedella lesione e la gravita delle
manifestazioni cliniche, specialmente nelle classaore-lesiongSpinabella, 2007).
L’esame ecografico € essenziale per confermarespeito clinico e per valutare
I'estensione e I'evoluzione della lesione a cateb tendine ma prima di considerare
metodologie diagnostiche piu specifiche, che cimmtono di emettere diagnosi di
tenite, € importante affrontare le varie tappe awmmpongono I'esame clinico
(segnalamento, anamnesi, EOG, EOP), poiché i sinttimci in caso di tenite non

sono patognomonici.

31



1.5.1 Esame ecografico

Lo studio delle lesioni tendinee € generalmentguse tramite I'impiego della tecnica
ecografica che rappresenta il metodo piu diffustaiea ambito, poiché fornisce risultati
sicuri e in tempo reale. Inoltre si tratta di udagine diagnostica ben tollerata
dall’'animale e i risultati ottenuti possono esseggistrati e in seguito confrontati con
quelli dei controlli successivi (Dowling, 2000).

L’avvento dell’ecografia come mezzo diagnostice@so di sospetto danno tendineo ha
reso obsolete altre tecniche diagnostiche diffusgpassato come la termografia, la
xerografia, la scintigrafia, la radiografia.

Solitamente, per eseguire un’ecografia € necesseri@cografo provvisto di sonda
lineare, con una frequenza d’onda di almeno 7,5 MiHe consenta di visualizzare con
un’alta risoluzione le strutture sottostanti.

Prima di procedere alla valutazione ecograficaulgedficie cutanea su cui poggera la
sonda, deve essere accuratamente rasata e pulidimpeare il pelo, lo sporco e il
grasso che ostacolerebbero il passaggio delle ema@re. In seguito la cute deve essere
spalmata con un gel specifico che consente di ataresta superficie di contatto tra la
sonda e la cute, evitando che tra queste si form@le bolle d’aria che ostacolano il
passaggio degli ultrasuoni. Eventualmente e pdegiigiare dei distanziatori in silicone
da porre tra la sonda e la cute; questi conserdométenere un'immagine ancora piu
definita delle strutture superficiali.

Appoggiando la sonda perpendicolarmente alla catg, monitor appaiono delle
immagini che rappresentano la superficie di tagktie strutture attraversate in quel
momento dal fascio di ultrasuoni. Con il sistemdetiiura delle immagini “B-Mode”
(brighteness-mode) gli echi riflessi sono conveiitit segnali luminosi d’intensita
variabile in funzione all’lampiezza dell’eco (Spiedla, 2002).

Per valutare correttamente la condizione dei terfthasori € importante conoscerne i
rapporti anatomici, le forme, i diametri trasveediandamento longitudinale delle fibre
che variano procedendo dal carpo al nodello.

I TFS sano ha un aspetto omogeneo ed e leggermeenie ecogeno del TFP. Nelle
porzioni piu prossimali della regione metacarpalescansione trasversale (Fig. 13), il

tendine presenta un contorno ovoidale ed é siturateggermente medialmente rispetto
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al TFP. Il TFS é separato dal TFP da una lineaatialg anecogena che ha andamento
dorsomediale-palmarolaterale. Procedendo in seistalalil TFS diventa piu largo e
appiattito e all’altezza del nodello la porzionag#te della manica flessoria e visibile
come una sottile linea ecogena posta dorsalmentEFBL A livello della regione
pastorale il tendine si divide nelle branche ldeem mediale (Fig. 14) che assumono
una forma a lacrima e che si possono visualizzdegj@atamente spostando la sonda

dalla linea mediana. In scansione longitudinalejosden rilevabili ecogenicita e

I'andamento parallelo e ben organizzato delle fibre

Fig. 13: rappresentazion

D

U7

ecografica del TFP e del TF

in scansione trasversale.

Il TFP sano in scansione trasversal, ha un profdadeggiante nella regione
metacarpale prossimale mentre distalmente diveritamente ovalare (Fig. 14).
L’ecogenicita del tendine generalmente € omogersratyita la sua lunghezza e
leggermente maggiore rispetto al TFS. A livellol@eegione metacarpale prossimale é
situato medialmente rispetto alla linea sagittala scansione trasversale ha un profilo
tondeggiante (Fig. 13). All'altezza del pastorade duperficie traversale del TFP
mantiene un profilo ovoidale nel tratto prossimateentre distalmente assume un
caratteristico profilo bilobato (Fig. 14). A quesiwello € possibile creare degli artefatti

se la sonda non e posta perpendicolarmente alle fémdinee, pertanto € opportuno
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cambiare I'angolazione della sonda fino a quandosisiesce ad ottenere un’immagine

normale o la certezza di aver individuato la lesion

D

Fig. 14: rappresentazion
ecografica del TFP e del TF

9

in scansione trasversale.

Dal punto di vista ecografico si possono riscomtidiversi tipi di lesione:

- lesione concentrica core-lesion € la piu frequente e si presenta come un’immagine
ipoecoica o anecoica al centro del tendine, di dsm@i ed estensione prossimo-distale
variabile;

- lesione eccentrica: di aspetto simile alla preocég, ma non concentrica in sezione
trasversale e meno frequente della precedente;

- tendine diffusamente ingrossato e ipoecogenopresenta un danno diffuso del
tendine e edema intratendineo;

- ecogenicita mista: si osserva generalmente in dasecidive o nei tendini in via di
guarigione ed e caratterizzata da una combinaziong- o iperecogenicita, data dal
tessuto sano o guarito, e di ipoecogenicita fochéerappresenta le zone danneggiate;

- rottura: € rara e si presenta come una zona quaagletamente anecogena lungo tutta
la sezione del tendine; in alcune immagini si psseovare una sottile linea ecogena che

rappresenta il peritenonio.
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Un tipo particolare di lesione & quello che si ogsén tendini colpiti da tenite cronica,
in cui le strutture si presentano ingrossate eemmyenicita variabile. In questi casi
piu utile la scansione longitudinale, che permetlie apprezzare la perdita di
organizzazione parallela delle fibre e un disegnartigplarmente grossolano
(Spinabella, 2002).
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1.6 TERAPIA DELLE TENITI

Negli anni sono stati sviluppati molti protocolkrapeutici per il trattamento delle
tenopatie ma per gran parte di essi é stata diatadax scarsa efficacia.

In generale e importante ricordare che la sceltatide di terapia deve essere fatta
tenendo in considerazione numerosi fattori tral@gjravita della lesione, I'eta, la razza,
il tipo di lavoro che il cavallo svolge e il suolgee economico.

Nello scegliere il protocollo terapeutico adatta@ni caso si deve ricordare che gli
obiettivi sono: diminuire la risposta inflammatoriacale, ridurre al minimo la
formazione di tessuto cicatriziale e di aderenbeofie e promuovere la riparazione
tendinea fino a sviluppare un’adeguata elasticigsestenza alla trazione.

Ogni schema terapeutico deve essere adeguatcaadadi riparazione che si rinviene
nel tessuto interessato da lesione. Nella ripangzidel tendine si possono, infatti,
distinguere tre fasi:

- fase traumatica: comprende il periodo che vandamento del trauma (giorno 0) a
circa trenta giorni dopo l'evento ed e carattetiazda una risposta inflammatoria
intensa con edema, emorragia, calore e dolorgalfmzione;

- fase di guarigione acuta: va all'incirca dal giotrenta al centoventesimo post-trauma
ed é caratterizzata dalla formazione di nuovelfédollagene (prevalentemente di tipo
[I1) che vanno a sostituire quelle lese, il tesqutorotico ed emorragico;

- fase di guarigione cronica: si protrae oltreehtoventesimo giorno fino ad arrivare
anche a un anno dal trauma e in questa fase aifbanhazione di tessuto cicatriziale.
Recentemente, sono stati suggeriti nuovi appraepeutici per il trattamento delle

lesioni articolari e teno-legamentose.

1.6.1 Terapia fisica

La terapia fisica pud essere usata soprattuttca rfabe acuta delle teniti, dove la
riduzione del processo inflammatorio € necessaraipitare I'azione degenerativa a

carico della matrice tendinea causata dagli enpnwtieolitici liberati durante la flogosi
(Dowling, 2000).
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Il primo accorgimento da adottare subito dopo lagdosi di tenite, € assicurare
all'animale un periodo di riposo in box per 2-4tseane (che generalmente corrisponde
alla fine della fase traumatica e all'inizio di ¢jaedi guarigione acuta) allo scopo di
evitare l'estensione della lesione e lalterazicedle fibre in via di formazione
(Henninger, 1994).

Durante le prime fasi post-trauma, un altro accoagito fondamentale, é I'utilizzo
dell'idroterapia fredda, che aiuta ad alleviareddlore e previene la formazione di
edema e la tumefazione (Mcllrwaith, 1990; Spinah&lD02).

Sia durante la fase inflammatoria sia durante gualiguarigione acuta, € raccomandato
un programma di esercizio controllato al fine dimpuovere la circolazione, facilitare il
drenaggio linfatico e incrementare il riassorbinoedt eventuali raccolte ematiche ed
essudative.

L’esercizio controllato é particolarmente indicatajuesti casi poiché un leggero carico
sulla struttura facilita I'allineamento delle cddue delle fibre, riducendo i tempi di
ripresa del tendine (Ketchum, 1979).

E’ fondamentale procedere a una riabilitazione gadel dell’animale, in modo da
evitare che un esercizio troppo intenso e/o prepossa compromettere la guarigione.
La mobilizzazione passiva controllata dell’artcer@ssato, favorendo la separazione fra
le strutture tendinee in via di riparazione dakaestante strato paratendineo o dalla
guaina tendinea, puo influenzare positivamenteat@sso di riparazione intrinseca del
tendine, I'orientamento delle fibrille e probabilmie anche evitare la formazione di
aderenze (Ketchum, 1979).

Le ferrature correttive possono rappresentare uiovaausilio terapeutico poiché
accompagnano il cavallo sia durante il periodoighgo sia in quello di riabilitazione.
Sono in grado di ridurre la tensione interna aldie@ e indurre un progressivo
allungamento della struttura tendinea, per aumentar deformabilita del tessuto
cicatriziale impedendo il peggioramento della lasioe promuovendo la fase di
riparazione iniziale (Stashak, 1990).

Altri tentativi per la terapia delle teniti son@stfatti usando gli ultrasuoni con lo scopo
di determinare il riassorbimento di tumefazioni sate da sangue o da siero (Stashak,

1990). Gli ultrasuoni producono una vibrazione na@oca e permettono lo sviluppo di
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calore nei tessuti sui quali sono applicati favdeeta vasodilatazione, il metabolismo
delle cellule e il flusso linfatico locale.

Anche la terapia con il laser sembra dare risufiasitivi nel trattamento delle lesioni
tendinee e si basa sul concetto che I'emissionendi luce costante, in un range
specifico di energia, € in grado di penetrare mssti stimolando direttamente |l
metabolismo cellulare e il rilascio di sostanze tiensificano la fase inflammatoria e
ripartiva del processo di guarigione (Henningef4)9

Infine, la terapia elettromagnetica puo influenzpotenziale piezoelettrico dei tessuti

e incrementarne il metabolismo cellulare. (Spinab&002).

1.6.2 Terapia farmacologica

La terapia fisica, pur essendo un valido ausilio mggiungere la guarigione del
tendine, non é sufficiente per ottenere la completaissione del processo patologico
percio si ricorre alla somministrazione di farmaadprattutto durante la flogosi acuta.
Durante la fase traumatica & possibile somministilaDimetilsulfossido (DMSO), una
sostanza comunemente utilizzata come antinflammea®rantiedemigeno (Stashak,
1990). Il DMSO favorisce il passaggio trans-cutadebfarmaci cui € associato, per cui
e spesso utilizzato come veicolo per l'applicazidoeale di corticoidi. L'uso del
DMSO puo avere effetti negativi evidenti sopratiuttel caso in cui sia usato in
formulazione pura e quotidianamente, infatti, puovpcare infiammazione cutanea
transitoria e diminuire il carico di rottura mediei tendini, favorendone la lacerazione
spontanea nei cavalli da corsa (Albrechtsen, 188ant 1992).

Altri farmaci somministrabili durante la fase traatica sono i FANS, come ad esempio
Fenilbutazone, Flunixin meglumine e Naprossene,h@mo effetto antinfiammatorio,
antipiretico e analgesico (Stashak, 1990). Tra gspmli effetti collaterali di questa
classe farmacologica ricordiamo soprattutto le nelggastrointestinali e, piu raramente,
la necrosi delle papille renali, I'ipoproteinemialee alterazioni ematologiche (Booth,
1999).

Altri protocolli terapeutici proposti per il tratteento delle lesioni teno-legamentose
prevedono l'uso di corticosteroidi che sono farmadatinfiammatori potenti che

pOSSONO essere somministrati per via sistemicaaldasoprattutto nella fase traumatica
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(Stashak, 1990). Tra gli effetti collaterali piu portanti ricordiamo la soppressione
della risposta immunitaria, I'effetto vasocostnittoche puo esitare nello sviluppo di
laminite, e la ritenzione di sodio a causa deli® lazione mineralcorticoide; inoltre,
inibiscono la fibroplasia, ossia la sintesi di naowollagene e di GAG che sono
fondamentali per il processo di riparazione tendififéapetanos, 1982).

| Glicosamminoglicani Polifosfati (PSGAG) sono cdegsi polisaccardici solforati con
una struttura molto simile al condroitinsolfato@s coinvolti nella maturazione delle
fibre collagene (Dowling, 2000). La somministrazantralesionale di PSGAG sembra
dare i risultati migliori, infatti, con questo ttamento molti soggetti tornano in attivita,
anche se e comungue possibile una certa perceuiuaiedive (Marr, 1993).
Inoculazioni intralesionali di beta-Aminopropriomie (BAPN), un inibitore della lisil-
ossidasi (enzima coinvolto nella formazione dellagg#ne), permettono un rapido
miglioramento della lesione dal punto di vista eafigo (Spinabella, 2002). Studi
sperimentali (Dahlgren, 2001) hanno evidenziatchangossibili effetti collaterali del
BAPN, pertanto l'utilizzo di questo farmaco devesere prudente e associato a un
accurato programma di esercizio per evitare semnseguenze.

In letteratura € riportato anche [l'utilizzo di ve&Esmti che, applicati localmente,
producono vescicazione e inflammazione della cutkeietessuti molli sottostanti. Di
solito sono impiegati nel caso in cui il processagdarigione tardi a concludersi e
hanno la funzione di stimolare la riacutizzaziomeu processo inflammatorio ormai
cronicizzato. | risultati che si ottengono sono cowue discutibili, poiché il
miglioramento sembra essere legato principalmehteeaodo di riposo successivo
all'applicazione di tali sostanze, inoltre sono $bsi effetti collaterali come la necrosi

cutanea (Stashak, 1990). L'uso dei vescicanti dibgeessere quindi evitato.

1.6.3 Trattamento chirurgico

Le lesioni teno-legamentose croniche o resistdiatiterapia possono essere trattate con
la chirurgia.

La focatura o cauterizzazione terapeutica € un aetevulsivo molto energico che ha
la funzione di riacutizzare il processo inflammaionel caso in cui sia presente una

flogosi subacuta o cronica, nella speranza di nengil rapida la guarigione. Prevede

40



I'applicazione circoscritta di alte temperaturdiaé di causare la distruzione del tessuto
patologico. Il risultato finale pero € la formazéodi tessuto cicatriziale scarsamente
vascolarizzato (Stashak, 1990), infatti, secondollMeaith (1990) questo trattamento
non influenza la guarigione tendinea ma protegg@ale da recidive.

Il tendon splitting era un intervento chirurgicogimgato con lo scopo di promuovere la
riacutizzazione del processo infliammatorio, la r@soelarizzazione e la crescita di
fibroblasti lungo la linea d’incisione in modo dacilitare la soluzione delle cicatrici e
favorire il ripristino di una funzionalita tendingaormale (Stashak, 1990, Asheim,
1967). Oggi si preferisce utilizzare questa pragiea favorire la fuoriuscita dei liquidi
dalla lesione in caso di teniti in fase acuta @anticolare in quelle con un'immagine
ecografica dicore-lesion dove I'ematoma ostacola la rivascolarizzazionelae
successiva guarigione del tessuto tendineo. ltasybost-operatori sono comunque
contraddittori (Asheim, 1967; Henniger, 1993; Stbamg, 1974).

La desmotomia della briglia radiale € una tecnitiaucgica che coinvolge tutta I'unita
funzionale tendinea con lo scopo di preservaradtita della struttura piuttosto che
aumentarne la resistenza. Data la sua localizzazeratomica, durante la fase di
supporto del peso il LA-TFS trasferisce il caricalla porzione tendinea del muscolo
flessore delle falangi alla parte distale del radmwevenendo il sovraccarico e
I'eventuale rottura sia del muscolo sia del tendidegan, 1995). La desmotomia della
briglia radiale sembra dare buoni risultati perematio al cavallo il ritorno all’attivita
sportiva e riducendo i rischi di recidiva (Watkid$95).

La desmotomia del legamento anulare € un altréatregnto che pud essere impiegato
per il trattamento delle teniti. Solitamente & agar evitare che i tendini infammati ed
edematosi possano essere danneggiati ulteriorntati® compressione da parte del
legamento anulare. Questo tipo d’intervento € malile nel caso in cui la patologia si
limiti a una reazione inflammatoria notevole, comime lesioni interne che possono
risolversi mediante riposo e impiego di farmaciirdi@mmatori, senza la necessita di
intervenire direttamene sulla struttura tendinegresenza di teniti gravi o di fenomeni
aderenziali diffusi la prognosi € peggiore, nonotd’intervento di desmotomia del
legamento anulare abbia di per sé una buona pro¢uisabella, 2002).

Un’altra possibilita chirurgica per il trattamenttelle teniti consiste nell'impiego

d’'impianti di fibre flessibili di carbonio come ddstivi del tessuto tendineo. Questo
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materiale induce la formazione di un tessuto diate che presenta una struttura
istologica molto simile a quella originale del terel(Hannas, 1995).

L'utilizzo di questo tipo d'impianto dovrebbe essarlteriormente approfondito, dato
che Valdez (1980) ha riportato buoni risultati, trguali una maggiore elasticita del
tendine, mentre altri autori (Brown, 1983; Pool83Pnon hanno riscontrato, nel loro
studio, alcuna prova del fatto che le fibre di caib agiscano come un’impalcatura in
grado di facilitare la disposizione longitudinalelld fibre collagene nella formazione

della cicatrice.

1.6.4 Nuovi protocolli terapeutici

Le terapie descritte finora portano alla formazidngessuto cicatriziale all'interno della
struttura tendinea lesa che limita il ripristindl@éasticita tendinea. Per questo motivo
sono stati studiati nuovi protocolli terapeutici.

Particolare attenzione e stata rivolta ai fattordscita o Growth Factors (GFs).

La guarigione del tessuto tendineo patologico attenizzata da una cascata di eventi
mediati da fattori di crescita peptidici (grandiipeptidi e glicoproteine). Questi fattori
sono secreti da diversi elementi cellulari, presgatnei tessuti sia nel sangue, e sono in
grado di regolare il metabolismo cellulare. Esistamumerosi fattori di crescita e
ognuno di essi presenta delle peculiarita.

| GFs incrementano il processo riparativo dei tenslimolando la sintesi di ECM che a
sua volta promuove la proliferazione e la diffeiamone cellulare e stimola lo
sviluppo della vascolarizzazione (Dahigren, 2005).

L'uso di un solo fattore di crescita non e comuncuéficiente per permettere
un’ottimale rigenerazione della lesione, quindiebdre opportuno procedere con
I'impiego di un insieme di fattori di crescita inogio da favorire una rigenerazione di
tutte le costituenti tendinee (Dowling, 2000).

Recentemente si € posta particolare attenziongsalli plasma ricco di piastrine (PRP)
per la terapia delle lesioni tendinee. Il plasmacehito € una fonte di elevate
concentrazioni di PDGF (Platelet Derived Growth tbgce TGFB (Transforming

Growth Factom), di cui le piastrine sono ricche, e apporta malltii fattori di crescita

come I'EGF (Epidermal Growth Factor) e il PAF, itombossano A (TXA) e la
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fibronectina/vitronectina. Il PDGF e il T@F svolgono un ruolo primario nel
reclutamento dei progenitori del tessuto connetévin questo modo stimolano la
formazione della matrice e migliorano la velocita guarigione del tendine. Le
concentrazioni di PDGF e T@Fsono significativamente piu alte nel plasma ahitcc
rispetto all'aspirato midollare, al sangue interal @lasma povero di piastrine. Inoltre il
PRP contiene anche 'lGF-I in percentuale simitpialla del plasma non concentrato.

I PRP trova grande applicazione in medicina uméaaerts, 2007), € un metodo
economico e accessibile ed e una fonte di fatiamesbscita autologhi e di frazioni ricche
di cellule.

Il concetto di base prevede l'utilizzo di sangueanticoagulante che viene in seguito
separato tramite centrifugazione. L’iniezione d&IPPé preceduta da diagnosi di una
core-lesiontramite esame ecografico. Si somministrano 4-7dmplasma ricco di
piastrine, in base alle dimensioni della lesion@, im caso di lesioni tendinee molto
piccole sono sufficienti 1-2 ml. Il PRP puo essesato anche come veicolo di MSCs
per il trattamento piu aggressivo delle tendirlixpn, 2008).

Negli ultimi anni, I'attenzione rivolta alluso del cellule staminali (MSCs), per la
terapia delle lesioni tendinee e legamentose ta seampre maggiore.

Con guesta tecnica si assiste a un piu rapidonat@il’efficienza funzionale e alla
guarigione del tendine, al miglioramento ecografcalla riduzione dell'incidenza di
recidive, rispetto a quanto avviene con i trattaimesnservativi (Smith, 2003). E stato
ipotizzato che le cellule staminali mesenchimalurjplotenti, i fattori di crescita
contenuti nel midollo osseo e la fibrina della ntarpossano essere la ragione del
precoce e maggiore miglioramento della risoluziol@ca della lesione (Rosenbrock,
2004).

Tuttavia, I'inoculazione di notevoli volumi di mitlo osseo (30-50 ml) all'interno della
struttura teno-legamentosa potrebbe distruggeibrie collagene ancora intatte. Inoltre,
il midollo pud contenere piccolissimi frammenti déso e cellule adipose che sono
elementi negativi ai fini della guarigione poichétnebbero provocare la calcificazione
del tendine o lalterazione della struttura in cuene introdotto. Infine, Il'alta
concentrazione di TGPB- nel fluido aspirato, potrebbe esitare in un’ece@ss
formazione di tessuto cicatriziale non elasticojesiderabile nella guarigione del
tendine (Dalhgren, 2005).
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L'uso iniziale di steroidi associati alle MSCs pmlibe essere appropriato per
velocizzare la risoluzione dell'inflammazione e t@nporaneamente rallentare la
fibrosi (Smith, 2004).

Le MSCs possono essere impiegate da sole o unitaradsiomateriali di supporto, nel
caso in cui siano innestate su lesioni molto vasteso di 10-20 milioni di MSCs in
coltura miscelate a PRP o ad aspirato midollare bserabbe la soluzione piu
promettente da un punto di vista tecnico (NixorQ&0

Questa tecnica necessita ancora di ulteriori studpprofondimenti e presenta come
limite maggiore quello di dover istituire una bardiacellule staminali mesenchimali

per la specie equina (Consiglio, 2008).

1.7 GUARIGIONE DELLE LESIONI TENDINEE

Pur attribuendo la rottura delle fibre tendineenaeuento generalmente singolo, acuto e
secondario a un improvviso sovraccarico del ten(livans, 1975; McCullagh, 1979), e
stato ipotizzato da alcuni autori (Stromberg, 1968¢ckelman, 1973) che la rottura sia
in realta preceduta da modificazioni degeneratived tbéssuto tendineo stesso.
Generalmente, il tendine danneggiato guariscevattsa la formazione di una cicatrice
fibrosa che si sviluppa in circa 1-2 anni (GoodstiR94; Maia, 2009).

| fattori che influenzano il risultato finale somoimerosi e tra i piu significativi vi & il
tipo di lesione, il tipo di tendine leso, lo stadei tessuti circostanti e il trattamento
scelto.

Una buona guarigione mira alla minor compromissipassibile della funzionalita del
tendine. Per ottenere tale scopo, I'area lesiodatsge essere riempita da fibroblasti
maturi che operino un’adeguata sintesi di collageme modo da ripristinare le
caratteristiche di elasticita e resistenza e darmdal minimo la comparsa di aderenze
fibrose con le strutture circostanti.

Il processo di guarigione avviene in due modi:ieséco e intrinseco. La via estrinseca,
che rappresenta la tipologia predominante, € esizzata da una risposta da parte dei
fibroblasti provenienti dalla guaina tendinea e @asuti adiacenti, da un afflusso di
sangue extratendineo e dalla formazione di ader@Naener, 1971; Matthews, 1979;

Sharma, 2006; Andia, 2010). Durante questo proc¢eksccellularita del tendine
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aumenta e i fibroblasti che infiltrano la feritapapno morfologicamente diversi dai
tenociti nativi (Mc llwraith, 2002). Il processo timseco invece deriva dalla
proliferazione delle cellule presenti nellendoteime nell’epitenonio; la diffusione dei
nutrimenti avviene grazie al liquido sinoviale ers verifica la formazione di aderenze
tipiche, invece, del processo estrinseco (Mansg@81Kim, 2010).

Per capire quali possono esser le scelte terapeuticcaso di lesioni teno-legamentose
si deve porre I'attenzione sui processi che avveaghurante la riparazione tendinea.
La guarigione del tendine inizia con una reaziotmyiftica caratterizzata dalla
produzione di fibrina e di cellule inflammatorie guantita proporzionale allampiezza
della lesione e alla gravita del trauma. La risposfiammatoria del tessuto leso ha un
ruolo importante nel processo di guarigione di ieinel legamenti, in quanto stimola la
fibroplasia che permette la formazione di tessutgrednulazione e la deposizione di
nuovo collagene. La risposta inflammatoria perordase anche effetti negativi sui
tessuti circostanti, sulle fibre collagene e suiatrice del tendine, che spiegano lo
sviluppo di protocolli terapeutici volti alla su@wzione (Henninger, 1994).

Un altro elemento fondamentale che caratterizzgrdcesso di guarigione € la
neovascolarizzazione della zona colpita. Ques@ginaridai capillari peritendinei ed e
responsabile dell’apporto di ossigeno e sostanzetime, molto importanti per la
sopravvivenza cellulare e per la produzione di mu@gsuto, e di cellule inflammatorie
(in particolare neutrofili e macrofagi) che sonspensabili della rimozione dei detriti
dal sito della lesione.

Nonostante un adeguato apporto ematico sia detant@rper la riparazione tissutale, €
altresi necessario ridurre al minimo I'emorragiledema conseguenti al trauma che
provocherebbero la separazione dei fasci di filmiéagene, prolungherebbero la fase
acuta di guarigione e promuoverebbero la formazdnessuto cicatriziale.

Durante la fase di guarigione acuta, i fibroblagello strato peritendineo e
dell’endotenonio migrano verso la zona laceratafemmata. Il loro allineamento e
quello delle fibre da essi sintetizzate dipendoaltaddisposizione della fibrina che si €
depositata a livello della lesione (Woo, 1999).

Il processo di guarigione comporta la formazionetetisuto cicatriziale, composto
prevalentemente da collagene di tipo Ill, che cosde stabilita e resistenza meccanica
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al sito della lesione mediante formazione di leganoiciati. Nel focolaio si possono
riscontrare incrementi anche nella quantita diag@he dei tipi IV e V.

In seguito alla fase acuta inizia a comparire illaggene di tipo | che assieme al
collagene di tipo Il € quello che predomina finee& mesi dopo il trauma. Nei mesi
successivi prevale il collagene di tipo | che éprapentato da fibrille ordinate
linearmente grazie al progressivo rimodellamentoecsiottoposto il tendine. In questa
fase, tuttavia, € comunque possibile ritrovare tjteamnomale di collagene tipo llI,
costituito da fibre collagene di piccolo calibroaree prive di tessuto (Manske, 1984).
Nella guarigione dei tendini, quindi, sono di fondantale importanza sia i fattori
estrinseci, rappresentati da fibroblasti e capiltir origine peritendinea, sia quelli
intrinseci, costituiti dalle cellule dell’endotenonche possono agire come fibroblasti
attivi (Manske, 1984).

La composizione e l'organizzazione della ECM chetitaisce la cicatrice fibrosa
rappresentano gli elementi responsabili della dimione delle proprieta meccaniche
nel tendine guarito. Generalmente, la riduzionéatli caratteristiche e alla base della
maggiore incidenza di recidive a livello della zaharansizione tra il tendine sano e

quello riparato.

1.8 LE CELLULE STAMINALI MESENCHIMALI (MSCs)

Le cellule mesenchimali adulte sono caratterizdatena morfologia simile a quella dei
fibroblasti (Pittenger, 1999; Chamberlain, 2007Qn& cellule multipotenti in grado
replicarsi e, se stimolate opportunamente, diffeasi in specifiche e diverse
popolazioni cellulari (ossee, cartilaginee, tendimauscolari etc) e sono capaci di auto-
replicarsi e di proliferare illimitatamente (GobldQ07; Horwitz, 2002; Perin, 2003;
Strauer, 2002; Zhang, 2004; Sugaya, 2003; ChapeB)2

Queste caratteristiche hanno causato un crescetgresse verso quelle prospettive
terapeutiche basate sulla capacita rigenerativipazativa di organi e tessuti, che le
cellule staminali offrono (Ferrari, 2007; Crova2610).

Alcuni studi hanno dimostrato che le MSCs sono téotéi potere rigenerativo (El
Tamer, 2009; Miyahara, 2006; Suzuki, 2008; Har2809; Arnalich-Montiel, 2008;
Ferrari, 1998) e che possono essere attenute @asdiessuti, come midollo osseo,
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sangue periferico, cordone ombelicale, tessuto oadipe derma (Jiang, 2002;
Kuznetsov, 2001; Biebak, 2004; Koch, 2007; Yamam2®®7; Crigler, 2007).

Il midollo osseo contiene cellule staminali mesemeti o stromali (MSCs) e cellule
staminali ematopoietiche (HSCs). Le MSCs sono mteseel midollo in quantita
minore rispetto alle HSCs e sono responsabili dgdaesi di tutte le cellule non
emopoietiche che risiedono nel midollo osseo.

Per molti anni il midollo osseo e stato considetatprincipale fonte di cellule staminali
mesenchimali (Smith, 2005; Richardson, 2007; Crey@007; Nixon, 2008; Crovace,
2008), che sono in grado di rispondere a stimativenienti da lontano ed essere
richiamate da tessuti danneggiati. (Chamberlaify728ordi, 2009).

THE MESENGENIC PROCESS
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Fig. 17: Capacita differenziative delle cellulersiaali.

Tuttavia, a causa dell'invasivita delle procedure pdelievo e della progressiva

riduzione con I'eta del numero di cellule isolateled loro potenziale differenziativo, i

ricercatori si sono indirizzati verso la ricercandiove fonti di MSCs.
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Recentemente é stato dimostrato che il sangue egr@#erico pud essere considerato
una fonte alternativa di cellule staminali mesemali (Koerner, 2006; Martinello,
2009).

1.8.1 | cluster di differenziamento

Le cellule sono definite in funzione alle molecdlesuperficie, per lo piu glicoproteine,
espresse sulla loro membrana cellulare. Questecwielsono usate comunemente come
marker cellulari e sono dette “cluster di differemzone” (CD). A oggi sono stati
identificati piu di 320 CD. Generalmente una corazione di marker € in grado di
caratterizzare un solo tipo cellulare, che vienéndjudescritto come avente questi
marker.

La classificazione cellulare mediante I'uso di Ctata applicata anche alle cellule
staminali (Smith L. G. 2004).

Fenotipicamente le MSCs esprimono un certo numiemaadcatori che, sfortunatamente
pero, non sono specifici per ciascuna MSC.

Le MSCs adulte non esprimono i marcatori delleutelematopoietiche (CD45, CD34,
CD14, CD11). Inoltre non esprimono le molecole tmslatorie CD80, CD86, CD40 o
molecole di adesione CD31 (platelet/endothelial aghesion molecule [PECAM]-1),
CD18 (leukocyte function-associated antigen-1 [LHAA] o CD56 (neuronal cell
adhesion molecule-1).

Possono esprimere i marker CD105 (SH2), CD73 (SH¥X®44, CD90 (Thy-1),
CD71, Stro-1, molecole di adesione CD106 (vasatddiradhesion molecule [VCAM]-
1), CD166 (activated leukocyte cell adhesion mdeclALCAM]), molecole di
adesione intracellulare (ICAM)-1 e CD29 (Lee, 20B&rn, 2006; Chamberlain, 2007;
Hoynowski, 2007; Guest, 2009; Martinello, 2009)

1.8.2 Plasticita delle cellule staminali

L’origine delle cellule staminali embrionali € cawiuta mentre quella delle cellule
staminali adulte non é ancora ben chiara. Si pehsale MSCs riescano a evitare |l
processo differenziativo tipico delle cellule dusano sviluppo embrionale e a
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colonizzare appropriate nicchie; queste ultime lalveeo la funzione sia di mantenere la
potenzialita delle cellule nella vita adulta sididiitarne i processi di differenziamento
(Lanza, 2004).

Le cellule staminali embrionali sono totipotent§s@ possono differenziarsi in tutti i
tessuti (anche extraembrionali), fino allo stadiontbrula a 8 blastomeri, dopodiché
diventano pluripotenti, che sono in grado di d#feziarsi in uno qualsiasi dei tre
foglietti embrionali ma non negli annessi embrion8bno pluripotenti le cellule della
massa interna della blastocisti rivestita dal totdsto. Le cellule staminali multipotenti
sono in grado di differenziare in un numero di @eilulari limitato al tessuto in cui
risiedono; appartengono a questa classe le calulaopoietiche (HSCs) e le cellule

mesenchimali (MSCs).

1.8.3 Associazione di MSCs e PRP

Recentemente e stato proposto I'utilizzo di conedatpiastrinico, sia nella sua forma
liquida sia in quella gelatinosa, come matricelf@@aplicazione di cellule staminali. Lo

scopo e di ottenere, dalle piastrine debitameriteatd, la liberazione di diversi fattori

di crescita necessari per la differenziazione deB#ule multipotenti in modo da

accelerare la crescita e 'impianto delle cellubgnali (Lucarelli, 2003; Kilian, 2004;

Doucet, 2005; Del Bue, 2006; Gobbi, 2007; Ever@)7). | fattori di crescita liberati

dalle piastrine, infatti, hanno dimostrato di pakge la capacita di favorire la
differenziazione delle cellule staminali verso istino cellulare e di promuovere
I'angiogenesi (Fotia, 2008).

L'utilizzo combinato di MSCs e di PRP ha come intpate vantaggio entrambi i

biomateriali sono due composti autologhi, non mssbiodegradabili.

1.8.4 Impiego delle MSCs nel cavallo

Le cellule staminali mesenchimali sono gia statéaie da diversi tessuti (Jiang, 2002;
Kuznetsov, 2001; Biebak, 2004; Koch, 2007; Yamama@®7; Crigler, 2007) e testate

per il differenziamento in diverse linee celluléiuk, 2002; Seggewiss, 2004; Vidal,
2008; Rebellato, 2008).
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In medicina equina il tessuto maggiormente scettme fonte di cellule staminali e
ancora il midollo osseo, ma il sangue periferica pappresentare uno strumento
promettente per l'ottenimento di buoni risultatinai (Koerner, 2006; Martinello,

2009), grazie alla bassa invasivita del prelievatrn, alla facile accessibilita e alla

plasticita delle cellule.

Trattamento di lesioni tendinee nel cavallo con MS€

Attualmente, I'mpiego di cellule staminali si stiffondendo anche in medicina
veterinaria. Esistono, infatti, degli esempi di lgazione delle MCSs nella specie
equina (Smith, 2003; Goodship, 2004; Smith, 2004h&dson, 2007; Barriera, 2008;
Nixon, 2008), generalmente per la terapia delléotestendinee poiché le soluzioni
terapeutiche proposte finora non garantiscono ipa@@azione tissutale soddisfacente.

Il tendine danneggiato si ripara naturalmente, Itessuto fibroso che sostituisce quello
perso in seguito all’evento traumatico, presenta wmorfologia diversa da quella
normale. Le fibre collegene del tessuto cicatrezian sono allineate e compatte come
guelle del tendine sano e sono per la maggior fiare di tipo 1ll; questi cambiamenti
conferiscono al tendine maggior elasticita ma mnesistenza agli insulti.

Gia nel 2003, Smith descrisse per primo l'uso di@#¢Sautologhe in una lesione
spontanea di un tendine flessore superficiale de] b studio evidenzia I'efficacia di
questa terapia e I'assenza di reazioni avverse selitimane successive all'iniezione.
Richardson nel 2007 ha dimostrato, con degli esparii in vitro, che le cellule
staminali sono in grado di produrre una ECM corattaristiche simili a quelle del
tendine intatto. Nixon et al., invece, nel 2008 i@dimostrato che l'impiego di MSCs
ottenute dal tessuto adiposo in una lesione teadim#otta nel cavallo con un’iniezione
locale di collagenasi, € in grado di determinar@ wmgliore architettura tendinea;
inoltre, i tendini trattati con cellule staminaliggentano una diminuzione nell’entita
dell'infiltrato infiammatorio.

Questi risultati avvalorano lipotesi che le MSGan® in grado di indurre una miglior
distribuzione delle fibre collagene e buona rigaaeme del tessuto tendineo, inoltre,
fanno presupporre che le cellule staminali siandatdo di una discreta attivita

antinfiammatoria.
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Infine, & stato dimostrato in vivo che Il'utilizze ckllule staminali mesenchimali in una
lesione tendinea, attribuisce al tessuto dellettaistiche ecografiche, istologiche e
biomeccaniche migliori rispetto a quanto ottenutallad guarigione spontanea o
dall’'utilizzo altre terapie (Richardson 2007, Bard 2008).

Trattamento di lesioni cartilaginee nel cavallo

Nel cavallo le cellule staminali mesenchimali s@tate studiate anche per la terapia
delle lesioni cartilaginee e in particolare pertrattamento di lesioni causate da
osteocondrosi (OC), di cisti subcondrali e di tutée patologie responsabili del
deterioramento della cartilagine articolare. Lenpipali opzioni terapeutiche in queste
patologie consistono nella medicazione dell’araeadne associata a riposo,
nell'iniezione intrarticolare ecoguidata di stengidell’artroscopia o0 nel curettage
chirurgico dell’articolazione coinvolta. Tuttavia, cartilagine articolare raramente torna
alla funzionalita originaria dopo aver subito iristraumatici o degenerativi.

L’'impiego di MSCs come supporto al pool di cellbgaminali locali fornisce il
vantaggio della presenza di una riserva di celktBminali autologhe che possono
essere ricavate da diversi tessuti dell’organismo.

In realta, la maggior parte degli studi presentilgtteratura descrive l'attivita delle
cellule staminali in vitro ma non ci sono molti dityrecisi riguardo alla loro efficacia
nelle lesioni cartilaginee spontanee nel cavallsiflay, 2008; Koch, 2009). In vitro si
e visto che, mantenendo una bassa tensione dieossigin’alta densita cellulare e
un'esposizione a desametasone, le MSCs possonore egadotte verso |l
differenziamento in condrociti.

In uno studio condotto nel 2007, Wilke ha dimostrahe il trattamento di lesioni
articolari indotte nel cavallo, con MSCs associatefibrina comporta un netto
miglioramento della guarigione rispetto al trattameecon la sola fibrina.

Trattamento di patologie ossee nel cavallo

Normalmente, la riparazione del tessuto osseo érmi@tata da cambiamenti nella

composizione molecolare e nell'organizzazione &irate che normalmente

51



caratterizzano la ECM; queste alterazioni portdteofarmazione un tessuto cicatriziale
che limita le fisiologiche caratteristiche meccémicell’'osso.

Le MSCs possono essere indotte a differenziarsegmhndersi secondo una linea
osteoblastica (usando desametasone, ascorlfathiaerolfosfato). Questa stimolazione
indirizza le cellule verso una sequenza predeteatainli eventi, ossia proliferazione,
differenziazione, maturazione e mineralizzaziongcérelli, 2003).

In uno studio condotto nel 2000, Lennon ha diméstche la terapia con MSCs in
fratture danon-unioné in grado di dare una migliore riparazione delduzione di
continuo rispetto all'innesto dicaffold privi di cellule staminali. Vidal, nel 2006, ha
dimostrato che le cellule staminali possano esséfieaci nella rigenerazione del
tessuto osseo.

Le MSCs consentono di ottenere un miglioramentcldganizzazione, della sintesi e
della qualita della matrice extracellulare del t@8s0sseo e possono essere impiegate
per agevolare l'integrazione di protesi, per stawmella riparazione ossea in fratture da
non unione e per la sostituzione d’'importanti res@znssee.

Grazie alle loro caratteristiche di auto-replicagoe differenziazione, le MSCs
potrebbero quindi rappresentare un importante it nel trattamento delle lesioni
ossee, assicurando la restituzione alla normafigtomica e funzionale del tessuto

danneggiato.

Altri possibili impieghi

Le cellule staminali miogeniche mononucleate, laealte tra membrana basale e
sarcolemma delle fibre muscolari, conosciute ancbene cellule satelliti sono
essenziali per la riparazione muscolare.

Recentemente € stata scoperta una popolaziondacellton caratteristiche simili alle
cellule staminali ematopoietiche isolate dal muscstheletrico (ms-HSCs). Non é
ancora ben chiaro il loro ruolo ma dati recentigargscono che possano avere, come le
cellule satelliti, potenziali ematopoietici e mioga (McKinney-Freeman, 2002).

Nel 2004 Sampaolesi, tentando di ottenere celltdminali da diverse fonti (midollo
0sseo, muscolo scheletrico, tessuto adiposo, sinevessuto nervoso), ha dimostrato

che le cellule che presentano migliore efficiengbripristinare la struttura muscolare in
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modelli murini sono le ms-HSCs; tuttavia, anche H&SCs (cellule staminali
ematopoietiche) e le MSCs hanno mostrato questnpiatita.

Uno studio, condotto nel 2007 da Ohnishi, dimoskra le MSCs possono essere indotte
a differenziare in cardiomiociti e in cellule enelli, quindi le cellule staminali
potrebbero offrire un’interessante prospettiva getdica anche nellambito delle
patologie cardiache.

1.9 IL CONCENTRATO PIASTRINICO (PRP)

La guarigione delle ferite € un processo molto desgp che vede coinvolti numerosi
meccanismi cellulari e molecolari. In condizionisidlogiche, le cellule implicate nella
guarigione delle ferite producono una serie di rmalke che consentono la rigenerazione
tissutale e che, a loro volta, influenzano le dellehe intervengono in questo
processo.(Anitua, 2004).

Le piastrine sono frammenti citoplasmatici fondataknnella guarigione poiché
possiedono, oltre che di un ruolo nell’emostasippeta pro-infiammatorie, regolatrici
e rigenerative mediate dall'interazione con alcusdule (es. neutrofili e cellule
endoteliali) e dalla liberazione di fattori di ccéda (GFs), chemochine e altre molecole
regolatrici (Bessis, 1973; Aguggini, 1992; Cha&0@, Everts, 2007).

Le piastrine rilasciano numerosi GFs e altre mdiominvolte nella guarigione
(Anitua, 2004; Anitua, 2007). | GFs principalmerdecreti delle piastrine sono il
Platelet-derived Growth Factor (PDGF), il TransforgnGrowth Factofl (TGF$1), il
Transformig Growth Factof}2 (TGF{2), I'Epidermal Growth Factor (EGF), il
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), I'Insulike Growth Factor di tipo 1
(IGF-1) e I'Hepatocyte Growth Factor (HGF) (MarxQ@®). Questi peptidi inducono
chemiotassi, proliferazione e differenziazione uale, neovascolarizzazione e sintesi
di ECM che favoriscono la risoluzione della flogesiel processo di guarigione.

Il concentrato piastrinico o plasma arricchito digtrine (PRP, Platelet Rich Plasma) é
un prodotto ricavato dal sangue che si presentaecam concentrato autologo di
piastrine sospese in un piccolo volume di plasmaéegertanto considerato un
emoderivato, secondo quanto definito dalla nornaatngente in materia (Marx, 2004,
Sutter, 2004; Everts, 2007; Nixon, 2008; Maia, 2009
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Il PRP, per essere definito tale, deve essereidiner autologa, in caso contrario la
presenza di membrane cellulari di prodotti omologiiie fungerebbero da elementi
antigenici, scatenerebbe una reazione immunititeaX, 2004; Everts, 2007).

Contiene numerose molecole che rivestono un rudlmrdlamentale importanza nel
processo di riparazione tissutale; alcune di questéecole sono rappresentate dai
fattori contenuti nei granuli piastrinici mentre altre da proteine del sanguene la
fibrina, la fibronectina e la vitronectina (Anitu@)07; Everts, 2007; Nixon, 2008; Maia,
2009).

Il vantaggio dato dallimpiego del PRP potrebbeeessdovuto alla concentrazione
soprafisiologica di fattori di crescita che para isi grado di incrementare la velocita di
riparazione delle ferite, di ridurre I'inflammazierassociata al trauma e di ridurre al
minimo la produzione di tessuto cicatriziale. (R®d2006).

Numerosi studi sperimentali e clinici (Everts, 20&0zman, 2007), realizzati in questi
anni sia in medicina umana sia in medicina veteandanno permesso di investigare
in modo approfondito 'efficacia del concentratagirinico e la possibilita di utilizzarlo
routinariamente come supporto terapeutico per sevpatologie.

Recentemente, I'impiego di PRP autologo per stineola rigenerazione tissutale, e
aumentato in ambito chirurgico in medicina umanae(Es, 2007).

L’'uso del PRP in medicina equina sembra mostratétati incoraggianti, in particolare
per il trattamento delle ferite cutanee e dell®logie muscolo-scheletriche (Carmona,
2006).

Per questo motivo & importante conoscere i proaesgionsabili della genesi delle
piastrine (PLT), i meccanismi biochimici e celluleoinvolti alla riparazione tissutale, i

metodi impiegati per la preparazione e I'impiegaicb del PRP.
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1.9.1 Le piastrine

La morfologia delle piastrine

Le piastrine sono dei frammenti cellulari (Ever2907) che originano da precursori
chiamati megacariociti (MKs).

| MKs sono cellule multinucleate (Bessis, 1973;/@€l2004; Everts, 2007) situate nel
midollo osseo ed emettono delle proiezioni citoplasche attraverso le fenestrature dei
capillari sinusoidi, che vengono frammentate dak$b ematico formando cosi le

piastrine, che sono rilasciate nel torrente cirtcola (Sellon, 2004; Everts, 2007).

Fig. 19: La genesi delle piastrin
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La morfologia delle piastrine e variabile, infaftipssono essere di grandezza differente
secondo la specie (le PLT equine sono di formaodiste, anucleate, lunghe 54 e
larghe 1-3um)., lI'eta e il loro momento funzionale (Weiss, BP1Si possono
distinguere due forme in funzione del momento fanale: la forma cosiddetta
stimolata, provvista di pseudopodi e un granulontffoiso nel citoplasma (dato dalla
fusione degli alpha-granuli), e la forma in riposmn il granulomero addensato e
circoscritto (Fig. 18) (Maia 2009).

Hanno una vita relativamente breve, di 7-12 gioenie forme senescenti sono rimosse
dal torrente circolatorio ad opera di macrofagsuiali della milza, del fegato e del
midollo osseo (Carmona, 2006; Everts, 2007;Wei3$0P
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La membrana delle piastrine

La membrana delle piastrine € composta di treisiitaglicocalice, il doppio strato
fosfolipidico e lo strato sottomembranoso (Tab#000; Carmona, 2006; Weiss, 2010).
Il glicocalice € lo strato piu esterno ed e caretrato dalla presenza di molecole, come
le integrine, le leucine-rich proteins e le seleet{Deldar, 2001; Carmona, 2006; Weiss,
2010), che svolgono una funzione recettoriale awiVazione e nell'adesione delle

piastrine e rappresentano gli antigeni di membré@armona, 2006; Weiss, 2010).
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Fig. 18: Rappresentazione schematica della piast@iniposo e della piastrina attivata.(Everts,

2007).

Il doppio strato fosfolipidico € quello centrale,détato di proprieta anticoagulanti e
contiene domini transmembrana e periferici che cagis da recettori. E’ costituito
internamente da aminofosfolipidi  carichi negativatee (fosfatidilserina e
fosfatidiletanolamina) ed esternamente da fosfdlipneutri (fosfatidilcolina e
sfingosina); inoltre sono presenti il fosfatidilgitwlo e la lisolecitina (Carmona, 2006;
Weiss, 2010).

Lo strato sottomembranoso € parte del citoscheketso lega ad alcune glicoproteine

dello strato esterno.
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Il citoplasma delle piastrine

Il citoplasma piastrinico e formato da diversi eét: microfilamenti, microtubuli,
mitocondri, lisosomi, sistemi di membrana, glicogennumerosi granuli (Deldar 2001,
Everts 2007, Weiss 2010).

Il sistema canalicolare aperto, o di membrana,imaiglalla membrana lipidica che,
invaginandosi nel citoplasma, costituisce un sisteoli canalicoli responsabili
dellaumento di superficie disponibile per gli sdanton l'esterno (Deldar; 2001;
Sellon, 2004).

Il sistema tubulare denso rappresenta un ultedongplesso di canalicoli e costituisce il
sito di sequestro del calcio e di accumulo degiiran necessari per il metabolismo
dell'acido arachidonico (Deldar, 2001; Sellon, 2004

| microfilamenti e i microtubuli formano il citoseletro, che é alla base del
mantenimento della normale forma delle piastringom®o responsabili dei cambiamenti
di forma piastrinici, dell'emissione di pseudopodurante ['attivazione, della
centralizzazione e della conseguente secreziogeaduli citoplasmatici e, infine, della
retrazione del coagulo (Deldar, 2010).

| filamenti di actina forniscono un supporto studtle ai granuli e ai mitocondri (Rosati
e Colombo 199; Carmona 2006).

Granuli piastrinici e loro contenuto

All'interno delle piastrine sono presenti numergsinuli che contengono una quantita

notevole e varia di sostanze biologicamente a{iR@man, 2007).

1. Gli a-granuli sono i piu numerosi e contengono citochotemochine e fattori di
crescita. Alcune molecole sono specifiche dellstpize, ossia il Fattore Piastrinico
4 (PF-4) e lep-tromboglobuline §-TG), mentre altre non lo sono, come i fattori
della coagulazione (V e VIII), le proteine adesi{fédorinogeno, fibronectina,
vitronectina, trombospondina), le albumine e i pogfiicani (Deldar, 2001; Anitua,
2004; Mitchell, 2005; Carmona, 2006; Everts, 200Queste proteine sono
essenziali per tutte le funzioni piastriniche qu#di sviluppo di trombi, la
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modulazione dell'inflammazione e la sintesi di EQMrante la riparazione delle

lesioni.

Le piastrine rilasciano eicosanoidi, che derivarall'atido arachidonico dei

fosfolipidi di membrana: il TXA (Thromboxane A2) &€ un potente vasocostrittore

che é rilasciato in seguito a un danno vascolbRAF (Platelet Activating Factor)

un lipide chemiotattico che media l'arresto eiVattione leucocitaria sulle cellule

endoteliali o sulle piastrine (Anitua, 2004; Carrapf006).

| principali fattori di crescita contenuti negligranuli e liberati durante la fase di

attivazione piastrinica sono:

L’EGF (Epidermal Growth Factor), che stimola la Igevazione di cellule
epiteliali ed epidermiche, fibroblasti e cellule lmwonali, ha un’azione
chemiotattica nei confronti di fibroblasti e ce#ulepiteliali, stimola la
riepitelizzazione e I'angiogenesi e influenza fdesi e il turn-over della matrice
extracellulare;

Il PDGF (Platelet-derived Growth Factor), le cufme A e B sono potenti
mitogeni per fibroblasti, cellule della muscolatwasale liscia, condrociti,
cellule epiteliali ed endoteliali, ha una potentgoae chemiotattica per cellule
emopoietiche e mesenchimali, fibroblasti e miociitiva il TGFg, stimola
neutrofili e macrofagi, la mitogenesi di fibroblast cellule della muscolatura
liscia, la sintesi di collagene, I'angiogenesatitita della collagenasi;

I TGF-a (Transforming Growth Facto#), che mima I'EGF occupandone i
recettori, stimola la crescita di cellule mesendlinepiteliali ed endoteliali, la
chemiotassi endoteliale, controlla lo sviluppo ‘deidermide, stimola la
proliferazione di cellule endoteliali in maniera ggeore rispetto allEGF,
promuove la generazione di osteoblasti influenzahdtascio di matrice ossea
durante l'osteogenesi, influenza la formazione'akbd e il suo rimodellamento
inibendo la sintesi di collagene e il rilascio diao;

I TGF-B1 (Transforming Growth Factol) stimola la proliferazione e la
chemiotassi dei fibroblasti, stimola la sintesicdllagene, inibisce la crescita di
cellule epiteliali, endoteliali, fibroblasti, celas neuronali, emopoietiche e
cheratinociti, antagonizza l'attivita biologicallsF, PDGF, FGk, FGF$;
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I KGF o FGF-7 (Keratinocyte Growth Factor) e il GF (Connective Tissue
Growth Factor) sono i piu potenti GFs per i chetiti della pelle,
promuovono la guarigione delle ferite tramite deokzione, differenziazione,
angiogenesi e migrazione, sono mitogeni per mo#iéule epiteliali, esclusi
fibroblasti e cellule endotelial;

I'FGF-a 0 FGF-1 (Fibroblast Growth Factaro acidico) partecipa ai processi
cellulari di proliferazione, differenziazione, angenesi, e migrazione ed é
mitogeno per cheratinociti della pelle, fibroblad@armici e cellule endoteliali
vascolari;

Il FGF$ o FGF-2 (Fibroblast Growth Factfro basico) che stimola la crescita
di fibroblasti, mioblasti, osteoblasti, cellule mali endoteliali, cheratinociti,
condrociti e I'angiogenesi, la sintesi di collagdaeroliferazione endoteliale, la
contrazione delle ferite, la sintesi di matricepitelizzazione e la produzione di
KGF;

Il VEGF/VEP (Vascular Endothelial Growth Factorpsbla la proliferazione di
cellule endoteliali macrovascolari, induce neovésitzzazione (é una forte
proteina angiogenica) e sintesi di metalloproteir{dP), che degradano |l
collagene interstiziale di tipo 1, 2, e 3;

I GM-CSF o CSFe (Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor)
induce la proliferazione, la migrazione, l'angioggne la formazione di
endotelio vascolare, € un potente stimolatore dpHaliferazione e della
differenziazione degli osteoblasti e stimola la enalizzazione della matrice;
L’IGF (Insuline-like Growth Factor) € un GF per ibifoblasti, promuove la
sintesi di collagenasi e PGHei fibroblasti, stimola la sintesi di collagene e
matrice da parte degli osteoblasti e regola il ima@iamo della cartilagine
articolare;

Il TNF-a (Tumor Necrosis Factot) € un GF per i fibroblasti e promuove
I'angiogenesi;

L’IL-1 B (Interleuchina ), inibisce la crescita di epatociti e cellule etadiali,
attiva gli osteoclasti, sopprimendo la formazione ndovo 0SSO, supporta

I'angiogenesi ed & mitogena per le cellule epidemmiin bassa concentrazione

59



favorisce la crescita di nuovo tessuto osseo eianigle reazioni infammatorie
e l'attivita della collage nasi (Rozman 2007).

2. | granuli lisosomiali contengono enzimi idrolitiei proteolitici, come idrolasi acide
(fosfatasi €3-glucuronidasi), guanina, fosfolipasi e chinasil2e, 2001; Carmona,
2006).

3. | granuli elettrondensi, o granub, contengono ADP, ATP, calcio ionizzato,
serotonina, istamina, catecolamine e fosforo. L'ARP responsabile della
stimolazione delle piastrine alla migrazione ecambinazione con la serotonina,
della contrazione delle arterie, mentre 'ATP hadoae antagonizzante quella
dellADP (Deldar, 2001; Anitua, 2004; Mitchell, ZB0Carmona, 2006; Everts,
2007).

1.9.2 Meccanismo d’azione delle piastrine

In seguito a un danno vascolare, le piastrine vieagocontatto con la ECM sottostante
I'endotelio e in particolare con le molecole che dampongono, come collagene,
proteoglicani, fibronectina e altre glicoproteingesive. Questo determina I'adesione
delle piastrine alla ECM e la loro attivazione; donseguenza si verificano il

cambiamento di forma, la secrezione di granuliagdregazione piastrinica (Mitchell,

2005; Everts, 2007; Nixon, 2008; Maia, 2009).

Adesione e attivazione piastrinica

L'adesione delle piastrine allECM esposta, e irntig@are al collagene, determina
I'attivazione piastrinica e I'avvio della trasdumodel segnale. L'attivazione € mediata
da molecole di adesione (soprattutto integrinejurad delle quali sono esposte sulla
superficie della piastrina in seguito ad attivagiamentre altre sono gia presenti in
forma funzionale sulla superficie delle piastrinecalanti. Oltre al collagene, le
piastrine si legano anche alla fibronectina, alaihina e ad altri elementi della ECM
(Mitchell, 2005; Fasce, 2008).

Il legame delle piastrine a queste molecole pdttafarmazione del cosiddetto “tappo

piastrinico”, ma questo non é abbastanza forteedistere al flusso ematico. Pertanto si

60



rende necessaria l'attivazione di un meccanismgrado di rafforzare i legami tra
piastrina e piastrina e tra piastrina ed ECM.

Un'adesione piu stabile & assicurata dal legamnia Gdicoproteina Ib (Gplb), presente
sulla superficie piastrinica (Sellon, 2004; Mitdh@005), al fattore di von Willebrand;
quest'ultimo é una glicoproteina presente nell'¢elito vascolare in conformazione
lineare e complessata con il fattore della coagoiheezVIII, ma anche libera nel plasma
e di conformazione raggomitolata.

Si genera, quindi, un ponte tra la molecola Gplltledaastrine e la ECM esposta e da
questa interazione si attiva I'enzima fosfolipagi&strinico che genera due mediatori,
il diacilglicerolo e l'inositolotrifosfato. Il diaitglicerolo regola la secrezione dei granuli
piastrinici e sembra essere associato alla fusigtie glicoproteine Ib e Illa che porta
alla formazione di un complesso glicoproteico fandatale per I'aggregazione (Chaer,
2006; Everts, 2007; Fasce, 2008). L'inositolotri&ts induce il rilascio di ioni calcio
nel citoplasma, che é fondamentale per il cambiandn forma delle piastrine e la

secrezione del contenuto dei granuli all'esterno.

Cambiamento di forma e secrezione dei granuli

In seqguito all’adesione delle piastrine alla ECMgsserva il passaggio da una classica
forma discoidale ad una forma piu sferica, resaguotare dall’estroflessione di
pseudopodi che e mediata dall’ATP; gli pseudop@dinettono il contatto con le altre
piastrine (Fig. 20) (Everts, 2007, Maia, 2009).

Un’altra modificazione che subiscono le piastrin@ &ecrezione dei granuli piastrinici
(Mitchell, 2005; Carmona, 2006; Everts, 2007) clygedde dalla presenza di ATP.
Questa avviene secondo tempi e modalita differeémizialmente si ha il rilascio del
contenuto dei granuli, poi quello dei granuli elettrodensi e infine daeallei granuli
lisosomiali (Carmona, 2006; Nixon, 2008).
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Fig. 20: modificazioni morfologiche della piastrinadurante [l'attivazione

(http://personalpages.manchester.ac.uk/staff/j..gbeictures/the_cell/cytoskeleton/platelet.jpg).

Aggregazione piastrinica

Questo fenomeno puo essere suddiviso in due fasi:
1. aggregazione primaria: € reversibile e non e aatoa@ rilascio di granuli
piastrinici (Sellon, 2004);
2. aggregazione secondaria: segue il rilascio di ¢¢egiaantita di ADP e di TXA
da parte delle piastrine attivate (Mitchell, 20B&sce, 2008).
Le piastrine si aggregano tra loro grazie al legataecomplessi Gpllb-llla con il
fibrinogeno, che porta alla formazione di veri et ponti tra le piastrine.
In seqguito all'aggregazione ha inizio la cascathadeoagulazione, un complessa via
enzimatica che porta alla formazione di trombinahe €& in grado di convertire il

fibrinogeno in fibrina (Fig. 21).
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Fig. 21: La cascata della coagulazione.(Copyrigl005 Mariya Pachman, Kristina Wittstrom).

La fibrina viene polimerizzata e stabilizzata paramntire una maggiore solidita del
tappo piastrinico e stimolare direttamente I'adesidi neutrofili e monociti (Mitchell,
2005).

1.9.3 Caratteristiche e meccanismo d’azione del PRP

Durante la fase inflammatoria la piastrina agisceligersi fronti, ad esempio ha effetto
antimicrobico, d'induzione della coagulazione eelrazione del coagulo; agisce inoltre
sulla segnalazione da parte delle citochine e #agcio di chemochine e fattori di
crescita (Fig. 22) (Crane, 2008). La secrezionéatori di crescita € stimolata dalla
cascata della coagulazione, pertanto il PRP desere®ttenuto da sangue trattato con
anticoagulante, in modo che le piastrine rimangaitali un tempo sufficiente a
consentire il trattamento. Generalmente il trattaimecon anticoagulante garantisce un
mantenimento del PRP per circa otto ore, ma & cqoirconsigliabile effettuare il
trattamento il prima possibile (Marx, 2004).

La preparazione del PRP deve avvenire in modo paraee efficacemente le piastrine
dagli eritociti e concentrarle senza danneggiarpidstrine stesse. Il metodo scelto e
importante poiché i fattori di crescita contendtirgerno dei granulio si attivano nel
momento in cui i granuli stessi si fondono con lanmbrana piastrinica (Marx, 2004;
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Everts, 2007). Questa fusione si puo verificarehanoel caso in cui le piastrine

vengano danneggiate durante la produzione del PRP.

Tissue injury |
e r_’\ == Coagulation Cascade_l
2 |

Healed tissue l VEGF POGF =P |nflammation:
—— -macrophage
f 9 | :';aclivation
— b [ - e -neutrophil

Remodelling I
f 8,-” PDGF, TGF- [} e—- l

Epithelization I PR T — FGF

4(7) v&

Wound — Tissue granulation, P R—
Contraction I Collagen synthesis J Fibroblast ActivityJ

E_‘ .—"i ?_. /l 4‘-’"‘1!

Fig. 22: Ruolo delle piastrine nel meccanismo darggione del danno tissutale (Everts 20D7

modificato).

Durante la fase inflammatoria, i fattori di creacliberati dalle piastrine si legano a
recettori transmembrana situati sulla superficidedeellule target (cellule staminali
mesenchimali, endoteliali, epidermiche e fibrobjagRoiché i GFs non entrano nella
cellula e agiscono mediante stimolazione dei masoandi guarigione fisiologici, si
ritiene che il PRP non possieda capacita mutager{idiarx, 2004; Sampson, 2008).

Il concentrato piastrinico, oltre a essere font&Hs, mima lo stadio finale della cascata
coagulativa, infatti, in presenza di trombina, egnado di convertire il fibrinogeno in
fibrina e stimolare ulteriormente I'aggregazionagtiinica (Nixon, 2008).

Nel corso di un trattamento con PRP €& molto immpeteevitare di somministrare

farmaci antinflammatori ai pazienti, poiché I'azéodi tali farmaci inibisce quella delle
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COX responsabili della sintesi di prostaglandin&g) e interferisce, quindi, con il
funzionamento piastrinico (Chaer, 2006).

Recenti studi hanno dimostrato come concentrazmastriniche soprafisiologiche
siano in grado di stimolare la proliferazione edlterenziazione di cellule staminali
umane, la proliferazione fibroblastica e la sintistollagene di tipo | (Lu, 2001; Marx,
2004; Everts, 2007; Mazzucco, 2008; Monteiro, 2008ia, 2009).

In realta non e corretto sostenere che in assoh#ggiori sono le concentrazioni di
fattori di crescita nel PRP maggiore sara I'effiaadel trattamento: per esercitare la
loro funzione, i fattori di crescita devono legaasdei recettori target e, se questi sono
gia saturi, un incremento della quantita di GFs dara alcun beneficio.

In alcuni studi e stato osservato che il PRP, iterd@nati tessuti, puo avere effetto
antinfiammatorio o proinflammatorio in base allancentrazione piastrinica, al
contrario, altri studi hanno dimostrato gli effdtenefici di concentrazioni maggiori di
piastrine (Weibrich, 2002; Crane ed Everts, 2008).

La concentrazione minima necessaria affinché un PB$3a esercitare un efficace
effetto terapeutico a livello tissutale e di 300X piastrine pepl (Anitua, 2004; Maia,
2009).

I PRP, poiché & un prodotto autologo, € un presitiedico esente da rischi di
trasmissione di malattie veicolate dal sanguetr@oha un pH di 6.5-6.7 rispetto ad un
pH di 7-7.2 di un coagulo maturo, percio potrebbéiie la crescita batterica.
Nonostante cio, € di fondamentale importanza rigpeti principi sterilita durante la
fase di preparazione e somministrazione del coreentpiastrinico (Marx, 2004;
Nixon, 2008).

In conclusione, I'impiego di PRP presenta alcumtaggi che sono dati dalla sua natura
autologa (importante per la riduzione del rischio Graft Versus Host Diseage
dall'elevata concentrazione di fattori di crescithglla sicurezza del preparato (per
'assenza di capacita mutageniche e di trasmisgibmealattie veicolate dal sangue e
per il rischio remoto di reazioni o effetti colleat), dal basso costo, dall’attrezzatura
pratica e poco ingombrante, dalla facilita di pregane e applicazione. Lo svantaggio
principale dell’'uso di PRP e costituito dalla searpetibilita del prodotto ottenuto per
quanto riguarda il contenuto in piastrine e leuto@arx, 2004; Nixon, 2008;
Sampson, 2008; Fortier, 2008).
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1.9.4 Metodiche di preparazione del PRP

Applicando particolari trattamenti al sangue peiti® € possibile ricavare diversi
prodotti: PRP puro, PRP ricco di leucociti, PRPgrowdi leucociti ma ricco di fibrina e
PRP ricco di leucociti e di fibrina (Dohan, 2009).

La produzione di PRP puro puo essere ottenuta tieasirerse metodiche che possono
essere classificate in due categorieistemi manualie | sistemi semi-automatizzati
(Sutter, 2004).

Questi sistemi sono stati sviluppati in medicinaana e ciascuno presenta i propri
vantaggi e svantaggi. Pertanto, si puo dire cheéancora stato sviluppato il metodo
ottimale per ottenere i PRP da pazienti umani.

E’ stato dimostrato che per la produzione di PRReiterinaria ci si pud avvalere degli
stessi sistemi impiegati in umana senza modificastanzialmente i protocolli (Sutter,
2004; Carmona, 2006; Arguelles, 2006, Fasce, 2R@8eps, 2008).

| sistemi manuali

Attualmente i sistemi manuali comprendono il meto@d’aferesi, il metodo ddbuffy
coat e iltube method
* Il metodo dell’aferesi permette di ottenere, comausilio di un’apposita

macchina, una specifica componente del sangue.r@erente € necessario un
volume di sangue maggiore rispetto alle altre t@uwnicirca 450 ml).
E’ molto efficace nel concentrare piastrine e fatah crescita, presenta un
bassissimo rischio di contaminazione batterica pieldotto (Sutter, 2004;
Carmona, 2006) e l'unico svantaggio risiede netofathe sono richiesti
operatori esperti e l'impiego di una tecnologia raata, pertanto non é
applicabile in ambito ambulatoriale.
L’apparecchiatura impiegata immette il sangue ircuecuito sterile e, mediante
centrifugazione e filtrazione, separa il plasma e fiastrine dagli altri
emocomponenti. Le piastrine a questo punto vengmmzentrate tramite un
processo discontinuo di centrifugazione che coms#énicircolo del sangue in

modo da aumentare l'efficienza della raccolta dispine. Dopo l'aferesi e
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possibile filtrare le piastrine per ottenere unacamtrazione ancora maggiore
(Sutter, 2004).

« Il metodo delbuffy coatconsente, mediante centrifugazione, la separaziehe
sangue in tre fasi (plasma poverbyffy coat ed eritrociti) e un’ottima
concentrazione delle piastrine e dei leucociticeimmercio sono reperibili kit
monouso che permettono di ottenere il PRP in medaptice e veloce, pertanto
sono adatti a un impiego ambulatoriale ma sono ranowlto costosi (Sutter,
2004; Carmona, 2006; Dohan, 2009). Inoltre presentan rischio di
contaminazione batterica maggiore, ma comunquetdimi rispetto a quello
dell'aferesi (Sutter, 2004).

* |l tube methodmanuale prevede la raccolta del sangue in apppsiteette
contenenti anticoagulante e la sua centrifugazioRei il sangue viene
processato con diverse centrifugazioni a differargiocita per ottenere la
separazione degli emocomponenti (Fig. 23).

E’ una tecnica semplice ed economica (prevede légp di attrezzature poco
complesse) ma richiede il rispetto di una stretsepai per evitare le
contaminazioni batteriche del prodotto (Prades6200
La scelta della metodica per la preparazione deP Rlipende dalla capacita della
tecnica di concentrare le piastrine e i singolidiatdi crescita; sono disponibili in
commercio appositi kit ELISA (Quantikine, R&D Syste Minneapolis USA) che
consentono di dosare i singoli GFs (Everts, 20@6n8dmaier, 2006).
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Fig. 23: Rappresentazione dei primi due concenpwstrinici (PC-A e PC-B) ottenuti con la
singola concentrazione mediante “tube method” Bgppresentazione delle altre due frazioni (HC-
C e PC-D) di concentrati piastrinici ottenuti med& la doppia centrifugazione tramite “tubje
method”(B); BC = Buffy coat. PC = Platelet conceigr (Jorge Uriel Carmona Ramirez).

In uno studio eseguito da Sutter nel 2004, i mett&diaferesi e debuffy coatsono
descritti come sistemi validi in egual misura pgeere la concentrazione di piastrine e
GFs (nello specifico TGB-e IGF) utilizzando campioni di sangue intero equin

Il tube methoctonsente la concentrazione di un minor numeraaditpne e fattori di
crescita, rispetto dbuffy coate all’aferesi, ma anche di un minor numero di ¢kt
(Anitua, 2004; Carmona, 2006; Dohan, 2009).

| sistemi semi-automatizzati

In commercio sono disponibili numerosi sistemi santiomatizzati per concentrare le
piastrine e, normalmente, sono composti di un msigtali centrifugazione e di kit
Monouso.
Tra le diverse tipologie di kit disponibili in conarcio si ricordano:
» Platelet Concentrate Collection System (PCCS®, Biskterck, Bridgend, UK)
» Platelet Concentrate Collection System Il (PCCS@&BIbmet-Merck, Bridgend,
UK)
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* Gravitational Platelet System (GPSTM, Biomet-MeBkidgend, UK)
» Curasan Kit® (PRP Kit, Fa.Curasan, Kleinostheimirey)

* Smart PreP System TM (Harvest Technologies, MurG@rmany)

* Smart PreP® 2 APC + TM (Harvest Technologies, Mangermany)
* Friadent Schitze PRP Kit® (Friadent Schiitze, Vie#ustria)

* Secquire PRP System® (PPAI Medical, FL, USA)

* Fibrinet® (Cascade Medical Enterprises LLL, NJ, USA

* RegenPRP-Kit® (RegenLab, Mollens-VD, CH)

* Plateltex® (Plateltex, Bratislava, SK)

« GPSM Il system (Cell Factor Technologies, Warsaw, IN)

Sono di norma piu rapidi e pratici di quelli mariual

| diversi dispositivi di centrifugazione utilizzarla forza centrifuga e una tecnica di
elutriazione controcorrente (consente di purificana sostanza mediante aggiunta di un
solvente alla soluzione iniziale che in seguitoneid¢ravasata per separare il prodotto
desiderato dalle sostanze indesiderate non digtiofipure un sistema di separazione
basato sul peso specifico. | primi sono disposithonouso e di conseguenza molto
costosi.

L'utilizzo del sistema di separazione basato swwopspecifico € molto diffuso, anche
nella pratica veterinaria. Questa tecnica trattittnemassa eritrocitaria durante la
decantazione del plasma e drlffy coatpoi, grazie alla centrifugazione, il PRP si
concentra tra il plasma povero di piastrine sowarast e il buffy coatleucocitario
(Nixon, 2008).

Solitamente, i diversi dispositivi disponibili irommercio permettono di ottenere dei
PRP con concentrazioni piastriniche variabili da du sei volte rispetto ai normali
valori ematici.

Tuttavia, poiché le piastrine sono particolarmestiscettibili a ogni tipo di evento
stressante, durante la fase di lavorazione e a@zitice del PRP anche la

concentrazione dei GFs puo essere influenzata haiapolazione.
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Fig. 24: Alcuni dei dispositivi disponibili per laroduzione del PRP (Mazzucco modificatq).

Pertanto, sarebbe importante valutare non solapadita di concentrare la popolazione
piastrinica nel prodotto finale ma anche l'effedtigoncentrazione dei singoli fattori di

crescita, per verificare che siano presenti in monmmufficiente a ottenere I'effetto

terapeutico desiderato (Borzini, 2004; Mazzucc®&0

Non vi sono dati che accertino se l'azione dei deitc sia benefica 0 meno per la
riparazione tissutale, pertanto si consiglia laltaceli un PRP con un’elevata

concentrazione di piastrine e una bassa conceotr@zdi leucociti (Sutter, 2004;

Dijkstra-Tiekstra, 2005).

L'influenza dei leucociti sulla biologia del PRI gotenziali benefici di questo prodotto
sulla guarigione tissutale, dovrebbero essere &mmldi in modo da poter chiarire i

vari dati presenti in letteratura.
1.9.5 Impiego del PRP nel cavallo
Il PRP fu introdotto inizialmente in medicina trasionale, ma negli anni lo sviluppo di

nuove tecniche laboratoristiche ha consentito tienekere I'impiego del concentrato

piastrinico in diversi campi della medicina (Gok2007).
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In medicina umana (Everts, 2007) il PRP e utiliazabprattutto in odontoiatria
(Rozman, 2007) e chirurgia maxillo-facciale (De&f97; Anitua, 2004; Marx, 2004;
Del Corso, 2006), in chirurgia plastica (Anitua,029 Eppley, 2006), nel trattamento
delle ulcere (Anitua, 2004), in chirurgia ortopedi@ldegheri, 2002; Sanchez, 2003;
Anitua, 2004; Marx, 2004; Everts, 2007; Gobbi, 20G¥ane, 2008; Sampson, 2008) e
oftalmica (Korobelnik, 1966; Anitua, 2004; Gimer2906).

In ambito veterinario il PRP rappresenta un potdezausilio al trattamento delle
patologie teno-desmiche.

Nel cavallo € utilizzato soprattutto nel trattantedi ferite cutanee e patologie muscolo-
scheletriche. L’obiettivo & ottenere una complé&anerazione del tessuto e il ripristino
della sua funzionalita (Carmona, 2006; Nixon, 2008)

I PRP pu0 essere impiegato nel trattamento diomesimuscolo-scheletriche
particolarmente gravi anche come veicolo per ldulselstaminali (Nixon, 2008;
Kaneps, 2008, Sutter, 2008).

Trattamento di ferite cutanee nel cavallo

Le soluzioni di continuo cutanee nel cavallo rapprdano un problema comune,
aggravato dalla loro lenta guarigione che portguemtemente a un esito cicatriziale
esuberante, e sono caratterizzate generalmenta disultato esteticamente scadente.
Queste lesioni presentano una maggiore difficoltainaarginarsi se coinvolgono
I'estremita distale degli arti (Monteiro, 2008; Bessi, 2009).

Questo problema e influenzato da numerosi fattaricui I'eccessiva distanza tra i
margini della ferita, I'elevata tensione superiieia la scarsa vascolarizzazione cutanea
della regione; quest’ultima é alla base del ridadfporto di ossigeno, della bassa
temperatura, e della scarsita dei fattori di ctesci

| trattamenti terapeutici proposti finora (intertiedi chirurgia plastica, come i trapianti
o gli innesti tissutali) non consentono di ottenerela maggior parte dei casi, un buon
risultato estetico e funzionale e sono vincolatladaecessita di sottoporre i pazienti a

un’anestesia generale (Monteiro, 2008; De Ros$§i9R0
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Per tutte queste ragioni negli ultimi anni sondi ftudiati dei nuovi trattamenti, basati
sulla medicina rigenerativa, che prevedono I'impietj PRP (Monteiro, 2008; De
Rossi, 2009).

Da un primo studio, condotto da Carter nel 2003 wince che I'impiego di PRP da
sangie equino, nello specifico di gel piastrinisq, lesioni situate all'estremita distale
degli arti di un cavallo, determina I'acceleraziamsla differenziazione epiteliale e la

presenza di tessuto di granulazione maturo ndlenetrattate rispetto ai controlli.

Trattamento di patologie teno-desmiche nel cavallo

Le patologie teno-desmiche rappresentano le afieziche piu frequentemente
richiedono l'impiego di PRP (Sutter, 2008). In usindio recente, condotto sul topo
come modello animale, e stato dimostrato, attravelsgli esami istologici, che il
trattamento di lesioni tendinee con il concentrptastrinico riduce la quantita di
aderenze peritendinee, migliora I'organizzaziondadmatrice extracellulare e induce
un corretto allineamento delle fibre collagene @1&009).

L'iniezione di PRP e raccomandata per il trattaraatitlesioni tendinee e legamentose
recenti e di quelle che non sono guarite in modddsfacente con i trattamenti
tradizionali. (Kaneps, 2008).

| risultati dell’applicazione di PRP su espiantideei equini in vitro indicano che tale
emocomponente sostiene attivamente la riparaziehéeddine (Nixon, 2008). In uno
studio, condotto da Schnabel nel 2007, e stata\astseche le concentrazioni di PDGF
e TGF$ sono maggiori nel PRP rispetto ad altri prodattiendini coltivati in PRP
dimostrano un incremento dell’espressione genidie deche olecole di collagene | a
discapito del collagene 1l e che il PRP induceetiietto anabolico sulla sintesi della
matrice tendinea.

Nel 2008, in uno studio clinico intrapreso presstniversita di Barcellona, sono stati
ottenuti risultati positivi in seguito all'impiegdi PRP su lesioni teno-desmiche acute e
croniche (Prades, 2008).
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Trattamento di patologie osteo-articolari nel cavdb

Anche le patologie articolari sono molto comuni oaVvallo e le cause sono numerose
(traumi ripetuti, instabilita articolare, infezigmisteocondrosi).

A oggi non esistono ancora dati certi sull'effiaalel PRP nel trattamento delle
patologie osteo-articolari, in quanto gli studinati pubblicati mostrano numerose

variabili. Tuttavia, da studi condotti di recentededuce che I'impiego del PRP ha un
impatto positivo sulla funzione metabolica dei cawiti equini, conduce verso un

miglioramento della zoppia e una diminuzione déilisione articolare e determina

miglioramenti clinici e istologici in generale (@aona, 2006; Prades, 2006; Prades,
2008; Gobbi, 2007; Nixon, 2008; Fortier, 2009).
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CAPITOLO 2
STUDIO SPERIMENTALE

2.1 OBIETTIVO DELLO STUDIO

Nel cavallo sportivo le lesioni tendinee e legarnsatpossono essere conseguenti a un
trauma acuto, causato da uno sforzo eccessivo @otteposto il tendine, oppure
possono derivare da sollecitazioni ripetute. Inegerguesto tipo di lesioni comporta
lunghi periodi d’invalidita e di inattivita fisicper I'animale.

La guarigione di queste lesioni non sempre € acegmgta daestitutio ad integrum
delle caratteristiche funzionali e morfologicheidige dei tessuti colpiti, per questo
motivo spesso si osservano un calo delle performatietiche del paziente e un’elevata
incidenza di recidive.

Le strutture teno-legamentose sono caratterizzatendprocesso riparativo lungo, vista
I'elevata percentuale di collagene e il ridotto muandi cellule in esse contenuti.

Le terapie mediche e chirurgiche normalmente imgiesgagiscono con lintento di
bloccare il processo inflammatorio, prevenire uderdanni all'interno del tendine,
diminuire le tensioni e aumentare la vascolariznazia livello dellacore-lesion

Tuttavia 1 protocolli terapeutici convenzionali Iman solo effetti marginali sulla
riparazione delle lesioni teno-legamentose e iofat che influenza maggiormente la
prognosi € la gravita della lesione iniziale (Dawli 2000).

In questi anni si é investito molto sulla ricerddime di comprendere se sia possibile
ottenere dei vantaggi dall'impiego di sostanze cteneellule staminali o il concentrato
piastrinico nel trattamento delle lesioni teno-detra.

Attualmente, si ritiene che I'impiego di MSCs efoRiRP per la terapia delle patologie
teno-legamentose sia in grado di accelerare ildigioi processi di guarigione, in
quanto responsabili della stimolazione di una papida e corretta rigenerazione
tissutale.

Gli studi sulla rigenerazione dei tessuti che irgpm@ cellule staminali, solitamente
vedono coinvolti mammiferi appartenenti all'Ordidel Roditori, ossia il topo e il ratto,

che per0 presentano una capacita rigenerativa televadifferente da quella degli

75



animali d’interesse veterinario. Dal momento cldati sperimentali ottenuti da animali
di interesse veterinario sono molto scarsi in quesidio € stato scelto di impiegare la
pecora come modello animale.

L’obiettivo di questa tesi e studiare e descrivarglita dell'applicazione intralesionale
di MSCs e/o di PRP per il trattamento di tendingpaperimentalmente indotte nella
pecora, attraverso un meccanismo patogenetical ippssibile sovrapponibile a quello
reale. Il fine ultimo e stabilire un protocollo smeentale adeguato a essere impiegato in
animali di elevato interesse economico, come achpieil cavallo.

Sara quindi valutata l'efficacia delle MSC autoleghisolate da sangue venoso
periferico, associate 0 meno a PRP autologo e ida&ffa del PRP stesso
nell'incrementare il processo di guarigione de#sidni tendinee, e in particolare del

tendine flessore profondo (TFP).

2.2 MATERIALI E METODI

Nel presente studio sono state coinvolte nove peche sono state suddivise in tre
gruppi, ciascuno dei quali € stato destinato a iwerso trattamento delle lesioni
provocate: il primo gruppo e stato trattato conapplicazione di MSCs, il secondo
gruppo ha subito un trattamento con un’associazibMéSCs e PRP e il terzo gruppo €
stato trattato con un’iniezione di solo PRP.

Al fine di migliorare I'attendibilita dei risultatottenuti, uno solo degli arti posteriori &
stato trattato; quello controlaterale & statoa##dio come “arto controllo”, in modo che
ciascuna pecora fungesse da controllo di se stessa.

Lo studio sperimentale & stato approvato dal “CatmitEtico di Ateneo per la
Sperimentazione Animale” (CEASA - Ateneo Pataving) approvato ai sensi
dell'articolo 9 del D.Lgs. 116/92 con trasmissialet Decreto Ministeriale n° 97/2010 -
B, rilasciato dal Ministero della Sanita in datarh@ggio 2010.

Si € articolato in una serie di fasi che possomeressuddivise in due punti principali:

1) la creazione, nelle nove pecore, di una leshlaerale a carico del tendine flessore
profondo delle falangi nell’arto posteriore;

2) applicazione terapeutica monolaterale di MS@$,a$sociazione di MSCs e PRP o

di PRP da solo, in funzione del gruppo, seguita petiodo postoperatorio dai
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monitoraggi clinico e ultrasonografico e dalla akione degli esami istologico e

immunoistochimico.

2.2.1 Selezione dei soggetti

Le pecore sono state scelte in funzione del pesgsgpppoco lo stesso all'interno di
ogni gruppo), del sesso (femmine) e dell'eta (a&julla scelta si € basata anche sui
risultati ottenuti dagli esami clinici, emato-biactici e parassitologici completi,
eseguiti prima di iniziare le prove sperimentali.

Questi test hanno consentito di giudicare gli afiimelezionati come soggetti sani.
Inoltre, per un periodo di trenta giorni antecedeal’'inizio delle prove, al fine di
consentire agli animali un buon adattamento al otawmbiente e al nuovo gruppo e per
favorire il loro benessere, | soggetti sono stdtbglati presso le scuderie del

Dipartimento di Scienze Cliniche.

2.2.2 Estrazione, caratterizzazione e coltura delleellule staminali

L'isolamento e la caratterizzazione delle MSCs semge al progetto sono stati
effettuati prima di sottoporre le pecore all'induze delle lesioni tendinee. La fase
iniziale dello studio, quindi, € stata dedicatauasio aspetto ed é stata portata a termine
grazie alla collaborazione del Dr. Patruno e dBltassa Martinello, del laboratorio di
Anatomia del Dipartimento di Scienze Sperimentadtérinarie di Padova.

Il protocollo impiegato in questo studio per ottenke MSCs dal sangue periferico, é
quello gia standardizzato nel cavallo grazie aawoido condotto da Martinello et al. nel
20009.

Per eseguire l'estrazione e la caratterizzazionlee ddSCs da utilizzare a scopo
terapeutico &€ necessario un prelievo di sanguéepen dalla vena giugulare (circa 100
ml), da eseguire almeno quattro settimane primandehento scelto per il trattamento.
Le MSCs sono state estratte dal campione ematico ilconetodo impiegato per
I'estrazione dei linfociti.

Il sangue e stato trattato con un anticoagularitie-@parina) e diluito con soluzione
fisiologica, dopodiché e stato depositato lentamesbpra uno strato di Ficoll
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(Amersham) e centrifugato per separare i diversmehti cellulari. Gli eritrociti e
granulociti sedimentano mentre le cellule monoratelglinfociti e MSCs), a causa
della loro bassa densita, formano un'interfac@altFicoll e il plasma. In seguito tutte
le cellule mononucleate sono state raccolte erpigst

Le MSCs ottenute sono cellule mononucleate dotatena morfologia fibroblastoide;
gueste cellule, per essere impiegate a scopo tdarapedevono essere amplificate e per
ottenere cio sono state piastrate in un mediumeoente siero fetale al 10% in cui le
MSCs sono capaci di proliferare. Le cellule starmnipeesenti nel sangue circolante si
trovano in uno stato di quiescenza e per attivanienderne possibile la proliferazione
in coltura si aggiunge il Lipopolisaccaride (LP&)ge € un agente mitogeno.

Poiché solo le cellule staminali hanno la capatiitaderire alla plastica, i linfociti sono

stati eliminati con successivi lavaggi.
Terminata la preparazione delle MSCs, 20 ditcellule sono state diluite in 1 ml di

acido ialuronico (Hyalgan).
2.2.3 Induzione della lesione sperimentale

Prima di procedere all'induzione delle lesioni tere, tutte le pecore coinvolte nello

studio sono state premedicate e indotte in anesesierale per via endovenosa.
A B
)

In seguito, con l'animale mantenuto in decubitoedale,

Fig. 25: Induzione della dopo accurata tricotomia della

lesione tendinea tramit¢ parte, €& stato condotto un

iniezione della collage nagi attento esame ecograﬁco

per via ecoguidata. (Ecografo GE, Medical System

LOGIO P5, con sonda elettronica lineare intracawtda 6-
10 MHz modello 1739) della faccia plantare deglti ar
v posteriori per tutta la lunghezza del metacarp@ isi
scansione longitudinale sia trasversale, dopoditibarti posteriori di ciascun individuo
sono stati preparati in modo asettico per procedene I'induzione delle lesioni
tendinee.

Nei soggetti da noi scelti le lesioni sperimensalno state provocate per via ecoguidata

iniettando nel tendine flessore profondo dellerfgladi entrambi gli arti preparati, un
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enzima collagenasi batterio-derivante. E* statoi@ggato un volume totale di 0,13 ml di
una soluzione contenente 500 U.l. di collagenadipdi IA (collagenasi type IA: C-
9891, Sigma, Milan lItaly) diluite in soluzione fibgica, allo scopo di ottenere delle
lesioni focali a carico dei tendintgre-lesionk

L’iniezione di collagenasi é stata eseguita insgogmer via percutanea un ago sterile da
23 G a una distanza di quindici centimetri in sepsossimo-distale dalla sommita
calcaneale (Fig. 25). Durante questo procedimeattolinteressato € stato posizionato,
con il contributo di un assistente, in modo chetitalazione del tarso fosse mantenuta
in flessione con un angolo circa 90° e che il nlodasultasse iperesteso. Mantenendo
un’inclinazione obliqua dell'ago, quest'ultimo el fatto procedere attraverso la cute
e il TFS fino a penetrare nel TFP, dopodiché eastatestata la siringa sull’ago ed e
stata iniettata la collagenasi.

Al termine della procedura, al fine di rilevargilnto esatto della lesione nel corso dei
controlli ecografici postoperatori, € stato applican punto di sutura cutaneo sulla
faccia mediale dell’'arto all’altezza del punto @aulo ed e stato eseguito un leggero
bendaggio della regione metatarsale in modo daenent I'eventuale edema
postoperatorio a carico dei tessuti trattati. igglhei i primi giorni successivi all’evento
traumatico sono state somministrate una terapiaiatita e una terapia antidolorifica,
per scongiurare la possibilita d’'infezioni e allwopo di ridurre la flogosi e il dolore

locali. Il bendaggio € stato rimosso dopo quaramtote dall'iniezione di collagenasi.
2.2.4 Trattamenti della lesione sperimentale

Le pecore sono state trattate sette giorni dopodaocazione della lesione tendinea.
Applicazione di MSCs (gruppo 1)

Le pecore da sottoporre al trattamento con MSQspfy 1) sono state premedicate,
indotte in anestesia generale per via endovenaste [in decubito laterale e, prima di

procedere al trattamento, € stato preparato in emarsettica uno degli arti lesionati.

Ciascuna di queste pecore ha subito l'inoculo iesianale per via ecoguidata di 20 x

106di MSCs diluite in 1 ml di acido ialuronico.
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Applicazione di MSCs e PRP (gruppo 2)

La metodica per la preparazione del PRP di cuiasns avvalsi prevede l'impiego di
appropriati kit sterili dotati di provette con udappia camera di decantazione e di
un‘opportuna centrifuga (SmartPReP2 APC+, Harve@t®) 26).

Sono disponibili in commercio tre tipologie di kda 20 ml, da 60 ml, da 120 ml; nel
nostro caso € stato scelto di utilizzare il kit 2& ml (18 ml di sangue e 2 ml di
anticoagulante), che permette di raccogliere urumel di 3-5 ml di PRP e di
raggiungere una concentrazione di piastrine, &fimo di questo volume, 4-5 volte il

valore iniziale di plasma.

Red Blood Cells

Platelet

Poor
Flasmx

Platelet
Rich —

Plasma

Whole

e

Fig. 26: L'immagine rappresenta in successionepriavetta con doppia camera di decantazigne

contenente il campione di sangue periferico; I'ai@ocentrifuga; la provetta a doppia camera| di

decantazione contenente il campione dopo centdiaga.

I PRP da inoculare nelle pecore appartenenti ebrsgo e al terzo gruppo € stato
preparato nel giorno del trattamento; la sua pegane ha richiesto circa 1 ora di
tempo.

Su ciascun soggetto appartenente ai due gruppatiare con PRP, é stato eseguito un
prelievo di sangue periferico, dalla vena giuguladel volume di circa 18 ml. In
seguito, al campione ematico sono stati aggiunti #i anticoagulante ACD (ossia una
soluzione di acido citrico, citrato di sodio e desio) e la soluzione cosi ottenuta € stata
versata, rispettando i principi di sterilita, in’apposita provetta dotata di doppia
camera di decantazione.

La provetta presenta una membrana semipermeabie adnsente, durante la
centrifugazione, la separazione del plasma povedo quello ricco di piastrine dagli

eritrociti e dai leucociti.
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Contemporaneamente, la pecora da sottoporre @rtranto € stata premedicata, indotta
in anestesia generale per via endovenosa, postdecabito laterale e, prima di
procedere al trattamento, € stato preparato inema@isettica uno degli arti lesionati.
Terminata la centrifugazione del campione, € seduitattamento delle pecore.

Ciascuna pecora appartenente al gruppo 2 ha slibibgulo intralesionale per via

ecoguidata di 1 ml di PRP (contenente 972 §’<plﬁstrine peml) addizionato di 15 x

10° MSCs veicolate da 1 ml di soluzione fisiologicerse.

Applicazione di PRP (gruppo 3)

Nei soggetti facenti parte del gruppo 3, invecstada eseguita I'iniezione intralesionale
di 1 ml di PRP (contenente 972 x31:IDastrine peqpl).

Il PRP é stato inoculato sia negli animali del gro2 che del gruppo 3 direttamente in
forma liquida, in modo da sfruttare I'azione deftda della coagulazione locali che,
venendo a contatto col PRP, provocano la gelifar@in situ del composto instillato.
Nell’arto controlaterale a quello trattato non atstinoculato alcun biomateriale bensi,
dopo preparazione della cute con tecnica sterilstaéo infuso 1 ml di soluzione
fisiologica (placebo), in modo da sfruttare ciasammale come il controllo di se
stesso. Tale espediente ha consentito di valusavelbcita e le modalita di guarigione
del tendine grazie a un raffronto dei risultateatiti dai due arti.

Terminato il trattamento, sono state instaurate t@mapia antibiotica e una terapia
analgesica ma non e stata somministrata nessum@ideantinfiammatoria, per
scongiurare l'eventualita che l'azione dei farmgwbtesse inibire [I'effetto del

trattamento cellulare.

2.2.5 Valutazioni cliniche ed ecografiche

Il passaggio successivo al trattamento con MSCsP&® e il monitoraggio della
guarigione per valutarne la progressione. QuesigitiNo e stato raggiunto mediante
delle visite cliniche e degli esami ecografici pieati a intervalli regolari, che si sono
protratti fino al momento del sacrificio degli inedui.
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Fig. 27: Esame ecografico di controllo delle

strutture tendinee.

Le visite cliniche sono state effettuate ogni gworper tutta la prima settimana
successiva al trattamento. Sono stati valutati efgwale presenza di zoppia,
tumefazioni, dolore, calore o altre alterazioniamiad di arti, postura o andatura degli
animali (Tab. 1).

A intervalli settimanali sono state effettuate delvalutazioni ecografiche per

monitorare la riparazione del tessuto tendineo.stata posta particolare attenzione
all'allineamento delle fibre collagene, all’ecogetd delle immagini e alle dimensioni

delle alterazioni tissutali.

TABELLA 1
PESO GRADO CIRCONFERENZA
PECORA MEDIO ESAME ARTO ASPETTO
(Ka) ZOPPIA (cm)
Ctrl 0 sX
tr
DX
Ctrl 7 SX
DX
SX
Ctrl 14
1 DX
Ctrl 21 SX
DX
SX
Ctrl 28
DX
SX
Ctrl 35
DX
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SX
Ctrl 0

DX

SX
Ctrl 7

DX

SX
Ctrl 14

DX

2

SX
Ctrl 21

DX

SX
Ctrl 28

DX

SX
Ctrl 35

DX

SX
Ctrl 0

DX

SX
Ctrl 7

DX

SX
Ctrl 14

DX

3

SX
Ctrl 21

DX

SX
Ctrl 28

DX

SX
Ctrl 35

DX

TABELLA 1: Parametri clinici valutati per ciascumuppo di pecore ad ogni fase dello stud|o;

I

Legenda: Ctrl 0: controllo al momento dellinduzéordella lesione con collagenasi; Ctrl

controllo al momento del trattamento con MSC, MSERP, PRP; Ctrl 14: controllo a 7 giorni da
trattamento; Ctri 21: controllo a 14 giorni dalttaanento; Ctrl 28: controllo a 21 giorni dal

trattamento; Ctrl 35: controllo a 28 giorni dalttaanento

2.2.6 Prelievo post-mortem del tessuto tendineo

Quattro settimane dopo l'innesto del biomaterigasaun animale é stato sacrificato.
Da ogni pecora €& stato prelevato il tendine flesgmofondo delle falangi dell’arto
trattato e di quello controlaterale comprendendgdezioni prossimali e distali alla
zona lesionata, in modo da poter valutare micraseopente il processo di guarigione
(Fig. 28).
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Fig. 28: Prelievo post-
mortem dei tendini pel

I'esame istologico.

In seguito, da ogni soggetto e stato prelevateritline flessore profondo delle falangi
dell'arto anteriore; questa manualita & stata aetegillo scopo di fornire un controllo
istologico di un tendine sano, in modo da poteetaffire valutazioni istologiche e
immunoistochimiche il piu complete possibile deibkizione della guarigione e del
contributo apportato dalle MSCs e dal PRP ai piagzarativi del tessuto tendineo.
Durante il prelievo post-mortem dei tendini flessér stato applicato, su ciascun
tendine, un punto di sutura ad una distanza pnéisdadial punti di inoculo dell’enzima
collagenasi; in questo modo, dopo l'asportazioné téedine, € stato possibile
individuare I'esatta posizione della lesione etizdare i tagli istologici nel punto in cui
con maggior probabilita sarebbe stato possibileeriire le alterazioni tissutali (Figg.

Fig. 29 e 30: Applicazione del punto di sutura aehdini per facilitare la successiva

localizzazione della lesione.
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2.2.7 Preparazione dei campioni per I'esame istaao e

immunoistochimico

| tendini prelevati da ciascun animale sono stadidévisi in segmenti 1 cm ciascuno e

BN

ogni parte é stata posta all'interno di una bioeiase numerata procedendo in

direzione prossimo-distale (Fig. 31 e 32).

Fig. 31 e 32: preparazione dei segmenti tendirggii tendine & stato tagliato in segmenti che spno

poi stati alloggiati all'interno di biocasse.

In seguito, tutti i segmenti sono stati fissatniri@ immersione della biocassetta in una
soluzione di paraformaldeide al 4% a una tempeaatudt® C per una notte (Fig. 33),
dopodiché sono stati disidratati attraverso passaggali in soluzioni sempre piu
concentrate di etanolo (70°, 90°, 95° e 100°).

Fig. 33: Biocassetta, contenente |i

segmento tendineo, immersa |n

paraformaldeide al 4%.
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Avvenuta la completa disidratazione dei segmerm@npioni sono stati sottoposti a dei
bagni di chiarificazione tramite xilolo e alla sessiva inclusione in paraffina liquida a
60°C (impregnazione). La paraffina e in grado digieare completamente nel tessuto e
di sostituire in modo stabile e duraturo tutti gfiazi che prima erano occupati dallo
xilolo.

La processazione dei tendini & stata eseguita afiwamente con l'ausilio
dell'apparecchio Shandon Cittadel 100(resso il laboratorio di Scienze Sperimentali
del Dipartimento di Medicina Veterinaria del’Unigita di Padova.

| segmenti inclusi in paraffina sono stati sottdpastaglio al microtomo per ottenere
delle sezioni longitudinali dello spessore di 5 pangh’esse numerate; queste ultime
sSono state raccolte su vetrini portaoggetto e pstidate alle coloraziommatossilina-

eosinaetricromica di Massore alla metodica immunoistochimica.

2.2.8 Colorazione delle sezioni istologiche

Colorazione ematossilina-eosina

La colorazioneematossilina-eosinaviene eseguita manualmente e consta di diversi
passaggi eseguiti in successione: sparaffinatudratazione, colorazione e
disidratazione.

Il primo step consiste nell'eliminazione della dara (sparaffinatura) mediante
immersione dei vetrini nel solvente xilolo per 15naii. Poi si elimina lo xilolo
immergendo le sezioni in una serie di soluzioretdinolo a concentrazione decrescente
(100°, 95°, 75°, 50°) per 5 minuti ciascuna (idzadae). Dopo un risciacquo veloce in
acqua distillata, i vetrini sono immersi nel coli®ematossilina di Harrisper 12
minuti. Poi vengono lavati in acqua di fonte e ag@a distillata per eliminare I'eccesso
di colorante e immerse alcuni secondi in una soheidi acido cloridrico all'1% per
farne virare la tonalita verso il viola. In seguibeseguono alcuni lavaggi in acqua
distillata e si procede con lI'immersione nel cotdeaeosinaper circa 30 secondi
(colorazione)In seguito si disidratano le sezioni immergendnlana serie di soluzioni

di etanolo a concentrazione crescente (50°, 75”,e9500°) per 5 minuti ciascuna e
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nello xilolo per 15 minuti. Infine si esegue il ntaggio dei vetrini in balsamo sintetico
(EUKITT, Kartell) sotto cappa aspirante.

Colorazione tricromica di Masson

La colorazionetricromica di Massonnizia con la sparaffinatura e I'idratazione delle
sezioni, come nella colorazione descritta preceaeante. Poi le sezioni vengono
trattate con il mordente isoluzione di Bouirfpreriscaldata a 56° C) per 15 minuti e in
seguito raffreddate in acqua corrente per rimuoVepeesso di colorante. Si procede
con l'immersione per 10 minuti nel colorantamatossilina di Harrise con un
successivo lavaggio in acqua corrente per 5 milBitesegue un risciacquo in acqua
distillata e si colorano i vetrini con Isoluzione Ecarlate di Biebrich-Fucsina acida
immergendoveli per 5 minuti. Si risciacquano le i@z in acqua distillata e si
immergono nella soluzione acido fosfotungstico/acidsfomolibdico per 5 minuti e
nellasoluzione blu di anilinger altri 5 minuti. In seguito si trattano i fraranti con
una soluzione di acido acetico all'1% per 2 mireusii disidratano immergendoli in una
serie di soluzioni di etanolo a concentrazione aaete (50°, 75°, 95° e 100°) per 5
minuti ciascuna.

Al termine della colorazione si pud procedere carchiarificazione delle sezioni in
xilolo per 15 minuti e con il montaggio in balsamiotetico (EUKITT, Kartell) sotto

cappa aspirante.

Tecnica immunoistochimica

La tecnica immunoistochimica adottata si basa will?zo di anticorpi specifici verso
gli antigeni di nostro interesse e di opportuni kear coniugati con gli anticorpi stessi
in modo diretto o indiretto.

L’osservazione al microscopio ottico dei vetrimattati con questi maker permette di
riconoscere l'avvenuta reazione tra antigene ecamo, che si manifesta con una

caratteristica fluorescenza.
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Le sezioni tendinee sono state processate comattest precedenza, ossia sono state
sparaffinate in xilolo e idratate attraverso deisgzggi in soluzioni alcoliche a
concentrazione decrescente (scala discendentealegjl).

Dopo un lavaggio in PBS 1X (Phosphate Bufferedr&atbsolution), le sezioni sono
state incubate con del siero fetale bovino al 5% lpeccare i siti di legame non
specifici, dopodiché, sono state incubate alla wyatpra di 4° C per una notte in
ambiente umido, con l'anticorpo primari@nti-collagene Ill, monoclonal€1:500,
Sigma, C7805).

In seqguito le sezioni sono state sottoposte adnalavaggi in PBS e gli anticorpi
primari sono stati rilevati mediante Nector kit (Vector laboratories, PK7800).

Lo sviluppo si ottiene immergendo i vetrini in usaluzione di 3,3-Diaminobenzidina
(DAB) e H,O, per 3 minuti. Dopo un risciacquo in acqua di fomeesezioni sono state
montate corCrystal Mount-Acqueous Mounting MediB8igma) e sono state osservate
e fotografate mediante microscopio ottico “OlymBx50”.

2.2.9 Valutazione dell’esame istologico e immunod@thimico

Lo studio dei preparati istologici € stato esegagosendoci di un criterio di valutazione
utilizzato in due studi pubblicati recentementex@, 2008; Maia, 2009) e da noi
modificato per garantire una maggiore uniformita rileevi raccolti (Tab. 2). A ogni

parametro analizzato e stato assegnato un punteggi®m sulla base delle osservazioni

qualitative effettuate.
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TABELLA 2

VARIABILI ANALIZZATE PUNTEGGI E CRITERI

0: NORMALE
1: LIEVE AUMENTO
2: MODERATO AUMENTO
3: NOTEVOLE AUMENTO

DENSITA’ CELLULARE

Valutazione della tipologia predominante di
MORFOLOGIA DEI FIBROBLASTI NEL

fibroblasti (tonda o allungata) nel punto di
PUNTO DI LESIONE

lesione

0: NORMALE
1: LIEVE AUMENTO
2: MODERATO AUMENTO
3: NOTEVOLE AUMENTO
0: NESSUNA

NEOVASCOLARIZZAZIONE

1: DISCRETA ORGANIZZAZIONE
ORGANIZZAZIONE TISSUTALE
2: MEDIA ORGANIZZAZIONE
3: NORMALE ORGANIZZAZIONE

0: NESSUNA

ESPRESSIONE DEL COLLAGENE | 1: BASSA
2: ALTA
0: NESSUNA

ESPRESSIONE DEL COLLAGENE I 1: BASSA
2: ALTA

TABELLA. 2: Parametri valutati durante I'esame Isgico e immunoistochimico (Maia, 200P

modificato).

Nelle sezioni colorate coematossilina-eosinaono stati analizzati organizzazione
tissutale, densita e caratteristiche dei fibroblgstesenza e tipologia dellinfiltrato
inflammatorio e neovascolarizzazione.

La coloraziondricromica di Massore stata invece utilizzata per visualizzare in modo

piu evidente le fibre collagene e la neovascoladine.
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L’'immunoistochimica e la metodica d’elezione perdlizzare ed evidenziare molecole
el/o strutture intra- ed extracellulari in campiadisisutali. Nel presente studio e stata
studiata I'espressione di collagene lll. Comparaledsezioni colorate con la metodica
tricromica di Masson e con la tecnica immunoistogba e stato possibile valutare
indirettamente I'espressione del. collagene di tiga parte dei tendini indagati.

La valutazione é stata effettuata esaminando diedi 5 um provenienti da ciascun
segmento tendineo incluso in paraffina. Per ognioge sono stati osservati 10 campi

casuali per valutare i parametri precedentemerderite
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CAPITOLO 3
RISULTATI

Conclusa la fase di raccolta dei dati i risultateouti sono stati analizzati e confrontati.
In particolare sono stati valutati gli effetti deltliverse terapie paragonando i risultati
ricavati dell’arto trattato con i risultati ottemudall’arto di controllo (controlaterale,

lesionato e non trattato) e dall’arto anterioreosan

3.1 VALUTAZIONI CLINICHE ED ECOGRAFICHE

Nei giorni successivi alla provocazione del danseutale con collagenasi sono state
osservate, in tutti e nove i soggetti coinvoltimanifestazioni cliniche caratteristiche di
una reazione inflammatoria acuta, ovvero una tum@fi@ locale da moderata a intensa,
calore e dolore alla palpazione della regione talpgnoltre, nei primi giorni successivi
all'induzione della lesione tendinea gli animalnha manifestato una modesta zoppia
bilaterale risoltasi spontaneamente entro brevbe.(3a 4 - 5).

Il trattamento sperimentale e stato ben tolleraotudti gli animali, che non hanno
manifestato disagio o segni clinici sfavorevoli.

Completate le indagini cliniche, attraverso un esaitrasonografico sono stati valutati
I'aspetto ecografico delle lesioni tendinee e llenztone della guarigione tissutale.

Qui di seguito sono riportate alcune delle immagicografiche rilevate nel corso dei
controlli effettuati a 7, 14, 21 e 28 giorni dattamento delle lesioni (Fig. 34-35-36).

Le valuatazioni ecografiche hanno permesso di wvas&rfin dai primi giorni successivi
all'induzione della lesione, un edema peritendireperdita di ecogenicita del tessuto
tendineo in corrispondenza del sito di infusiondladeollagenasi e in prossimita di
questo.

A sette giorni dall'iniezione di collagenasi (C#) e stato possibile rilevare delle aree
focali ipoecogene in corrispondenza del sito dioles, caratterizzate nella maggior
parte dei casi da una perdita di allineamento pneoo evidente delle fibre collagene.
Nei controlli successivi (Ctrl 14, 21, 28, 35) etst possibile osservare, a carico
dell'arto trattato di tutte le pecore, un lento ®gressivo riempimento di tali aree.
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Inoltre, nella maggior parte dei soggetti, in piesg del punto di inoculo sono state
rilevate delle immagini ecografiche ascrivibili aderenze peritendinee del TFP sia con

la guaina tendinea sia con il TFS.

TABELLA 3
GRUPPO MSCs
PESO
GRADO CIRCONFERENZA
PECORA MEDIO ESAME | ARTO ASPETTO
ZOPPIA (cm)
(Kg)
SX 0 0 9.0
Ctrl 0
DX 0 0 9.0
CAL++,
SX 1-1v DOL+++, 11.0
TUM++
Ctrl 7
CALDA
DX 1l ++, DOL 10.7
+
CALDA+
SX 1l - TUM 11.0
1 58,8 ++, DOL .
Ctrl 14
+
CALDA
DX -1l 9.5
+
SX Il TUM. + 11.0
Ctrl 21
DX I 0 9.3
SX I-11 TUM +/- 10.5
Ctrl 28
DX | 0 9.0
SX I-11 TUM +/- 10.0
Ctrl 35
DX | 0 9.0
SX 0 0 9.0
Ctrl 0
DX 0 0 9.0
CALDA
2 60,9 SX 11-111 10.0
+, DOL +
Ctrl 7
CALDA
DX I 10.0
+, DOL +
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CALDA
SX 1-111 9.7
+
Ctrl 14
CALDA
DX 1] 9.5
+/-
SX | 0 9.5
Ctrl 21
DX | 0 9.5
SX | 0 9.0
Ctrl 28
DX | 0 9.0
SX | 0 9.0
Ctrl 35
DX | 0 9.0
SX 0 0 9.0
Ctrl 0
DX 0 0 9.0
CALDA
SX Il 9.8
+
Ctrl 7
CALDA
DX 1] 9.7
+
CALDA
SX Il 9.5
+/-
3 59,4 Ctrl 14
CALDA
DX 1] 9.5
+/-
SX | 0 9.5
Ctrl 21
DX | 0 9.0
SX | 0 9.0
Ctrl 28
DX | 0 9.0
SX | 0 9.0
Ctrl 35
DX | 0 9.0

TABELLA 3: Risultati ottenuti dall’esame clinico digni pecora trattata con MSCs; Legeng
Ctrl O: controllo all'iniezione di collagenasi; C&: ctrl al trattamento; Ctrl 14: ctrl a 7 gg. d

trattamento; Ctri 21: ctrl a 14 gg. dal trattamer@trl 28: ctrl a 21 gg. dal trattamento; Ctrl 3

ctrl a 28 gg. dal trattamento.

a.

OT
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TABELLA 4

GRUPPO MSCs/PRP
PESO
GRADO CIRCONFERENZA
PECORA MEDIO ESAME ARTO ASPETTO
ZOPPIA (cm)
(Kg)
SX 0 0 9.5
Ctrl 0
DX 0 0 9.5
CALDA
SX 1] 10.0
+
Ctrl 7
CALDA
DX I 10.0
+
CALDA
SX 1] 10.4
+
Ctrl 14
CALDA
1 64 DX I 10.3
+
CALDA
SX [ 10.0
+/-
Ctrl 21
CALDA
DX I 10.0
+/-
SX [ 0 9.5
Ctrl 28
DX I 0 9.8
SX [ 0 9.5
Ctrl 35
DX I 0 9.8
SX 0 0 9.5
Ctrl 0
DX 0 0 9.5
CALDA
SX 1] +, TUM 10.5
Ctrl 7 +/-
CALDA+
2 63.8 DX i 12.0
, TUM ++
CALDA
SX 1] 9.8
+/-
Ctrl 14 CALDA
DX -1 +, TUM 12.6
++
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SX | 0 9.5
CALDA
Ctrl 21
DX Il +/-, TUM 11.5
+
SX | 0 9.0
Ctrl 28
DX -1l TUM +/- 11.0
SX | 0 9.0
Ctrl 35
DX | TUM +/- 10.5
SX 0 0 9.5
Ctrl 0
DX 0 0 9.5
CALDA
SX 1] +, TUM 11.3
Ctrl 7 ++
CALDA+
DX i 10.5
, TUM ++
CALDA
SX 1] +, TUM 11.3
Ctrl 14 +/-
3 62.5 CALDA
DX -1 10.0
+, TUM +
CALDA
SX I-11 11.0
+/-
Ctrl 21 CALDA
DX Il +/-, TUM 10.0
+/-
SX | 0 11.0
Ctrl 28
DX -1l TUM +/- 10.0
SX | 0 10.5
Ctrl 35
DX | 0 9.5

TABELLA 4: Risultati ottenuti dall’esame clinico digni pecora trattata con MSCs e PR
Legenda: Ctrl O: controllo all'iniezione di collaggsi; Ctrl 7: ctrl al trattamento; Ctrl 14: ctrlra
gg. dal trattamento; Ctri 21: ctrl a 14 gg. dattamento; Ctrl 28: ctrl a 21 gg. dal trattamen
Ctrl 35: ctrl a 28 gg. dal trattamento.

P;
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TABELLA 5

GRUPPO PRP
PESO
GRADO CIRCONFERENZA
PECORA MEDIO ESAME ARTO ASPETTO
ZOPPIA (cm)
(Kg)
SX 0 0 9.5
Ctrl 0
DX 0 0 9.5
CAL++,
SX -1 DOL++, 11.5
TUM++
Ctrl 7
CALDA
DX Il ++, DOL 10.0
+
SX -1 CALDA* 11.5
1 50,2 TUM ++ .
Ctrl 14
CALDA
DX Il 10.0
+
SX | TUM + 11.5
Ctrl 21
DX | 0 10
SX | TUM +/- 11.2
Ctrl 28
DX | 0 10
SX | TUM +/- 11
Ctrl 35
DX | 0 9.5
SX 0 0 9.5
Ctrl 0
DX 0 0 9.5
CALDA
SX 1] 10.0
+
Ctrl 7
CALDA
DX Il 10.0
+
2 52,6
CALDA
SX 1] 9.7
+/-
Ctrl 14
CALDA
DX Il 9.5
+/-
SX | 0 9.7
Ctrl 21
DX | 0 9.5
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SX | 0 9.5
Ctrl 28
DX | 0 9.5
SX | 0 9.5
Ctrl 35
DX | 0 9.5
SX 0 0 9.5
Ctrl 0
DX 0 0 9.5
CALDA
SX Il 10.0
+
Ctrl 7
CALDA
DX Il 10.0
+
CALDA
SX I 10.0
+/-
3 47 Ctrl 14
CALDA
DX Il 9.8
+/-
SX | 0 9.7
Ctrl 21
DX | 0 9.5
SX | 0 9.5
Ctrl 28
DX | 0 9.5
SX | 0 9.5
Ctrl 35
DX | 0 9.5

TABELLA 5: Risultati ottenuti dall'esame clinico digni pecora trattata con PRP; Legen
Ctrl O: controllo all'iniezione di collagenasi; Ci#: ctrl al trattamento; Ctrl 14: ctrla 7 gg. d

trattamento; Ctri 21: ctrl a 14 gg. dal trattame@trl 28: ctrl a 21 gg. dal trattamento; Ctrl 3

ctrl a 28 gg. dal trattamer.

la:
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GRUPPO PRP
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Fig 34: Gruppo MSCs A) e B) arto dx e sx, giorndC);e D) arto dx e sx, giorno 7; E) e
arto dx e sx, giorno 14; G) e H) arto dx e sx, igioR1; I) e L) arto dx e sx, giorno 28; M)
N) arto dx e sx, giorno 35. L'arto dx & stato t#dtcon MSCs; I'arto sx € il controlig

(iniezione di soluzione fisiologica).
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GRUPPO MSCs/PRP
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Fig 35: Gruppo MSCs/PRP A) e B) arto dx e sx, giddnC) e D) arto dx e sx, giorno 7; K)
e F) arto dx e sx, giorno 14; G) e H) arto dx egsarno 21; 1) e L) arto dx e sx, giorno 28;
M) e N) arto dx e sx, giorno 35. L'arto dx & statattato con MSCs/PRP; I'arto sx é |l

controllo (iniezione di soluzione fisiologica).
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GRUPPO MSCs
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Fig 36: Gruppo PRP A) e B) arto dx e sx, giorncCD;e D) arto dx e sx, giorno 7; E) e I
arto dx e sx, giorno 14; G) e H) arto dx e sx, igioR1; I) e L) arto dx e sx, giorno 28; M)

N) arto dx e sx, giorno 35. L'arto dx & stato @ait con PRP; I'arto sx € il controll

(iniezione di soluzione fisiologica).
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3.2 ESAME ISTOLOGICO E IMMUNOISTOCHIMICO

Nella fase di prelievo del tessuto tendineo sostate incontrate delle difficolta legate
alla presenza di aderenze tra le strutture tendineguaine peritendinee.

La valutazione al microscopio ottico delle sezitendinee colorate con le metodiche
ematossilina-eosina tricromica di Massoné stata condotta dedicando particolare
attenzione alla struttura della matrice, all’'orgamaizione delle fibre e alla presenza di
tenociti, cellule fibroblastoidi, infiltrato inflamatorio e neovascolarizzazione.

E’ stato possibile osservare che i tendini di adidr dopo quattro settimane
dall'iniezione di soluzione fisiologica (Fig. 38prso caratterizzati da fibre collagene
disposte in modo non regolare, elevata cellulddtaatterizzata da fibroblasti di forma
circolare) ed elevata neovascolarizzazione assocad un moderato infiltrato
inflammatorio (Tab. 7).

All’esame istologico dei tendini dei soggetti teditcon MSCs (Fig. 39) si osservano,
una densita dei fibroblasti da moderata a elevata, lieve neovascolarizzazione e un
lieve infiltrato inflammatorio perivascolare. Inate possibile evidenziare la presenza
di fibroblasti allungati e di una moderata orgaazpne tissutale, con fibre collagene
disposte piu regolarmente, salvo in alcune zoneedpermane ancora un certa
disorganizzazione con disposizione casuale dddte {iTab. 8).

Nel gruppo trattato con PRP e MSCs (Fig. 40) I'esastologico dei tendini mostra,
nella maggior parte dei campi istologici esaminaiij’organizzazione tissutale
moderata, una disposizione regolare delle fibréagehe, una neovascolarizzazione
lieve e una buona cellularita (Tab. 9).

La valutazione delle sezioni ottenute dalle pectedtate con PRP (Fig. 41) ha
permesso di osservare una neovascolarizzazioneratadan’organizzazione tissutale
discreta e una densita cellulare moderata (conlibsti arrotondati) (Tab. 10).

Qui di seguito sono riportati i risultati ottenwtall’osservazione dei campi istologici
analizzati dopo coloraziorematossilina-eosinatricromica di Massore alcuni esempi

dei campi fotografati al microscopio ottico.
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TABELLA 6

CONTROLLO SANO

PUNTEGGIO MEDIO E/O

VARIABILI ANALIZZATE VALUTAZIONE

DENSITA’ CELLULARE 0

MORFOLOGIA DEI FIBROBLASTI NEL

PUNTO DI LESIONE Fibroblasti allungati

NEOVASCOLARIZZAZIONE 0

ORGANIZZAZIONE TISSUTALE

3
ESPRESSIONE DEL COLLAGENE | 3
ESPRESSIONE DEL COLLAGENE Il 0

TABELLA 6: Risultati osservati all'esame istologiodei tendini di controllo sani (Maia, 200

modificatato).

Fig. 37: Sezioni di TFP controllo sano: coloraziomen ematossilina-eosina (f
ingrandimento 4x, B ingrandimento 10X); coloraziooen tricromica di Masson (C|

ingrandimento 10x, D ingrandimento 40X).
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TABELLA 7

CONTROLLO LESIONATO

PUNTEGGIO MEDIO E/O
VALUTAZIONE

DENSITA’ CELLULARE 3

MORFOLOGIA DEI FIBROBLASTI
NEL PUNTO DI LESIONE

NEOVASCOLARIZZAZIONE

VARIABILI ANALIZZATE

Fibroblasti arrotondati

ESPRESSIONE DEL COLLAGENE |
ESPRESSIONE DEL COLLAGENE Il

3
ORGANIZZAZIONE TISSUTALE 0
0
2

TABELLA 7: Risultati osservati allesame istologiatei tendini di controllo lesionat
(Maia, 2009 modificatato)

Fig. 38: Sezioni di TFP controllo lesionato: coltimme con ematossilina-eosina (
ingrandimento 4x, B ingrandimento 10X); coloraziomen tricromica di Masson (C

ingrandimento 10x, D ingrandimento 20X).
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TABELLA 8

GRUPPO MSCs

PUNTEGGIO MEDIO E/O
VALUTAZIONE

DENSITA’ CELLULARE 2,5

MORFOLOGIA DEI FIBROBLASTI
NEL PUNTO DI LESIONE

NEOVASCOLARIZZAZIONE 1
ORGANIZZAZIONE TISSUTALE 2
ESPRESSIONE DEL COLLAGENE | 1
ESPRESSIONE DEL COLLAGENE Il 0

VARIABILI ANALIZZATE

Fibroblasti allungati

TABELLA. 8: Risultati osservati all'es. istologiatei tendini trattati con MSCs (Maia, 200
modificato)
A e | B e '

©

Fig. 39: Sezioni di TFP lesionato trattato con MS@sorazione con ematossilina-eosina
ingrandimento 4x, B ingrandimento 10X); coloraziogen tricromica di Masson (C

ingrandimento 10x, D ingrandimento 20X).

A
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TABELLA 9

GRUPPO MSCs/PRP

PUNTEGGIO MEDIO E/O
VALUTAZIONE

DENSITA’ CELLULARE 2

MORFOLOGIA DEI FIBROBLASTI
NEL PUNTO DI LESIONE

VARIABILI ANALIZZATE

Fibroblasti allungati

NEOVASCOLARIZZAZIONE 1

ORGANIZZAZIONE TISSUTALE 2

ESPRESSIONE DEL COLLAGENE | 1
ESPRESSIONE DEL COLLAGENE Il 0,5

TABELLA 9: Risultati osservati all’es. istologiccedtendini trattati con PRP e MSCs (Maia,,
2009 modificatc

Fig. 40: Sezioni di TFP lesionato trattato con MSCPRP: colorazione con ematossilina-
eosina (A ingrandimento 4x, B ingrandimento 10X9locazione con tricromica di Masson (C:

ingrandimento 10x, D ingrandimento 20X).
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TABELLA 10

GRUPPO PRP
PUNTEGGIO MEDIO E/O
VARIABILI ANALIZZATE VALUTAZIONE
DENSITA’ CELLULARE 2

MORFOLOGIA DEI FIBROBLASTI
NEL PUNTO DI LESIONE

NEOVASCOLARIZZAZIONE

Fibroblasti arrotondati

ORGANIZZAZIONE TISSUTALE

ESPRESSIONE DEL COLLAGENE |

Rl

ESPRESSIONE DEL COLLAGENE Il

2009 modificatc.

TABELLA. 10: Risultati osservati al’esame istologi dei tendini trattati con PRP (MaiT,

Fig. 41: Sezioni di TFP lesionato trattato con PR&lorazione con ematossilina-eosina (A
ingrandimento 4x, B ingrandimento 10X); coloraziogen tricromica di Masson (C

inarandimento 10x. D inarandimer20X).
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Mediante osservazione delle sezioni colorate ceni¢a immunoistochimica e stata

valutata I'espressione del collagene di tipo llil teadini prelevati.

Come si puo notare dalle tabelle, 7, 8, 9 e 1®liagene IIl non risulta espresso nel
tendine trattato con MSCs mentre viene prodottonaniera notevole dal tendine di

controllo lesionato, in quantita scarse dai tenttatiati con MSCs associato a PRP e in
quantita moderate in quelli trattati con solo PRP.

Qui di seguito sono riportati alcuni esempi (Fi@ 4 43) dei campi fotografati al

microscopio ottico delle sezioni colorate con keniea immunoistochimica.

Fig. 42: Colorazione immunoistochimicpa

per I'espressione di collagene di tipo [l
in sezioni di TFP: controllo sang

ingrandimento 10X (A); controllg

X

lesionato ingrandimento 10X (B) e 40

(©).
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Fig. 43: Colorazione immunoistochimic|
per I'espressione di collagene di tipo il
in sezioni di TFP, ingtandimento 10X:
trattamento MSCs (A); trattament
MSCs e PRP (B); trattamento PRP (C)
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CAPITOLO 4
DISCUSSIONE

Le cellule staminali rappresentano una prospetiivaressante per il trattamento di
alcuni tipi di patologie degenerative o traumaticlygazie alle loro proprieta di
differenziazione e plasticita. Il loro impiego inedicina equina €& stato studiato
approfonditamente negli ultimi anni e la loro agaorgenerativa, principalmente in caso
di danno tendineo o legamentoso, € stata desdnittaolti studi condotti in vivo
(Crovace, 2007; Smith, 2003; Smith, 2008).

Le recenti ricerche condotte sulle cellule stamiadulte hanno permesso di definire
che queste cellule sono multipotenti, ossia possomglicarsi e, se stimolate
opportunamente, differenziarsi in specifiche e digepopolazioni cellulari (ossee,
cartilaginee, tendinee, muscolari etc) e sono daghaauto-replicarsi e di proliferare
illimitatamente (Ferrari, 1998; Horwitz, 2002; Stes, 2002; Chapel, 2003 Perin, 2003;
Sugaya, 2003; Zhang, 2004; Miyahara, 2006; Gob®@72 Arnalich-Montiel, 2008;
Suzuki, 2008; Harris, 2009; EI Tamer, 2009).

E’ stato dimostrato in vivo che le cellule staminadesenchimali sono in grado di
attribuire al tendine danneggiato caratteristicheogeafiche, istologiche e
biomeccaniche migliori rispetto a quanto ottenutallad guarigione spontanea o
dall'utilizzo altre terapie (Richardson, 2007; Bara, 2008).

Queste scoperte sono responsabili del crescergeesse da parte della ricerca nei
confronti di nuove possibilita terapeutiche basat€impiego di cellule staminali per la
terapia rigenerativa (Pittenger, 1999; Ferrari,2@xovace, 2010).

Recentemente é stato dimostrato che il sangue egr@#erico pud essere considerato
una fonte alternativa al midollo osseo per lisodsmo di cellule staminali
mesenchimali (Koerner, 2006; Martinello, 2009).

Anche le piastrine sono molto importanti nella ggiane tissutale poiché sono dotate
di proprieta pro-inflammatorie, regolatrici e rigegative (Bessis, 1973; Aguggini, 1992;
Marx, 2004; Anitua, 2004; Anitua, 2007; Chaer, 20B8erts, 2007).

Il vantaggio procurato dall'impiego del PRP potreldssere dovuto alla secrezione da

parte delle piastrine in esso contenute di fattodrescita in concentrazioni elevate che
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pare siano in grado di incrementare la velocitaéighrazione delle ferite e di ridurre
I'inflammazione associata al trauma (Prades, 2006).

Recentemente, in medicina umana, I'impiego di cotreéo autologo di piastrine per
stimolare la rigenerazione tissutale € aumentateer(g, 2007). Infatti, € applicato
soprattutto in odontoiatria (Rozman, 2007) e clgiaumaxillo-facciale (Dean, 1997,
Anitua, 2004; Marx, 2004; Del Corso, 2006), in ahgia plastica (Anitua, 2004;
Eppley, 2006), nel trattamento delle ulcere (Anit@@04), in chirurgia ortopedica
(Aldegheri, 2002; Sanchez, 2003; Anitua, 2004; M&R04; Everts, 2007; Gobbi,
2007; Crane, 2008; Sampson, 2008) e oftalmica (Ba&rok, 1966; Anitua, 2004;
Gimeno, 2006).

L'uso del PRP in medicina equina sembra mostraseltati incoraggianti per il
trattamento di lesioni di varia natura, compresep#&ologie muscolo-scheletriche
(Carmona, 2006).

Il lavoro presentato nella mia tesi e stato cormdotin I'intento di definire I'efficacia
dell'impiego di cellule staminali mesenchimali dotghe (MSCs), di MSCs associate a
concentrato piastrinico (PRP) e di PRP da solotraélamento di lesioni tendinee (a
carico del tendine flessore profondo delle falangperimentalmente indotte nella
pecora, sfruttando un meccanismo patogeneticoadogdi creare una lesione quanto
piu possibile analoga a quella che si sviluppaaneélta.

Lo scopo e stabilire un protocollo sperimentalegad¢o a essere impiegato in animali
di elevato interesse economico, come ad esempavdllo.

Gli studi sulla rigenerazione dei tessuti che irgp® biomateriali generalmente
coinvolgono specie sperimentali che mostrano de#lpacita rigenerative elevate e
differenti rispetto a quelle degli animali d’intes® veterinario.

Dal momento che i dati sperimentali su animali desto tipo sono molto scarsi, in
guesto studio e stato scelto di impiegare la pecorae modello animale (Dehghan,
2007;Everts, 2007; Gobbi, 2007; Fotia, 2008 CrovZ@@s; Martinello, 2009; Muttini,
2009; Maia, 2009; Crovace 2010); questa sceltarsietata valida, poiché la pecora e
un animale facile da gestire oltre a rappreseniarbuon modello sperimentale per le
patologie teno-desmiche del cavallo.

Le metodiche descritte in letteratura per l'isolatoedelle MSCs (Martinello, 2009) e

del PRP da sangue periferico sono state studidteamallo, tuttavia, tali metodiche si
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sono dimostrate adeguate anche se applicate netlara Infatti, il procedimento
utilizzato per l'estrazione e l'isolamento dellellgle staminali mesenchimali si e
rilevato efficace e non invasivo, non ha comportatdferenze agli animali e per
attuarlo generalmente non e indispensabile alcamad di anestesia o sedazione del
soggetto. Il protocollo di preparazione del concant piastrinico autologo é rapido,
economico e anch’esso non invasivo né doloroso.

Nel nostro caso, tuttavia, gli animali sono statestetizzati per una questione di
praticita.

Nel presente studio e stata indotta una lesiordirtea mediante iniezione transcutanea
di collagenasi. Si tratta di un enzima, gia utditz in passato in diverse procedure
sperimentali (nel ratto, nella pecora e nel cayattbe induce una lesione tendinea con
un meccanismo simile a quello che si verifica raltnente (Dehghan, 2007; Multtini,
2009; Crovace, 2010). Questa metodica, secondota@uampiamente descritto in
letteratura (Muttini 2009, Dehghan 2007, Crovac®&0Maia 2009 Crovace 2010),
consente di indurre un tipo di lesione tendinedadsire-lesion che generalmente e
possibile riscontrare a carico delle strutture e@el che vanno incontro a un danno
strutturale in seguito a trauma acuto o di micratraripetuti nel tempo.

Tuttavia, in questo studio sono state incontratke dkfficolta nell’induzione del danno
tendineo. Infatti, contrariamente a quanto sostemwlat alcuni autori, 'impiego di tale
metodica allo scopo di provocare ut@re-lesionha portato alla formazione di lesioni
non perfettamente circoscritte e con caratteristicfiiltrative tra le fibre collagene; la
causa di questo inconveniente potrebbe essemoitai diametro dei tendini di pecora,
rispetto al calibro maggiore che si riscontra eedini di cavallo.

Per ottenere una corretta visualizzazione delggifine dell'ago per via transcutanea e
dell'iniezione dell’enzima collagenasi a livellongineo (Dehghan, 2007; Reef, 1998) é
stato impiegato il metodo ultrasonografico, che madtro caso e secondo alcuni autori
si e rivelato adeguato (Crovace, 2007; Mattini,20aia, 2009).

Nei giorni successivi all'iniezione di collagenasgme descritto anche da altri autori
(Keg, 2001; Dehghan, 2007), gli animali hanno nestdto segni clinici di zoppia,
calore, dolore e tumefazione nel sito di inocul@ gfossono essere conseguenti alla
formazione di un ematoma e di edema associataadipcausati dal trattamento.
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Una settimana dopo la provocazione del danno &iksi@ét stato eseguito il trattamento
delle pecore con MSCs e/o PRP. La scelta del mamaseguato per I'infusione dei
biomateriali nel sito della lesione e stata fatiadndosi su risultati ottenuti nel cavallo e
riportati in letteratura, in cui & stato visto daemassima estensione del danno indotto
dalla collagenasi si manifesta intorno al settimé ottavo giorno post-inoculo
(Dehghan, 2007).

A cadenze prestabilite, nelle settimane succesgitattamento, sono stati eseguiti dei
controlli clinici ed ecografici, allo scopo di vatwe la risposta dei soggetti e
I'evoluzione e I'estensione della guarigione inZiome delle diverse terapie applicate.
In tutti e tre i gruppi e stato osservato un pregie miglioramento della
sintomatologia clinica, infatti, al termine delltudio sperimentale 'edema, il calore e
dolorabilita alla palpazione erano scomparsi. Dalidutazioni cliniche é stato anche
possibile notare che in tutti e tre i gruppi, Itatrattato ha avuto una remissione piu
rapida dei segni clinici rispetto all’arto di cooito (arto sinistro per tutti i soggetti). In
particolare la sintomatologia nei soggetti appaningruppo trattato con MSCs non si
discosta molto dai rilievi clinici dei soggetti tiati con MSCs e PRP e da quelli trattati
esclusivamente con PRP, com’é possibile ossenardati riportati nelle tabelle 3, 4 e
5. Inoltre, é stato possibile determinare che igsoe animale il trattamento ha
provocato effetti collaterali locali o sistemici.

L’indagine ultrasonografica € una metodica non s e ampiamente diffusa nella
pratica clinica e nel nostro studio ha rappresentat buon ausilio diagnostico. Infatti,
mediante monitoraggio ecografico e stato possibviégificare I'evoluzione della
guarigione tissutale valutando le dimensioni, lealizzazione e la gravita delle lesioni
in base all'ecogenicita delle immagini e all'allameento delle fibre (Dehghan, 2007).
Come riportato da studi condotti negli ultimi arf@armona, 2006; Arguelles, 2008;
Crovace, 2008; Fasce, 2008; Kaneps, 2008; Nixo@8;2Brades, 2008; Sutter, 2008;
Waselau, 2008; Crovace, 2010), il trattamento sibl@ tendinee con cellule staminali
e/o concentrato piastrinico contribuisce al prosessi guarigione tissutale,
migliorandone la qualita e promuovendo la formagiai nuove fibre collagene
allineate secondo l'asse longitudinale del tendihgttavia, questi risultati sono piu
evidenti se si confrontano i dati clinici (Tabb43) e le immagini ecografiche (Figg.

34-35-36) raccolte all'inizio e alla fine del trathento, ossia a distanza di quattro
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settimane tra un controllo e laltro. Infatti, leanazioni di ecogenicita dei tessuti
osservabili confrontando immagini raccolte a dizgadi una settimana I'una dall’altra
sono apprezzabili con difficolta. Molto probabilntencome nel caso dell'induzione
dellacore-lesion quest’ostacolo € legato alle ridotte dimensiaitdndini ovini.

In particolare, grazie agli esami clinici ed ecdigiae stato osservato, in tutti e tre i
gruppi, un miglioramento progressivo delle lesianicarico dell’arto trattato, senza
sostanziali differenze tra le tre diverse terape& puanto riguarda la qualita del
processo riparativo.

Terminate le valutazioni cliniche ed ecograficheagimali sono stati sacrificati e sono
stati prelevati i tendini da sottoporre alle vahibai istologiche e immunoistochimiche.
Nella raccolta dei campioni, come riportato da Maiaino studio del 2009, sono state
incontrate delle difficolta dovute la presenza alinfiazioni aderenziali; queste ultime
erano localizzate tra tendini e strutture adiacemttorrispondenza del punto di inoculo
della collagenasi e probabilmente sono causata dmlyosi conseguente all’'azione
dell’enzima (Weiner, 1971; Matthews, 1979; Sharg@f)6; Andia, 2010).

| tendini controllo e quelli trattati sono statcealti e destinati alle adeguate procedure
di preparazione dei campioni e alle metodiche agfiche e immunoistochimiche.

Le sezioni tendinee allestite sono state ossealat@croscopio in modo da valutare la
qualita e la velocita del processo di guarigiosstiiale.

In particolare, le colorazionematossilina-eosinae tricromica di Massonhanno
permesso di determinare qualitativamente I'orgaazizme della ECM e degli elementi
cellulari. 1 risultati ottenuti concordano con gqt@niportato in letteratura (Maia, 2009).
Infatti, &' stato possibile osservare che i tendinicontrollo lesionati (Tab. 7), dopo
quattro settimane dalliniezione di collagenasinsocaratterizzati da un quadro
istologico alterato rispetto ai tendini di contmBani (Tab. 6). Le fibre collagene non
sono disposte in modo regolare poiché vi & una tetmgerdita dell’organizzazione
tissutale, sono presenti elevata cellularita, temiazata da fibroblasti di forma
circolare, ed elevata neovascolarizzazione assocet un moderato infiltrato
inflammatorio (Fig. 38)

All'esame delle sezioni istologiche dei tendinittaéi con MSCs (Fig. 39) si osservano,
rispetto al tendine sano, un aumento da moderatevato della densita dei fibroblasti

ed un lieve aumento della neovascolarizzazione Kinflkrato infiammatorio
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perivascolare. Inoltre & possibile evidenziare onuaerata organizzazione tissutale con
fibre collagene disposte piu regolarmente e iafiirda fibroblasti allungati, salvo in
alcune zone dove permane ancora un certa disazgadne con disposizione casuale
delle fibre (Tab. 8) (Smith, 2005; Richardson, 200acitignola, 2008; Crovace, 2010).
Nel gruppo trattato con PRP e MSCs (Fig. 40) I'esastologico dei tendini mostra
un’organizzazione  tissutale, una disposizione fibreollagene e una
neovascolarizzazione qualitativamente simili a lgudel gruppo precedente; anche in
guesto caso e evidente una buona cellularita nmentitia inferiore rispetto al gruppo
trattato con MSCs (Tab. 9).

La valutazione delle sezioni ottenute dalle pectedtate con PRP (Fig. 41) ha
permesso di osservare una neovascolarizzazioneionaggpetto ai gruppi precedenti
ma un’organizzazione tissutale discreta e un mooleramento della densita cellulare
(con fibroblasti arrotondati) rispetto al tendirsme (Tab. 10).

Come riportato in alcuni studi pubblicati in letigrra (Webbon, 1978; Maia, 2009), il
cambiamento di forma dei fibroblasti da tondeggiaat fusiforme e indice di una
progressione del processo riparativo. Inoltre, laggiore cellularita osservata nelle
sezioni tendinee provenienti da soggetti trattati MISCs o con associazione di MSCs e
PRP, trova conferma nei risultati riportati in nuos studi condotti negli ultimi anni,
secondo cui un importante contributo al processgudrigione tissutale e fornito dalle
cellule staminali (Smith, 2005; Richardson, 200@gitignola, 2008; Crovace, 2010) e
dai fattori di crescita (Everts, 2007; Fotia, 2009)e sono fondamentali nello stimolare
I'azione di tali cellule nei meccanismi di guariga

Generalmente il processo di guarigione tissutalecaéatterizzato dal passaggio
progressivo da un tessuto formato prevalentemeatéibde collagene tipo 1l a un
tessuto composto soprattutto da fibre di tipo | istae, 1984; Carmona, 2006; Wang,
2006; Obaid, 2010). Infatti, nelle prime fasi dparazione di una lesione, le fibrille di
collagene 11l sono rapidamente sintetizzate peam#e forza ed elasticita al tessuto.
Tuttavia, queste fibrille non garantiscono la resiga allo stiramento che € in grado di
fornire il collagene | ed € per questo motivo chprocesso di guarigione progredisce
con la sostituzione delle fibrille di tipo Il cayuelle di tipo | (Carmona 2006).

Queste modificazioni nella composizione della ECMaahte la riparazione tendinea

sono indagabili valutando I'espressione di delagie di tipo | e di tipo Il all'interno
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del tendine e questo obiettivo €& stato raggiuntouttsihdo la metodica
Immunoistochimica.

Comparando le sezioni colorate con la metodicaadmdica di Masson con quelle
colorate con la tecnica immunoistochimica e staissjbile di valutare indirettamente
I'espressione del. collagene di tipo |, da parteteledini indagati.

| risultati ottenuti dall’esame immunoistochimiceidendini di controllo lesionati (Tab.
7) rispecchiano I'effetto voluto dall'iniezione flehzima collagenasi a livello tendineo,
ossia un’elevata espressione di collagene di tipa indicare la presenza di un tendine
danneggiato che pero e fase di riparazione tissg. 42 B e C). | risultati ottenuti
dall’esame dei tendini trattati mostrano invecpriagressiva scomparsa del collagene di
tipo Il a favore del collagene | (Tab. 8-9-10),vevo che si e verificato un graduale
miglioramento dell’organizzazione tissutale deidientrattati rispetto ai controlli ( Fig.
43 A,Be C).

Da un punto di vista istologico, percio, il trat@amio con concentrato piastrinico ha
determinato un’organizzazione migliore delle fibcellagene, rispetto al mancato
trattamento, e l'aggiunta delle cellule stamindlP&P o I'impiego di sole MSCs ha
apportato un ulteriore beneficio all’organizzazialet tessuto in via di guarigione.

Dai risultati ottenuti dalle rilevazioni cliniche,ecografiche, istologiche e
immunoistochimiche, si pud dedurre che:

a) L’applicazione intralesionale di MSC e PRP e sicaraon induce nell’ospite
alcuna reazione di tipo immunitario o altri effettillaterali locali o sistemici;

b) La sintomatologia legata al processo flogistica shriscontra clinicamente in
seguito all'iniezione di collagenasi, si esaurispentaneamente e generalmente
entro la prima settimana dal trattamento;

c) Il trattamento delle lesioni tendinee con MSCs d°RRRI'associazione di questi
biomateriali determina un potenziamento del prazesguarigione, al contrario
di quanto avviene nei tendini controllo;

d) Il trattamento con MSCs e in grado di migliorareakifativamente la capacita
rigenerativa del tessuto tendineo in maniera maggispetto al trattamento con
PRP;
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e) L'associazione di MSCs e PRP é caratterizzata dafi@tto sinergico che in
grado di migliorare l'efficacia d’azione del PRPI tattamento delle lesioni
tendinee.

L'utilizzo di MSCs o dell’'associazione delle MSCs RRP risulta, percio, una
prospettiva molto interessante nel trattamento alolpgie teno-desmiche, poiché
induce una migliore rigenerazione del tessuto teewli limitando la formazione di una
cicatrice fibrosa che é la causa principale d@Vato rischio di recidiva di queste
patologie.

Tuttavia, non e stato possibile valutare se lepierda noi studiate siano in grado di
accelerare il processo riparativo.

Pertanto i risultati raggiunti in questo studionastante siano incoraggianti, non sono
sufficienti a trarre delle conclusioni soddisfa¢eat costituiscono solo parte di un
progetto piu ampio e complesso. Infatti, il normptecesso di guarigione tendinea si
protrae solitamente ben oltre le 4 settimane, pdecfase successiva del progetto sara
approfondire ulteriormente I'argomento con un lavahe preveda il monitoraggio
clinico ed ecografico e la valutazione istologiea ndini a 4 mesi dal trattamento, al
fine di confermare i risultati raggiunti con questodio e ottenere nuove informazioni
utili riguardanti I'evoluzione del processo di giggmne tendinea e gli effetti benefici a
lungo termine che si possono ottenere con limpi¢g@peutico dei biomateriali

studiati.
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