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Razionale del progetto

Le tendino-desmopatie rappresentano una delle condizioni patologiche piu frequenti dell’apparato
muscolo-scheletrico del cavallo ed in particolare dei cavalli atleti impiegati nelle varie discipline
sportive senza esclusione delle varie specialita. Queste patologie spesso rappresentano la fine della
carriera atletica del soggetto nonché un grado di sofferenza cronica per 1’impossibilita di una
guarigione completa dovuta alla incapacita implicita del soggetto adulto nel riformare fibre tendinee
normali che possano garantire un buon grado di riparazione anatomico-funzionale. Negli anni sono
stati proposte varie metodiche sia mediche che chirurgiche che comunque hanno dato scarsi risultati
per cio che riguarda la guarigione della struttura interessata. Cio ¢ fondamentalmente dovuto alla
incapacita da parte dei tenociciti, la cui attivita declina nel soggetto adulto, nel riprodurre le
normale fibre tendineee costituite da collagene di tipo I che rappresenta il tipo costituente principale
e garantisce le capacita morfo-funzionali delle strutture tendineo e legamentose. L’insuccesso o, piu
precisamente, il parziale successo delle metodiche terapeutiche proposte negli ultimi decenni non
hanno portato comunque ad un buon grado di risoluzione e quindi di recupero dei soggetti colpiti da
patologie dei tendini e legamenti comportando una permanenza di sofferenza cronica dei soggetti e
non ultimo un gravissimo danno economico per le perdite dei cavalli colpiti da queste patologie. Il
vero progresso in questo campo ¢ stato apportato dall’ausilio della diagnostica collaterale e
precisamente 1’ecografia che ha permesso una piu precisa e oggettiva valutazione diagnostica e al
tempo stesso ha confermato lo scarso successo dei trattamenti per la costante alterazione anatomica
riscontrata anche in quei soggetti il cui aspetto clinico farebbe pensare il contrario. Questo ha
oggettivamente confermato la consapevolezza di una scarsa guarigione in condizioni normali
nonostante 1’ausilio di metodiche terapeutiche proposte negli ultimi decenni.

Per questi motivi si stanno cercando delle vie alternative che possano garantire una restitutio del
tessuto interessato. Negli ultimi anni, la ricerca scientifica nel settore ¢ orientata a verificare se,
attraverso 1’impiego di cellule staminali, si possa individuare una via alternativa alla terapia classica
di tali patologie. Viene da diversi autori ipotizzata la possibilita di ottenere, sotto 1’influenza degli
stimoli locali, la trasformazione delle cellule impiantate presso la sede della lesione in tenociti ai
quali spetterebbe la produzione di collagene di tipo I e II e quindi la rigenerazione di tessuto
tendineo o legamentoso normale con le sue caratteristiche morfo-funzionali.

Allo stato attuale, per I’ottenimento delle cellule staminali omologhe, si stanno principalmente due
matrici biologiche: il midollo osseo ed il grasso. Inoltre le due metodiche di ottenimento delle
cellule staminali comportano dei tempi differenti con relativa diversita di tempo d’impianto e delle
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differenze nelle cellule utilizzate e cid potrebbe comportare delle diversita nell’efficacia dei
trattamenti come sostenuto a proprio favore da ciascuna delle scuole di pensiero, le quali adducono
delle buone motivazioni tecniche a proprio favore e a scapito dell’altra metodica. Questo comunque
potrebbe far intravedere delle vie alternative intermedie che possano garantire una maggiore qualita
e quantita del materiale da impiantare in relazione al tempo d’impianto, vie peraltro non ancora
esplorate. Le prime esperienze sembrerebbero incoraggianti. Tuttavia non esistono ancora degli
studi clinici retrospettivi su grandi numeri che possano testimoniare la reale efficacia di questo
trattamento anche se le valutazioni ecografiche di controllo post-impianto testimoniano una
riparazione qualitativamente superiore per la precoce rigenerazione di fibre tendinee altrimenti
difficilmente apprezzabili in condizioni di riparazione tradizionale. Le considerazioni fatte circa la
considerevole incidenza delle patologie tendineo-legamentose dei cavalli, la possibilita diagnostica
superiore che permette una piu obbiettiva valutazione di queste situazioni patologiche e i relativi
processi riparativi, nonché le prime esperienze confortanti con 1'uso delle cellule staminali nel
trattamento delle tendino/desmopatie, richiedono oggi uno studio piu approfondito, avvalendosi
anche di approcci metodologici tali da superare le esperienza derivanti dal trattamento dei singoli
casi clinici e da poter certificare risultati attraverso I’impiego di criteri di valutazione oggettivi.
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Descrizione complessiva del progetto

Breve sintesi delle conoscenze gia disponibili sull’argomento

Da diversi anni sono in atto ricerche e sperimentazioni sull’'uso di cellule staminali nella terapia
della riparazione /rigenerazione di diversi tessuti.

In particolare, le cellule staminali di origine mesenchimale, in presenza di adeguati fattori di
crescita sono in grado di differenziarsi e riprodursi formando differenti popolazioni di cellule
(miociti, osteociti, , condrociti, nuroni, adipociti e fibroblasti).

Negli ultimi anni, la ricerca ¢ stata principalmente orientata all’uso di cellule staminali omologhe,
cio¢ di derivazione dello stesso individuo, al fine di limitare fenomeni di rigetto.

Quali fonti di cellule sono stati impiegati differenti tessuti. Tuttavia, recentemente, sono state
coltivate principalmente dapprima da midollo osseo e, piu recentemente, anche da grasso.

Anche in Italia, alcuni ricercatori hanno dimostrato che, inoculando cellule staminali di origine
mesenchimale o elementi mononucleati, di derivazione da midollo osseo, in sede di lesioni
sperimentalmente indotte su tendini di cavalli trattati con collagenasi, era possibile osservare la
formazione di nuove fibre tendinee. Ultimamente ¢ stato osservato che il grasso puod costituire un
substrato alternativo al midollo osseo, considerato che, in rapporto al peso di materiale prelevato,
questo contiene mediamente un numero di cellule 50 volte superiore.
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Gli esperimenti condotti riguardano singoli casi, con tipologie di lesioni talvolta differenti fra loro
per sede e per dimensione, spesso non sono sufficientemente documentati i protocolli di estrazione
ed i metodi di coltivazione non sono ancora standardizzati.

In ogni caso, a fronte di una copiosa produzione scientifica relativa alla parte sperimentale, non
sono ancora stati documentati studi ed applicazioni cliniche su popolazioni campionarie tali da
rendere oggettivo il risultato.

Quali nuove conoscenze/informazioni il progetto si prefigge di produrre

Attraverso il presente progetto si vuole definire, dopo aver verificato le migliori condizioni di
crescita e moltiplicazione, un protocollo standard per I’estrazione, la coltivazione, la conservazione
ed il trasporto di cellule staminali derivate da grasso.

Si vuole procedere alla loro caratterizzazione in vitro ed alla definizione di un protocollo standard
per il loro impiego terapeutico per il trattamento delle tendino/desmopatie del cavallo.

Inoltre, si vuole verificare attraverso uno studio di campo, la risposta individuale alla
somministrazione di un numero predefinito di cellule staminali in soggetti con tendino/desmopatie
localizzate nelle sedi di piu frequente lesione (tendine flessore superficiale delle falangi).
L’efficacia dei trattamenti sara periodicamente valutata sugli stesi soggetti per sottoposti ad
impianto al fine di poter effettuare nel tempo valutazioni qualitative e quantitative rispetto al
processo di crescita delle fibre tendinee.

Lo studio ha come ulteriore obiettivo quello di sperimentare un metodo di lavoro finalizzato
all’ottenimento di letture oggettive delle immagini ecografiche dei soggetti sottoposti a trattamento,
registrate nel corso delle attivita di cui al punto precedente, da parte di esperti chiamati a valutare 1
risultati in maniera casuale.

Metodologia

Per lo svolgimento del progetto ¢ prevista una fase preliminare su equini macellati di verifica
relativamente alle regioni anatomiche con maggiori quantita di grasso mobile sottocutaneo, ai fini
della determinazione del relativo contenuto in cellule staminali, delle caratteristiche biochimiche
per i processi di digestione ed infine, fattore non meno importante, per la scelta della piu agevole
sede di prelievo nell’animale in vita in termini di minore invasivita e semplicita di prelievo.
Comparazione fra potenzialita fra cellule staminali mesenchimali di derivazione da midollo osseo e
da grasso, verificandone la concentrazione nelle matrici di origine, la capacita replicativa e di
differenziamento.

Messa a punto di protocolli per la digestione della matrice di origine, 1’isolamento, la crescita, il
controllo della sterilita delle colture, la conservazione ed il trasporto delle cellule ai fini
dell’impianto.

Definizione delle condizioni d’impianto di inoculo di cellule in termini di concentrazione e mezzo
per la loro sospensione ai fini del trasporto.

Studio delle caratteristiche biologiche delle cellule staminali isolate mediante verifica della capacita
di differenziamento in vitro in colture bidimensionali e determinazione del life-span e
mantenimento della multipotenzialita differenziativa.

Individuazione di soggetti da arruolare per lo studio al fine di poter effettuare studi comparativi sui
casi catalogati per: arto interessato, struttura interessata, dimensione della lesione (diametro, area e
rapporto della superficie della lesione rispetto alla superficie totale della struttura interessata)
estensione della lesione, durata.

Analisi dei risultati mediante lettura dei referti diagnostici d’immagine da parte di esperti. Il panel
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di immagini che ogni clinico dovra esaminare, effettuando una diagnosi relativa allo status delle
lesioni ed al grado di restituito anatomica della parte, basate su uno scoring, sara costituito da una
serie di immagini ecografiche rilevate a diversi periodi dall’impianto, ad ognuna delle quali verra
assegnata una codifica univoca casuale, in modo tale che I’osservatore non sia in grado di dedurre 1
soggetti ai quali appartengono. Verranno valutate la ripetibilita dei giudizi espressi da ogni singolo
clinico nonché la riproducibilita dei giudizi espressi dai vari clinici per il panel di immagini
ecografiche, attraverso 1’utilizzo di test statistici per la valutazione della concordanza depurata
dell’effetto del caso.

Descrizione dei criteri di trasferibilita e di diffusione dei prodotti e dei risultati da conseguire

I risultati dello studio clinico saranno trasferiti alla comunita scientifica attraverso la realizzazione
di pubblicazioni e/o presentazioni nel corso di convegni e/o eventi formativi.

La pubblicazione di metodi standardizzati di isolamento e coltivazione delle cellule staminali
mesenchimali derivate da grasso, nonché dei protocolli terapeutici, potranno essere utilmente
adottati da altri operatori di laboratorio e clinici e contribuiranno a ridurre 1’estemporaneita e
I’empirismo che attualmente spesso caratterizzano numerosi tentativi di approccio nella pratica
veterinaria di campo.

Gli stessi metodi, inoltre potranno essere utilmente adattati per la cura di tendino/desmopatie di
altre specie animali da compagnia e da reddito.

Infine, i risultati ottenuti potranno costituire un modello applicativo anche per gli studi e la terapia
con cellule staminali autologhe in medicina umana.

Valore aggiunto dell’aggregazione tra soggetti diversi che partecipano al progetto

Per la realizzazione del progetto le Unita Operative partecipanti garantiscono complessivamente le

competenze necessarie per il raggiungimento degli obiettivi indicati. Infatti, il gruppo di ricerca ¢ in

grado di coniugare le specifiche esperienze pluriennali maturate nei seguenti settori:

- Centro di referenza Nazionale per le Malattie degli Equini - organizzazione, gestione e
svolgimento di progetti di ricerca;

- Ufficio Staff Biotecnologie — esperienza in tecniche di colture cellulari e specifica formazione
del responsabile della UO nell’uso delle cellule staminali in applicazioni scientifiche;

- Equine Practice - eccellenza nel campo della clinica e chirurgia degli equini, disponibilita di

vasta casistica e possesso di strutture e strumentazioni per condurre la parte applicativa

Descrizione e spiegazione dell’articolazione del programma in fasi fra le varie UU.OO.

1. studio preliminare al mattatoio per la verifica delle sedi e delle migliori condizioni di prelievo ai
fini del trasferimento del metodo sugli animali in vita (UO 1)

2. studio e messa a punto in laboratorio delle condizioni colturali di cellule staminali di origine
mesenchimale (UO 2)

3. caratterizzazione delle cellule staminali isolate (UO 2)

4. Messa a punto di protocolli per la digestione della matrice di origine, 1’isolamento, la

crescita, il controllo della sterilita delle colture, la conservazione ed il trasporto delle cellule ai fini
dell’impianto (UO 1, 2)

5. Definizione delle condizioni d’impianto di inoculo (UO 1, 2, 3)

6. Verifica delle migliori condizioni per la conservazione ed il trasporto (UO 1, 2)

7. Individuazione di cavalli affetti da tendino/desmopatie di recente manifestazione o
riacutizzazione di casi cronici (UO 3)

8. Espianto di grasso sottocutaneo in stazione e anestesia locale (UO 3)
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0. Isolamento e coltivazione delle cellule secondo i metodi predefiniti (UO 1)

10.  Reimpianto intralesionale ecoguidato di quantita definite di cellule staminali (UO 3)

11.  Esame ecografico di controllo a 30, 60 e 120 gg. dalla data d’impianto (UO 3)

12.  Realizzazione di un sistema di scoring per la valutazione casuale delle immagini (UO 1)

13.  Invio delle immagini per la verifica, attraverso referee internazionali, per la valutazione del
grado di riempimento delle lesioni e di allineamento delle fibre tendinee rigeneratesi in seguito
all’impianto (UO 1, 3)

14.  Analisi dei risultati attraverso 1’utilizzo di test statistici per la valutazione della concordanza
depurata dell’effetto del caso (UO 1)

Output del programma (es. documenti; metodologie; corsi di formazione, attivazione di
servizi, etc.) con indicazione dei tempi previsti per la presentazione

Entro il secondo anno, dall’inizio della ricerca, saranno disponibili 1 seguenti output:

- Elaborazione di metodi e protocolli per I’isolamento, la crescita, la conservazione ed il
trasporto di cellule staminali.

- Produzione di protocolli clinici relativi alle fasi di espianto di grasso sottocutaneo, impianto
ecoguidato e controlli clinici nel periodo di convalescenza.

- Realizzazione di un sistema, per la valutazione dei risultati, in grado di definire la concordanza
assoluta e relativa nella lettura delle immagini da parte di valutatori indipendenti.

- Almeno una pubblicazione su rivista con impact factor per la divulgazione dei risultati.

Se ritenuto attuabile sulla base dei risultati ottenuti, potra essere attivato uno specifico servizio di
isolamento e coltivazione a favore degli operatori del settore.

Obiettivi e indicatori per la verifica dei risultati raggiunti

Gli indicatori necessari alla verifica dei risultati sono riferiti al raggiungimento degli obiettivi
proposti. Pertanto, ai fini della evidenza dei risultati sono da considerare i seguenti indicatori:

1) Almeno 3 protocolli operativi;

2) numero di soggetti arruolati ai fini dello studio;

3) numero di cavalli sottoposti ad impianto;

4) numero di controlli clinici effettuati nei quattro mesi successivi ai trattamenti;

5) numero di esiti favorevoli in seguito ad applicazione dei protocolli.
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