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ABSTRACT — SCAFFOLDS IN REGENERATIVE MEDICINE

Scaffolds are artificial structures capable of supporting the formation of three-dimensional tissue. Their use in the
orthopaedic field appears to be a powerful weapon for treating numerous diseases. Unfortunately, despite great efforts

in the realisation of the ideal scaffold, their use in clinical practice is still limited due to the many characteristics that it

must possess. The purpose of this review was to provide a critical perspective of scaffolds in the orthopaedic field,

highlighting their main characteristics and the methods for their production.
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Introduzione

Negli ultimi decenni, I'ingegneria tissutale e la medicina ri-
generativa hanno dedicato gradi sforzi al campo della rico-
struzione ossea. Si stima, infatti, che ogni anno nel mondo
vengano impiantati circa 2,2 milioni di scaffold in ambito
ortopedico [1, 2].

Lo sviluppo di strutture ingegnerizzate attraverso la combi-
nazione di scaffold con cellule staminali o fattori di crescita
sembra essere una potente arma utilizzabile per contrasta-
re patologie muscoloscheletriche come fratture, lombalgie,
scoliosi, osteoporosi, osteoartrite, infezioni o tumori ossei,
difetti congeniti, nonché malattie reumatiche [3].

I biomateriali sono matrici che forniscono un ambiente e
un’architettura specifici per la crescita e lo sviluppo dell’osso.
Un chiaro esempio di cid sono gli scaffold, che possono esse-
re descritti come strutture artificiali in grado di supportare
la formazione del tessuto tridimensionale (3D) [4].

Gli scaffold stimolano la formazione di tessuto attraverso di-
versi meccanismi. Possono fungere da materiare acellulare
che viene colonizzato dalle cellule del tessuto in cui viene im-
piantato o, in alternativa, possono essere combinati con cel-
lule staminali in grado di differenziarsi verso la linea osteo-
genica [5]. Nel dettaglio, la colonia cellulare che si colloca
nello scaffold puod essere espansa prima dell'impianto co-
me nel caso di cellule staminali adulte (derivate da midol-
lo osseo, tessuto adiposo, cellule staminali o sangue perife-
rico), cellule staminali embrionali e cellule staminali pluri-
potenti geneticamente modificate. In alternativa, la colonia
puo essere costituita da cellule non espanse come, ad esem-

pio, il concentrato di aspirato di midollo osseo integrato con
plasma arricchito di piastrine (PRP).

Un’altra possibilita e 'uso di scaffold caricato con molecole
solubili come antibiotici, agenti chemioterapici o fattori di
crescita che attraverso lo scaffold vengono veicolati nell’am-
biente esercitando il loro effetto terapeutico/rigenerativo.
Nonostante i grandi sforzi in ambito di ricerca per la realiz-
zazione dello scaffold ideale, il loro utilizzo & ancora limitato
nella pratica clinica.

Lo scopo di questa review & dare una descrizione panorami-
ca degli scaffold in ambito ortopedico, evidenziando quali
sono le loro principali caratteristiche e i metodi per la loro
produzione.

Materiali e metodi

La raccolta di dati per questa review & stata organizzata se-
condo il protocollo Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) (Fig. 1).

E stata svolta una ricerca sistematica della letteratura (fino
a maggio 2019) sui database di PubMed e Google Scholar
per evidenziare gli articoli che valutano I'uso degli scaffold
nella medicina rigenerativa ortopedica, senza restrizioni di
lingua. Nella ricerca abbiamo usato combinazioni dei se-
guenti termini chiave: “bone tissue engineering”, “biomime-
tic scaffolds”, “regenerative medicine’, “3D printing”. Abbiamo
successivamente escluso i case report, editoriali, note tecni-
che, abstract, presentazioni di conferenze, editoriali e tutti
gli articoli antecedenti al 2009.

La ricerca bibliografica iniziale ha identificato 3658 cita-
zioni potenzialmente rilevanti. Dopo la rimozione dei du-
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Fig. 1 - Tabella raccolta dati
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plicati e degli articoli non focalizzati sull’ambito ortopedi-
co, i restanti 589 sono stati selezionati per la valutazione
completa.

Con la prima ispezione del titolo e abstract, 413 articoli sono
stati esclusi. Un ulteriore screening di tutto il testo ha escluso
altri 383 articoli perché non focalizzati sulle caratteristiche e
metodi di produzione. Alla fine, 41 articoli sono stati inclusi
nella presente review.

Risultati

Caratteristiche degli scaffolds

La prima caratteristica che uno scaffold deve possedere per
poter pensare a una sua applicazione in ambito clinico & di
essere biologicamente valido. Inoltre, deve essere non tos-
sico e, in particolare, biocompatibile; le cellule con cui in-
teragisce devono essere capaci di aderire, proliferare, dif-

ferenziarsi e produrre, quindi, la nuova matrice desiderata
[5-7].

Deve, inoltre, essere bioassorbibile e degradabile, in modo
da lasciar posto al nuovo tessuto senza interferire o, soprat-
tutto, causare reazioni da corpo estraneo attivando il sistema
immunitario [8]. La variazione della sua composizione dal
punto di vista meccanico non deve inficiare il tessuto in via
di rigenerazione durante il suo processo di riassorbimento e
degradazione, dal momento che il carico verra gradualmente
trasmesso al nuovo tessuto [9].

Un altro aspetto molto importante dal punto di vista biolo-
gico ¢ la capacita di interagire con i tessuti circostanti. I bio-
materiali passivi comunemente utilizzati mostrano una bas-
sa capacita di interagire con il microambiente. Gli scaffold
bioattivi, invece, sono progettati per promuovere la corret-
ta migrazione e differenziazione cellulare, la neoformazio-
ne tissutale e la totale integrazione nel tessuto in cui sono
impiantati [10].
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Negli ultimi anni ¢ stata posta grande attenzione nello svi-
luppo di biomateriali intelligenti, ossia osteoinduttivi, che
sembravano essere una grande promessa nel mondo della
medicina rigenerativa [11]. Questi scaffold sono in grado di
istruire il microambiente circostante per la formazione ecto-
pica dell’osso. Nonostante il meccanismo biologico alla ba-
se di questo fenomeno non sia ancora stato completamente
chiarito, sono state proposte due teorie. La prima si basa su la
capacita della superficie dello scaffold di assorbire e presen-
tare fattori osteoinduttivi alle cellule circostanti. La secon-
da, invece, prevede che le cellule staminali si differenzino nel
fenotipo osseo quando sottoposte a ioni di calcio e fosfato
che vengono liberati dallo scaffold [12, 13]. I progressi tec-
nologici permettono la produzione di biomateriali consen-
tono di produrre una struttura tridimensionale in grado di
mimare le caratteristiche meccaniche, induttive e conduttive
dell’osso [14]. E molto importante considerare le caratteri-
stiche ideali degli scaffold dal punto di vista macro- e micro-
strutturale. Losso ha, infatti, una struttura stratificata non
omogenea ed ¢ quindi importante che gli scaffold siano in
grado di imitare questa caratteristica, specialmente nel caso
in cui debbano essere impiantati in interfacce complesse co-
me quella osteocondrale [15, 16]. Anche la microarchitettu-
ra ha un ruolo fondamentale. Gli scaffold dovrebbero essere
prodotti in modo da avere un’alta porosita che permetta la
migrazione cellulare, la diffusione di nutrienti e la neoan-
giogenesi al loro interno [8]. Inoltre, la struttura influenza
le caratteristiche meccaniche degli scaffold, come lelasticita,
la capacita di allungamento, la resistenza al carico. Queste
devono essere modulate in base al sito di impianto in mo-
do da ridurre al minimo il rischio di osteopenia e successive
fratture [1, 5, 6].

Composizione

La maggior parte degli scaffold attualmente utilizzati so-
no polimeri, ceramici e ibridi (compositi) e possono esse-
re iniettabili o rigidi da impiantare direttamente nel sito
desiderato [17].

I polimeri possono essere naturali o sintetici. I naturali, de-
rivanti da fibrina, acido ialuronico e collagene mostrano
una buona biocompatibilita, osteoconduttivita e bassa im-
munogenicita [18]. Tuttavia, sono difficilmente degradabili
e offrono poca stabilita dal punto di vista meccanico.

I polimeri sintetici, come polianidridi, polipropilene fuma-
rato (PPF), policaprolattone (PCL) polifosfazene, acido po-
lilattico (PLA), polietere etere chetone (PEEK) e acido po-
liglicolico o poliglicolide (PGA) presentano diversi vantag-
gi, sono facilmente degradabili e offrono migliori proprieta
meccaniche e posso essere caricati negativamente favorendo
lattecchimento cellulare.

Inoltre, questi polimeri hanno un costo piti ridotto e una
maggiore durata. Tuttavia, hanno una minore capacita di

interazione con le cellule rispetto ai polimeri naturali che
possiedono migliori proprieta biologiche [19].

Anche gli scaffold di derivazione ceramica possono essere
di origine naturale o sintetica. Questi presentano una strut-
tura molto simile all’osso mostrando grande resistenza alla
compressione e deformazione e una scarsa duttilita, ma, allo
stesso tempo, sono fragili [20].

Il terzo tipo di scaffold & rappresentato compositi, che so-
no una combinazione di pili materiali: copolimeri, mi-
scele polimero-polimero o compositi polimerici-ceramici
[17,19].

I copolimeri derivano da piu specie monomeriche come,
ad esempio, I'acido polilattico-coglicolico (PLGA) sintetiz-
zato mediante co-polimerizzazione per apertura d’anello di
due differenti monomeri, i dimeri ciclici (1,4-diossano-2,5-
dioni) dell’acido glicolico e dell’acido lattico. Il PLGA ¢ un
eccellente candidato per diverse applicazioni biomediche,
grazie alla sua alta biodegradabilita e facilita di fabbrica-
zione. Lo svantaggio del PLGA ¢ che la sua degradazione
puo rilasciare prodotti acidi che potrebbero indurre necrosi
tissutale e portare a fallimento dell’'impianto.

I compositi polimero-polimero sono miscele di due polime-
ri, come polifosfazeni-PLGA; questi, a differenza del PLGA,
durante la loro degradazione non rilasciano polifosfazeni
che sono di natura neutra o basica [17, 21].

Tecnologie di produzione degli scaffold

I metodi utilizzati per la fabbricazione degli scaffold posso-
no essere divisi in due principali categorie, convenzionali e a
prototipizzazione rapida (RP) [22]. Le tecniche convenzio-
nali usano metodi di sottrazione in cui viene rimosso mate-
riale dal prodotto di partenza fino a ottenere la conforma-
zione desiderata. Il principale svantaggio di questi metodi
¢ che hanno una limitata capacita di controllare la forma
degli scaffold o di regolarne l'architettura interna non riu-
scendo a ottenere dei prodotti con buona porosita [23]. Inol-
tre, I'uso di solventi organici nel processo di produzione puo
compromettere la vitalita e le funzioni cellulari [22].

Le tecniche RP, nate con l'intento di superare le limitazio-
ni dei metodi convenzionali, sono processi di fabbricazione
additiva, in modo da ottenere 'oggetto 3D tramite la depo-
sizione di strati sovrapposti. I materiali utilizzati possono es-
sere liquidi, solidi e polveri. In generale, queste tecniche non
utilizzano solventi organici tossici, consentendo un signifi-
cativo miglioramento della biocompatibilita dello scaffold
[24]. Un importante vantaggio delle tecniche RP ¢ che con-
sentono un preciso controllo della porosita e delle caratteri-
stiche meccaniche e cliniche, in modo da riuscire a mima-
re le caratteristiche del tessuto osseo. Inoltre, permettono di
progettare scaffold composti da pitt materiali e di regolarne
I'interfaccia.

Vengono prodotti con tecnica computer assistita, in modo
da ottenere un prodotto su misura per il paziente. Parten-
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do, infatti, dalle immagini acquisite dal paziente con tecni-
che non invasive come la risonanza magnetica (MRI) e la to-
mografia computerizzata (CT) ¢ possibile ottenere scaffold
di forma e caratteristiche desiderate [25].

Tecniche convenzionali

Freeze drying

Nel processo di liofilizzazione, la soluzione contenente il po-
limero viene raffreddata al di sotto del suo punto di con-
gelamento, facendo solidificare il solvente. Successivamen-
te, il solvente viene fatto evaporare tramite sublimazione,
ottenendo quindi lo scaffold.

Evitando le alte temperature, questa tecnica permette di con-
servare attivita di fattori biologici incorporati nello scaffold
durante il processo di produzione. Anche in questo caso,
la dimensione dei pori puo essere facilmente controllata.
Gli svantaggi di questa tecnica sono i lunghi tempi lunghi
di produzione, alto consumo di energia e 'uso di solventi
citotossici [17, 21, 23].

Gas foaming

La tecnica del gas foaming prevede lutilizzo di gas ad alta
pressione, come CO», per la realizzazione di spugne macro-
porose, non ricorrendo all’uso di solventi organici, i cui resi-
dui andrebbero comunque eliminati prima dell’utilizzo degli
scaffold in campo biomedico.

Questa tecnica porta alla produzione di strutture spugnose
con dei pori di circa 30-700 um e una porosita fino all’'85%
[22]. Gli svantaggi di questo metodo di produzione includo-
no 'uso eccessivo di calore, e la limitazione della colonizza-
zione cellulare, in quanto i pori non sono interconnessi tra
loro e la superficie esterna dello scaffold non & porosa.

Thermally induced phase separation (TIPS)

Questa tecnica si basa sul principio fisico per il quale un si-
stema multicomponente omogeneo puo diventare termodi-
namicamente instabile e liberare, in ordine dalla minore al-
la maggiore, energia libera. Quest’ultima ¢ utilizzata poi per
formare i pori sullo scaffold.

In uno studio, Qiu e collaboratori [26] hanno utilizzato que-
sta tecnica per produrre uno scaffold PLA/PCL che é stato
poi caricato mediante elettroforesi con particelle di silice
mesoporosa amminata contenenti desametasone. Risultati
in vitro hanno dimostrato che le cellule staminali mesen-
chimali coltivale su questo particolare scaffold mostravano
un alto grado di differenziazione osteogenica in termini di
attivita della fosfatasi alcalina, formazione di matrice mi-
neralizzata e espressione dell’osteocalcina. Inoltre, in vivo
nei ratti Sprague-Dawley, questi scaffold hanno dimostrato
un’induzione significativa di guarigione dei difetti [26].

Solvent Casting con particolari lisciviazioni (Leaching)

La lisciviazione & un processo chimico attraverso il quale si
separano dei componenti solubili da un solido attraverso dei
solventi. Questa tecnica prevede 'aggiunta di sali a una solu-
zione polimerica e il successivo allontanamento del solvente
mediante evaporazione. Questa tecnica ¢ relativamente fa-
cile da eseguire e i costi sono moderati. Il principale van-
taggio nell’utilizzo di questa tecnica per la produzione ¢ che
permette di modulare il numero e la grandezza dei pori del-
lo scaffold, in modo da mimare al meglio la struttura os-
sea [22, 23]. Lo svantaggio di questa tecnica ¢ che puo solo
creare scaffold di forme semplici come lamine o tubi e che
i residui di solvente potrebbero essere dannosi per le cellule
[27, 28].

Electrospinning

Lelettrospinning permette la realizzazione di fibre con un
diametro variabile fino al range nanometrico, sfruttando
forze di natura elettrostatica generate da un’elevata differen-
za di potenziale tra due elettrodi [17, 23]. Questa tecnica
permette la produzione di scaffold di variabile morfologia
e porosita. Un’altra importante caratteristica di questa tec-
nica & che permette 'incorporazione di specie bioattive nelle
nanofibre prodotte.

Li e colleghi [29] hanno sviluppato con questa metodica
uno scaffold che consentisse il rilascio controllato di protei-
na morfogenetica dell’osso-2 (BMP-2), fattore osteoindutti-
vo in grado di stimolare il differenziamento delle MSC verso
il fenotipo osteogenico. Questo scaffold, in particolare, ha
dimostrato, in vitro, un’eccellente capacita di differenziazio-
ne osteogenica e, in vivo, di colmare difetti ossei nei ratti.
Lo svantaggio dell’elettrospinning & I'uso di solventi organici
durante il processo di produzione.

Tecniche di prototipizzazione rapida

Fused deposition modeling

Utilizzando un ugello mobile, vengono rilasciate delle fi-
bre polimeriche strato dopo strato, fino alla realizzazione
dell’intero scaffold.

La porosita puo variare tra il 48 e il 77%, in dipendenza del
diametro della punta dell’'ugello, e permette la produzione di
materiali dotati di buona resistenza meccanica. Questa tec-
nica presenta il vantaggio di non utilizzare solventi organici
tossici.

Tuttavia, le elevate temperature raggiunte nel processo di
produzione (120 °C) impediscono I'incorporazione di mo-
lecole biologiche.

Stereolithography

11 processo coinvolge la polimerizzazione selettiva di un mo-
nomero liquido da un fascio di raggi ultravioletti. Il fascio
UV ¢ guidato lungo i raggi x e y sulla superficie del mo-
nomero liquido, in accordo con i dati forniti dal sistema
computerizzato [30].
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Castro e collaboratori [31] hanno prodotto con questa tecni-
ca uno scaffold osteoconduttivo a base di idrossiapatite; i ri-
sultati del loro studio hanno dimostrato in vitro 'adesione
delle MSC umane e la successiva proliferazione e differenzia-
zione osteocondrale. Tuttavia, anche questa tecnica presen-
ta degli svantaggi: irritazione cutanea e citotossicita causata
dalle resine foto-sensibili utilizzate nel processo di produ-
zione dei biomateriali sembrano essere un grosso problema;
per questo motivo, si ricorre sempre pill spesso a resine al-
ternative a base di esteri vinilici che possiedono una migliore
biocompatibilita in vivo [32].

Bioprinting

Questa tecnologia, sicuramente tra le pill innovative nel
capo dell’ingegneria tissutale ossea, & in grado di supera-
re la maggior parte delle difficolta incontrate dai metodi
di produzione tradizionale. Sembra essere una promettente
soluzione anche per il riparo delle lesioni in situ [33].

Nel bioprinting, piccole unita di biomateriali e cellule ven-
gono depositate in successione per produrre tessuti biologi-
ci [34]. La micrometrica accuratezza della stampa permet-
te di regolare la distribuzione cellulare anche a temperatura
ambiente [35].

Nonostante i grandi presupposti, gli scaffold prodotti con
bioprinting presentano alcuni svantaggi; sono, infatti, scar-
samente vascolarizzati, non vengono perfettamente osteoin-
tegrati e non sopportano bene il carico [36, 37].

Questa metodica di produzione utilizza fondamentalmente
idrogel [38]. Le tecnologie di bioprinting piti utilizzate sono
la stampa a getto, Pestrusione e il laser. La stampa a getto,
senza utilizzare un contatto diretto, dirige il bio-inchiostro
su un substrato per produrre strutture 2D e 3D. Questa me-
todica presenta numerosi vantaggi, bassi costi, alta velocita
di stampa e di produrre scaffold ad alta vitalita cellulare. Gli
svantaggi sono rappresentati da un ristretto numero di ma-
teriali utilizzabili per la stampa e il frequente intasamento
delle testine di stampa.

Con questa tecnica, il gruppo di Gao ha prodotto uno scaf-
fold di idrogel in PEG acrilato contenente MSC umane de-
rivate da midollo osseo; i risultati di questo studio hanno
mostrato un’eccellente biocompatibilita e un’alta cellularita,
garantendo al biotessuto un’ottima deposizione di sali mi-
nerali e matrice cartilaginea, nonché proprieta meccaniche
compatibili all’interfaccia articolare [39].

La stampa a estrusione utilizza un microiniettore, spinto da
un pistone o da pressione pneumatica, deposita filamen-
ti continui di cellule miscelate a idrogel. La maggior par-
te dei bioprinter esistenti in commercio sfruttano questa
tecnologia.

Questo tipo di stampa permette I'uso di una pil vasta gam-
ma di biomateriali come bio-inchiostri ad alta viscosita, I'u-
so di polimeri sintetici e la produzione di scaffolds ad alta
vitalita cellulare.

In letteratura esistono gia studi in vivo che dimostrano i
buoni risultati ottenuti con la stampa a estrusione per otte-
nere uno scaffold eterogeneo da impiantare nell’'interfaccia
osteocondrale [40].

11 bioprinting a laser utilizza I’energia di un laser pulsato per
trasferire i materiali su un substrato ricevente [35]. Con que-
sta tecnica e possibile utilizzare materiali possedenti un vasto
range di viscosita (1-300 mPa/s). Sebbene questa tecnica sia
in grado di produrre dei modelli con risoluzione superio-
re rispetto le altre, presenta lo svantaggio di produrre degli
scaffold con una pitt bassa percentuale di vitalita cellulare in
confronto al bioprinting a getto [41].

Conclusioni

Nonostante i numerosi passi in avanti compiuti nel campo
dell’ingegneria tissutale ortopedica, ci sono ancora sfide da
affrontare che ostacolano i progressi verso I'applicazione cli-
nica. Punti chiave per poter sfruttare al massimo il vasto po-
tenziale degli scaffold sono sicuramente la scelta appropriata
dei materiali e dei metodi di produzione, in modo da mini-
mizzare i residui tossici che spesso esitano dal loro processo
di fabbricazione e abbattere i costi. Inoltre, sara importan-
te continuare la sperimentazione in vitro e in vivo in mo-
do da ottenere dei prodotti sempre pitt malleabili non so-
lo dal punto di vista macroscopico per riempire o sostituire
difetti ossei, ma anche dal punto di vista microscopico in
modo da avere migliori capacita osteoconduttive, osteoin-
duttive, e meccaniche. Un’ulteriore sfida ¢ la configurazione
biologica in modo da poter regolare 'assorbimento protei-
co, 'adesione cellulare, la differenziazione e proliferazione.
Un altro punto chiave ¢ la significativa difficolta dei proces-
si di produzione che spesso utilizzano strumentari sofistica-
ti e materiali costosi e, quindi, anche se diversi studi stan-
no dimostrando la loro efficacia, 'uso di scaffold tecnolo-
gicamente avanzati sara probabilmente limitato a strutture
iperspecializzate prima di diventare di comune uso.

Ad oggi, i risultati pit incoraggianti nell’'uso di queste tec-
nologie sono riscontrati nei piccoli difetti, e sicuramente &
necessario un follow-up a lungo termine.

Non & facile prevedere gli sviluppi futuri di un campo di-
namico come l'ingegneria tissutale. Un ruolo chiave per il
successo di queste tecnologie sara giocato dai chirurghi, che
conoscono le caratteristiche del paziente, della condizione da
trattare e i risultati desiderati. Gli scaffold, in un futuro non
troppo lontano, potrebbero contribuire alla terapia di grandi
patologie ortopediche come la riparazione dei grandi difetti
ossei o la rigenerazione dell’interfaccia osteocondrale.
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CONSENSO INFORMATO E CONFORMITA AGLI STANDARD ETICI Tutte
le procedure descritte nello studio e che hanno coinvolto esseri umani
sono state attuate in conformita alle norme etiche stabilite dalla di-
chiarazione di Helsinki del 1975 e successive modifiche. Il consenso
informato & stato ottenuto da tutti i pazienti inclusi nello studio.

HUMAN AND ANIMAL RIGHTS Larticolo non contiene alcuno studio
eseguito su esseri umani e su animali da parte degli autori.
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