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Introduzione

La lombalgia ¢ uno dei sintomi piu disabilitanti e comuni tra la popolazione adulta nei paesi
industrializzati. La prima causa di tale condizione clinica ¢ la degenerazione del disco
intervertebrale, processo caratterizzato da una progressiva riduzione del contenuto dei
proteoglicani nel Nucleo Polposo, responsabile della disidratazione del disco e della perdita delle
sue proprieta morfofunzionali e biomeccaniche.

A oggi, il trattamento della lombalgia ¢ basato su approcci conservativi e invasivi che, tuttavia,
non sono in grado di ripristinare le caratteristiche fisiologiche del disco, ma riescono solo a
supportare la riduzione della sintomatologia algica e/o rallentare la degenerazione. In piu, queste
opzioni sono caratterizzate da comorbidita, costi e rischi secondari non trascurabili.

11 potenziale utilizzo di differenti tipi di cellule stromali/mesenchimali (Mesenchymal Stem
Cells, MSCs) per il trattamento della degenerazione del disco intervertebrale si € rivelato molto
promettente in esperimenti in vitro e in vivo. La combinazione di differenti citotipi, condizioni
colturali precondizionanti, scaffold ingegnerizzati e sistemi di somministrazione hanno portato
alla ricostituzione della matrice discale, a un aumento della vitalita cellulare e alla rigenerazione
tissutale in diverse condizioni sperimentali. Questo articolo ha I’obiettivo di passare in rassegna
la letteratura attuale sulla terapia per la degenerazione del disco basata sull’utilizzo di cellule
staminali e sui risultati che i diversi approcci hanno prodotto.

La lombalgia colpisce piu dell’80% della popolazione generale almeno una volta nella vita,
causando elevata morbidita con gravi implicazioni economiche, sociali e psicologiche. La
lombalgia si attesta come la prima causa di disabilita in individui con eta inferiore ai 45 anni,
specialmente di sesso femminile, provocando delle importanti perdite economiche nei Paesi
sviluppati (1).

La principale causa della lombalgia ¢ la degenerazione del disco intervertebrale. Questo ¢
costituito da tre tessuti altamente specializzati: il Nucleo Polposo (NP), I’ Anello Fibroso (AF) e i
piatti vertebrali, che connettono il disco ai corpi vertebrali adiacenti. L’AF ¢ un anello
fibrocartilagineo, composto da lamelle di fibre collagene di tipo I dense, concentriche e altamente
orientate, le quali costituiscono una matrice organizzata ospitante cellule simil-fibroblastiche. Il
NP ¢ formato da una matrice amorfa, gelatinosa, ricca in proteoglicani (principalmente
aggrecano) e collagene di tipo II. L’aggrecano, un proteoglicano di grandi dimensioni in grado di
interagire con ’acido ialuronico, € composto da numerosi GlicosAminoGalicani (GAG) solforati
carichi negativamente (condroitin solfato e cheratan solfato) capaci di legarsi a molecole di acqua.
L’elevato livello di idratazione conferisce al NP una pressione di rigonfiamento che ¢ responsabile
del mantenimento dell’altezza dello spazio discale, oltre a conferire al disco stesso resistenza
meccanica a torsione, flessione e compressione. Nel NP sono localizzate piccole cellule simil-
condrocitiche, responsabili della sintesi dei proteoglicani per il mantenimento del microambiente
della matrice (2).

La degenerazione del disco intervertebrale ¢ un processo cronico dipendente principalmente
dall’eta, caratterizzato da una progressiva riduzione del contenuto dei proteoglicani (e
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conseguentemente del grado di idratazione) nel NP, con la successiva incapacita, da parte del
disco, di far fronte a forze compressive causando instabilita (3).

La degenerazione discale puo evolvere verso diversi disordini vertebrali, tra cui 1’erniazione
del disco, la spondilolistesi degenerativa e stenosi del canale vertebrale con associati sintomi
neurologici, tra cui radicolopatia e mielopatia. Le attuali opzioni per il trattamento della lombalgia
¢ della degenerazione discale spaziano da approcci conservativi, come il riposo, la terapia
analgesica e antinflammatoria e la fisioterapia, fino ad approcci invasivi, tra cui infiltrazioni
epidurali di steroidi, tecniche ablative e chirurgiche, come la discectomia, la sostituzione totale
del disco, la laminectomia e la fusione vertebrale (4).

Tuttavia, queste opzioni hanno dimostrato efficacia limitata e non consentono di ottenere
risultati affidabili e prevedibili. Infatti, esse agiscono attenuando i sintomi e non mirano al
meccanismo fisiopatologico della degenerazione discale. Per questo motivo, si avverte un bisogno
emergente di individuare un trattamento precoce per la lombalgia che possa prevenire, rallentare,
arrestare o finanche invertire il processo degenerativo.

I significativi avanzamenti nei campi della terapia con cellule staminali hanno consentito di
sviluppare protocolli rigenerativi innovativi mirati a interferire con la storia naturale della
degenerazione discale, mirando alla riparazione/rigenerazione del disco e al recupero funzionale.
Lo scopo di questo articolo ¢ discutere ['uso potenziale di cellule staminali stromali/mesenchimali
(MSC) derivate dal midollo osseo per la rigenerazione del disco intervertebrale.

Fisiopatologia della degenerazione del disco
intervertebrale

L’eziologia e la fisiopatologia dettagliate della degenerazione del disco intervertebrale
rimangono ancora poco chiare. Tuttavia, ¢ noto che la progressiva riduzione di aggrecano e acqua
libera nel NP ¢ responsabile delle principali alterazioni strutturali coinvolte nel processo
degenerativo (2). Cid sembra disturbare il normale equilibrio tra le funzioni anaboliche e
cataboliche delle cellule del NP, causando ridotta sintesi, aumentato turnover o una combinazione
di questi due processi nella matrice del NP (5).

In piu, il progressivo calo del numero e della densita delle cellule residenti nel NP ¢ stato
associato sia con I’invecchiamento che con la degenerazione discale. E stato ipotizzato che questo
comprometta la capacita del disco di compensare queste alterazioni producendo e mantenendo
una matrice extracellulare funzionale (6).

La conseguenza diretta della riduzione del contenuto dei proteoglicani nel NP ¢ la
deidratazione, che provoca la riduzione dell’altezza degli spazi discali e la capacita del disco di
sopportare carichi meccanici (7). La distribuzione anomala delle forze meccaniche attraverso il
disco degenerato provoca traumi e microlacerazioni dell’AF, erniazione discale e alterazioni
patologiche dei corpi vertebrali tra cui sclerosi subcondrale, ossificazione dell’end-plate e
osteofitosi. La collocazione anatomica relativamente isolata, 1’avascolarita e la bassa attivita
metabolica del disco intervertebrale potrebbero essere le ragioni principali per 1’apparente
incapacita del disco di auto-rigenerarsi di fronte al danno e alla degenerazione (1).

Terapia basata su cellule staminali

Recuperare la capacita del disco di ricostituire la matrice e ristabilire il contenuto originale dei
proteoglicani potrebbe aumentare 1’idratazione dello stesso e al miglioramento delle sue proprieta
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biomeccaniche (1). La progressiva perdita di cellule che caratterizza la degenerazione e
I’invecchiamento del disco intervertebrale potrebbe essere limitata iniettando cellule esogene con
lo scopo di supplementare e ricostituire la popolazione originale del disco stesso. Questo
approccio terapeutico basato sull’utilizzo di cellule ¢ stato indagato usando differenti tipi cellulari,
tra cui cellule del disco (8) e cellule progenitrici (9).

Il trapianto di condrociti autologhi del disco ¢ attualmente sotto valutazione clinica come
possibile approccio per prevenire le sequele degenerative dopo chirurgia lombare. A oggi, questo
metodo ha dimostrato di essere sicuro e di diminuire il grado di lombalgia, di ridurre
I’assottigliamento del disco e di ricostituire parzialmente 1’ambiente fisiologico del NP (10).
Tuttavia, questo approccio ¢ attuabile solo dopo la realizzazione di una discectomia ed ¢ limitata
da bassi livelli di espansione e dalla perdita delle caratteristiche fenotipiche delle cellule quando
espanse in una coltura cellulare in monolayer. Uno studio recente ha dimostrato che quest’ultima
limitazione potrebbe essere superata coltivando le cellule autologhe del NP insieme a cellule
staminali mesenchimali provenienti dal midollo osseo. Questo processo consente di ottenere
cellule del NP attivate che hanno dimostrato 1’abilita di aumentare la sintesi di collagene di tipo
I e dei proteoglicani e di ripristinare I’altezza dello spazio discale (11).

D’altra parte, la terapia a base di cellule staminali ¢ caratterizzata da bassa morbidita al sito di
prelievo (problema importante in chirurgia vertebrale), semplicita di espansione ex vivo e
modulazione favorevole del fenotipo prima o dopo il trapianto.

Le cellule staminali sono definite come cellule indifferenziate caratterizzate da elevato
potenziale proliferativo, capacita di auto-rinnovamento e differenziamento in multiple linee
cellulari (1). Le cellule staminali adulte possono essere prelevate da tessuti completamente
differenziati, tra cui midollo osseo, tessuto adiposo, muscolare, cutaneo, periostale, dal sangue,
dai vasi, dalle membrane sinoviali e dall’osso trabecolare (12). La loro prima funzione ¢ quella
di rimpiazzare cellule preesistenti che siano senescenti e/o danneggiate, seguendo un percorso di
differenziamento lungo una specifica linea cellulare, cosi da garantire e mantenere I’omeostasi
fisiologica dei tessuti in cui risiedono. Dato che possono essere isolate direttamente dai tessuti del
paziente, I’applicazione delle cellule staminali adulte in medicina rigenerativa non solleva alcuna
questione etica.

L’uso potenziale di cellule staminali adulte, come quelle derivate dal midollo osseo (MSC),
dal tessuto muscolare (Muscle-derived Stem Cells, MdSCs), dal tessuto adiposo (Adipose Stem
Cells, ASCs), le cellule staminali ematopoietiche (Hematopoietic Stem Cells, HSCs), le cellule
staminali della membrana olfattiva (Olfactory Stem Cells, OSCs), le cellule staminali sinoviali e
le cellule staminali discali, ¢ stato preso in considerazione per la rigenerazione del disco
intervertebrale (12). Tutti questi citotipi hanno dimostrato la capacita di differenziarsi verso linee
cellulari di derivazione mesenchimale, tra cui grasso, cartilagine, osso ¢ muscolo. In piu, si €
dimostrato che tutti questi tipi cellulari originano dalle cellule residenti nella zona perivascolare,
come periciti e cellule reticolari avventiziali dei sinusoidi del midollo osseo (12).

Esistono diversi metodi per utilizzare le cellule staminali adulte per la rigenerazione del disco
intervertebrale:

— possono essere prelevate, manipolate in sala operatoria e iniettate;

— possono essere isolate ed espanse ex vivo e poi trapiantate nel disco come cellule
indifferenziate o

— pre-differenziate con 1’utilizzo di fattori di crescita o metodi di co-coltura;

— possono essere ingegnerizzate e combinate con idrogels visco-elastici;

— possono essere transfette con geni prescelti e poi iniettate nel disco.

— possono essere anche trapiantate allogenicamente a partire da formulazioni attualmente
disponibili in commercio (13).
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La somministrazione sistemica di cellule staminali derivate dal midollo osseo ¢ stata testata in
un modello animale: anche se non vi ¢ stato un cambiamento significativo nella composizione
della matrice cellulare, tale approccio ha dimostrato ridotta reazione all’ipossia, ridotto rischio di
erniazione e aumentata sintesi di citochine, condizioni che complessivamente possono favorire il
trattamento della degenerazione discale (14).

Effetto terapeutico delle cellule staminali nella rigenerazione del disco

Negli ultimi dieci anni numerosi studi in vitro hanno sollevato la possibilita di considerare
I’uso di cellule staminali adulte per il trattamento della degenerazione del disco intervertebrale.

Cio ¢ stato postulato dopo che le cellule staminali mesenchimali umane sono state riconosciute
per la loro capacita di differenziarsi in cellule simil-condrocitiche del NP se coltivate in condizioni
discogeniche (es. aggiungendo alla coltura fattori di crescita condrogenici e/o co-coltivando le
cellule staminali con cellule del NP) (15). Studi di co-coltura hanno dimostrato che un effetto
sinergico e un cross-talk tra MSC e cellule del NP potrebbero aumentare la sintesi delle proteine
della matrice extracellulare del NP e indurre il differenziamento in cellule del NP (15, 16).

Il nostro gruppo ha studiato il meccanismo di interazione tra MSC e cellule del NP prelevate
da dischi in degenerazione co-coltivandole in un sistema di coltura tridimensionale caratterizzato
da una distanza breve e tale da consentire interazioni di tipo paracrino tra le cellule, caratteristica
tipica del NP. I profili di espressione genica sono stati analizzati in entrambi i tipi cellulari e hanno
mostrato che le MSC avevano acquisito un fenotipo simil-condrocitico e influenzato i livelli di
mMRNA (Messenger Ribonucleic Acid) nelle cellule umane del NP, provocando un aumento
dell’espressione di collagene di tipo II da parte delle cellule del NP, mentre la sintesi
dell’aggrecano era diminuita (15).

Uno studio recente ha confermato la nostra ipotesi (15) che le cellule del NP da sole e le MSC
co-coltivate con cellule del NP mostrano una maggiore espressione di collagene di tipo II e
aggrecano, cosi come un aumento del contenuto dei GAG, se confrontate con colture contenenti
le sole MSC. Tuttavia, la presenza di condizioni degenerative nel mezzo di coltura hanno
aumentato drammaticamente I’espressione dei geni catabolici nei gruppi delle sole cellule del NP,
mentre questo effetto dannoso ha avuto solo una leggera influenza nei gruppi in co-coltura, che
hanno dimostrato di essere piu resistenti all’infiammazione e 1’ipossia. Configurare un
micropellet invece di coltivare cellule individuali ha dimostrato di ridurre I’espressione di geni
catabolici nonostante le condizioni ipossiche e infiammatorie (17)].

Alcuni ricercatori (18) hanno approfondito ulteriormente questa interazione paracrina isolando
MSC, cellule dell’ AF e del NP dalle vertebre dello stesso donatore e coltivandole insieme. Le co-
colture erano caratterizzate da aumentati livelli di mRNA dei componenti della matrice (tra cui
collagene di tipo II, aggrecano e versicano), dei fattori di crescita (EGF, IGF-1, TGF-B etc.) e
ridotta espressione di citochine pro-infiammatorie (IL-1a, IL-1B, TNF-a and IL-6) rispetto alle
monocolture (18).

Evidenze di efficacia in modelli preclinici

I1 disco intervertebrale ¢ caratterizzato da avascolarita, ipossia, basso pH, iperosmolarita e
basso contenuto di glucosio. Tutte queste caratteristiche lo rendono un ambiente ostile che
potrebbe esaurire il suo intrinseco potenziale di autoriparazione e antagonizzare 1’attecchimento
di cellule staminali esogene in seguito al trapianto. La sopravvivenza a lungo termine delle MSC
in seguito a iniezione intradiscale ¢ stata riportata da numerosi studi. Tra questi, il nostro gruppo
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ha dimostrato la presenza delle MSC nel disco lombare di un coniglio sano dopo 6 mesi dal
trapianto (16).

Per valutare il ruolo della terapia a base di cellule staminali per la rigenerazione del disco
intervertebrale, ¢ cruciale testare approcci rigenerativi su modelli animali che possano
realisticamente simulare la condizione umana. Sakai ef a/. sono stati i primi a dimostrare che le
MSC derivate dal midollo osseo disperse in una matrice di collagene di tipo II e iniettate in un
modello animale di degenerazione discale (coniglio) hanno portato a un aumento del contenuto
di proteoglicani, della idratazione e dell’altezza dello spazio discale, che era rimasta costante dopo
sei mesi con valutazione alla risonanza magnetica (9).

Da allora, si sono visti avanzamenti significativi grazie a #rial controllati su animali basati su
terapie con cellule staminali. Una review sistematica ¢ una metanalisi hanno dimostrato che 22
studi hanno riportato miglioramenti statisticamente significativi di altezza discale, sintesi di
collagene di tipo Il e ridotte alterazioni degenerative alla valutazione istologica (19). Questi
risultati sono caratterizzati da eterogeneita statistica a causa del diverso tipo di modello animale
(piccola taglia vs grande taglia), citotipo (cellule del NP, MSC, ecc.) e mezzo iniettabile
(soluzione acquosa vs scaffold biocompatibili) (20).

Uno studio recente di Maidhof ef al. ha dimostrato che non solo il tipo cellulare e il metodo di
somministrazione devono essere considerati, ma anche pianificare un timing ideale per il trapianto
puo influenzare i risultati clinici. Gli autori hanno somministrato MSCs a 3, 14 o 30 giorni dopo
il danno e poi hanno valutato I’effetto del timing sulla biochimica e la biomeccanica del disco; le
cellule iniettate dopo 3 giorni hanno portato a un significativo miglioramento della ritenzione
cellulare, delle proprieta biomeccaniche compressive e della ricostituzione della matrice, mentre
le cellule somministrate piu tardivamente non hanno prodotto risultati comparabili, dimostrando
cosi che la terapia cellulare pud essere determinante se attuata a uno stadio precoce della
degenerazione (21).

Uno studio preclinico effettuato dal nostro gruppo ha dimostrato un potenziale effetto
collaterale della terapia basata su cellule staminali. I1 trapianto di MSC in un modello animale di
degenerazione discale (coniglio) ha causato la formazione di osteofiti a causa dell’allontanamento
delle cellule staminali dal sito di iniezione (22). Per superare il problema del danneggiamento
dell’AF e della dispersione delle cellule, il nostro gruppo ha introdotto un nuovo metodo per
somministrare le cellule miste a un idrogel nel NP attraverso 1’endplate lungo un piccolo tunnel
che puo essere riparato dopo la somministrazione. Questo potrebbe essere un approccio
rigenerativo promettente per trattare gli stadi piu tardivi della degenerazione discale (23).

Traduzione clinica

Il primo studio clinico di fase I sul trapianto di MSC autologhe derivate dal midollo osseo ed
espanse ¢ stato effettuato da Orozco ef al. su NP di dieci pazienti affetti da degenerazione discale
lombare con AF intatto. Dopo 1 anno dall’intervento chirurgico, I’approccio si € rivelato sicuro e
ha dimostrato un miglioramento degli indici di dolore e disabilita (24).

Elabd et al. hanno dimostrato che le MSC autologhe derivate dal midollo osseo coltivate in
condizioni ipossiche e poi iniettate nei dischi di cinque pazienti ha portato a un miglioramento
generale della qualita della vita dopo 4-6 anni dall’intervento chirurgico (25).

In un #rial clinico randomizzato basato sull’utilizzo di MSC allogeniche, Noriega ef al. hanno
trattato 24 pazienti con lombalgia e diagnosi di degenerazione discale dividendoli in due gruppi.
Un gruppo ha ricevuto una iniezione intradiscale di 25x106 MSC per segmento, mentre il gruppo
di controllo ha ricevuto I’iniezione di una schiuma mista ad anestetico nella muscolatura
paravertebrale. Questo studio preliminare di fase Il ha dimostrato efficacia clinica in termini di
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riduzione significativa del dolore nel gruppo trattato rispetto al gruppo di controllo. In piu la
degenerazione discale, quantificata dalla scala di Pfirrmann, si ¢ rivelata migliorata nei pazienti
trattati mentre ¢ peggiorata nei pazienti del gruppo di controllo (13).

Seppur incoraggianti, questi studi hanno incluso un piccolo numero di pazienti.

Conclusioni

Importanti passi in avanti verso la conoscenza e la comprensione della biologia e biochimica
del disco intervertebrale, cosi come della fisiopatologia della sua degenerazione, sono stati fatti
negli ultimi anni. La progressiva perdita cellulare che caratterizza I’invecchiamento e la
degenerazione del disco, insieme all’apparente incapacita delle cellule del NP di autoriparare il
danno intrinseco, hanno sollevato la possibilita di implementare il tessuto nativo con cellule
staminali adulte trapiantate. Questo approccio si ¢ mostrato ripetutamente capace di ristabilire il
microambiente discale, portando a rigenerazione del tessuto. Tuttavia, sono necessari maggiori
sforzi per valutare ’efficacia di una terapia basata su cellule staminali adulte per trattare la
degenerazione del disco intervertebrale in #rial clinici su larga scala. Il trapianto di MSC si ¢
dimostrato promettente e sicuro sia in modelli animali che in #rial clinici, rendendo questo
approccio uno strumento importante per trattare la degenerazione del disco intervertebrale nel
prossimo futuro.
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