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EDITORIALI

a cura di Simona Frontoni

Ospedale Fatebenefratelli Isola Tiberina, Dipartimento di Medicina dei Sistemi, Universitd di Roma Tor Vergata

Ulcere ischemiche del piede diabetico:

terapia cellulare autologa come possibile trattamento adiuvante

Risultati di uno studio prospettico non controllato sul trattamento cellulare
con cellule mononucleate da sangue periferico in pazienti affetti da piede diabetico
ulcerato e malattia dei piccoli vasi: efficacia, sicurezza e valutazione economica

Ischemic diabetic foot ulcers:

autologous cell therapy as a possible adjuvant treatment

Results from a prospective uncontrolled study on autologous peripheral blood mononuclear cells in
patients with small artery disease and diabetic foot ulcers: efficacy, safety, and economic evaluation

Matteo Monami
SOD Diabetologia e Malattie metaboliche, AOU-Careqgi; Firenze

DOI: https://doi.org/10.30682/ildia2303d

ABSTRACT

Background/aim: this editorial is aimed at providing some insights on cell therapy in patients with diabetic foot ulcers and no-option critical
limb-threatening ischemia (CLTI).

Methods and results: the present paper revised the available evidence on cell therapy in patients affected by diabetes and peripheral artery
disease and reported the main results of a recently published uncontrolled study on the effects of peripheral blood mononuclear cells (PBMNC)
therapy in patients with diabetic foot ulcers, no-option CLTL, and small artery disease. All patients included in that study were allocated in a sur-
gery waiting-list for major amputations. Patients treated with autologous PBMINC experienced a significant reduction of pain levels, an increase
of oxygen tissue levels, a high rate of healing without the need of a major amputation.

Conclusions: the present paper illustrates the possible favorable effects of PBMINC cell therapy in patients with diabetes and peripheral artery
disease even in presence of microangiopathy.

KEYWORDS
PBMNC, diabetes, foot ulcers, no-option critical limb-threatening ischemia, small artery disease.
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INTRODUZIONE

Le ulcere del piede diabetico rappresentano la principale causa di ospedalizzazione ed amputazione maggiore degli arti
inferiori e nei pazienti diabetici con lesioni ulcerative in atto si stima che il rischio di amputazione maggiore sia di
circa 15 volte superiore rispetto a quello dei soggetti non diabetici (1-2).

La causa principale del'amputazione nei pazienti con piede diabetico & quasi sempre legata direttamente o indiret-
tamente alla presenza dall’Arteriopatia Obliterante Periferica (AOP), che nei pazienti diabetici spesso si presenta con
quadri ad evoluzione piu rapida e pill grave rispetto ai non diabetici (3). Si stima che la presenza di ischemia critica
agli arti inferiori nei diabetici possa raggiungere prevalenze di quasi il 25% con prognosi quod vitam (4) e quod functionem
(5) molto sfavorevole.

L'ulcera ischemica del piede diabetico é I'anello di congiunzione che lega l'ischemia distrettuale del’AOP all'amputa-
zione, che viene infatti quasi sempre preceduta da una lesione trofica degli arti inferiori (6).

Le sedi piu frequenti dell’ulcera ischemica sono quelle marginali del piede (2) (Fig. 1), dove la circolazione terminale
non permette un margine sufficiente di compenso emodinamico.

Lapproccio terapeutico ai pazienti diabetici con AOP é fondamentalmente legato alle possibilita di rivascolarizzazione.

Figura1 e

PROCEDURE DI RIVASCOLARIZZAZIONE

Per molto tempo, l'unica opzione terapeutica era quella chirurgica (by-pass) che e rimasta fino a pochi anni fa il
“gold standard” del trattamento della AOP, nonostante l'introduzione negli anni Novanta di procedure endovascolari
(PTA - Percutaneous Transluiminal Angioplasty). Infatti, rispetto all'angioplastica, il by-pass si & sempre contraddi-
stinto per una maggiore durata della pervieta dei vasi trattati, anche se con un rischio di eventi avversi peri procedu-
rali pit elevato (7).
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Recentemente, tuttavia, l'approccio endoluminale ha compiuto notevoli progressi in termini di efficacia, durabilita e
sicurezza (8) tali da, in alcuni sistemi sanitari, far prediligere questa modalita di rivascolarizzazione a quella chirur-
gica tradizionale (9).

Qualunque sia l'approccio utilizzato per rivascolarizzare 'arto inferiore, tuttavia, circa il 25% dei pazienti affetti da
ischemia critica non risultano essere rivascolarizzabili per vari motivi, quali la presenza di numerose comorbidita (es.
insufficienza renale grave), estese calcificazioni dell'intima-media, assenza di vene adatte a confezionare un by-pass,
numerosi tentativi pregressi, ecc. (10). In queste situazioni, si parla di ischemia critica ‘no-option’ con quadri ische-
mici molto eterogenei che possono arrivare fino alla completa assenza o quasi di circolazione a livello del piede (“desert
foot”) (2).

[ pazienti diabetici con una ischemia critica non rivascolarizzabile (o non ulteriormente rivascolarizzabile) rispetto ai
soggetti che vengono rivascolarizzati, sono quelli a maggior rischio di amputazione maggiore (30% vs 4.5%) e di eventi
fatali (50% vs 8.9%) (11). Tale rischio di eventi avversi maggiori aumenta ulteriormente in presenza della cosiddetta ma-
lattia dei piccoli vasi (Small Artery Disease - SAD), spesso poco conosciuta e quindi poco diagnosticata; tale condizione
si trova pill frequentemente proprio nei soggetti diabetici, specie se affetti anche da insufficienza renale o in tratta-
mento dialitico (12-13). La SAD ¢ una condizione vascolare, non ancora bene definita e studiata, che colpisce i piccoli
vasi dell’arco plantare (12-13) con vari gradi di estensione che possono arrivare fino al cosiddetto “desert foot”.
Nonostante la sua prevalenza (circa il 20-25% dei pazienti con piede diabetico ischemico) e il suo impatto prognostico,
le opzioni terapeutiche per la SAD, cosi come per l'ischemia critica non rivascolarizzabile, sono limitate e spesso poco
efficaci aumentando considerevolmente il rischio di amputazione, mortalita e spese dirette ed indirette per i sistemi
sanitari di tutto il mondo.

TERAPIA CELLULARE AUTOLOGA

Negli ultimi anni, la terapia cellulare (cellule staminali mesenchimali, cellule mononucleate del midollo sanguigno
con o senza stimolazione midollare) e risultata essere un approccio promettente per affrontare I'ischemia critica non
rivascolarizzabile, promuovendo 'angiogenesi, la vasculogenesi e la riparazione dei tessuti. La terapia cellulare au-
tologa, infatti, ha mostrato effetti favorevoli su diversi esiti, come il dolore, la tensione transcutanea di ossigeno, la
guarigione dell'ulcera, 'amputazione maggiore e la mortalita (14).

Esistono numerosi meccanismi di azione in grado di fornire una plausibilita biologica a queste azioni favorevoli. In
particolare, le cellule mononucleate da sangue periferico (Peripheral Blood Mononuclear Cells - PBMNC) che compren-
dono monociti/macrofagi e linfociti, aumentano la circolazione periferica stimolando la neo-angiogenesi attraverso
attivita paracrine di molteplici fattori di crescita (15-16). Come noto da tempo, infatti, il reclutamento para fisiologico
dei monociti (ma anche dei linfociti [17-18]) nelle aree ischemiche favorisce la formazione di circoli vascolari collaterali
(19), in grado di produrre e rilasciare nell'ambiente fattori pro-angiogenici, citochine e molecole messaggere che agi-
scono con effetto paracrino (15). Tale capacita angiogenica aumenta nel tessuto ischemico (16, 20-21) ed ¢ mantenuta
anche nei pazienti diabetici (22). Un’altra azione fondamentale dei monociti/macrofagi e quella stimolativa dei proces-
si dirigenerazione tissutale (23-24). Queste cellule, infatti, vengono reclutate a livello di aree cutanee lesionate (19) ed
esercitano la propria azione riparativa mediante la produzione di fattori di crescita (25), dimostrata anche nelle lesioni
ulcerative del piede diabetico (26, 29, 34, 36).  monociti, inoltre, sono in grado di attivare la conversione dei macrofagi
inflammatori M1, presenti in alte concentrazioni in tutte le lesioni croniche (in particolare nel piede diabetico [27]),
in macrofagi M2. Questi ultimi sono dotati di proprieta antinfiammatorie e rigenerative, pertanto capaci di creare
un microambiente altamente favorevole alla rigenerazione tissutale. Il rilascio, infine, di oppioidi naturali da parte
dei macrofagi M2 (28) determina una importante azione antalgica, riducendo sensibilmente il dolore percepito dal
paziente.

La terapia cellulare puo essere somministrata attraverso vie e metodologie diverse a seconda delle linee cellulari uti-
lizzate, dello stadio della malattia e dell’'obiettivo del trattamento. Le vie di somministrazione pitt comuni includono
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lI'iniezione intramuscolare, I'infusione endovenosa, I'iniezione diretta nel tessuto o nel muscolo bersaglio e la sommi-
nistrazione attraverso specifici supporti bioattivi (29).

Cellule autologhe mononucleate da sangue periferico prelevate senza stimolazione con fattore di mobilizzazione
Negli ultimi anni, alcuni autori hanno proposto I'iniezione intramuscolare di cellule mononucleate del sangue pe-
riferico (PBMNCs) senza stimolazione midollare (mobilizzazione), che ha dimostrato un’efficacia simile rispetto alle
cellule staminali “tradizionali”. Studi recenti hanno, infatti, mostrato come anche le popolazioni monocitarie e lin-
focitarie da sangue periferico hanno, similmente a quelle progenitrici midollari, ottime proprieta neo-angiogeniche
(16, 20) e rigenerative (15) a livello tissutale.

Inoltre, questo nuovo approccio presenta diversi vantaggi, come l'impiego di tecniche di estrazione meno invasive,
procedure pill brevi e meno dolorose e ripetibili (19, 29).

Sulla base di queste considerazioni, sono state sviluppate nuove tecnologie che hanno reso possibile la produzione di
concentrati di cellule autologhe mononucleate provenienti da sangue periferico (senza necessita di stimolazione con
fattori di crescita nei giorni precedenti il prelievo), spostando l'attenzione della comunita scientifica, impegnata nel
campo della medicina rigenerativa, dalle “tradizionali” cellule staminali midollari o da tessuto adiposo, a quelle im-
munitarie (in particolare monociti/macrofagi e linfociti) (30).

Qualunque sia la linea cellulare utilizzata e la via di somministrazione impiegata, infatti, la terapia cellulare in
pazienti affetti da lesioni ulcerative ischemiche si & dimostrata una valida opzione soprattutto nel caso di soggetti
affetti da arteriopatia obliterante periferica giudicata non rivascolarizzabile (o non ulteriormente rivascolarizzabile)
(14, 31).

Numerose metanalisi di studi randomizzati e osservazionali (14, 31) hanno, infatti, mostrato un miglior outcome cli-
nico nei pazienti con CLI non option trattati con terapia cellulare autologa, con riduzione dei livelli di dolore percepito
maggiore probabilita di guarigione delle lesioni ulcerative e degli indici di perfusione periferica, quali ABI e TcPO,.
In particolare, Rigato et al. hanno dimostrato in analisi estensiva per tipologia di terapia cellulare, comparando mo-
nonucleate da midollo (BM-MNC), mesenchimali da midollo (BM-MSC) e PBMNC che solo queste ultime riducevano in
modo significato 'amputazione di pazienti con ischemia critica non-option (14).

Nonostante vi possano essere dei dubbi sull’efficacia di tali terapie nel paziente diabetico, in quanto la presenza di dia-
bete puo alterare in maniera significativa le proprieta angiogeniche e rigenerative delle popolazioni cellulari midollari
utilizzate (14, 31-33), la maggior parte delle evidenze sembra non mostrare differenti profili di azione della terapia cel-
lullare cellulare con PBMNC nella popolazione diabetica (34-37).

DESCRIZIONE DELLO STUDIO PROSPETTICO

Recentemente abbiamo pubblicato uno studio non controllato su una serie consecutiva di pazienti con lesioni ulcerati-
ve del piede diabetico ed affetti da AOP giudicata non operabile e malattia dei piccoli vasi (SAD - Small Artery Disease)
(37). Tutti i pazienti inclusi nell’analisi erano allocati in una lista di attesa per un intervento di amputazione maggio-
re. Lo scopo dello studio, oltre a valutare l'effetto di un ciclo di terapia cellulare sulla guarigione delle lesioni ulcerative
(tutte di grado Texas 3) senza un atto demolitivo maggiore e/o sulla possibilita di distalizzare 'amputazione, é stato
anche quello di valutare la sostenibilita economica dell'intervento proposto.

La scelta di questa particolare tipologia di pazienti e stata fatta in quanto non esiste, come detto, alcun trattamento
codificato per la SAD e le poche opzioni terapeutiche esistenti, come la modifica dello stile di vita, 'impiego di farmaci
vasoattivi (es. anticoagulanti, prostaglandine ecc.) e le procedure di rivascolarizzazione hanno un’efficacia limitata e
in alcuni casi significativi effetti collaterali (12).

Il concentrato cellulare di PBMNC eé stato prodotto con sistema a filtrazione selettiva Hematrate Procedure Pack (Athe-
na Cell Therapy Technologies) (Fig. 2), con indicazione d’uso per terapia cellulare umana e caratterizzazione pubblicata
su rivista scientifica indicizzata (38).
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Figuraz

I risultati di questo studio (37) seppur incoraggianti (miglioramento significativo dei valori ossimetrici, aumento dei
tassi di guarigione mediante atti chirurgici minori, amputazione maggiore necessaria solo nel 20% dei pazienti inclu-
si, riduzione dei livelli di dolore percepito (Fig. 1) e apparentemente costo-efficaci, devono tener conto di alcuni limiti
importanti, quali la natura osservazionale dello studio (non controllato), dell’esigua numerosita della casistica arruo-
lata ed il breve follow-up (1 anno).

Tuttavia, nonostante i limiti sopra descritti, i dati ottenuti sono, come detto, promettenti e rendono la terapia cellula-
re con PBMNC una possibile arma terapeutica nei pazienti con arteriopatia obliterante agli arti inferiori non rivasco-
larizzabile, anche in presenza di microangiopatia.

CONCLUSIONI

La terapia cellulare con PBMNC ¢ entrata nella pratica clinica per il trattamento di CLI non option, nei fallimenti della
rivascolarizzazione, e anche come terapia adiuvante alla rivascolarizzazione nei pazienti diabetici e nel trattamento
del piede diabetico e delle lesioni non healing. Considerando 'elevato numero di studi clinici e di meta-analisi pubbli-
cati, dal 2002 al 2020, e I'alto numero di pazienti trattati in Italia, forse dovremmo ritenere la terapia cellulare autologa
con PBMNC una arma potenzialmente in grado di modificare la storia naturale dell'ischemia critica nei pazienti con
ischemia critica “no-option”. E, a questo proposito, & importante ricordare che queste terapie possono essere utilizzate
al di fuori di qualsiasi sperimentazione, a condizione che i dati scientifici, che descrivono specificamente i metodi, la
preparazione e l'uso, siano disponibili e pubblicati su riviste internazionali peer-reviewed.

Va inoltre sottolineato che la normativa europea con la nuova revisione della legislazione sulle cellule e i tessuti del
sangue, adottata nell'ultimo trimestre del 2021, mira ad aggiornare la legislazione nella direzione di un allineamento
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pit flessibile con gli sviluppi scientifici e tecnologici. In linea con questo obiettivo, sembra muoversi nella direzione
di una semplificazione, basata sull’analisi del rischio, per la produzione di prodotti di terapia cellulare autologa con
cellule minimamente manipolate, prodotte con sistemi point-of-care, all'interno di una singola procedura chirurgica,
per facilitarne l'uso ed evitare inutili e sproporzionati ostacoli burocratici, soprattutto per malattie critiche come la
CLI che rappresentano un bisogno medico insoddisfatto (39).
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