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PRESENTAZIONE

L’impiego dei biomateriali e in particolare il ricorso a metodiche di rigenerazione tissutale in
odontostomatologia, in ortopedia e in chirugia maxillofacciale ha mostrato negli ultimi anni un
crescente interesse sia nei settori propri della ricerca scientifica che negli ambiti clinici per il
grande potenziale in termini applicativi.

Il ricorso alle cure presso le strutture del Servizio Sanitario Nazionale (SSN), non soltanto per
le terapie piu semplici, ma anche per quelle piu complesse e che utilizzano le metodiche di
rigenerazione tissutale, ¢ infatti in crescente aumento.

E emersa pertanto la necessita da parte dei sistemi sanitari nazionali di seguire 1’evoluzione
del settore per poter garantire 1’efficacia e la sicurezza delle prestazioni sanitarie nel rispetto della
tutela della salute del cittadino.

Per soddisfare e raggiungere tale obiettivo ¢ di primaria importanza fornire agli operatori
coinvolti gli elementi utili ad adeguare e a mantenere aggiornata la loro formazione.

Il corso di biomateriali (BIOMAT) nell’ambito delle attivita del Centro Nazionale di
Tecnologie Innovative in Sanita Pubblica (TISP) presso I'Istituto Superiore di Sanita (ISS), ha
consentito di esplicare tale attivita formativa affrontando alcuni aspetti fondamentali: gli aspetti
etici; il recepimento e applicazione delle normative europee e nazionali specifiche e inerenti alla
sperimentazione, all’applicazione dei biomateriali, alle metodiche di rigenerazione tissutale e alle
relative tecnologie innovative; gli aspetti piu teorici, i biomateriali e la loro caratterizzazione; i
casi applicativi e 1 risultati delle sperimentazioni in laboratorio sia in vitro sia in vivo e delle
sperimentazioni cliniche.

Pertanto, 1 principali obiettivi del corso BIOMAT sono stati i seguenti:

— Migliorare la conoscenza sulla disponibilita di biomateriali e tecnologie di rigenerazione
tissutale e strumentazione inerente.

— Migliorare la conoscenza delle metodiche per I’utilizzo di biomateriali e dispositivi per la
rigenerazione tissutale e strumentazione inerente.

— Incrementare la conoscenza sulle nuove possibilita d’intervento della rigenerazione
tissutale nelle strutture dell’SSN.

— Acquisire strumenti per la valutazione costo-efficacia degli interventi e della disponibilita
di biomateriali, metodiche e tecnologie innovative per la rigenerazione tissutale e
strumentazione inerente.

Le edizioni del corso BIOMAT sono state svolte nell’ambito dell’accordo di collaborazione
scientifica tra ISS e Universita degli Studi di Teramo, Universita degli Studi Campus Biomedico
di Roma, Universita degli Studi G. D’ Annunzio di Chieti e Pescara, denominato Forum On
Regenerative Methods approvato dal Consiglio di Amministrazione (CdA) dell’ISS con Delibera
n. 5, verbale n. 8 del 6 settembre 2016.

Il presente rapporto include una raccolta delle lezioni che sono state svolte nelle ultime quattro
edizioni del corso BIOMAT presso I'ISS, dal 2016 al 2019, su argomenti riguardanti i
biomateriali, la rigenerazione tissutale, le tecnologie innovative, i dispositivi medici impiantabili
e non, principalmente per applicazioni in odontostomatologia, in ortopedia e chirurgia
maxillofacciale.

E suddiviso in cinque sezioni tematiche.

La prima sezione espone il quadro regolatorio e gli aspetti etici relativi al settore dei
biomateriali.
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La seconda sezione ¢ dedicata alla ricerca di base sui biomateriali e le metodiche di
rigenerazione tissutale.

Nelle ultime tre sezioni, sono riportate le lezioni riguardanti le tecnologie innovative, le
metodiche e le principali applicazioni rispettivamente in odontostomatologia, ortopedia e
chirurgia maxillofacciale.

I curatori

vi



SEZIONE 1

Biomateriali, rigenerazione tissutale
e tecnologie innovative: legislazioni,
linee guida e aspetti etici
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DISPOSITIVI PER RIGENERAZIONE TISSUTALE:
LA SPERIMENTAZIONE CLINICA NEL QUADRO
NORMATIVO E REGOLATORIO

Carla Daniele
Centro Nazionale Tecnologie Innovative in Sanita Pubblica, Istituto Superiore di Sanita, Roma

| tessuti

Il corpo umano ¢ caratterizzato da quattro tipi di tessuto: epiteliale, connettivo, muscolare e
nervoso. Soprattutto nel settore dell’ortopedia e della odontoiatria, quando parliamo di tessuto,
pensiamo subito al tessuto osseo che ¢ una forma specializzata di tessuto connettivo.

Cio che contraddistingue il tessuto osseo dal tessuto connettivo propriamente detto ¢ la
mineralizzazione della matrice extracellulare che conferisce al tessuto notevole durezza e
resistenza. Il tessuto osseo € un tessuto attivo dove vi € un bilanciamento tra DPattivita di
riassorbimento dell’osso esistente e la deposizione di nuovo osso. Nonostante tali caratteristiche,
I’0sso nel suo complesso ¢ leggero; cio € dovuto alla sua organizzazione strutturale caratterizzata
dalla compresenza di tessuto osseo compatto e tessuto 0sseo Spugnoso.

Tale straordinaria organizzazione interna conferisce alle ossa la proprietda di massima
resistenza associata al minimo peso; ¢io rappresenta uno degli attributi pitt importanti del tessuto.
Il tessuto osseo inoltre non € un tessuto statico ma € un tessuto vivo, continuamente rinnovato e
rimodellato al fine di assolvere alle sue funzioni meccaniche e al compito di regolazione della
concentrazione di calcio nel plasma (omeostasi ciclica).

Tuttavia numerose sono le situazioni nelle quali la riparazione ossea non si verifica o si attua
in tempi molto lunghi; basta pensare al caso di fratture o malformazioni congenite o osteoporosi.
La rigenerazione ossea, nell’ambito dell’ingegneria dei tessuti, ha lo scopo di sollecitare il
processo fisiologico di riparazione dell’osso e prevede I’impiego di biomateriali, ossia di scaffold
come impalcature di supporto.

Uno “scaffold-biomateriale” € un materiale progettato per interagire con i sistemi biologici e
provocare una risposta biologica dell’organismo in cui si trova a operare e deve essere
biocompatibile, ossia deve essere ben tollerato dall’organismo ospite, determinando una risposta
opportuna in relazione all’applicazione da parte di quest’ultimo.

Ovviamente ogni tipo di biomateriale ha delle proprie caratteristiche in funzione della sua
natura chimica (metallici, polimerici, ceramici, compositi, biologici) presentando dei vantaggi e
degli svantaggi relativi al suo utilizzo che ne permettono delle differenti applicazioni nel settore
biomedico.

I biomateriali sintetici e quelli costituiti da tessuti di origine animale, opportunamente trattati,
ossia resi non vitali, sono dispositivi medici e ricadono nel campo di applicazione della Direttiva
93/42/CEE (1).
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Valutazione clinica dei dispositivi medici
ai fini della marcatura CE

I dispositivi medici sono suddivisi in classi di rischio sulla base del rischio che deriva dal loro
utilizzo. La classificazione si basa sulla destinazione d’uso, durata di utilizzo, modalita di
funzionamento, organo in cui il dispositivo esercita la sua funzione. I dispositivi medici per
rigenerazione ossea sono dispositivi impiantabili e molti di essi sono realizzati con tessuto di
origine animale, pertanto hanno una elevata classe di rischio, classe II1.

Prima di essere commercializzati e utilizzati su molti pazienti, deve essere verificata la
conformita del dispositivo medico ai Requisiti Essenziali della Direttiva Comunitaria. Pertanto il
soddisfacimento di tali Requisiti costituisce la condizione necessaria e sufficiente per
I’immissione in commercio del prodotto in quanto i Requisiti Essenziali permettono di ritenere
ottenuta la sicurezza e 1’efficacia del dispositivo stesso. La dimostrazione della conformita ai
Requisiti Essenziali deve comprendere una valutazione clinica in quanto il dispositivo medico
deve essere fabbricato in modo che la sua utilizzazione, nelle condizioni e negli usi previsti, non
deve compromettere lo stato clinico o la sicurezza dei pazienti. Inoltre, gli eventuali rischi
associati all’'uso previsto, devono essere di livello accettabile in rapporto ai benefici apportati al
paziente e compatibili con un elevato livello di protezione della salute e della sicurezza (requisito
generale di sicurezza). Il dispositivo medico deve, pero, fornire le prestazioni di prevenzione,
diagnosi, terapia, controllo di una patologia, previste dal fabbricante (requisito generale di
efficienza/efficacia).

La valutazione clinica ¢ quindi una metodologia sistematica per la conferma dei requisiti
clinici previsti per i dispositivi nelle loro normali condizioni di utilizzo e per la valutazione degli
effetti collaterali e dell’accettabilita del rapporto rischi/benefici. Essa deve seguire una procedura
definita e metodologicamente valida e si deve basare su dati clinici che possono provenire dalle
seguenti fonti: indagini cliniche relative al dispositivo in questione, indagini cliniche o altri studi
pubblicati nella letteratura scientifica e relativi a un dispositivo analogo di cui ¢ dimostrabile
I’equivalenza al dispositivo in questione.

Indagine clinica con un dispositivo medico

L’indagine clinica con un dispositivo medico ¢ qualsiasi studio sistematico progettato e
pianificato in soggetti umani intrapreso per verificare la sicurezza e/o le prestazioni del dispositivo
stesso. Si rende spesso necessaria un’indagine clinica appositamente progettata in quanto non
sempre la sicurezza e le prestazioni di un dispositivo possono essere adeguatamente dimostrate
con i dati forniti dalla letteratura scientifica gia esistente o con altri mezzi. D’altra parte, per i
dispositivi di classe III e impiantabili, le Direttive prevedono che siano di norma eseguite indagini
cliniche.

La Direttive Comunitarie e i decreti di recepimento italiani, relativi ai dispositivi medici ci
forniscono la definizione di “Dispositivi per indagini cliniche” ossia un dispositivo medico o
medico impiantabile attivo destinato a essere messo a disposizione di un medico debitamente
qualificato per lo svolgimento di indagini da effettuarsi in un ambiente clinico umano adeguato.

Esistono delle strutture idonee a svolgere le indagini cliniche e sia il Decreto Ministeriale 12
marzo 2013 che il Decreto Ministeriale 25 giugno 2014 (2, 3) rappresentano una evoluzione
rispetto alla precedente situazione che prevedeva [I’idoneita delle strutture sanitarie
esclusivamente sulla base della loro natura giuridica. E stato introdotto, infatti, il principio
secondo cui tutte le strutture sanitarie, pubbliche e private accreditate con il Servizio Sanitario
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Nazionale, possono essere sede di indagini cliniche se, con specifico riferimento alla tipologia e
classe di rischio del dispositivo da sperimentare, soddisfano i seguenti requisiti: documentata
competenza in materia di studi clinici controllati con esperienza nell’ambito specifico della
sperimentazione, supportata da pubblicazioni scientifiche ovvero brevetti o altra evidenza di
analogo livello; utilizzo consolidato e documentato nella normale pratica clinica presso la
struttura ove si svolge la sperimentazione di dispositivi medici della stessa tipologia e classe di
rischio del dispositivo da sperimentare.

L’obiettivo dell’indagine clinica ¢, quindi, la verifica della conformita delle prestazioni del
dispositivo medico ai requisiti assegnati dal fabbricante, la individuazione degli eventuali effetti
secondari indesiderati, la valutazione dell’accettabilita dei rischi rispetto alle prestazioni
assegnate al dispositivo. Tale valutazione deve includere 1’accettabilita del rapporto
rischi/benefici.

Le indagini cliniche investono molto attori: fabbricante, sponsor, mandatario, procuratore
speciale, ricercatori, medici, operatori sanitari, comitati etici, Ministero della Salute, pazienti.

Anche se ultimi nell’elenco i pazienti sono gli “attori” principali ed ¢ per questo che ¢
assolutamente indispensabile che tutte le disposizioni riguardanti la protezione della salute umana
siano attuate nello spirito della dichiarazione di Helsinki (4) per ogni fase delle indagini cliniche,
dalla prima riflessione sulla necessita e sulla giustificazione dello studio fino alla pubblicazione
finale dei risultati.

Lo studio clinico deve essere svolto secondo un opportuno piano di prova. Questo piano di
prova deve riflettere le ultime conoscenze tecniche e scientifiche, deve essere definito in modo da
confermare o rifiutare le affermazioni del fabbricante, deve comprendere un numero di
osservazioni sufficienti per garantire la validita scientifica delle conclusioni. Pertanto € necessario
che le procedure utilizzate per le indagini cliniche siano adeguate al dispositivo in esame, siano
svolte in condizioni simili a quelle di normale utilizzazione del dispositivo e siano effettuate sotto
la responsabilita di un medico specialista o di altra persona in possesso delle necessarie qualifiche.

Prima di avviare una indagine clinica in Italia, il fabbricante/sponsor, deve informare
I’ Autorita Competente (Ministero della Salute) con un’apposita notifica, la quale deve contenere
gli elementi necessari per la valutazione dell’indagine, fra i quali il parere del Comitato Etico del
centro clinico coinvolto, ovvero dichiarazione di avvenuta richiesta di parere. Da un punto di vista
regolatorio, per i dispositivi appartenenti alla classe I1I e per i dispositivi impiantabili e per quelli
invasivi a lungo termine appartenenti alle classi Ila o IIb, il fabbricante puo iniziare le pertinenti
indagini cliniche trascorsi sessanta giorni dalla data della notifica, a meno che 1’Autorita
Competente non gli abbia comunicato, entro tale termine, una decisione in senso contrario,
motivata da considerazioni di sanita pubblica o di ordine pubblico.

Normativa UNI EN ISO 14155:2012

Va considerato che, per la conduzione delle indagini cliniche con i dispositivi medici, le norme
tecniche armonizzate rappresentano uno standard internazionale di etica e qualita scientifica per
progettare, condurre, registrare e relazionare gli studi clinici; la loro osservanza presuppone la
rispondenza ai Requisiti Essenziali.

La norma tecnica UNI EN ISO 14155:2012 “Indagini cliniche dei dispositivi medici condotte
su soggetti umani — Buona pratica clinica” (5), rappresenta il codice di buona pratica clinica e
costituisce uno strumento essenziale per tutti gli attori coinvolti. La normativa descrive le
procedure e le metodologie di riferimento di uno studio clinico, dalla pianificazione fino alla
chiusura dell’indagine clinica. La finalita della norma ¢ quella di dettare i requisiti generali per la
protezione dei diritti, della sicurezza e del benessere dei soggetti umani coinvolti, di assicurare la



Rapporti ISTISAN 20/28

conduzione scientifica a dell’indagine clinica definendone le responsabilita di sponsor,
fabbricanti, sperimentatori, comitati etici, organismi notificati.

In tale norma vengono tra 1’altro approfonditi gli aspetti etici relativi alla sperimentazione
clinica e sono riportati nelle Appendici i contenuti dei documenti essenziali per la pianificazione
di una indagine clinica come, per esempio, il protocollo clinico e il dossier per lo sperimentatore.
Sono indicate, inoltre, le procedure di conclusione, sospensione interruzione dell’indagine.

Il protocollo clinico ¢ il documento redatto dallo sponsor e definisce 1’obiettivo, la
progettazione, la metodologia, le considerazioni statistiche e 1’organizzazione dello studio.
Fornisce anche il razionale dello studio clinico. Esso contiene le Informazioni generali di
identificazione dell’indagine clinica (sponsor, responsabile scientifico, sperimentatori coinvolti,
centri coinvolti); le informazioni sul dispositivo medico; il razionale dell’indagine clinica; gli
obiettivi dello studio clinico; i rischi e benefici; le considerazioni etiche; le prove precliniche e
I’esperienza clinica precedente; la descrizione dello studio clinico da eseguire
(mono/multicentrico, controllato/non controllato ecc.); la numerosita del campione; i criteri di
inclusione ed esclusione clinica; la descrizione del periodo di arruolamento, il trattamento, il
follow-up ed criteri per la sospensione dello studio; la registrazione e analisi degli eventi
indesiderati ed gli esiti; gli eventuali fattori che possono compromettere esiti e I’ interpretazione
dei risultati.

Il dossier per lo sperimentatore contiene gli elementi necessari ai fini della valutazione del
dispositivo medico. Per questo ¢ necessario che vi sia una valutazione che supporti il razionale
per I"uso previsto del dispositivo e la progettazione dell’indagine clinica, la descrizione generale
del dispositivo, dei suoi componenti e dei materiali utilizzati nonché del meccanismo di azione,
le istruzioni del fabbricante per 1’uso e I’installazione, 1’analisi e valutazione dei rischi, gli studi
preclinici ossia i risultati dei dati in vitro, in vivo e ex vivo pertinenti al dispositivo, compresi gli
studi animali, ’eventuale esperienza clinica precedente relativa al dispositivo e altri dispositivi
simili, un elenco di norme applicate.

Per quanto concerne 1’analisi e la valutazione dei rischi, la normativa UNI EN ISO 14155:2012
contiene il riferimento alla UNI CEI EN ISO 14971:2012 “Dispositivi medici — Applicazione
della gestione dei rischi ai dispositivi medici” (6) la cui osservanza ¢ il prerequisito essenziale per
avviare I’indagine clinica, al fine di ridurre la probabilita che si verifichi un evento negativo
durante I'utilizzo del dispositivo medico (resta comunque che si possano utilizzare metodi
alternativi, sempre nel rispetto dello stesso livello di efficacia).

Tale normativa consente, individuato 1’uso previsto del dispositivo, di identificare i pericoli
che il fabbricante ha individuato con I'utilizzo del dispositivo, come abbia stimato, valutato e
controllato 1 rischi e I’efficacia di tale controllo. L’analisi dei rischi deve contenere:

— analisi del rischio: identificazione dell’uso previsto/scopo previsto (fase 1), identificazione
del pericolo (fase 2) stima del rischio (fase 3);

— valutazione del rischio. decisioni sull’accettabilita del rischio (fase 4);

— controllo del rischio: analisi delle opzioni, implementazione, valutazione del rischio
residuo, accettazione complessiva del rischio;

— informazioni post-produzione: esperienza post-produzione, revisione dell’esperienza di
gestione del rischio.

Nell’analisi dei rischi ¢ importante I’identificazione delle PCD (Possibili Cause di Danno) la
determinazione della Probabilita (P) che la singola PCD produca il danno corrispondente, la
determinazione della Gravita del Danno (G). Le probabilita possono essere stimate elaborando le
informazioni provenienti da letteratura tecnica, studi clinici per dispositivi simili, esperienza del
fabbricante. Anche la gravita del danno associato a un rischio puo essere ricavata dalla letteratura
0 norme vigenti.
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Combinando insieme le probabilita e la gravita del danno ¢ possibile definire una tabella di
criticita del rischio dove possono essere individuate tre zone: zona di rischio accettabile, zona di
rischio ALARP (4s Low As Reasonably Practicable), zona di rischio intollerabile.

La zona di rischio accettabile ¢ la zona di rischio trascurabile rispetto al rischio relativo ad altri
pericoli che vengono accettati. In questo caso non € necessario ricercare una soluzione per ridurre
il rischio. La zona compresa tra la fascia di rischio inaccettabile e quella accettabile viene
denominata zona di rischio ALARP. In questa zona i rischi vanno ridotti al livello minimo
possibile, tenendo presenti il rapporto tra i benefici connessi con 1’accettazione del rischio e il
costo di una ulteriore riduzione. Il rischio va quindi ridotto al livello in cui risulti “il piu basso di
quanto ragionevolmente possibile”. La zona di rischio intollerabile ¢ la zona in cui il rischio ¢
talmente elevato che non puo essere tollerato, ¢ indispensabile una riduzione del rischio da attuare
tramite la riduzione della probabilita e/o della gravita relative.

Notifica di indagine clinica

L’indagine clinica deve essere notificata alle Autorita Competenti (in Italia il Ministero della
Salute) insieme agli elementi necessari per la valutazione. Le modalita di presentazione della
notifica dell’indagine clinica sono contenute all’interno del Decreto Ministeriale del 2 agosto
2005, della Circolare Ministeriale del 2 agosto 2011 e del Decreto Ministeriale del 25 giugno
2014 (3,7, 8).

Gli studi vanno presentati ai Comitati Etici competenti per territorio, che hanno il compito di
valutare, in modo autonomo e indipendente, lo studio proposto.

Qualora il Ministero della Salute intenda adottare un provvedimento di diniego motivato allo
svolgimento di indagine clinica, invita il fabbricante o il mandatario a presentare le proprie
controdeduzioni.

Valutazione clinica post-commercializzazione

Fino a ora si ¢ fatto riferimento alle indagini cliniche pre-commercializzazione (pre-market),
ossia alle indagini cliniche di dispositivi non marcati CE.

Possono essere effettuate indagini cliniche con dispositivi medici marcati CE, non modificati
nelle caratteristiche e impiegati per la stessa destinazione d’uso oggetto della procedura di
valutazione della conformita preliminare alla marcatura e utilizzati secondo le istruzioni d’uso
(Instructions For Use, IFU) redatte dal fabbricante. In questo caso si parla di valutazione clinica
post- commercializzazione o post-market-clinical follow-up. Infatti la valutazione clinica svolta
dal fabbricante, iniziata nella fase di pre-commercializzazione, non finisce con la
commercializzazione del dispositivo, ma continua dopo la marcatura CE per la conferma della
sicurezza e delle prestazioni del dispositivo, dell’accettabilita del rapporto rischio/beneficio e
della identificazione di eventuali ulteriori rischi che possono emergere dall’impiego del prodotto
su ampia scala e a lungo termine. Queste indagini cliniche sono definite come indagini post-
market. Nel caso di svolgimento di indagini cliniche post-market, 1a normativa prevede, oltre al
parere favorevole del Comitato Etico di riferimento, una sola comunicazione al Ministero della
Salute. Esiste una linea guida europea per la conduzione del follow-up clinico nel post-market.
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Indagini cliniche non finalizzate
alla commercializzazione

Le indagini cliniche possono anche essere condotte con dispositivi non marcati CE per motivi

di ricerca e studio, e non per scopi commerciali. Si parla in questo caso di indagini cliniche “no
profit”.

Questi studi non sono disciplinati dalle Direttive europee. Tuttavia, in Italia, come negli altri

Stati Membri europei anche nei casi in cui non si evidenzia un obiettivo commerciale, tali indagini
vengono valutate in base agli stessi principi utilizzati per le indagini commerciali. Il Ministero
della Salute, per la tutela della salute dei pazienti, applica le stesse procedure previste per le
indagini cliniche finalizzate alla marcatura CE. In tal caso lo sponsor (Universita, Ospedali, Enti
di Ricerca, ecc.) assume le funzioni e le responsabilita previste dalle direttive europee per il
fabbricante.
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TECNOLOGIE INNOVATIVE E DISPOSITIVI MEDICI:
LA SPERIMENTAZIONE CLINICA
NEL NUOVO REGOLAMENTO EUROPEO

Carla Daniele
Centro Nazionale Tecnologie Innovative in Sanita Pubblica, Istituto Superiore di Sanita, Roma

Tecnologie innovative

Nel settore dell’odontoiatria, della chirurgia maxillo-facciale e dell’ ortopedia si fa sempre pit
ricorso a tecnologie innovative di cui grande importanza rivestono i biomateriali (1) che sono
materiali che si interfacciano con i sistemi biologici per valutare, trattare, aumentare o sostituire
un qualunque tessuto, organo o funzione dell’organismo provocando una risposta biologica
dell’organismo in cui si trovano a operare. Ogni tipo di biomateriale ha delle proprie
caratteristiche che ne permette delle differenti applicazioni nel settore biomedico.

In base alla loro origine e provenienza possono essere suddivisi in due grandi gruppi: biologici
o sintetici. Tra i sintetici, grande importanza per questo settore sono i materiali bioriassorbibili
polimerici tra cui I’acido poliglicolico (Polyglycolic Acid, PGA), I’acido polilattico (Polylactic
Acid, PLA), il policaprolattone (Polycaprolactone, PCL) mentre tra i biologici abbiamo gli
eterologhi, realizzati con tessuto animale reso non vitale prelevato da animali (bovini, suini,
equini) ossia da specie diversa da quella del ricevente.

I biomateriali soprattutto quelli di tipo sintetico, possono essere utilizzati come impalcature di
supporto ossia scaffold per la rigenerazione cellulare.

Soprattutto nel settore dell’ortopedia e della odontoiatria, quando parliamo di tessuto,
pensiamo subito al tessuto osseo che ¢ una forma specializzata di tessuto connettivo. Molti
biomateriali utilizzati in questo settore sono dispositivi medici, basti pensare alla rigenerazione
ossea e ai sostituti sintetici dell’osso.

Infatti sono numerose le situazioni nelle quali la riparazione ossea non si verifica o si attua in
tempi molto lunghi e la rigenerazione ossea, nell’ambito dell’ingegneria dei tessuti, ha lo scopo
di sollecitare il processo fisiologico di riparazione dell’osso mediante 1’utilizzo di biomateriali.

Uno “scaffold-biomateriale” ¢, quindi, un materiale progettato per interagire con i sistemi
biologici e provocare una risposta biologica dell’organismo in cui si trova a operare e deve essere
biocompatibile, ossia deve essere ben tollerato dall’organismo ospite, determinando una risposta
opportuna in relazione all’applicazione da parte di quest’ultimo.

Ovviamente ogni tipo di biomateriale ha delle proprie caratteristiche in funzione della sua
natura chimica (metallici, polimerici, ceramici, compositi, biologici) presentando dei vantaggi e
degli svantaggi relativi al suo utilizzo che ne permettono delle differenti applicazioni nel settore
biomedico.

I biomateriali sintetici e quelli costituiti da tessuti di origine animale, opportunamente trattati,
ossia resi non vitali, sono dispositivi medici e ricadevano nel campo di applicazione della direttiva
93/42/CEE e relativo Decreto Legislativo di recepimento (2).
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Regolamento (UE) 2017/745

Nel panorama regolatorio europeo dei dispositivi medici ¢’¢ stata una evoluzione con il
Regolamento (UE) 2017/745 (noto come MDR, Medical Device Regulation) del Parlamento
Europeo e del Consiglio del 5 aprile 2017 (3).

Tutto ¢ iniziato da una proposta legislativa della Commissione Europea del 26 settembre 2012
che ha visto un trialogo tra il Parlamento Europeo, la Commissione Europea e il Consiglio
dell’Unione Europea (UE).

Il Regolamento (UE) 2017/745 ¢ stato pubblicato sulla Gazzetta Ufficiale dell Unione europea
il 5 maggio 2017 ed ¢ entrato in vigore il 25 maggio 2017, il ventesimo giorno successivo alla
pubblicazione nella Gazzetta Ufficiale dell’Unione europea.

Tale regolamento prevede 1’abrogazione della Direttiva 93/42/CEE (dispositivi medici) e della
Direttiva 90/385/CEE (dispositivi medici impiantabili attivi) a decorrere dal 26 maggio 2020, in
cui ci sara la completa applicazione del regolamento.

Mettendo a confronto il Regolamento (UE) 217/745 con la Direttiva 93/42/ CEE, si rileva che
se quest’ultima prevedeva 22 considerando, 13 definizioni, 22 articoli ¢ 12 allegati, ’'MDR
prevede 101 considerando, 71 definizioni, 10 capi, 123 articoli, 17 allegati. Inoltre, il regolamento
non ha bisogno di essere recepito poiché ¢ lo stesso per tutti gli Stati Membri dell’UE, oltre a
essere unico per i dispositivi medici e i dispositivi medici impiantabili attivi.

Principali novita

L’MDR ha introdotto delle importanti novita. Il regolamento presenta maggiori certezze legali
¢, infatti, uno strumento regolatorio unico per tutti gli Stati Membri dove sono forniti chiarimenti
sull’ambito di applicazione, rafforzando il ruolo della Commissione Europea nelle decisioni sullo
stato regolatorio dei prodotti e I’introduzione del Gruppo di Coordinamento per i Dispositivi
Medici (Medical Device Coordination Group, MDCG), costituito da un membro ¢ da un
supplente per ciascun Stato Membro, per un mandato di tre anni rinnovabile, competenti nel
settore dei dispositivi medici.

Il regolamento presenta anche una apertura all’innovazione: vi sono nuove regole dedicate al
software e ai nanomateriali ¢ maggiore trasparenza ¢ attenzione dei pazienti con la creazione di
una banca dati europea dei dispositivi medici (European Databank For Medical Devices,
EUDAMED) con gran parte delle informazioni rese disponibili al pubblico e I’introduzione di
una tessera per i pazienti portatori di impianti contenenti le informazioni riguardanti i dispositivi
medici impiantabili.

Nel regolamento sono stati inclusi dispositivi con scopo non medico (allegato XVI). Sono stati
introdotti controlli piu stringenti pre-commercializzazione per i dispositivi ad alto rischio con il
coinvolgimento di gruppi di esperti a livello europeo (articolo 106), sono state introdotte regole
di classificazione piu rigorose (allegato VIII), ed ¢ stato introdotto il sistema di identificazione
unica dei dispositivi medici, sistema UDI (Unique Device Identification, articolo 28), per la
trasparenza e tracciabilita dei prodotti (allegato VI).

Il regolamento si occupa di una miglior protezione della salute pubblica e sicurezza dei
pazienti anche grazie al rafforzamento delle disposizioni sulla valutazione clinica e follow-up
clinico post-commercializzazione e [I’introduzione di una valutazione coordinata delle
sperimentazioni cliniche condotte in pit di uno Stato Membro.

10
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Valutazione clinica e indagini cliniche

L’MDR prevede maggior dettaglio nella procedura per lo svolgimento delle indagini cliniche
e del follow-up post commercializzazione. Infatti il capo VI (articoli dal numero 61 al numero
82), ¢ interamente dedicato alla valutazione clinica e alle indagini cliniche. Gli articoli citati
rinviano ai seguenti specifici allegati: allegato XIV: valutazione clinica e follow-up clinico post-
commercializzazione suddiviso in: parte A: valutazione clinica e parte B: follow-up clinico post
commercializzazione e allegato XV: indagini cliniche suddiviso in: capo I — requisiti generali,
capo Il — documentazione relativa alla domanda di indagini cliniche, capo III — altri obblighi dello
Sponsor.

Vengono introdotte numerose definizioni tra cui quella di sponsor: “qualsiasi persona, societa,
istituzione oppure organizzazione che si assume la responsabilita di avviare, gestire e curare il
finanziamento dell’indagine clinica” (capo I, articolo 2 punto 49) e di sperimentatore “persona
responsabile della conduzione di un’indagine clinica presso un sito di indagine clinica” che puo
essere il fabbricante, il suo mandatario o un’altra organizzazione di ricerca su contratto che svolge
indagini cliniche per i fabbricanti.

Al capo I articolo 2 del regolamento sono indicate molte definizioni tra cui quelle di:
valutazione clinica (punto 44); indagine clinica (punto 45); dispositivo oggetto di indagine clinica
(punto 46); piano di indagine clinica (punto 47); dati clinici (punto 48); evidenze cliniche (punto
51); prestazione clinica (punto 52); beneficio clinico (punto 53).

Nel considerando numero 64 del regolamento, viene fatto esplicito riferimento alla normativa
ISO 14155 (4).

La valutazione clinica, definita nell’articolo 61 del regolamento, ¢ un “processo sistematico e
programmato atto a produrre, raccogliere, analizzare e valutare in maniera continuativa i dati
clinici relativi a un dispositivo per verificarne la sicurezza e le prestazioni, benefici clinici
compresi, quando ¢ utilizzato come previsto dal fabbricante”. Nel regolamento viene indicato che
la valutazione clinica deve seguire una procedura definita e metodologicamente valida fondata su
dati clinici che provengono dalle seguenti fonti:

— studi pubblicati nella letteratura scientifica o indagini cliniche effettuate a norma di tale
regolamento, relative a un dispositivo analogo di cui ¢ dimostrabile I’equivalenza al
dispositivo in questione;

— indagini cliniche relative al dispositivo in questione.

Quindi una valutazione clinica di un dispositivo pud basarsi sui dati clinici relativi a un altro

dispositivo solo quando si possa dimostrare I’equivalenza tra i due dispositivi.

Per la dimostrazione dell’equivalenza, nel regolamento, viene fatto riferimento alle
caratteristiche tecniche, biologiche e cliniche del dispositivo entrando nel merito delle
caratteristiche stesse. E da sottolineare che I’equivalenza tra due dispositivi risulta molto
stringente e di difficile dimostrazione.

Nel regolamento, per i dispositivi impiantabili e per i dispositivi della classe III, ossia per
quelli a piu alto rischio come i dispositivi medici-biomateriali utilizzati in questo settore, ¢
previsto che dopo avere dimostrato 1’equivalenza a un dispositivo gia commercializzato non
fabbricato da lui, il fabbricante del dispositivo rispetti ulteriori condizioni: deve aver posto in
essere un contratto con il fabbricante del dispositivo equivalente in maniera da avere pieno
accesso alla documentazione tecnica di quel dispositivo e la valutazione clinica del dispositivo
equivalente deve essere stata effettuata nel rispetto delle prescrizioni del regolamento.

Il regolamento stabilisce nell’allegato XIV parte A la documentazione necessaria per
documentare una valutazione clinica.

Inoltre la Commissione provvede affinché siano designati gruppi di esperti (articolo 106) per
esaminare la valutazione clinica. I gruppi di esperti sono composti di consulenti nominati dalla

1"
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Commissione in base a competenze cliniche, scientifiche o tecniche aggiornate nel settore e a una
distribuzione geografica tale da riflettere la diversita di approcci scientifici e clinici nell’Unione.
La Commissione determina il numero di membri di ogni gruppo in funzione delle esigenze.

I membri dei gruppi di esperti assolvono i loro compiti con imparzialitd e obiettivita e la
Commissione istituisce sistemi e procedure per gestire attivamente e prevenire potenziali conflitti
di interesse.

Per tutti 1 dispositivi appartenenti alla classe III e i1 dispositivi appartenenti alla classe IIb
destinati a somministrare all’organismo e/o a sottrarre dall’organismo un medicinale, ai sensi
dell’allegato VIII, punto 6.4 (regola 12) prima della valutazione e/o indagine clinica il fabbricante
puod consultare il gruppo di esperti, allo scopo di valutare la strategia di sviluppo clinico e le
proposte di indagine clinica che intende mettere in atto.

Il fabbricante deve tenere in debita considerazione i pareri espressi dal gruppo di esperti. 1l
modo in cui sono tenuti in considerazione ¢ documentato nella relazione sulla valutazione clinica.

La valutazione clinica e la relativa documentazione devono essere, pero, attivamente
aggiornate con dati derivanti dalla sorveglianza post-vendita. Il regolamento prevede, al riguardo,
I’allegato XIV parte B relativo al Post Market Clinical Follow-Up (PMCF), follow-up clinico
post-commercializzazione.

I PMCF ¢ un processo continuo che aggiorna la valutazione clinica dopo Ila
commercializzazione del dispositivo e diventa parte della relazione sulla valutazione clinica e
quindi della documentazione tecnica. Se il PMCF ha rivelato la necessita di misure preventive /o
correttive, il fabbricante deve provvedere ad attuarle.

Per i dispositivi appartenenti alla classe III e i dispositivi impiantabili, ¢ previsto che la
relazione di valutazione PMCEF sia aggiornata con tali dati almeno una volta I’anno.

Il regolamento definisce un’indagine clinica come “qualsiasi indagine sistematica cui
partecipano uno o piu soggetti umani, volta a valutare la sicurezza o le prestazioni di un
dispositivo” e vengono indicate, nell’articolo 62, delle prescrizioni generali relative alle indagini
cliniche condotte per dimostrare la conformita dei dispositivi; il dispositivo, oggetto
dell’indagine, deve rispettare i requisiti generali di sicurezza e prestazioni applicabili di cui
all’allegato I del regolamento a eccezione, ovviamente, degli aspetti che formano 1’oggetto
dell’indagine clinica.

L’articolo 62 rimanda, per la conduzione delle indagini cliniche, all’allegato XV del
regolamento suddiviso in due capi. Il capo I — requisiti generali, indica i principi etici di
un’indagine clinica. Infatti le indagini cliniche devono essere svolte secondo la dichiarazione di
Helsinki, adottata nel 1964 in occasione della 18* Assemblea medica mondiale svoltasi a Helsinki
(Finlandia), come modificata da ultimo dall’Assemblea medica mondiale. E assolutamente
indispensabile che tutte le disposizioni riguardanti la protezione della salute umana siano attuate
nello spirito della dichiarazione di Helsinki.

Questo vale per ogni fase delle indagini cliniche, dalla prima riflessione sulla necessita e sulla
giustificazione dello studio fino alla pubblicazione finale dei risultati.

Vengono anche indicati i metodi delle indagini cliniche che devono essere realizzate secondo
un opportuno piano di indagine clinica.

Il capo II — documentazione relativa alla domanda, indica la documentazione necessaria per la
domanda di indagine clinica. Essa comprende due documenti importanti: il piano di indagine
clinica/protocollo clinico (CIP, Clinical Investigational Plan) e il dossier per lo sperimentatore
(IB, Investigator’s Brochure).

Il protocollo clinico ¢ il documento redatto dallo sponsor e definisce 1’obiettivo, la
progettazione, la metodologia, le considerazioni statistiche e I’organizzazione dello studio.
Fornisce anche il razionale dello studio clinico. Esso deve contenere, anche in conformita alla
ISO 14155, le seguenti informazioni:
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— informazioni generali di identificazione dell’indagine clinica (numero di identificazione
unico, sponsor, sperimentatore principale, centri coinvolti ecc.);

— informazioni sul dispositivo medico;

— razionale dell’indagine clinica;

— obiettivi dello studio clinico;

— rischi e benefici clinici del dispositivo;

— considerazioni etiche;

— considerazioni statistiche

— consenso informato;

— prove precliniche e esperienza clinica precedente;

— descrizione dello studio clinico da eseguire (mono/multicentrico, controllato/non
controllato, numerosita del campione, criteri di inclusione ed esclusione clinica,
descrizione del periodo di arruolamento, trattamento, follow-up, criteri per la sospensione
dello studio, la registrazione e analisi degli eventi indesiderati e gli esiti, gli eventuali fattori
che possono compromettere esiti e I’interpretazione dei risultati).

11 dossier per lo sperimentatore € il manuale per lo sperimentatore e contiene le informazioni
cliniche e non cliniche sul dispositivo oggetto di indagine. Contiene gli elementi necessari ai fini
della valutazione del dispositivo medico.

Per questo deve contenere i seguenti elementi:

— razionale: valutazione che supporti il razionale per I'uso previsto del dispositivo e la

progettazione dell’indagine clinica;

— informazioni sul dispositivo oggetto dell’indagine: descrizione generale del dispositivo, dei

suoi componenti e dei materiali utilizzati nonché del meccanismo di azione;

— istruzioni del fabbricante per 1’uso e I’installazione;

— analisi e la valutazione dei rischi;

— prove precliniche: sintesi e valutazione dei dati in vitro, in vivo e ex vivo pertinenti al

dispositivo, compresi gli studi animali;

— dati clinici esistenti: una sintesi della precedente esperienza clinica pertinente con il

dispositivo e con altri dispositivi simili;

— elenco dei pertinenti requisiti generali di sicurezza e di prestazione, le norme applicate.

Devono essere tempestivamente portati all’attenzione degli sperimentatori eventuali
aggiornamenti del manuale o nuove informazioni disponibili.

Per quanto concerne 1’analisi e la valutazione dei rischi, la normativa ISO 14155:2011, a cui
si fa riferimento nel Considerando 64 del regolamento, contiene il riferimento alla normativa ISO
14971 “Medical devices—Application of risk management to medical devices” (5) la cui
osservanza ¢ il prerequisito essenziale per avviare l’indagine clinica, al fine di ridurre la
probabilita che si verifichi un evento negativo durante 1’utilizzo del dispositivo medico (resta
comunque che si possano utilizzare metodi alternativi, sempre nel rispetto dello stesso livello di
efficacia).

Domanda di indagine clinica

Il regolamento prevede I’istituzione di una banca dati europea dei dispositivi medici
(EUDAMED) con gran parte delle informazioni rese disponibili al pubblico. Nella banca dati ¢
previsto il sistema elettronico per le indagini cliniche (articolo 73).

Il regolamento prevede, infatti, all’articolo 70, che la domanda di indagine clinica venga
presentata mediante il sistema elettronico per le indagini cliniche che genera per I’indagine clinica
un solo numero di identificazione a livello dell’Unione Europea; tale numero ¢ utilizzato per tutte
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le comunicazioni relative a tale indagine clinica. Quindi in base all’articolo 73 ogni indagine
clinica avra un numero di identificazione unico e dovra essere registrata nel sistema elettronico.

Lo sponsor, oltre a presentare la domanda di indagine clinica ai singoli Stati Membri in cui
vuole condurre una indagine clinica, puo presentare un’unica domanda. L’articolo 78 del
regolamento prevede, infatti, una procedura di valutazione coordinata per le indagini cliniche. La
valutazione da parte degli Stati Membri interessati avverra sotto la direzione di uno Stato Membro
coordinatore.

Nella domanda unica lo sponsor propone come Stato Membro coordinatore uno degli Stati
Membri in cui deve essere condotta I’indagine clinica. Gli Stati Membri, nei quali deve essere
condotta I’indagine clinica, concordano tra loro, quello che assumera il ruolo di Stato Membro
coordinatore. Se non trovano un accordo su uno Stato Membro coordinatore, assume tale ruolo lo
Stato Membro coordinatore proposto dallo sponsor.

La Commissione mediante atti di esecuzione, dovra specificare ulteriormente le procedure per
le valutazioni coordinate degli Stati Membri.

In ogni caso la valutazione degli aspetti di natura intrinsecamente nazionale, locale ed etica
(responsabilita, idoneita degli sperimentatori e dei siti di indagine, consenso informato) dovra
avvenire a livello di ogni singolo Stato Membro interessato e ogni Stato Membro definira la
struttura organizzativa da applicare a livello nazionale per I’approvazione delle indagini cliniche.

Per un periodo iniziale di sette anni dalla data di applicazione del presente regolamento, gli
Stati Membri possono partecipare alla valutazione coordinata su base volontaria. Trascorso tale
periodo ossia dal 27 maggio 2027, tutti gli Stati Membri saranno tenuti a partecipare alla
valutazione coordinata.

Entro il 27 maggio 2026 la Commissione presentera al Parlamento Europeo e al Consiglio una
relazione sull’esperienza acquisita sul coordinamento volontario tra gli Stati Membri ed elaborera
una relazione sull’applicazione della procedura di valutazione coordinata e proporra se del caso
una revisione della procedura di valutazione coordinata (articolo 78).
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NORMATIVA EUROPEA
SULLA SPERIMENTAZIONE ANIMALE:
TUTELA ED ETICA MIGLIORATE

Paola Meli
Centro Nazionale Tecnologie Innovative in Sanita Pubblica, Istituto Superiore di Sanita, Roma

L’utilizzo degli animali per la sperimentazione scientifica da sempre costituisce uno dei
problemi pit controversi nel rapporto uomo-animale.

Questo dibattito implica una valutazione scientifica alla luce di tutte le riflessioni che i principi
di bioetica forniscono nel rispetto di qualsiasi forma di vita umana.

Gli scienziati debbono trovare la giusta dimensione tra le considerazioni etiche legate all’uso
di animali senzienti e alla necessita di avere modelli affidabili per lo studio delle patologie umane.
Gia Darwin ci introduce in questa problematica affermando che: “Una gran parte delle emozioni
piu complesse sono comuni agli animali piu elevati e a noi. Ognuno puo aver veduto quanta
gelosia dimostri il cane se il padrone prodiga il suo affetto a un’altra creatura; e io ho osservato
lo stesso fatto nelle scimmie. Cio dimostra che non solo gli animali amano, ma sentono il desiderio
di essere amati”.

I sostenitori della utilita della sperimentazione animale ritengono che cio porti a innegabili
vantaggi per la ricerca medica e fornisca risposte a importanti problemi scientifici. Di contro gli
animalisti sostengono che nessuna specie € paragonabile del tutto all’'uomo e inoltre che lo stress
negli animali di laboratorio invaliderebbe gli esperimenti.

Da quanto sinteticamente esposto si puo facilmente dedurre I’indispensabilita di una legge che
tenga conto di tutte le istanze. L’adozione di una normativa comune nasce dalla volonta di
ravvicinare e armonizzare le disposizioni legislative, regolamentari e amministrative applicabili
negli Stati Membri ai quali peraltro non ¢ tolto il diritto di applicare o adottare misure piu rigide
di quanto enunciato nel provvedimento legislativo.

La Direttiva 2010/63/CE si prefigge di migliorare le condizioni di vita degli animali da
laboratorio, ribadisce fermamente il principio delle 3R (rimpiazzare, ridurre, rifinire), sostiene e
incoraggia lo sviluppo di metodi alternativi e raccomanda I’utilizzo di “metodi umanitari” per
sopprimere gli animali. Le variazioni che 1’Italia ha introdotto si riferiscono essenzialmente alle
restrizioni sugli allevamenti per evitare inutili sofferenze.

La legge contrasta situazioni come quelle descritte da Burdin (1) in cui ci sono “maiali costretti
in stambugi senza luce. Galline chiuse notte e giorno nell’incubatrice. Oche inchiodate con le
zampe al pavimento. Vitelli che passano dalla prigione al macello senza aver mai visto un prato”.

Indipendentemente da specifiche considerazioni la riflessione sull’eticita della legge,
dovrebbe partire dall’esigenza di incrementare le evidenze scientifiche sull’utilita della
sperimentazione stessa, ricevere adeguate informazioni sugli esiti dei progetti che vengono
valutati ¢ poi eventualmente autorizzati. Rendere facilmente reperibili i dati relativi ai risultati
della sperimentazione e disporre di dati retrospettivi rispetto all’autorizzazione del progetto di
ricerca per cui si richiede ’autorizzazione alla sperimentazione consentirebbe di dare un
significato diverso al sacrifico dell’animale?

E comunque doveroso chiedersi se sia legittimo, etico e moralmente accettabile decidere di
sopprimere un animale pur con tutta la cautela possibile.
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La legge sulla sperimentazione animale in qualsiasi realta territoriale invita a incrementare il
ricorso ai metodi alternativi e questo ¢ probabilmente il futuro migliore per gli animali e per le
nostre coscienze.
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MINISTERO DELLA SALUTE: RACCOMANDAZIONI
CLINICHE IN MATERIA DI IMPLANTOLOGIA ORALE

Michele Nardone
Dipartimento della prevenzione e comunicazione, Ministero della Salute, Roma

La necessita di istituire il Sistema Nazionale Linee Guida (SNLG), al quale partecipano le
Istituzioni centrali (Ministero della salute, Agenzia Italiana del Farmaco, Istituto Superiore di
Sanita), le Regioni e le Societa scientifiche, nasce dalla consapevolezza di erogare cure di buona
qualita e basate sull’evidenza scientifica piu aggiornata. Inoltre, tale necessita trova riscontro in
un momento di piu corretta allocazione delle risorse economiche dedicate alla sanita.

In questo contesto, pertanto, assumono particolare rilevanza i seguenti elementi:

— linee guida;

— protocolli diagnostico terapeutici;

— percorsi di cura.

Sono tutti strumenti di indirizzo che rappresentano 1’elaborazione di indicazioni basate sulle
evidenze scientifiche disponibili, secondo standard raccomandati e nel pieno rispetto del principio
di appropriatezza. Hanno come obiettivo quello di assistere i clinici a orientarsi nella grande
quantita di informazione scientifica oggigiorno disponibile ¢ di aiutare i pazienti a prendere
decisioni in maniera piu informata. Rappresentano, inoltre, per quanti si occupano di gestione
economica in ambito sanitario, un sistema per un piu razionale uso delle risorse economiche,
migliorando nello stesso tempo la qualita degli esiti clinici.

I1 SNLG definisce quali devono essere le priorita sanitarie ponendo particolare attenzione a
tutte quelle tematiche associate a variabilita nella pratica clinica, liste d’attesa, appropriatezza
diagnostico-terapeutica, obiettivi individuati dal Piano sanitario nazionale. Importante, infine, ¢
il riconoscimento da parte del SNLG del ruolo delle linee guida nell’aggiornamento professionale
e nella formazione continua del personale sanitario.

In pratica, per ogni patologia o percorso diagnostico terapeutico individuato come prioritario,
le linee guida sono indirizzi di comportamento clinico, ovvero raccomandazioni, che descrivono
le alternative disponibili e le relative possibilita di successo al fine di assicurare il massimo grado
di appropriatezza degli interventi, riducendo al minimo le variabilita legate alle insufficienti
conoscenze e alla soggettivita della definizione delle strategie assistenziali.

Le raccomandazioni di comportamento clinico devono essere basate su una valutazione
analitica delle evidenze scientifiche disponibili che, a sua volta, deve essere:

— sistematica, ovvero attenta alla ricerca e alla valutazione critica di tutte le informazioni
rilevanti e pertinenti;

— trasparente ed esplicita per quanto riguarda 1’interpretazione e I’attribuzione di valore alle
singole raccomandazioni;

— condivisa tra i diversi operatori sanitari e i pazienti/cittadini coinvolti.

Quest’attenzione per le regole di base per la elaborazione di raccomandazioni evidence-based
deriva non da una questione di principio, ma, soprattutto, da studi che hanno messo in luce come
i modi di conduzione e realizzazione delle conferenze di consenso o la trasparenza e il rigore
metodologico di molte linee guida esistenti prodotte da societa scientifiche, lasciano molto a
desiderare.
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Sempre nell’ottica del miglioramento dell’assistenza sanitaria, pubblica o privata che sia, il
Ministero della Salute, in collaborazione con esperti di Regioni e Province Autonome ha
provveduto, fin dal 2005, a sviluppare una sorta di “sistema di allerta” per le condizioni cliniche
e assistenziali che possono presentare un particolare rischio di errore. Obiettivo precipuo di
quanto sopra ¢ quello, tramite I’emanazione di raccomandazioni agli operatori sanitari, di
sensibilizzare gli stessi relativamente a talune procedure che possono risultare potenzialmente
pericolose e, allo stesso tempo, consigliare strumenti efficaci per mettere in atto azioni in grado
di ridurre i rischi e promuovere I’assunzione di responsabilita da parte degli operatori, il tutto con
particolare attenzione alla tutela della salute del cittadino-paziente.

In ambito odontostomatologico, sono stati predisposti, pertanto, da parte di esperti delle
numerose discipline praticate nell’ambito della professione odontoiatrica, documenti di linee
guida basate sull’evidenza scientifica e documenti di indirizzo basati sulla pratica clinica che, in
taluni casi, sono stati validati dal Consiglio Superiore di Sanita. Le linee guida nazionali emanate
sono:

— per la promozione della salute orale e la prevenzione delle patologie orali in eta adulta,
(aggiornamento 2015) (1) contenenti indicazioni univoche, condivise e basate sulle
migliori evidenze scientifiche disponibili per la prevenzione, nella popolazione adulta,
delle patologie dei tessuti duri del dente, delle malattie parodontali, dell’edentulismo e del
carcinoma orale.

— per la promozione della salute orale e la prevenzione delle patologie orali in eta evolutiva,
aggiornamento (2013) (2). Obiettivo del documento ¢ quello di offrire agli operatori
sanitari, in particolare al pediatra di libera scelta, indicazioni univoche, condivise e basate
sulle migliori evidenze scientifiche disponibili per la prevenzione di carie, gengiviti e
parodontiti, stomatiti, problemi ortopedici dei mascellari, nei bambini da zero a quattordici
anni.

— per la promozione della salute orale e la prevenzione delle patologie orali negli individui
in eta evolutiva che devono essere sottoposti a terapia chemio e/o radio (2010) (3).
Obiettivo delle linee guida ¢ offrire indicazioni univoche, condivise e basate sulle migliori
evidenze scientifiche disponibili per la prevenzione e il trattamento delle eventuali
patologie che possono insorgere nel cavo orale nei pazienti oncologici in eta evolutiva che
devono essere sottoposti a trattamenti chemio ¢ radio.

— per la prevenzione e la gestione clinica dei traumi dentali negli individui in eta evolutiva
(2012) (4). Il documento contiene raccomandazioni in materia di prevenzione, diagnosi e
cura dei traumi dentali, una delle emergenze odontoiatriche piu frequenti nel bambino.

— per la prevenzione e il trattamento odontoiatrico della sindrome delle apnee ostruttive nel
sonno (2014) (5). Il documento fornisce raccomandazioni e indicazioni per la gestione
odontoiatrica della sindrome delle apnee ostruttive nel sonno, negli individui adulti.

— per la prevenzione e il trattamento odontoiatrico del russamento e della sindrome delle
apnee ostruttive nel sonno in eta evolutiva (2016) (6). 11 documento fornisce
raccomandazioni e indicazioni per la gestione odontoiatrica del russamento e della
sindrome delle apnee ostruttive nel sonno (OSAS), negli individui in eta evolutiva.

Nell’ambito degli indirizzi di comportamento clinico, anche con il fine di allertare I’operatore
su taluni comportamenti tecnici da adottare, il Ministero della salute ha provveduto anche a
pubblicare una serie di documenti:

— Raccomandazione per la prevenzione dell osteonecrosi della mascella/mandibola da
bifosfonati (2009) (7). 1l documento fornisce indicazioni per la corretta gestione dei
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pazienti che devono iniziare o hanno gia iniziato il trattamento con bifosfonati in ambito
oncologico e che devono sottoporsi a manovre chirurgiche odontoiatriche.

— Popolazione tossicodipendente: indicazioni per la promozione della salute orale e
interventi di prevenzione e protezione (2012) (8). 1l documento fornisce indicazioni per
promuovere la salute orale, prevenire le patologie orali nei soggetti tossicodipendenti ed
evitare le infezioni occupazionali.

— Raccomandazioni cliniche in odontostomatologia (2014) (9). Trattasi di un documento che
riunisce, in un unico testo, la definizione di approcci terapeutici basati su dati scientifici, in
un quadro tecnico di riferimento professionale condiviso a livello nazionale con I’obiettivo
di tutelare la salute del cittadino paziente.

— Raccomandazioni per la promozione della salute orale, la prevenzione delle patologie
orali e la terapia odontostomatologica nei pazienti adulti con malattia neoplastica (2014)
(10). Il documento fornisce indicazioni per la gestione dei percorsi clinico-assistenziali di
prevenzione e cura delle complicanze orali nei pazienti oncologici trattati con chemio e/o
radioterapia.

— Indicazioni per la promozione della salute orale nelle scuole secondarie (2014) (11). 1l
documento fornisce indicazioni a supporto dei docenti che intendano affrontare, con gli
studenti delle scuole secondarie di secondo grado, il tema della prevenzione delle principali
patologie del cavo orale.

— Raccomandazioni per la promozione della salute orale in eta perinatale (2014) (12). 1l
documento contiene indicazioni on indicazioni volte a contribuire al miglioramento della
salute orale delle donne in gravidanza, a prevenire le malattie orali nei bambini piccoli, a
diffondere informazioni accurate e¢ a garantire 1’erogazione di appropriate cure
odontoiatriche nelle gestanti.

In particolare in questa relazione vogliamo, inoltre, approfondire le Raccomandazioni Cliniche
in odontostomatologia e pit precisamente cio che ¢ stato indicato nel campo dell’implantologia.
Nel marzo 2014 il Ministero della Salute ha pubblicato il documento dal titolo “Raccomandazioni
cliniche in odontostomatologia” (9), redatto da un ampio gruppo di esperti delle singole branche
odontoiatriche. Il documento, ai fini di una maggiore condivisione, ¢ stato revisionato dalle piu
importanti ¢ rappresentative Associazioni professionali, oltreché dalla Commissione Albo
Odontoiatri (CAO) nazionale della FNOMCeO (Federazione Nazionale degli Ordini dei Medici
Chirurghi e degli Odontoiatri), prima dell’approvazione da parte del Consiglio Superiore di
Sanita.

Il progetto “Raccomandazioni cliniche in odontostomatologia” ¢ nato con 1’obiettivo di
garantire, a tutti i cittadini, la qualita delle cure odontoiatriche specie in un momento storico nel
quale a causa di una crescente tendenza verso la riduzione generalizzata e incontrollata degli
onorari professionali, ¢ sorto il sospetto della possibilita che le prestazioni odontoiatriche
potessero essere erogate a livelli qualitativi piu bassi con conseguenti situazioni non facilmente
gestibili e potenziale danno alla salute del cittadino-paziente.

L’intento, quindi, ¢ quello di avere a disposizione, a livello nazionale, un documento di
riferimento, non solo dal punto di vista squisitamente culturale e operativo, ma anche dal punto
di vista medico legale.

I documento, contenente indicazioni sulle principali aree specialistiche
dell’odontostomatologia, affronta anche la tematica dell’implantologia orale, riportando
indicazioni formulate sulla base dell’evidenza scientifica proveniente da revisione di lavori
pubblicati su riviste di settore. In assenza di evidenza, le raccomandazioni sono state formulate
sulla base di una discussione fra gli autori e, poi, confrontate in una conferenza di consenso.
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L’implantologia orale ¢ una modalita di trattamento indicata per sostituire gli elementi dentali
mancanti o quelli a prognosi infausta (1, 3). E una terapia affidabile, con elevata percentuale di
successo, accettata dalla comunita scientifica e professionale internazionale, non scevra, tuttavia,
di complicanze che vanno tenute in adeguata considerazione ¢ opportunamente gestite (1).
Prevede 1'utilizzo di impianti dentali, “dispositivi medici” che devono possedere una specifica
certificazione che ne attesti i requisiti di sicurezza.

Prima di qualsiasi trattamento implantare, ogni clinico deve:

— verificare la presenza dell’indicazione al trattamento o di eventuali controindicazioni;

— garantire il ripristino di adeguate condizioni di salute dei denti e dei tessuti parodontali;

— effettuare un’attenta progettazione protesica;

— informare il paziente in maniera esaustiva;

— fare opportune valutazioni anamnestiche, diagnostiche e prognostiche;

— mettere in atto trattamenti preventivi e/o terapeutici capaci di ridurre il rischio di
complicanze;

— applicare un corretto protocollo clinico (1).

Le indicazioni al trattamento implantare sono:

— instabilita e/o mancanza di ritenzione di una protesi totale mobile;

— instabilita e/o mancanza di ritenzione di una protesi rimovibile;

— disagio psicologico legato alla condizione di portatore di protesi rimovibile;
— riabilitazione fissa di edentulie parziali;

— riabilitazione fissa di edentulie parziali intercalate da piu elementi;

— sostituzione di elemento/i in zona visibile;

— sostituzione di uno o piu elementi dentali non recuperabili;

— sostituzione di uno o piu elementi dentali in presenza di denti contigui sani;
— sostituzione di uno o piu elementi dentali contigui a pilastri protesici inaffidabili;
— riabilitazione fissa dell’intera arcata (1).

Le controindicazioni assolute al trattamento implantare sono:

— condizioni sistemiche del paziente che costituiscono un impedimento assoluto a ogni tipo
di procedura chirurgica orale;

— la crescita scheletrica non completata (1)

Le controindicazioni relative che possono sconsigliare la terapia implantare sono:

— condizioni cliniche e stili di vita dichiarati nell’anamnesi che comportano un rischio di
insuccesso del trattamento (es. gravi stati di dipendenza da droghe; deficit fisici e/o psichici
che impediscono o rendono molto difficoltoso eseguire corrette manovre di igiene orale
domiciliare; fumo eccessivo; parodontite non trattata o trattata senza successo);

— presenza di una cresta ossea residua (per quantita, qualita ¢ morfologia) non adatta ad
accogliere un impianto di dimensioni adeguate alle funzioni da svolgere, quando le
procedure chirurgiche per la correzione di tali condizioni anatomiche risultano non attuabili
o soggette ad alte percentuali di insuccesso o di complicanze;

— presenza di uno spazio non adeguato per la realizzazione di un manufatto protesico
morfologicamente e funzionalmente idoneo, se le procedure per modificare tale situazione
non sono attuabili o lo sono con uno sfavorevole rapporto costo/beneficio (1).

Relativamente ai tempi di guarigione ossea attorno agli impianti, le modifiche della forma e

delle caratteristiche di superficie degli impianti hanno permesso una riduzione dei tempi di
integrazione ossea e, quindi, di trattamento. Cio ben coincide con 1’obiettivo di minimizzare il
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disagio funzionale, estetico e psicologico correlato alla mancanza di uno o piu elementi dentari,
il tutto a beneficio del benessere dei pazienti (1).

In presenza di pazienti che necessitano di estrazione di un elemento dentario irrecuperabile va,
generalmente, osservato, prima del posizionamento dell’impianto, un tempo di attesa che puo
essere compreso tra 6 e 12 settimane nel caso in cui si proceda con una modalita di inserimento
implantare precoce o oltre le 12 settimane nel caso si preferisca attendere la completa guarigione
dell’alveolo post-estrattivo. In pazienti selezionati e in casi particolari ¢ possibile eseguire una
chirurgia implantare post-estrattiva immediata. Trattasi di una procedura complessa che puo
essere presa in considerazione in condizioni anatomiche, ossee e/o gengivali, ideali cosi come
deve essere eseguita da clinici esperti, specie nelle situazioni dove una particolare attenzione deve
essere rivolta alla componente estetica (settori frontali) (1).

In presenza di condizioni cliniche che compromettano la stabilita primaria degli impianti (es:
limitata qualita e quantita ossea, carico immediato) & possibile solidarizzare gli impianti tra di
loro al fine di diminuire 1’effetto delle forze dislocanti. La solidarizzazione deve essere realizzata
con metodiche affidabili e aggiornate (1).

In corso di riabilitazioni implanto-protesiche e in attesa di osteointegrazione post-inserimento
implantare, al fine di garantire un adeguato comfort estetico-funzionale, ¢ possibile utilizzare
protesi provvisorie fisse o rimovibili, diverse a seconda del tipo e dell’estensione dell’edentulia e
in linea con le esigenze del paziente (1).

Poiché ¢ necessario limitare i carichi funzionali precoci che possono mobilizzare gli impianti
durante la fase di osteointegrazione, la protesi provvisoria deve essere progettata, costruita e
utilizzata in modo da non interferire con la guarigione del sito implantare e con il processo di
osteointegrazione. A tale scopo, quando possibile, sono da preferirsi protesi provvisorie ad
appoggio dentale rispetto a soluzioni rimovibili ad appoggio mucoso (1).

Solo in casi selezionati ¢ possibile realizzare protesi provvisorie a supporto implantare, con o
senza carico funzionale, immediatamente dopo il posizionamento chirurgico degli impianti (1).

La progettazione e la realizzazione della protesi definitiva in implantologia orale rappresenta
uno dei momenti pit importanti per il conseguimento di un predicibile successo a lungo termine.
La precisione dell’interfaccia tra protesi e impianti insieme con il raggiungimento di un idoneo
schema occlusale rappresentano alcuni dei fattori fondamentali ai fini della risposta biologica e
di una favorevole prognosi a lungo termine della riabilitazione (1).

Per quanto riguarda il tipo di connessione protesi-impianto, avvitata o cementata, non esistono
dati scientifici che possano indicare differenze significative in termini di successo e
sopravvivenza protesica (1).

Una volta eseguita una riabilitazione implantare, il mantenimento in salute dei tessuti peri-
implantari e di tutto il cavo orale necessita di un corretto stile di vita, di una corretta igiene orale
domiciliare e di controlli periodici professionali (1).

Nell’ambito dei controlli periodici, oltre a rinnovare la motivazione al paziente per il
mantenimento di un buon controllo di placca, ¢ indicato il sondaggio dei tessuti peri-implantari
per rilevare I’eventuale esistenza di una patologia infettivo-infiammatoria che, quando presente,
deve essere trattata adeguatamente; analogamente ¢ indicato effettuare, periodicamente, il
controllo occlusale e, in presenza di complicanze protesiche, ¢ opportuno intervenire
precocemente. I controlli radiografici, se necessari e nel rispetto del “principio di precauzione”,
permettono di confermare la diagnosi clinica, monitorare la precisione e la stabilita della
componentistica protesica e verificare il mantenimento del livello di osso marginale (1, 4, 5).
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MATERIALI DENTALI TRA NORME,
GIURISPRUDENZA E PUBBLICITA

Maria Sofia Rini
Dipartimento di Scienze Biomediche e Neuromotorie, Scuola di Medicina, Universita degli studi di
Bologna

Le protesi e i restauri installati in un organismo (biomateriali, materiali da conservativa, ecc.)
sono elementi artificiali ed estranei che, anche nelle loro migliori realizzazioni tecniche,
conservano le caratteristiche del corpo estraneo che interagisce con 1’organismo (1, 2). Materiali
metallici nobili e non, non metallici e biologici il cui utilizzo deve rispettare le rigide regole della
tutela della salute.

Alla luce dell’attuale sensibilita dell’atto medico e odontoiatrico il crescente dilagare del
contenzioso porta alla necessita di una rivalutazione critica dell’argomento e delle obbligazioni
connesse alla realizzazione e installazione/finalizzazione di dispositivi su misura e a tutti i
ripristini orali, con riferimento specifico anche alle scelte merceologiche effettuate. Dario Betti
giustamente sostiene che “Il fondamento razionale, base della definizione degli elementi protesici
per cui un intervento medico-chirurgico o odonto-protesico pud comportare o meno
I’obbligazione di risultato, consiste nella maggiore o minore dominabilita del fattore biologico,
confrontata, con quella degli elementi tecnici che intervengono nella realizzazione del risultato
finale” (3, 4). Elementi tecnici che, nel contesto delle attuali aspettative di risultato, della necessita
costituzionalmente garantita di tutelare beni superiori quali la salute e la vita (2, 5), si scontrano
quotidianamente con aspetti pratici della professione medica e odontoiatrica, non scevri di
complicanze medico legali. Il tema della sicurezza incontra riferimenti di legge e norme che
regolamentano I’importazione e I’utilizzo dei materiali dentali (sicuri e non tossici) e prevedono
obbligatoriamente certificazioni CE, indicazioni relative alla data di produzione e scadenza,
schede tecniche, istruzioni operative e schede di sicurezza, redatte rigorosamente in lingua
italiana.

In un’epoca di medicina e odontoiatria difensiva, di contenzioso in espansione, ma anche di
pubblicita selvaggia, liberalizzazioni, strutture low-cost e medicina e odontoiatria gestite da
societa di capitale, focalizzare 1’attenzione sui materiali dentali, sulle normative di riferimento e
sulle eventuali ricadute in termini di responsabilita pare oltremodo opportuno e utile.

La tutela della salute non puo ignorare quegli aspetti che, al di 1a di qualsiasi forma di medicina
o odontoiatria difensiva, hanno portato anche il legislatore (in particolare con le leggi Balduzzi e
Gelli) (6, 7) a cercare strade di equilibrio tra la tutela di quel bene primario e le difficolta operative
e gestionali della classe medica-odontoiatrica. N¢ si possono ignorare quei principi di tutela della
parte considerata debole, il “paziente” (8). Oggi la rigidita delle classificazioni si ¢ trasformata in
uno strumento duttile che ¢ oggetto di interpretazioni e di aggiustamenti funzionali in risposta alla
peculiarita del caso concreto e delle richieste di giustizia (9).

La professione odontoiatrica negli ultimi anni ha assistito a un continuo evolversi di materiali
e tecniche, che se da un lato hanno sempre piu ridotto le possibilita di errori e complicanze,
dall’altro non hanno potuto escludere fattori di origine meccanica, merceologica e biologica in
grado di condizionare in maniera significativa gli esiti dei trattamenti. Nel contempo si € acquisita
la consapevolezza dell’importanza dello stato quo ante e dell’esistenza, nel contesto di un atto
negoziale, quale quello del contratto di cura, di obbligazioni che ricadono anche in capo ai
pazienti; obbligazioni relative a un adeguato utilizzo, a una corretta manutenzione igienica, a
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controlli periodici ecc. (co-obbligazioni) e che sono in grado di influenzare gli esiti dell’attivita
odontoiatrica.

Le aspettative di risultato oggi sono sempre piu elevate, cosi come le richieste di funzionalita
ed estetica, talora estreme, perché supportate da input pubblicitari troppo spesso molto lontani
dalla realta. Nel contempo, il decremento delle disponibilita economiche ha indotto una pletora
di offerte di prestazioni a basso costo, di offerte di “prodotto” scontato ¢ svenduto, in offerta
speciale. Anche gli aspetti piu prettamente biologici legati a tempi e modalita di guarigione
sembrano mutare nel contesto di una gestione commercialmente guidata della medicina e
dell’odontoiatria. Si € cosi posto il problema di come prestazioni a costi estremamente limitati
riescano a tutelare la salute e a offrire “prodotti” di qualita difendibile.

Tutele in materia di sicurezza non possono essere derogate e risultano recepite in tutta una
serie di disposizioni in materia di importazioni, di requisiti e caratteristiche dei materiali e dei
prodotti in circolazione sul territorio nazionale (10). Difficile ¢ il connubio tra caratteristiche
merceologiche di materiali utilizzati e utilizzabili e procedure di comprovata efficacia, riferimenti
di legge, linee guida, buona pratica, protocolli e costi limitati delle prestazioni erogate,
considerando che, anche nelle condizioni ideali, ¢ impossibile escludere in assoluto variabili ed
esiti negativi.

Laricerca biomedica si ¢ adoperata al fine di individuare materiali ¢ metodiche applicative e/o
di utilizzo sempre piu sicuri e anche, talora, a costi piu ridotti, ma non sempre con risultati efficaci.
Senza contare, poi, che le continue ricerche e innovazioni di fatto hanno prodotto e producono un
rapido “invecchiamento” con relativo condizionamento delle verifiche e delle valutazioni a
distanza (3, 11).

Tali osservazioni, tuttavia, non possono escludere i pit elementari principi di tutela e i
riferimenti e il rispetto delle norme comunitarie, nazionali e regionali (12, 13). Le normative
Europee prevedono “prodotti sicuri” e di convalidata efficacia (CE, ISO, UNI-EN ecc.), il cui
utilizzo sia conforme alle modalita d’uso previste. Le normative nazionali ne recepiscono i
principi e ne sottolineano rilevanza, anche relativamente alla forma e ai contenuti delle schede
tecniche e di sicurezza, delle dichiarazioni di conformita, ecc.

L’allegazione del mancato o erroneo adempimento della prestazione da parte del paziente,
dimostrato il contratto, sposta I’onere della prova a carico del professionista, cui spetta il compito
di liberarsi della colpa. In parole semplici il sanitario deve provare e documentare la propria
estraneita a ogni ipotesi causale di danno o inadempimento (inversione dell’onere della prova -
responsabilita contrattuale, articolo 1218 cc). L’erronea condotta o I’inadempimento, in assenza
di “danno” producono effetti negativi sul portafoglio del professionista che potrebbe dover
provvedere alla ripetizione della parcella (restituzione). Nel caso in cui dall’improprio o illecito
utilizzo di materiali e prodotti derivi “danno” al paziente, il risarcimento dello stesso potrebbe
trovare manleva totale o parziale nel contratto di polizza assicurativa (responsabilita
extracontrattuale, articolo 2043 cc). Tutela e manleva, tuttavia, che potrebbero venir meno in caso
di danni derivanti da utilizzo di materiali, dispositivi, prodotti o procedure non conformi alle
norme di legge vigenti o non commercializzabili in Italia.

I limiti dei restauri si scontrano, poi, con le aspettative indotte dagli input pubblicitari, con
parametri di funzionalita, ma soprattutto di estetica irraggiungibili. Il concetto esasperato di
estetica non sempre si sposa con la tutela della salute e con le disponibilita merceologiche e/o
economiche. La diligenza operativa esclude richieste al di fuori degli aspetti giuridici di tutela.

“Scelte di tecniche operatorie o di materiali totalmente difformi dalle regole che il consenso
della comunita scientifica e le norme di legge impongono non sono difendibili. E possibile optare
tra tecniche operatorie diverse, purché sperimentate e comunque non ripudiate” (14) a patto che
sia tutelato sempre e comunque il bene salute (15).
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E POSSIBILE DISCOSTARSI DALLE LINEE GUIDA?

Maria Sofia Rini
Dipartimento di Scienze Biomediche e Neuromotorie—Scuola di Medicina, Universita di Bologna

Premessa

Cassazione Penale a Sezioni Unite del dicembre 2017: «L’esercente la professione sanitaria
risponde, a titolo di colpa, per morte o lesioni personali derivanti dall’esercizio di attivita medico-
chirurgica, se 1’evento:

a) si ¢ verificato per colpa (anche “lieve”) da negligenza o imprudenza;

b) si & verificato per colpa (anche “lieve”) da imperizia quando il caso concreto non € regolato
dalle raccomandazioni delle linee-guida o dalle buone pratiche clinico assistenziali;

c¢) si ¢ verificato per colpa (anche “lieve”) da imperizia nella individuazione e nella scelta di
linee-guida o di buone pratiche clinico-assistenziali non adeguate alla specificita del caso
concreto;

d) si ¢ verificato per colpa “grave” da imperizia nell’esecuzione di raccomandazioni di linee-
guida o buone pratiche clinico-assistenziali adeguate, tenendo conto del grado di rischio da
gestire e delle speciali difficolta dell’atto medico» (1).

Introduzione

Quanto premesso testimonia un espresso e costante riferimento alle linee guida e alle buone
pratiche negli attuali orientamenti giurisprudenziali e nel nuovo assetto normativo in materia di
responsabilita medica e odontoiatrica, con particolare riferimento alla Legge 24/2017 (e non solo)
(2). Si ritengono, pertanto, importanti, opportuni e utili alcuni approfondimenti anche in un contesto
in cui prevalentemente ci si occupa di evoluzioni bio-tecnologiche. Nella pratica clinica quotidiana
in evidenza di esiti positivi, di norma, non si rilevano contestazioni o recriminazioni.

Diverso ¢, invece, il caso, di terapie a esito negativo, infausto o, comunque, non conforme alle
aspettative. Nonostante il ruolo di raccomandazioni non vincolanti, ma intrinsecamente legate al
caso di specie, ci si interroga in merito a quanto il rapportarsi a percorsi assistenziali
predeterminati di fatto garantisca in assoluto il professionista dai risvolti di un’eventuale
responsabilita (penale, civile, disciplinare, amministrativa, gestionale, ecc.) e, qualora ritenuto
necessario, di quanto ci si possa discostare da tali riferimenti (2-5).

Il concetto di efficacia ed efficienza di un intervento sanitario si correla a quello di qualita
della prestazione erogata, nel senso di qualita percepita e qualita concreta.

Evidentemente questo concetto deve trovare dei riferimenti in “unita di misura” rapportate o
rapportabili a valori o a tipologie di condotte medie standardizzate e scientificamente riconosciute
(evidence-based) (2). Standard che garantiscano 1’aderenza dell’intervento praticato a un livello
minimo e imprescindibile di qualita (2, 6-8). Qualita che non puo ignorare le evoluzioni
tecnologiche e metodologiche e 1’applicabilita delle stesse in termini pratici. Nella attivita clinica
quotidiana, infatti, con una certa frequenza non ci si rapporta con condizioni ideali o standard
ripetibili. Ciascun paziente ¢ unico, pur nel contesto di un generico e comune inquadramento
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nosologico, e si rapporta a una serie di condizioni e situazioni proprie del caso specifico, ovvero
intrinseche all’alea della matrice biologica (2).

Terminologia

In prima istanza ¢ opportuno necessario inquadrare la terminologia utilizzata (2, 9-11).

Con il termine “Protocolli” si definiscono modelli comportamentali attraverso la descrizione
di una successione di interventi volti al raggiungimento di un determinato obiettivo (2). Mentre
con il termine “Procedure” si descrivono sequenze dettagliate e logiche di atti al fine di uniformare
gli stessi per il raggiungimento della qualita degli effetti risultanti (insieme di azioni professionali
finalizzate all’obiettivo con efficacia ed efficienza, che nel contempo consentono Ia
riproducibilita e la trasferibilita della modalita esecutiva specifica) (2). I “Percorsi diagnostico-
terapeutici” definiscono invece la sequenza di azioni che (utilizzando linee guida, protocolli,
procedure e raccomandazioni) devono essere svolte nella gestione di uno specifico problema di
salute. Sulla base di tali percorsi si identificano le responsabilita delle diverse figure professionali
intervenute e gli standard clinici e organizzativi. Trattasi dell’iter che un paziente dovrebbe
seguire al fine di risolvere un problema di salute secondo la migliore sequenza temporale,
spaziale, procedurale sulla base delle conoscenze tecnico-scientifiche e delle risorse umane
(personale) e tecnologiche (2). Le “Linee guida” rappresentano raccomandazioni aggiornate
(indicazioni procedurali, atti di indirizzo comportamentali) in grado di orientare e assistere il
professionista nella scelta delle modalita di intervento e assistenza piu appropriate nelle specifiche
situazioni cliniche (orientare la pratica clinica quotidiana). La forza di tali raccomandazioni va da
A, pratica sostenuta dalle evidenze e dall’esperienza degli esperti, a E, pratica sconsigliata. (2). Il
Ministero della Salute ha elaborato e aggiornato una serie di raccomandazioni cliniche.

Le “Buone pratiche clinico-assistenziali” rappresentano un “distillato di esperienza,
conoscenza e buon senso” che non puo prescindere dalla diligenza e dalla prudenza inglobando
conoscenza ed etica, utili e opportune sia nella clinica quotidiana che nella ricerca scientifica (2).
Infine il “Rischio Clinico”: nella pratica clinica esistono delle probabilitd che il paziente sia
vittima di un evento avverso, che subisca un danno o un disagio (anche involontario) in relazione
alle cure cui ¢ stato sottoposto (2).

Linee guida e buone pratiche

Linee guida e buone pratiche, sebbene si prestino a letture non sempre univoche (12-14),
offrono al professionista, gravato dall’onere di difendere il proprio operato, un riferimento anche
nel contesto del rapporto e dell’eventuale contenzioso con il paziente o con la struttura (15-16).
Al professionista si chiede comunque la dimostrazione del corretto adempimento e 1’esclusione
di ipotesi di condotte causative di danno o inadempimento a lui non imputabili con riferimento a
modelli comportamentali, linee di condotta, raccomandazioni aggiornate (17-19).

Frequentemente, purtroppo, i riferimenti alle linee guida e alle buone pratiche consolidate sono
interpretati quali “limitazioni” dell’attivita del medico o dell’odontoiatra (20) o erroneamente
utilizzate nella valutazione della stessa da parte di terzi (consulenti, periti e/o giudici). In tale
prospettiva gli effetti di questi riferimenti snaturerebbero I’attivita clinica e non tutelerebbero la
salute del paziente. Linee guida e buone pratiche, infatti, diverrebbero rigide barriere costituite da
condotte predeterminate, in vista di un esercizio meccanicistico della medicina atteggiato in senso
difensivo, che potrebbe rivelarsi inutile se non addirittura dannoso. Una medicina in generale e
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una odontoiatria computerizzate all’interno delle quali non ci sarebbe posto per la “mente
pensante” del professionista né per la specificita (21) e unicita del paziente (2, 22). Di fatto
riferimenti e regole non dovrebbero rappresentare una limitazione o un ostacolo, ma dovrebbero,
una volta realizzate e costantemente aggiornate (vedi attivita del Ministero della Salute), favorire
I’attivita medica, nell’interesse della salute del paziente. Tali riferimenti si discostano dal rigido
intendimento dei divieti, la cui non ottemperanza comporta necessariamente 1’erogazione di una
sanzione (es. divieto di sosta).

L’applicazione o la mancata applicazione degli stessi deve risultare supportata da un logico
processo valutativo delle condizioni e della peculiarita del singolo paziente (individuo) alla luce
della specifica situazione. Ossia la condotta del professionista deve risultare “giustificata” da un
iter logico che ha tenuto conto del caso di specie e dell’esistenza di riferimento e regole. Nel
contesto di una valutazione retrospettiva inerente alla condotta del professionista, il sanitario deve
poter affermare di aver operato conformemente a un certo modello che vigeva all’epoca del suo
intervento o che, pur conoscendo la linea guida, condizioni di tempo, di luogo, specifiche del
paziente ne impedivano 1’applicazione o consigliavano scelte difformi.

Le raccomandazioni delle linee guida e delle buone pratiche assistenziali, scientificamente
accettabili, non possono essere applicate secondo le comuni regole del diritto ordinario. La
funzione della linea guida ¢ anche quella di rendere trasparente e tracciabile I’azione del medico.
Vi sono casi in cui il discostarsi del professionista da una certa regola implica I’assunzione, che
diviene doverosa, di un certo rischio, cosi imponendo una diligenza particolarmente qualificata.
Vi sono dei casi (non infrequenti nei diversi ambiti di cure) in cui la linea guida ¢ data per un
certo standard di astratte condizioni cliniche, che non sono quelle del paziente concretamente
trattato. Ne consegue che l’osservanza della linea guida potrebbe rappresentare di per sé
inadempimento della doverosa regola cautelare di prudenza, foriera di futuro addebito di
responsabilita professionale. Le regole delle linee guida sono prevalentemente riconducibili al
modello di perizia e, entro certi limiti, di diligenza, con riferimento a uno specifico contesto.
Mutando il contesto applicativo, evidentemente, ci si puo discostare dal riferimento (la regola non
puod, ma deve cambiare). E innegabile che nel compiere la scelta terapeutica nel terzo millennio
I’attivita clinica debba essere guidata da un riferimento che deriva dalle evidenze scientifiche e
dal loro costante evolversi.

Pertanto, regole/raccomandazioni possono e devono cambiare nel tempo per rimanere attuali.
In parole semplici manca 1’esplicitazione, la documentazione dell’iter logico che ha condotto in
quel caso specifico alla procedura terapeutica prescelta ed eseguita (2, 23). Se il medico o
I’odontoiatra deve dare la prova di essere stato adempiente, deve provare di aver assolto ai doveri
di diligenza e prudenza al momento richiesta, di aver operato una scelta corretta da un punto di
vista della perizia (si ¢ formato, si ¢ aggiornato, ha valutato il caso di specie e quindi ha scelto un
determinato farmaco, una determinata terapia o un determinato modo di eseguirla). La funzione
di indirizzo delle linee guida e delle buone pratiche si pone questa prospettiva (24). Il medico (o
I’odontoiatra) puo applicarle o ignorarle, assumendosene il rischio (2). Se le osserva sempre e
comunque si assume il rischio di una erronea o inappropriata applicazione. Se non le osserva deve
dimostrarne le ragioni logiche, assumendosene tutte le responsabilita (rispondere delle
conseguenze).

La linea guida ¢ un criterio, una direttiva che implica il potere discrezionale del medico e
dell’odontoiatra nel momento in cui agisce (2, 25-26). In tutti i casi il professionista ha la
responsabilita della propria scelta proiettandola anche sulle sue conseguenze (2). In alcuni casi ¢
opportuno seguire la linea guida perché ¢ espressione della statistica (in un certo numero di casi
hanno dato buone prove). In altri casi non essendo il modello conforme al dato statistico sulla
base del quale ¢ stata redatta la linea guida non deve essere seguita.
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Le linee guida e le buone pratiche devono essere intese nel modo corretto: raccomandazioni
alle quali occorre porre confronto critico e iter logico. Non ci si deve, adagiarsi su di esse. La
scelta ¢ a discrezione del medico che opera con la consapevolezza del riferimento statistico e
scientifico, in un contesto che non puo prescindere da principi di etica clinica, nella prospettiva
di maggiore tutela dei vulnerabili (25-28).

I riferimenti alle linee guida e alle buone pratiche (regole, prassi, ecc.) riportato nel recente
dispositivo di legge (Legge 24/2017) rappresenta di fatto una grande novita sul quale portare un
elevato grado di attenzione.

Valutazione dell’operato del medico o dell’odontoiatra

La salute generale e orale contribuisce al benessere di ciascun individuo (27-29). Anche
I’assenza di un’idonea condizione di salute orale puo determinare dolore, sofferenza, invalidita e
scadimento delle condizioni generali di un individuo. L’idoneo ripristino di una condizione di
salute ¢ frutto di scelte progettuali, procedurali, comportamentali ¢ realizzative in linea con le
condizioni fisiche, economiche e sociali dell’individuo e con comportamenti clinici di
comprovata ed evidente efficacia e qualita (linee guida e buone pratiche), se e quando applicabili
al soggetto, ¢ al caso di specie, in relazione agli obiettivi e alle priorita locali (28).

Non sempre le condizioni fisiche, economiche e sociali dell’individuo trovano riscontro
specifico con comportamenti clinici di comprovata ed evidente efficacia e qualita, ossia con linee
guida e raccomandazioni standardizzate. Non sempre si pongono quelle condizioni di ripetitivita
di situazioni e soluzioni. Talora addirittura si sovrappongono “condizioni e premesse” tanto da
non trovare riferimenti clinicamente applicabili in alcuna linea guida (linee guida inesistenti) (2)
o da raffrontarsi con tipologie di pazienti non descritte negli standard di riferimento (2-30). I
suddetti riferimenti, infatti, in un’ottica di “qualita e sicurezza delle cure” (19, 31-32) possono
non risultare sufficienti. L’individualita della scienza e coscienza, 1’esperienza maturata assieme
al confronto critico con colleghi di comprovata esperienza ¢ buon senso, che di norma non
garantirebbero obiettivita, completezza, efficacia e sicurezza della specifica condotta terapeutica
(2, 30), intervengono in tali evenienze e nel caso di specie ad affiancare, nel contesto di “una
buona pratica clinica” gli standard raccomandati (33-35).

Nel contesto della valutazione della condotta professionale del sanitario sono gli stessi medici
o odontoiatri a portare le linee guida e le buone pratiche nei processi. Il Consulente tecnico svolge
una funzione fondamentale e si assume un’enorme responsabilita perché indica al Giudice la
conoscenza nel contesto di una disciplina diversa da quella giuridica.

La sentenza ¢ compito del Giudice, ma il tecnico gli indica, rispondendo a un quesito che si
auspica essere stato correttamente formulato, a dire se una determinata terapia sia stata eseguita
correttamente. Il consulente specialista deve costruire un ragionamento che sia convincente e si
sintetizzi, in poche chiare espressioni o pareri, la base sulla quale il Giudice traduce 1’accaduto o
i postumi, per esempio, in punti di invalidita, in quantum risarcitori, o in esclusione di colpa.

11 consulente tecnico deve ricostruire quel certo percorso logico che ha portato a determinate
scelte. Percorso fondato sulle regole dell’arte, che assomigliano a quelle linee guida e a quelle
buone pratiche piu facili da individuare e sintetizzare per un addetto ai lavori, per un tecnico
specialista in quell’arte e in quella pratica.

Il compito del consulente ¢ di mettere a confronto quello che ¢ stato fatto con quello che
astrattamente verrebbe richiesto secondo un certo standard e, sulla base di tale rapporto, valutare
se la condotta sia stata conforme o meno. In caso di conformita, il medico o 1’odontoiatra ¢ stato
perito, in caso di difformita il consulente dovra indicare se il professionista sia stato inadempiente.
Prima di arrivare a tale drastica conclusione € necessario eseguire un ulteriore accertamento, ossia

29



Rapporti ISTISAN 20/28

occorre verificare se lo standard di riferimento sia davvero comparabile con la situazione
analizzata (36).

Lo strumento delle linee guida deve essere, in ogni caso, considerato alla luce del relativo
valore del sistema di conoscenze legato al momento storico della loro elaborazione e del fatto
che, per la scienza (arte) medica, le leggi esplicative hanno prevalentemente carattere statistico e
solo raramente universale. Nel caso di linee guida tra loro contrastanti, la scelta riguardo quella
piu affidabile per la valutazione di eventuali responsabilita, ai sensi dell’articolo 40 (comma 2)
c.p., spetta inevitabilmente al giudice (su suggerimento dei periti), con la precisazione che tuttavia
non puo trattarsi di una scelta ad libitum ma improntata sulla base del loro diverso grado di
evidenza scientifica (37, 38).

La prudenza, che pur s’impone nel giudizio retrospettivo in tema di responsabilita, richiede
comungque I’adozione di tale strumento di verifica che, pur non essendo perfetto, puo¢ guidare con
un sufficiente margine di affidabilita nell’accertamento dell’esistenza del cosiddetto potere
scientifico di impedire I’evento (39). Solo in questi termini deve essere interpretata la natura di
leges artis delle conoscenze e della prassi medica (EBM), intendendosi per /eges non gia delle
vere e proprie leggi da cui desumere inderogabili norme di condotta, bensi orientamenti dotati di
vario grado di validita in accordo con I’autentica natura dell’arte medica (40, 41).

In parole semplici si puo desumere che le linee guida rappresentano importanti e utili strumenti
per la codificazione temporanea di condotte diagnostiche e terapeutiche, con carattere
d’orientamento ¢ non di tassativita assoluta; in questo contesto va applicato il principio della
personalizzazione dei trattamenti medico-chirurgici e proprio la deroga a quest’esigenza, anzi,
puo costituire, in non pochi casi, una violazione colposa da parte del medico delle regole generali
di diligenza e prudenza (42).

Quanto fino a ora espresso ¢ il vero tema delle linee guida e delle buone pratiche che a volte
devono essere osservate, ma dalle quali talora occorre discostarsi, perché il contesto applicativo
assistenziale “attuale” non consente altrimenti. Dottrina e giurisprudenza piu remota (sentenza
della Corte Costituzionale 282 del 26 giugno 2002, la quale afferma: «salvo che entrino in gioco
diritti o doveri costituzionali non ¢ di norma il legislatore a dover stabilire direttamente e
specificatamente quali siano le pratiche terapeutiche ammesse, con quali limiti e a quali
condizioni [...] poiché la pratica dell’arte medica si fonda sulle acquisizioni scientifiche e
sperimentali, che sono in continua evoluzione, la regola di fondo in questa materia & costituita
dall’autonomia e dalla responsabilita del medico, che, sempre con il consenso del paziente, opera
le scelte professionali basandosi sullo stato delle conoscenze a disposizione») (44) e recente
(sentenza Cassazione sez. v 1873/2010, disponibile all’indirizzo:
https://archiviodpc.dirittopenaleuomo.org/upload/Cassazione%20linee%20guida%20medico.pdf
) (45) non mancano di sottolineare quest’appello alla coscienza critica ed etica del professionista
sanitario piu accorto, che ancora una volta costituisce 1’unico e solido baluardo contro 1’attuale
deriva di medicina difensiva (46) https://archiviodpc.dirittopenaleuomo.org/d/549-la-colpa-
medica-non-solo-linee-guida (Corte di Cassazione, Sezioni Unite, udienza del 21/12/201,
sentenza 10952/2017).

Spettano al clinico il processo critico di scelta e 1’annotazione/documentazione diligente di
ogni risoluzione prescelta. Il medico legale o 1’odontoiatra legale, invece, esperto della disciplina,
porta all’interno del processo e del contendere, i riferimenti alle regole di perizia, prudenza e
diligenza, che costituiranno elementi di prova all’interno del processo, che concorreranno,
presupposti essenziali, a formare 1’assolvimento dell’onere della prova e che saranno gli elementi
che legittimera il Giudice a prendere le sue decisioni. Nel fare questo il medico/odontoiatra legale,
nelle vesti di CTU (Consulente Tecnico d’Ufficio), non ¢ solo. Le parti attraverso i propri legali
e 1 propri consulenti dovranno riuscire a portare dentro elementi di prova utili.
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Conclusioni

Le linee guida rappresentano importanti e utili strumenti per la codificazione temporanea di
condotte diagnostiche; esse non escludono ’opzione e I’autonomia delle scelte all’interno dei
metodi diagnostici e terapeutici accreditati dalla scienza medica; le linee guida e le buone pratiche
non sono diritto positivo e non escludono un sano buon senso correlato al caso specifico, che evita
la deriva di medicina difensiva. Certamente utili, esse vanno apprezzate per quello che
rappresentano (“raccomandazioni”), punto di partenza per la scelta del clinico, in vista del
migliore interesse del paziente. Qualsiasi sia la scelta terapeutica o diagnostica, ciascun
professionista ne deve tener conto, osservandole o discostandosene, in ogni caso in maniera
motivata.

La Suprema Corte in ordine alle linee guida ammonisce circa la necessaria protezione di beni
preziosi e diritti fondamentali della persona: «non, dunque, norme regolamentari che specificano
quelle ordinarie senza potervi derogare, ma regole cautelari valide solo se adeguate rispetto
all’obiettivo della migliore cura per lo specifico caso del paziente e implicanti, in ipotesi contraria,
il dovere, da parte di tutta la catena degli operatori sanitari concretamente implicati, di
discostarsene».

La  sentenza della  Corte  Costituzionale 282 del 26  giugno 2002
(https://www.cortecostituzionale.it/actionSchedaPronuncia.do?anno=2002 &numero=282)
afferma: «salvo che entrino in gioco diritti o doveri costituzionali non ¢ di norma il legislatore a
dover stabilire direttamente e specificatamente quali siano le pratiche terapeutiche ammesse, con
quali limiti e a quali condizioni [...] poiché la pratica dell’arte medica si fonda sulle acquisizioni
scientifiche e sperimentali, che sono in continua evoluzione, la regola di fondo in questa materia
¢ costituita dall’autonomia e dalla responsabilita del medico, che, sempre con il consenso del
paziente, opera le scelte professionali basandosi sullo stato delle conoscenze a disposizioney.
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TECNOLOGIE INNOVATIVE E L’ETICA

Paola Meli
Centro Nazionale Tecnologie Innovative in Sanita Pubblica, Istituto Superiore di Sanita, Roma

L’innovazione tecnologica, supportata dal progresso della bioingegneria, ha notevolmente
modificato 1’approccio diagnostico e terapeutico e riabilitativo offrendo numerose e variegate
possibilita di gestione della malattia. Le tecnologie sanitarie ovvero: le attrezzature sanitarie, i
dispositivi medici, farmaci, sino alle procedure mediche e chirurgiche nonché i percorsi
assistenziali nei quali viene erogata assistenza sanitaria, rappresentano un settore molto ampio
riferendosi a tutte le applicazioni pratiche della conoscenza che vengono utilizzate per
promuovere la salute, prevenire, diagnosticare e curare le malattie.

Affinché le nuove tecnologie, cosi come le nuove applicazioni di tecnologie gia esistenti in
Sanita, possano consentire all’SSN di mantenere il suo carattere di universalita, garantendo a tutta
la popolazione I’erogazione di prestazioni innovative efficaci e appropriate € necessario disporre
di strumenti e metodologie che consentano di valutare attentamente la loro sicurezza i possibili
rischi presenti e futuri.

E altresi necessario garantire un’equa allocazione delle risorse, nel rispetto di precisi vincoli
economici soprattutto in un momento in cui si ¢ spesso costretti a fare delle scelte ovvero a
stabilire delle priorita.

L’allocazione delle risorse, sia la macro che la micro-allocazione, ¢ argomento di notevole
rilevanza dal punto di vista etico che nel rispetto dei principi di “giustizia, bonta e imparzialita “si
pone l’obiettivo di non introdurre possibili elementi di disuguaglianza e discriminazione di
accesso alle cure. Si parla di efficiente allocazione delle risorse quando il valore prodotto
dall’investimento in una “opportunita” risulta maggiore del valore che sarebbe prodotto da
“opportunita” alternative gia disponibili. Poiché le tecnologie innovative ipotizzano maggiori
benefici rispetto alla pratica corrente, si rende necessario evidenziare i margini di miglioramento
offerti dalla tecnologia sulla pratica assistenziale o clinica.

Particolare attenzione deve essere posta nel decidere il livello di rischio che si € disposti ad
accettare quando si investe in una innovazione che, per sua stessa natura, ¢ accompagnata da un
certo grado di incertezza, soprattutto in un momento come quello attuale dove la scarsita delle
risorse disponibili impone la scelta di priorita per garantire un equo accesso alla tutela della salute
pubblica.

Kalipso Chalkidou (1), direttore del Global Health Policy (GHP), sintetizza il rischio legato
all’innovazione in due categorie:

— rischio di adottare un’innovazione che in futuro non si rivelera efficace quanto ipotizzato,

con conseguente dispendio di risorse;

— rischio di non adottare un’innovazione che in futuro si rivelera utile, con conseguente

perdita di salute.

La valutazione delle tecnologie sanitarie ¢ proprio la complessiva e sistematica valutazione
multidisciplinare delle conseguenze assistenziali, economiche, sociali ed etiche provocate in
modo diretto e indiretto, nel breve e nel lungo periodo, dalle tecnologie sanitarie esistenti e da
quelle di nuova introduzione.

Le tecnologie innovative richiedono talvolta costi elevati che ¢ opportuno sostenere solo dopo
avere considerato i reali benefici attraverso percorsi di valutazione che oltre alle caratteristiche
tecniche, sicurezza, efficacia clinica, costo-efficacia, includano anche le implicazioni e le ricadute
sociali, legali e etiche.
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Per evitare di introdurre nuove e complesse tecnologie i cui benefici/rischi possono non essere
del tutto noti e per consentire un utilizzo appropriato ¢ necessario disporre di competenze
multidisciplinari che sappiano coniugare il sapere scientifico con quello umanistico ispirandosi a
forti principi etici e deontologici.

In assenza di principi capaci di guidare le scelte di chi ha la responsabilita di prendersi cura
della persona le nuove tecnologie potrebbero porre il rischio di minacciare I’equita di accesso alle
cure ed ¢ in questa ottica che si inserisce la riflessione bioetica.

E cosi lecito parlare di etica applicata alle tecnologie innovative, un’etica che deve coniugare
I’equa allocazione delle risorse con principi quali giustizia ovvero la priorita tra le cure necessarie
e doverose per ogni malato, responsabilita, beneficienza rispettando contemporaneamente il
principio di autonomia.

Il principio della beneficita dei trattamenti medici, esige la sistematica valutazione dei rischi e
dei benefici in maniera tale che i rischi siano adeguatamente giustificati dai benefici attesi (2).

Il principio di giustizia fonda 1’obbligo di una giusta distribuzione dei benefici, dei rischi e dei
costi nell’erogazione delle risorse sanitarie al fine di evitare discriminazioni (3).

La riflessione bioetica, sollecita I’impegno a riflettere, ragionare e confrontarsi sui benefici e
sui limiti di queste opportunita.

Agli inizi degli anni settanta compare per la prima volta 1’'uso del termine “bioetica”. Una
prima definizione della Bioetica ci viene data dalla Encyclopedia of Bioethics, una prima edizione
del 1978 curata da Wilhelm T. Reich. Essa recita cosi: “studio sistematico della condotta umana
nell’ambito delle scienze della vita e della salute esaminata alla Iuce di valori e di principi morali”.
A coglierne il messaggio profondo fu I’oncologo Van Rensselaer Potter, nell’articolo “The
science of survival” (1970) e con il saggio “Bioethics: bridge to the future” (1971).

Nell’edizione del 1995, Reich da alla definizione di bioetica una maggiore ampiezza,
definendola come “lo studio sistematico delle dimensioni morali — inclusa la visione morale, le
decisioni, la condotta, le linee guida ecc. — delle scienze della vita e della salute, con I’'impiego di
una varieta di metodologie etiche in una impostazione interdisciplinare”.

La medicina rigenerativa, I’ingegneria dei tessuti rappresentano la nuova frontiera della
biomedicina, con ’obiettivo di riparare o sostituire muscoli, ossa e cartilagini danneggiati da
malattie, traumi o anche dal normale processo di invecchiamento. I vantaggi includono
I’invecchiamento sano con una riduzione delle spese sanitarie e dei costi socio-economici. La
tecnoetica, settore di studi che si occupa del rapporto fra etica e tecnologia, ovvero del “ruolo che
hanno i valori nella scelta, nell’utilizzazione e nella diffusione delle tecnologie (Treccani)”
permette di esaminare, comprendere e implementare la trasformazione che segue all’applicazione
delle tecnologie innovative in sanita.

L’etica applicata alle tecnologie innovative contribuira a far si che le numerose possibilita
disponibili nel settore sanitario potranno essere efficacemente utilizzate sia por contrastare gli
effetti del fisiologico invecchiamento della popolazione, sia per migliorare le procedure
diagnostiche e terapeutiche.
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TECNOLOGIE INNOVATIVE E PRATICA QUOTIDIANA:
ASPETTI ETICI E MEDICO LEGALI

Maria Sofia Rini
Dipartimento di Scienze Biomediche e Neuromotorie, Scuola di Medicina, Universita degli studi
di Bologna

Le recenti acquisizioni tecnologiche, i sofisticati sistemi di diagnostica per immagini, le
innovazioni in ambito di materiali e le metodiche di approccio clinico e sperimentale hanno aperto
nuove prospettive e creano i presupposti per nuove aspettative.

Prospettive e aspettative che impattano sulla valutazione e sulla percezione dell’attivita medica
e odontoiatrica (qualita percepita) e producono importanti ricadute in ambito medico-legale e
(qualita reale) soprattutto nel contesto della valutazione dell’insuccesso clinico.

I criteri di riferimento valutativo medico-legale sostanzialmente non sono cambiati nel tempo,
cosi come i principi di responsabilita aquiliana o extra-contrattuale e contrattuale. 11 contesto
clinico e la societa, invece hanno subito grandi mutamenti. Mutamenti costanti e continui che
influenzano richieste e aspettative, possibilita economiche e di usufruire di quei nuovi mezzi che
lo sviluppo delle scienze e delle tecniche produce a vantaggio del bene Salute.

Clinici, ricercatori e cittadini identificano il velocissimo processo di innovazione tecnologica
in atto con possibilitd incondizionate e infallibili di successo, di guarigione, di risoluzione
aprioristica di problematiche, non solo sanitarie, ma anche estetiche e relazionali (ricadute sociali
dell’apparire).

L’odontoiatria, branca da sempre esclusa dai livelli essenziali di assistenza e contestualizzata
ai margini della Medicina Tradizionale, quasi esclusa dai valori terapeutici, ha assorbito
aspettative spesso estranee alla sua reale essenza clinica e funzionale.

Un concetto di branca accessoria, esclusa completamente o quasi dall’SSN (Servizio Sanitario
Nazionale), che ha modificato le sue essenze, almeno per quanto globalmente percepito anche
attraverso il messaggio pubblicitario e che ha assunto nel tempo grandi valenze estetiche,
associate ad aspetti commerciali e di garanzie, impropri in un contesto medico.

L’operato del professionista si scontra quotidianamente tra aspetti etici e deontologici,
conoscenze € progresso scientifico e ricadute medico-legali in caso di insuccesso reale o
percepito.

Gia da tempo I’OMS (Organizzazione Mondiale della Sanita) ha esteso il concetto di Salute,
identificandolo in uno stato di completo benessere fisico, mentale e sociale, non limitandolo alla
semplice assenza di stato di malattia o infermita. Salute psico-fisica, mentale e sociale che
coinvolge sempre piu prepotentemente il benessere globale dell’individuo attraverso beni diversi,
piu ampi, come pace, cibo, istruzione, reddito, bellezza e prestanza fisica, ecc. Beni e aspettative
che in odontoiatria arrivano a superare il limite del funzionale, il limite della malattia e della
necessita di cura, ma che inglobano un concetto di wellness e di bellezza indipendenti dalla
sussistenza o dal superamento della malattia o dell’infermita.

Oggi star bene non ¢ solo cercare di risolvere o migliorare una condizione di malattia, uno
stato patologico, ma significa anche apparire. Il quadro si complica se si considera che molti
fattori influenzano lo star bene. Fattori legati alle possibilita di intervento, come, per esempio, le
nuove tecnologie, e al supporto umano (compliance — co-responsabilita) alla biologia e alla
fisiologia. Fattori che non agiscono autonomamente, ma interferiscono vicendevolmente e si
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rapportano a entita non sempre controllabili e prevedibili in senso assoluto: la biologia, il singolo
individuo, il caso di specie, la reattivita individuale, la possibilita di insuccesso.

L’innovazione tecnologica ci ha aperto e continua progressivamente ad aprirci nuove strade e
nuove possibilitd, ma esistono ancora dei limiti, non superabili al momento, non facili da
accettare, ma presenti. Limiti nella ricerca, nella sperimentazione, nella clinica.

Il concetto di Salute, diritto umano e grande risorsa, pertanto, si identifica ancora oggi in
aspirazioni, bisogni, necessita, di tutela che non sempre ¢ possibile ottenere, anche con le piu
sofisticate tecnologie. Le nuove tecnologie, tuttavia, riducendo e controllando le possibilita di
errore amplificano da un lato le aspettative e, dall’altro, le necessita di cautela, prudenza,
conoscenza di informativa di coloro che delle stesse usufruiscono.

Nel mondo dell’immaginario collettivo tutto ¢ semplice e meccanico. La vendita di Salute on
line o sui cartelloni pubblicitari, magari a costi irrisori, esclude la possibilita di insuccessi o di
costi elevati. Pubblicita ingannevole, non etica, ma pregnante.

Il rapporto tra possibilita tecnologiche ed esiti si sfalda alla luce di consensi viziati, di
informative incomplete e troppo semplicistiche. Un’informazione che corre dalla cartellonistica
stradale a Internet, a Facebook, a Istagram e che perde il senso del caso concreto e della veridicita
scientifica. Informativa che dovrebbe fornire inquadramenti e risposte esaustivi, corretti ed etici,
partendo da dati anamnestici e diagnostici concreti.

L’Unione Nazionale Medico Scientifica di Informazione (UNAMSI) nel 2017 ha rivelato
come 1’88% dei pazienti, dei quali il 22,7% ultra-sessantacinquenni, assuma informazioni
sanitarie da Internet, fermandosi nel 44% dei casi alla prima pagina proposta dal motore di ricerca
(per cui ¢ stato coniato il termine “Infernet”). Le stesse necessita di salute appaiono mutate, cosi
come le richieste avanzate e le aspettative.

Implantologia, tecniche rigenerative e ricostruttive avanzate, nuovi materiali, anni di studi e
di ricerche sminuiti e rapportati a sbiancamenti, piercing, brillantini, ecc. Nessuna differenza,
stesse richieste di garanzie. Esigenze e aspettative spesso irrealistiche fonte di lite e contenzioso.
Liti e contenziosi non necessariamente conseguenti a errori tecnici o a inidoneita di risultati, ma
a errori comunicativi, ad aspettative non soddisfatte. Nasce, cosi, I’esigenza di superare il mero
dato commerciale, supportando 1’iniziativa informativa del singolo professionista (informativa
corretta, idonea ed etica) e veicolando la ricerca informativa del cittadino verso fonti ufficiali,
controllate, affidabili come Universita, Ministero della Salute, Istituto Superiore di Sanita.

L’odontoiatria racchiude in sé profondi significati psicologici, legati ad aspetti estetici,
relazionali, oltre che economici, che coinvolgono etica e deontologia.

Oggi le esigenze clinico-funzionali sono variate e la richiesta di prestazioni si associa a elevate
aspettative estetiche.

Aspettative estetiche che si scontrano con una percezione non sempre condivisa e universale
di bellezza e che deve tener conto di substrati sociali e culturali diversi, in un contesto socio-
sanitario sempre piu fragile.

Le necessita di tutela della salute, tuttavia, restano. Necessita che devono tener
normativamente conto delle innovazioni e dell’obbligo per un professionista della sanita, quale
ciascun medico chirurgo e/o medico odontoiatra, di aggiornarsi in materia di nuove acquisizioni
medico-scientifiche (Decreto Legislativo 502 del 30 dicembre1992, articolo 16-bis e 16 ter).

Nuove possibilita e nuovi traguardi, quindi, passano attraverso la conoscenza, le evidenze
scientifiche convalidate e la corretta applicazione e trovano, attraverso un etico assolvimento
dell’obbligo informativo, possibilita di condivisione con il paziente. Condivisione di rischi e
benefici, limiti e possibilita di grandi traguardi attraverso 1’applicazione pratica dei frutti di un
iter di ricerca in continua veloce evoluzione. Limiti e rischi da superare e rimuovere, ma che,
comungque, intervengono a condizionare ’attivita quotidiana e la stessa ricerca.
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L’innovazione tecnologica ha permesso la riduzione dei limiti individuali. Tecnologie
innovative, nanotecnologie, misure, riferimenti e dati documentali sempre piu precisi, sempre piu
piccoli, ci hanno aiutato a superare tanti ostacoli, ma non siamo ancora al capolinea. Nonostante
la constante e progressiva portata innovativa, non ¢ possibile escludere aspetti semeiotici di
diagnosi (sguardo al passato per un ritorno al futuro) che si completano e si integrano con le nuove
possibilita tecnologiche. Un medico, un odontoiatra che usa I’innovazione e non si fa usare. Un
cittadino paziente che collabora e condivide rischi, scelte ed esiti. Un iter applicativo, realizzativo
e di verifica di grosso impatto anche sul mondo biologico e sulla reattivita individuale, senza false
promesse o falsi miti. I concetti di difesa e tutela dell’atto clinico, sia per chi lo pratica, sia per
chi lo riceve, anche in odontoiatria, passano attraverso la conoscenza delle dinamiche, delle forme
e dei materiali da scegliere in funzione del “singolo individuo” (su/di misura): anatomia,
fisiologia, biologia, chimica, fisica, meccanica, merceologia ecc. Tanto pitl una microtecnologia
¢ avanzata, tanto piu necessita di contestualizzazione, di personalizzazione e verifiche. Richieste
e aspettative devono trovare riscontro nell’accettazione della possibilita di questi limiti, che
influenzano guarigione ed estetica. Oggi ¢ possibile avere aspettative elevate, ma tali aspettative
devono risultare adeguatamente condivise con il paziente attraverso una necessita di consenso che
parte da una corretta e adeguata informazione personalizzata. Informativa eticamente idonea a
produrre un consenso privo di vizi. Una condivisione scevra di false aspettative o di possibilita di
fraintendimenti o fonte di insoddisfazione futura e terreno fertile per contenziosi che, troppo
spesso, vedono 1’Odontoiatra soccombere. Condivisione documentata, chiara semplice corretta.

Non casuali, pertanto, appaiono i riferimenti al “caso concreto” ¢ “al caso di specie” contenuti
nella Legge Gelli, nelle Raccomandazioni in Odontostomatologia e ancor prima nella Legge
Balduzzi. Il riferimento alla “sicurezza delle cure”, contenuto nel titolo dalla legge 24 marzo 2017,
racchiude in sé riferimenti a possibilita terapeutiche in cui le nuove tecnologie rappresentano una
porta aperta sul futuro. Ulteriori opportunita sulla base di concreti elementi di tutela: indicazioni,
appropriatezza, riferimenti scientifici condivisi, tempi di verifica, idoneita realizzativa, caso di
specie, ecc. Elementi che non escludono rischi o eventi indesiderati, ma che concretizzano una
riduzione delle possibilita di accadimento.

Nascono, tuttavia, nuovi problemi, nuovi imprevisti e, mentre la scienza continua ad avanzare,
nella pratica quotidiana si continua a confrontare e verificare oggetti velocemente sempre piu
diversi. Il cittadino/paziente deve essere reso edotto anche di questo (informativa e consenso),
oltrepassando i limiti del ben e correttamente operare, attraverso un rapporto relazionale (che
comunque assume aspetti contrattuali) che amplifica le responsabilita del professionista. Dalla
sperimentazione alla clinica: 1’etica consiglia condotte prudenti, la norma impone regole precise
e scelte condivise, il buon senso consiglia appropriatezza e verifiche. La clinica non puo ignorare
restrizioni e riferimenti scientifici. La norma deve tener conto del caso di specie e delle eventuali
giustifiche documentate (prima dell’evento indesiderato o comunque difforme dalle aspettative).
Il buon senso deve condurre a un a corretta gestione dell’eventuale insuccesso. La tutela della
Salute e il controllo del contenzioso passano da tutto questo.

Tecnologie, biomateriali, metodiche innovative, elementi artificiali e, comunque, estranei
all’organismo, si scontrano inevitabilmente con la biologia ¢ non sempre gli esiti sono
meccanicamente determinabili. Alte/altissime probabilita di successo si incontrano e scontrano
con le reali aspettative ed esigenze del paziente e con le concrete possibilita realizzative. Norme
e requisiti di sicurezza devono essere rispettati e documentati nel contesto di sistemi di qualita,
dove nulla ¢ lasciato al caso, dove non si fanno deroghe ¢ compromessi, ma dove, comunque, in
particolar modo nel mondo medico-odontoiatrico non si possono promettere risultati certi, anche
se ci si impegna a raggiungerli. Ogni promessa ¢ debito, debito che, qualora non assolto o assolto
in maniera incompleta o inadeguata, nel contesto di una responsabilita contrattuale in caso di
insoddisfazione incide direttamente sulle tasche del professionista. Farsi carico delle proprie
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azioni e degli esiti delle stesse, rispondere delle proprie conoscenze e abilita tecniche, delle
possibilita e dei limiti intrinseci a ogni scelta terapeutica prima, dopo e durante I’intervento € un
dato etico /comportamentale che va oltre le facili promesse di risultato. Rappresenta una concreta
obbligazione di professionalita e di etica che come tale deve essere prospettato € comunicato al
cittadino/paziente. Rappresenta una tutela del cittadino e del professionista ben oltre alle concrete
possibilita realizzative e a qualsivoglia garanzia. Piu avanzate sono le tecnologie applicate, piu
alti saranno i costi, piu alte saranno le aspettative ¢ le obbligazioni assunte dal professionista, piu
attento e puntuale dovra essere la condivisione informata, senza ignorare restrizioni normative e
riferimenti scientifici. L etica consiglia, la norma impone. La tutela della salute del paziente non
ammette deroghe e saldi di fine stagione o applicazioni inappropriate.

L’eccessivo ricorso nella pratica quotidiana all’innovazione tecnologica ha aperto un nuovo
problema di dubbia eticita e fonte di riscontro di condotte inidonee e di riconoscimento di colpa
medico-odontoiatrica: il Dental Quackery. Si tratta dell’individuazione fraudolenta, mediante
cosiddette tecniche d’avanguardia, di necessita terapeutiche inesistenti, supportate dal ricorso a
tecnologie super-innovative. Si tratta talora di tecniche anche di provata efficacia, ma utilizzate a
fini fraudolenti per interventi non necessari, inappropriati, inutili ma costosi, proposti a meri fini
di lucro. Interventi talora solo inutili € non invasivi, ma in alcuni casi fonte di alterazioni e lesioni
irreversibili. In ogni caso si ravvedono gli estremi per il riconoscimento di condotte professionali
colpose.
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BIOMATERIALI INNOVATIVI, BIOCOMPATIBILI
E BIOMIMETICI IN MEDICINA RIGENERATIVA
DEL TESSUTO OSSEO

Marco Tatullo
Tecnologica Research Institute, Biomedical Section, Crotone

I biomateriali sono una delle tre principali componenti della medicina rigenerativa, unitamente
alla componente cellulare, principalmente di tipo mesenchimale staminale, e ai diversi fattori di
crescita con azione induttiva verso processi proliferativi o differenziativi. I biomateriali
indubbiamente svolgono oggi un ruolo fondamentale nella medicina riparativa/rigenerativa,
ponendosi come “impalcatura”, tecnicamente scaffold, per creare quell’humus rigenerativo che
supera i limiti del difetto critico; in alternativa, i biomateriali sono veri e propri impianti, con una
loro permanenza in situ, con proprieta differenti e dipendenti da innumerevoli fattori locali e
sistemici. | biomateriali possono essere naturali o sintetici e vengono utilizzati in applicazioni
mediche per supportare, migliorare o sostituire il tessuto danneggiato o in supporto a una specifica
funzione biologica (1). I moderni biomateriali combinano in una singola struttura le tecnologie di
bioingegneria, di medicina, di biologia cellulare, di fisica e di chimica pertanto si tratta di strutture
la cui complessita ¢ andata nel tempo sempre pit acuendosi e perfezionandosi. Il filone di ricerca
sui biomateriali ¢ cresciuto significativamente nell’ultimo decennio grazie alle recenti scoperte
nell’ingegneria dei tessuti, nella medicina rigenerativa e nella protesica multiorgano. Metalli,
ceramiche, plastica, vetro e persino costrutti cellulari o tessuti decellularizzati possono essere
utilizzati per creare un biomateriale. Possono avere forme semplici o complesse, geometrie
adattative, retro-ingegnerizzate, morfologie ottenute con stampanti o lavorate in modo manuale,
possono essere con una texture superficiale semplice o complessa, con rivestimenti di fibre, di
film, di schiume o di composti chimici a legame variabile. L’enorme e mutevole variabilita che
caratterizza questi biomateriali, li rende adatti a fungere da supporto in quasi ogni settore della
medicina, diventando protagonisti nella protesica con la creazione di valvole cardiache o protesi
d’anca, possono essere usati in implantologia dentale o nella creazione di lenti a contatto. In
definitiva, i biomateriali sono la soluzione a molte delle richieste che un organismo danneggiato
richiede nelle differenti fasi di riparazione e rigenerazione (2).

Che dall’osservazione della natura si possano trarre nuovi spunti per realizzazioni innovative
ed ecosostenibili, ¢ un fatto abbastanza risaputo. L’'uomo e la natura sono sempre stati
interconnessi, 1’'uomo ha sempre imparato dalla natura; Il termine “Biomimetismo”
(biomimicking) indica il ripetere artificialmente alcuni processi o prodotti naturalmente
disponibili in piante, minerali, animali o fenomeni naturali: “mimando” i meccanismi che
governano la natura, si possono trovare sorprendenti risposte anche a complessi dilemmi biologici
e ingegneristici.

Il biomimetismo nasce come branca della tecnologia e trae lezioni dalla natura per sviluppare
materiali, processi o strutture artificiali, utilizzata, sia in ambito industriale che architettonico; in
realta, ¢ applicato da molti anni nel design industriale, anche se solo nell’ultimo decennio ha
conosciuto un rapido sviluppo. Persino la Torre Eiffel ¢ un esempio straordinario di imitazione di
qualcosa gia esistente in natura. Quando fu costruita pesava un po’ meno di 7.000 tonnellate, e
questo risultato lo si ottenne partendo dagli studi sull’anatomia umana di Hermann von Meyer,
che concentro la sua attenzione sulla struttura degli arti inferiori umani, e in particolare, sul modo
in cui il femore si articola con la rotula.
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Il biomimetismo ¢ anche un fenomeno presente tra specie differenti, un esempio ¢ la
similitudine tra le perikymata dello smalto dentale, che sono delle scanalature trasversali e
ondulate, ritenute le manifestazioni superficiali delle strie di Retzius, le quali ricordano molto le
strie ondulate sulle valve dei mitili bivalve, come se rappresentassero delle “impronte digitali”
sulle superfici delle strutture caratterizzate da apposizione minerale metacrona.

La evoluzione dei biomateriali ¢ stata molto incalzante, soprattutto negli ultimi anni. In passato
si parlava di materiali “non biologici” che si sono poi evoluti in “Biomateriali” e che a loro volta
stanno rapidamente evolvendo in materiali funzionalizzati che interagiscono e “parlano” con i
tessuti e le cellule nei quali sono impiantati. Dal concetto di integrazione di un materiale
biocompatibile all’interno del corpo umano, si € passato al concetto riparazione e poi rapidamente
a quello di rigenerazione di tessuti e organi fino ad arrivare al concetto dell’auto rigenerazione
(self-regeneration). Questa evoluzione dei materiali ha avuto come supporto fondamentale le
nanotecnologie. Per nanotecnologie si intendono quelle tecnologie con la “capacita di lavorare a
livello atomico, molecolare e anche sub-molecolare, al fine di creare e utilizzare materiali,
dispositivi e sistemi con nuove proprieta e funzioni”. Trasponendo sulle nanotecnologie il
concetto di “biomimetismo” ¢ facile intuire che si avranno importanti sviluppi nel campo
biomedico. Le nanotecnologie biomimetiche sono una futuribile realta, che prevede 1’utilizzo di
tecnologie come i nanotubi, capaci di “costruire” layer-by-layer degli organi artificiali anche 100
volte piu resistenti di quelli umani. Di grande impatto sono anche le nano-pinze, utili per chelare
le molecole in uno specifico punto, creando una estrema selettivita nelle chirurgie che da “macro”
diventano sempre piu micro. Un utilizzo ancora piu avveniristico lo si ottiene con la
nanocibernetica: una scienza nata per sfruttare circuiti applicati alle scienze biomediche, creando,
di fatto, ibridi bio-cibernetici totalmente biomimetici e capaci di sviluppare abilita fisiologiche
superiori a quelle normalmente sperimentabili. Infine, riferito al campo odontoiatrico, in concetto
di nanotecnologie ha permesso di introdurre il concetto di Nanodentistry, che ¢ definibile come
“la scienza e la tecnologia per la diagnosi, il trattamento e la prevenzione di patologie orali e
dentali, che mirano a ridurre, preservare e migliorare la salute orale attraverso materiali
nanostrutturati”.

Ovviamente, ogni branca medica ha la potenzialita di sviluppare il ramo “nano”, con relative
applicazioni cliniche e chirurgiche, per esempio, da una collaborazione tra il Dr. Tatullo, direttore
del “Tecnologica Research Institute”, e il laboratorio del prof. Gaharwar, afferente alla “Texas
University”, si sono sviluppati degli scaffold nano-ibridi biomimetici e bioattivi che hanno posto
una pietra miliare nella terapia della progressione della malattia osteoporotica. L’osteoporosi ¢
una malattia ossea degenerativa comunemente correlata all’invecchiamento (3). Con un aumento
delle aspettative di vita in tutto il mondo, la prevalenza della malattia dovrebbe aumentare. Gli
attuali trattamenti terapeutici clinici non sono in grado di offrire soluzioni a lungo termine per
contrastare la perdita di massa ossea ¢ I’aumentato rischio di fratture, che sono le caratteristiche
principali della malattia. Tuttavia, la combinazione di nanomateriali bioattivi all’interno di uno
scaffold biomimetico mostra lo sviluppo di un promettente trattamento localizzato a lungo termine
per le persone affette da osteoporosi.

Il rischio nell’utilizzare le nanotecnologie sta nel fatto che la loro estrema interattivita
biologica possa risultare, talvolta, nociva. Per esempio, studi condotti sulla rigenerazione ossea
hanno evidenziato in alcune coorti un aumento del rischio di fenomeni trombotici e 1’incremento
dell’incidenza di patologie oncologiche. Restando in ambito ortopedico, alcuni nanofarmaci
danno una buona inibizione degli osteoclasti, che tuttavia si scontra con una pressoché totale
assenza di osteogenesi, rendendo importante il rischio di fratture patologiche. Infine, numerosi
studi sono in corso sugli aspetti legati alla citotossicita a basse dosi: molte criticita derivano dalla
scarsita di Evidence Based Medicine, pertanto solo il tempo potra dare risposte meno confuse su
queste tecnologie e questi nanomateriali in utilizzi clinici correnti.
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Le nanotecnologie quindi hanno permesso di aprire nuove strade per la progettazione di
materiali fondamentali per la medicina e odontoiatria rigenerativa. I tre ingredienti fondamentali
in odontoiatria/endodonzia rigenerativa sono: la componente cellulare, gli scaffold, e i growth
factors. La componente cellulare maggiormente immaginifica e rappresentativa delle procedure
di ingegneria tissutale ¢ rappresentata dalle cellule staminali. La medicina rigenerativa combina
vari aspetti della biologia cellulare e molecolare, unitamente alla scienza dei materiali, per riparare
o sostituire i tessuti. La chirurgia orale e la chirurgia maxillo-facciale hanno un ruolo primario nel
trattamento di malattie traumatiche o degenerative che portano a una perdita di tessuto nei distretti
testa-collo: spesso, per riabilitare questi minus tissutali o di organo, ¢ necessario utilizzare
tecniche che sono state implementate nel tempo. La frontiera piu studiata e verificata clinicamente
dalla medicina rigenerativa oggigiorno ¢ rappresentata dalle cellule staminali mesenchimali
(Mesenchymal Stem Cells, MSC): le MSC sono senza dubbio il futuro di medicina rigenerativa e
stanno mostrando prospettive inimmaginabili solo pochi anni fa (4). Gli studi piu recenti mirano
alla rigenerazione tissutale utilizzando MSC prelevati da siti ancora piu accessibili e ricchi di
cellule staminali: la cavita orale si ¢ rivelata un’importante fonte di MSC con il vantaggio di
essere facilmente accessibile al chirurgo, evitando cosi di aumentare la morbilita nei confronti del
paziente, come accade nel caso di prelievi in zone poco accessibili € non soggette a sostituzione
della parte avulsa. Il futuro ¢ la rigenerazione di interi organi o sistemi biologici costituiti da molti
tessuti diversi, a partire da una linea iniziale di cellule staminali, magari utilizzando scaffold
innovativi insieme alla nanotecnologia dei tessuti biologici.

Oggigiorno, numerosi tipi di MSC sono stati isolati dai denti: nel 2000 le MSC sono state
inizialmente isolate da Gronthos et al. dalla polpa dentale (Dental Pulp Stem Cell, DPSC) (5).
Queste cellule possiedono caratteristiche fenotipiche simili a quelle delle cellule contenute nel
midollo osseo (Bone Marrow Stem Cells, BMSC) e hanno le proprieta staminali tipiche come la
capacita di rigenerarsi autonomamente e la capacita di multi-differenziare nei tre foglietti
embrionali. Inoltre, le DPSC hanno mostrato abilita di differenziare e rigenerare anche tessuti non
orofacciali, infatti, queste cellule sono state differenziate in epatociti, in neuroni, nelle isole
pancreatiche, nei miociti e nei cardiomiociti. Successivamente, le MSC sono state isolate anche
nella polpa dentale di denti decidui esfoliati umani (Stem Cells from Human Exfoliated
Deciduous, SHED) (6). Queste SHED, come le DPSC, hanno la capacita di differenziare in vitro
in odontoblasti, osteoblasti, adipociti e cellule simili a neuroni (neuron-like cells). Anche le SHED
sono state in grado di formare dentina e osso quando impiantate unitamente a scaffold osteogenici
in modelli in-vivo.

Il legamento parodontale & un’altra fonte di MSC da tessuti adulti, presenti nel distretto oro-
dentale. Le cellule staminali del legamento parodontale (Periodontal Ligament Stem Cells,
PDLSC) hanno la capacita di rigenerare i tessuti parodontali come il cemento, il legamento
parodontale e 1’0sso alveolare.

Ulteriori MSC sono state anche isolate dai tessuti dentali presenti transitoriamente durante lo
sviluppo dell’abbozzo dentario: il follicolo dentale (Stem Cells from Dental Follicle, DFPC) e la
papilla apicale, per esempio, sono ricchi di queste preziose cellule rigeneratrici. Le DFPC hanno
mostrato la capacita di rigenerare i tessuti parodontali prevalentemente, mentre le SCAP (Stem
Cells from Apical Papilla) dimostrano una migliore proliferazione e una migliore capacita di
promuovere la rigenerazione della matrice della dentina quando impiantate in topi
immunocompromessi rispetto a DPSC.

Le BMSC non sono cellule staminali facilmente ottenibili per motivi di limitata accessibilita
ed elevata dolorabilita. Al contrario, 1 tessuti dentali e oro-maxillo-facciali sono le fonti di cellule
staminali piu accessibili. Tuttavia, I’isolamento delle MSC da queste fonti potrebbe richiedere
I’estrazione di un dente sano. Inoltre, non tutti gli adulti hanno bisogno dell’estrazione dei denti
del giudizio per motivi odontoiatrici o funzionali. Per superare questi limiti, recentemente,
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Marrelli et al. hanno dimostrato che le MSC isolate da cisti periapicali (human Periapical Cyst-
Mesenchymal Stem Cells, hPCy-MSC) hanno un profilo immunofenotipico caratteristico delle
cellule staminali mesenchimali e hanno mostrato la capacita di differenziarsi nelle linee
osteogenica e adipogenica ¢ condrogenica (7). Le cisti periapicali sono un reperto facilmente
ottenibile, enucleabile da pazienti con disagio minimo: esso sembra essere una promettente fonte
di cellule staminali adulte, con ottime capacita di corroborare procedure cliniche in odontoiatria
e chirurgia maxillo-facciale. In effetti, le hPCy-MSC similmente alle DPSC hanno comune
derivazione dalle creste neurali, ed esprimono spontaneamente le proteine specifiche dei neuroni
e degli astrociti, e 1 geni correlati al fenotipo neurogenico nel loro stato basale. Inoltre, le hPC-
MSC, sotto appropriata stimolazione pro-neurogenica, acquisiscono morfologia neuronale e
sovra-esprimono significativamente diversi marcatori neurali, sia a livello proteico che a livello
del trascritto primario (8).

La scelta delle cellule staminali adatte trova il suo maggiore impatto con lo scaffold piu
performante, creando in tal modo una eccellente nicchia cellulare.

Gli scaffold devono essere assolutamente biocompatibili, e costituire un supporto alla crescita
cellulare, possibilmente seguendo le morfologie di sviluppo del tessuto da riparare/rigenerare
nelle 3 dimensioni. Essi hanno un ruolo sia passivo, di “impalcatura” e supporto alla
rigenerazione, sia un ruolo attivo e dromotropo nella rigenerazione tissutale; inoltre, lo scaffold
funge da scambiatore di sostanze trofiche, permettendo la sopravvivenza cellulare. Per
definizione, gli scaffold devono degradare nel tempo la loro struttura, per essere lentamente
sostituiti dal tessuto rigenerato.

Le tecnologie di ingegneria diretta e inversa sono oggigiorno molto evolute, creando numerose
combinazioni possibili relative alla produzione di scaffold custom-made. La tecnologia piu
innovativa che attualmente puo essere utilizzata ¢ il 3D-bioplotting che permette di avere
un’architettura prestabilita e regolare che crea scaffold ingegnerizzati con filamenti e pori che
presentano una precisione nanometrica.

In letteratura esistono molte forme e composizioni relative agli scaffold biomedici: quelli
iniettabili sono un mix tra componente solido/particellare e componente liquida. Gli scaffold
liquidi hanno vantaggi relativi alla manipolabilita, inoltre hanno proprietd meccaniche molto
surgeon-friendly, riuscendo a indurirsi entro 15min dalla applicazione nel sito chirurgico.

Lo scaffold ideale tende a essere sempre piu “self”, in modo da avere maggiori possibilita di
integrazione fisiologica: gli scaffold a base di matrice extracellulare (ECM) sono una eccellente
soluzione ai principali limiti presenti negli scaffold piu innovativi. Per esempio, gli idrogels
derivati dalla matrice extracellulare bovina (bovine ExtraCellular Matrix, bBECM), producono una
morfologia a consistenza gelatinosa capace di accogliere cellule osteocitarie che mantengono la
osteoconduttivita e che possono essere utilizzati per il riparo e la ricostruzione di numerosi tessuti.

Lo scaffold ¢ caratterizzato da una macro- ma anche da una micro-architettura: I’équipe del
dr. Tatullo ha lavorato e brevettato una tipologia di scaffold 3D molto innovativi, creati in
collaborazione con la Universita di Nottingham: questi scaffold 3D rappresentano un esempio di
microarchitettura funzionale, che permette il drug-release in modo controllato nel tempo. Gli
scaffold 3D sono stati fabbricati utilizzando delle micro particelle di PLGA (Poly d,I-Lactic-co-
Glycolic Acid), che si ottengono unendo il PLGA con diclorometano e successivamente con alcol
polivinilico. Gli acidi polilattico (Polylactic Acid, PLA), poliglicolico (PolyGlycolic Acid, PGA)
e i loro copolimeri (PLGA) sono biomateriali dotati di ottima biocompatibilita ed elevato tasso di
biodegradabilita. La degradazione di tali polimeri ¢ rapida e avviene principalmente per idrolisi:
si ottiene la produzione di monomeri quali acido lattico e acido glicolico, che vengono
successivamente metabolizzati nei normali processi fisiologici del corpo umano, data la naturale
presenza di questi monomeri nell’organismo. In aggiunta, essi hanno grande versatilita di forma
e trama, specialmente nella ricostruzione di grandi difetti sul piano tridimensionale.
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Larealizzazione di nuovi prodotti protesici composti con copolimeri di PGA e PLA, finalizzati
all’uso medicale nella chirurgia ricostruttiva/rigenerativa, si presta a creare innovazione anche nei
settori della chirurgia ortopedica e orale.

Tra gli scaffold innovativi a maggiore impatto nella microchirurgia, sono di grande interesse i
Self-Assembling Peptides (SAP).

I SAP derivano dalla spontanea associazione di molecole, sotto un determinato equilibrio, in
aggregati strutturali ben definiti e uniti da legami non covalenti. Essendo tuttavia gli scaffold auto-
assemblanti SAP piuttosto fragili, si ¢ reso necessario 1’utilizzo di una tecnica di produzione
vicariata dalle nanotecnologie: 1’elettrofilatura (electro-spinning); 1’elettrospinning serve per
sintetizzare e caratterizzare dei nuovi scaffold composti da micro e nano fibre di polimeri quali
acido poli-lattico e poli-caprolattone. L’elettrofilatura ¢ una tecnica che consente la produzione
di scaffold elettrofilati con fibre continue aventi diametri da alcuni micron fino a pochi nanometri.

Tra le varianti degli scaffold, sono molto discussi in letteratura i derivati da concentrati
piastrinici, i quali possono essere classificati come “biomatrici”. Gli esempi maggiormente
riportati in biomedicina sono: il PRP (Platelets-rich Plasma) e il PRF (Platelets-rich Fibrin), tra
questi, notevole interesse lo ha riscontrato il PRF. Il PRF negli studi in-vitro e in-vivo ha mostrato
di avere la capacita di regolare 1’infiammazione locale, di stimolare la chemiotassi immunitaria,
di promuovere la stabilita del coagulo e di accelerare il timing di guarigione della ferita chirurgica.
Infine, in associazione con innesti ossei, il PRF sembra accelerare la formazione di nuovo o0sso e
sembra migliorare la vascolarizzazione dei tessuti molli sovrastanti. (9)

Come concetti innovativi associati agli scaffold, troviamo il concetto della “multipotenza”
sviluppato anche dal team del dr. Tatullo in una collaborazione con il team della UPMC di Parigi.
La multipotenza degli scaffold ¢ un concetto applicabile a ogni tessuto. Gli scaffold acellulari dei
muscoli scheletrici (Muscle Acellular Scaffold, MAS), per esempio, sono stati prodotti, innestati
e colonizzati da cellule muscolari in un sito a interfaccia tra osso e muscolo, evidenziando
I’importanza dell’ambiente nel dirigere 1’40oming e il differenziamento cellulare. I risultati dello
studio svolto dal team Tecnologica Research Institute e UPMC rivelano la multipotenza dei MAS
e indicano il potenziale di questa nuova tecnica come uno strumento prezioso nella rigenerazione
del tessuto muscolo-scheletrico (10, 11).

Infine, una importante linea generale di ricerca ¢ quella di catalizzare la rigenerazione verso
quei fenotipi piu ostici da ottenere, come quelli relativi al sistema nervoso centrale: questa linea
di ricerca ¢ stata percorsa dal team del Dr. Tatullo, il quale ha utilizzato il citotipo innovativo
rappresentato dalle hPCy-MSC. In un recente studio pubblicato sul Journal of Dental Research,
il team del Dr. Tatullo ha dimostrato per la prima volta che le hPC-MSC hanno una
predisposizione verso il fenotipo neuronale, tale predisposizione viene incentivata se le hPCy-
MSC vengono esposte a stimoli induttivi verso il fenotipo neuronale, grazie alla up-regolazione
di un set completo di proteine e geni che caratterizzano le cellule neuronali. In conclusione, i
risultati di questo studio hanno creato i presupposti per ipotizzare terapie basate su cellule
staminali differenziate, finalizzate al trattamento di malattie neurologiche. Questa ricerca, ha
posto le basi per riutilizzare parte delle cisti dentali, un comune reperto patologico destinato a
essere stoccato nei rifiuti biologici, per reperire cellule staminali, che poi andremo a trasformare
in neuroni dopaminergici capaci di produrre melanina, esattamente gli stessi neuroni che vengono
attaccati nel Morbo di Parkinson: in questo modo, possiamo pensare a un futuro utilizzo di questi
modelli sperimentali in #rial terapeutici innovativi.
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IDROGELI A BASE PEPTIDICA: NUOVI BIOMATERIALI
PER L'INGEGNERIA TISSUTALE

Laura Chronopoulou
Dipartimento di Chimica, Universita La Sapienza, Roma

In questa lezione sono stati presentati alcuni concetti di base e alcuni trend della ricerca sugli
idrogeli compositi per applicazioni nel campo dell’ingegneria tissutale.

Un materiale composito ¢ un materiale eterogeneo costituito da due o pit componenti con
caratteristiche chimico-fisiche differenti, che, una volta combinate, formano un materiale con
caratteristiche nuove e possibilmente migliorate. Alcuni esempi molto noti di materiali compositi
sono 1’asfalto, il cemento, la vetroresina, ma anche materiali presenti in natura come il legno,
costituito da fibre di cellulosa disperse in una fase di lignina, e le ossa stesse.

Gli idrogeli sono invece sistemi colloidali costituiti da due componenti: una componente
solida, quale per esempio un reticolo polimerico, ¢ una componente liquida che, nel caso degli
idrogeli, € 1’acqua. Se I’organizzazione strutturale della componente solida si basa su interazioni
di tipo non covalente, cio¢ interazioni di tipo fisico, I’idrogel che ne deriva viene definito un gel
fisico; oppure, se tra le componenti solide del gel vi sono legami chimici, il gel si definisce un gel
chimico. Le particolarita e le potenzialita applicative degli idrogeli, soprattutto nell’ambito delle
biotecnologie, derivano dal loro altissimo contenuto di acqua, che puo infatti costituire piu del
90% dell’idrogel. L’elevato contenuto di acqua conferisce a questi materiali innanzitutto una
buona biocompatibilita e li rende molto simili ai tessuti biologici.

Gli idrogeli sono presenti anche in natura, per esempio 1’agar agar o alcuni polisaccaridi. Il
meccanismo classico di gelazione prevede il crosslinking di catene polimeriche, tuttavia di recente
¢ emersa la possibilita di ottenere dei geli anche a partire da piccole molecole, chiamate
idrogelatori, in grado, in virtu delle loro proprieta chimico-fisiche, di autoassemblarsi
intrappolando al loro interno grandi quantita di acqua (1).

Gli idrogeli sono biocompatibili e, se pensiamo a gel a base polisaccaridica o peptidica, essi
sono anche biodegradabili. Le catene polimeriche presenti nei gel formano reticoli tridimensionali
che possono mimare 1’organizzazione e anche alcune funzioni della matrice extracellulare. Gli
idrogeli inoltre sono caratterizzati dalle loro proprieta meccaniche e sono dei materiali
viscoelastici. Tuttavia, spesso le proprietd meccaniche dei gel risultano essere insufficienti per
alcune applicazioni ma tali proprieta meccaniche possono essere migliorate, utilizzando diverse
strategie. Si puo agire per esempio sulla concentrazione polimerica. E intuitivo come aumentando
tale concentrazione aumenti anche la forza del gel. Si puo inoltre agire sulla porosita o aumentare
il grado di reticolazione, entro certi limiti. Un’ulteriore strategia ¢ 1’utilizzo di filler, materiali che
dispersi all’interno del gel lo rinforzano meccanicamente, dando origine a tutti gli effetti a
materiali di tipo composito. La preparazione di idrogel compositi € utile per poter conferire al gel
anche altre proprieta. Esistono diversi tipi di filler che possono essere utilizzati e probabilmente i
piu interessanti a oggi sono i materiali nanostrutturati.

Questi sono materiali che hanno almeno una dimensione nella scala dei nanometri, che ¢ la
stessa scala dimensionale delle macromolecole biologiche. E ormai stato ampiamente dimostrato
come i nanomateriali, in virtu delle loro dimensioni, siano in grado di interagire con i sistemi
biologici.

Per quanto riguarda la realizzazione di idrogeli compositi con materiali nanostrutturati, questi
possono avere tre tipi di composizione diversi: nel primo caso il composito ¢ formato da micro o
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nanogel che stabilizzano nanoparticelle di vario tipo. Nel secondo caso si puo avere un idrogel al
cui interno sono disperse le nanoparticelle, che interagiscono con la matrice del gel attraverso
interazioni di tipo non covalente. Nel terzo caso invece le nanoparticelle sono legate mediante
legami chimici di tipo covalente alla componente solida del gel (2).

E essenziale che le nanoparticelle vengano disperse il pitl omogeneamente possibile all’interno
del gel, perché le proprieta del materiale composito risultino omogenee. A questo scopo finora
sono state usate 5 principali strategie sintetiche. Nel primo caso si ha la formazione dell’idrogel
nella sospensione delle nanoparticelle. Nel secondo caso le nanoparticelle vengono inserite
all’interno dell’idrogel dopo la sua formazione. Nel terzo caso le nanoparticelle si formano a
partire da precursori all’interno di un gel preformato. Nel quarto caso le nanoparticelle vengono
utilizzate per reticolare i precursori dell’idrogel e far avvenire la gelazione. Infine ¢ stata riportata
la formazione del gel a partire da nanoparticelle, polimeri e gelatori distinti che sono responsabili
della gelazione (2).

La sinergia tra idrogeli e materiali nanostrutturati puo apportare nuove e interessanti proprieta
ai materiali compositi che ne derivano. Vediamo ora quali sono i tipi di nanomateriali utilizzati
in combinazione con gli idrogeli per applicazioni di tipo biotecnologico. Iniziamo con le
nanoparticelle metalliche. Le piu utilizzate sono le nanoparticelle di argento, per le loro note
proprieta antibatteriche. Anche le nanoparticelle di oro (Au) sono molto studiate, nonostante
abbiano un costo elevato, perché permettono di ottenere materiali conduttori. Inoltre se il
materiale composito contenente Au viene irraggiato utilizzando una radiazione che abbia la
lunghezza d’onda corrispondente al picco plasmonico dell’Au, questa radiazione viene assorbita
dall’Au riscaldando localmente il materiale e questo riscaldamento pud essere controllato e
sfruttato per esempio per innescare il rilascio di molecole bioattive contenute nel gel. Vengono
utilizzate, in misura minore, anche nanoparticelle di altri metalli. Sono inoltre molto utilizzate le
nanoparticelle di ossidi metallici, in particolare gli ossidi di Fe per le loro proprieta magnetiche,
anch’esse utili in medicina. Per quanto riguarda le nanoparticelle non metalliche, i materiali piu
studiati sono quelli a base di carbonio e silicio, inclusi 1I’ossido di grafene e i nanotubi di carbonio
(C), che, nonostante non siano degradabili, sono tuttavia oggetto di studio per le loro proprieta
meccaniche, elettriche, termiche e ottiche. Infine tra i nanomateriali piu utilizzati e che pongono
minori problemi riguardo a sicurezza, biocompatibilita e biodegradazione, vi sono i nanomateriali
polimerici, tra cui troviamo le micelle e i liposomi, che sono entrambi formati da molecole
anfipatiche. Altri tipi di nanomateriali sono i nanogel, i dendrimeri, le particelle core-shell e quelle
con strutture iperramificate.

Nel caso di uno scaffold iniettabile la soluzione dei precursori dello scaffold viene mischiata a
opportune molecole e/o cellule e iniettata nel tessuto bersaglio. /n vivo 1 precursori sono in grado
di autoassemblarsi, in risposta alle condizioni chimico-fisiche che incontrano in questo ambiente,
quale il pH, la forza ionica, I’azione di enzimi endogeni o altro, generando 1’architettura dello
scaffold. Lo scaffold a questo punto deve indurre la riparazione del tessuto interagendo con le
cellule impiantate oppure stimolando la migrazione e il differenziamento di cellule endogene. Lo
scaffold inoltre deve supportare 1’integrazione, la proliferazione e il differenziamento della
tipologia cellulare bersaglio. Gli idrogeli compositi sono studiati per essere utilizzati come
scaffold in questo tipo di applicazioni.

Le proprieta meccaniche degli scaffold a base di idrogeli sono in genere inferiori a quelle dei
tessuti, per cui ¢ importante trovare strategie valide per produrre idrogeli sufficientemente forti e
resistenti da impiegare nelle applicazioni di ingegneria tissutale. La presenza di una microstruttura
fibrosa in genere permette ai tessuti di possedere sufficiente forza, rigidita e resistenza.
L’introduzione di nanofibre all’interno degli idrogel potrebbe mimare efficacemente il
microambiente cellulare. In uno studio recente sono stati impiegati due polimeri naturali
ampiamente disponibili, la gelatina e 1’alginato, per produrre idrogeli compositi multistrato (3).
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Inizialmente sono state prodotte delle nanofibre di gelatina tramite la tecnica dell’ elettrospinning
in cui un getto polimerico viene filato all’interno di un campo elettrico elevato. Con questa tecnica
sono stati preparati diversi strati di fibre con orientamenti definiti e questi strati sono stati impilati
e reticolati tramite reticolazione chimica con EDC (1-Etil-3-(3-
dimetilamminopropil)carbodiimmide) e NHS (N-idrossisuccinimmide). Gli strati di nanofibre
reticolate di gelatina sono stati quindi posti in una soluzione acquosa di alginato. L’alginato ¢ in
grado di gelare in presenza di ioni calcio, per cui solo quando alla soluzione di alginato,
contenente anche le fibre di gelatina, viene fornito CaCl, (cloruro di calcio) si forma il gel, che
viene a sua volta reticolato.

Secondo questo schema sono stati preparati diversi compositi con microstrutture diverse
dovute al diverso allineamento delle fibre nei vari strati. L’allineamento delle fibre in uno strato
puo essere del tutto casuale, oppure le fibre possono essere allineate con diverse angolazioni. I
vari strati, a loro volta, possono essere impilati imponendo lo stesso allineamento delle fibre,
oppure con diverse angolazioni. Gli autori hanno studiato come questa microstruttura influenzi le
proprieta meccaniche del materiale. Hanno sottoposto i vari materiali a diversi tipi di fratture e
hanno misurato alcuni parametri quale la forza di rottura, cio¢ il limite di sollecitazione esterna
che puo essere applicata, oltre il quale il materiale si rompe. Quindi maggiore ¢ la forza di rottura
maggiore ¢ la resistenza del materiale. I risultati dimostrano come la microstruttura del materiale
sia in effetti decisiva nel determinarne la resistenza. In particolare, il materiale che si ¢ dimostrato
piu resistente possiede un allineamento delle fibre ben definito, parallelo alla direzione della
sollecitazione. Per quanto riguarda i materiali multistrato, bisogna tenere conto che spesso nelle
applicazioni il materiale deve resistere a sollecitazioni multidirezionali.

Tra i materiali piu utilizzati per preparare idrogeli ci sono gli idrogelatori di tipo peptidico. I
principali vantaggi dell’utilizzo di peptidi per creare materiali avanzati sono innanzitutto la loro
biodegradabilita e biocompatibilita. Inoltre, i peptidi sono facilmente funzionalizzabili e possono
assumere strutture secondarie ordinate, quali alfa eliche e foglietti beta, che sono efficacemente
riconosciute dai sistemi cellulari. Inoltre, le attuali tecniche di sintesi peptidica in fase solida
consentono di ottenere qualsiasi tipo di sequenza di interesse e con rese elevate. Anche sequenze
peptidiche molto corte, di 2 o 3 residui, opportunamente funzionalizzate, possono autoassemblarsi
intrappolando grandi quantita di acqua a dare idrogeli.

In un recente studio ¢ stato preparato un idrogel composito utilizzando un tripeptide aromatico
e nanotubi di C (4). I nanotubi di C sono materiali molto interessanti per diverse applicazioni
tecnologiche e in questo caso per le loro proprieta meccaniche. E interessante notare che da soli i
nanotubi si aggregano in soluzione acquosa, mentre in presenza del tripeptide vengono dispersi.
Dalle immagini SEM (Scanning Electron Microscopy), dei gel compositi ¢ evidente come i
nanotubi formano dei collegamenti tra le fibre peptidiche. Questa microstruttura ha delle
conseguenze molto interessanti sulle proprieta del gel. Sono stati infatti eseguiti dei test in cui i
gel sono stati sottoposti a stress crescenti fino alla loro rottura. Nel campione di gel tal quale,
aumentando lo stress esercitato a un certo punto il gel si rompe, cio ¢ testimoniato dal crollo del
modulo elastico e del modulo viscoso. A questo punto il valore del modulo viscoso supera quello
del modulo elastico e cio, a livello fisico, indica che siamo in presenza di una soluzione. Il
comportamento del composito ¢ differente. Innanzitutto partiamo da valori del modulo elastico
piu alti, che vuol dire che il gel ha proprieta meccaniche migliorate grazie alla presenza dei
nanotubi di C. Sottoposto a sollecitazioni via via crescenti il gel resiste molto di piu. A un certo
punto si rompe ma a quel punto recupera in gran parte, quindi ha la capacita di rigenerarsi.

Parliamo ora piu in particolare di applicazioni nella rigenerazione ossea. Sappiamo bene come
I’0sso sia una struttura piuttosto complessa costituita principalmente da collagene e cristalli di
idrossiapatite ¢ da diversi tipi di cellule. In sostanza 1’osso ¢ a tutti gli effetti un materiale
composito.
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Oggi la frontiera della medicina ¢ la rigenerazione dei tessuti, cio¢ la strategia, altamente
innovativa, in presenza di un danno a un tessuto, di agire non per riparare il danno ma per
stimolare la capacita dei tessuti di autorigenerarsi. Questa ¢ una strategia potente ma complessa,
che si avvale di 3 elementi chiave (lo scaffold, le cellule e i fattori di crescita).

Diversi materiali possono essere usati per costruire gli scaffold. 11 chitosano per esempio ¢ un
materiale molto studiato (5). Il chitosano € un polisaccaride che deriva dalla deacetilazione della
chitina, il componente dell’esoscheletro dei crostacei, che ¢ uno dei materiali piu disponibili in
natura a basso costo ed ¢ un materiale che produce idrogeli.

Le principali tecniche per produrre scaffold di chitosano sono basate sulla liofilizzazione e
gelazione e il salt leaching, ma anche I’elettrospinning e la stampa 3D, che permettono di
preparare scaffold costituiti da fibre e controllarne 1’orientamento e 1’impacchettamento.

Gli scaffold devono possedere diverse proprieta. Queste proprieta possono essere modulate
attraverso 1’aggiunta di altri polimeri o materiali ceramici al chitosano. La porosita ¢ necessaria
per l’infilrazione delle cellule all’interno dello scaffold, 1a loro adesione e la secrezione di matrice
extracellulare. L’adesione cellulare dipende dalle dimensioni dei pori dello scaffold e le cellule
sono in grado di discriminare tra sottili variazioni della matrice extracellulare, che ne influenzano
il comportamento. L.’ impianto in vivo di uno scaffold risulta nell’assorbimento di acqua da parte
dello scaffold dai tessuti circostanti, con un rigonfiamento dello scaffold ¢ un aumento delle
dimensioni dei pori. Un rigonfiamento eccessivo puo pero portare al distacco dello scaffold dal
sito di impianto. Un rigonfiamento insufficiente impedisce invece 1’interazione con le cellule. 11
rapido assorbimento di proteine sullo scaffold pud essere necessario per ’interazione del
biomateriale con le cellule. Le proteine adsorbite possono infatti influenzare 1’adesione cellulare
e altri comportamenti. La biomineralizzazione si riferisce alla deposizione di ioni e minerali sulla
superficie degli scaffold esposti ai fluidi biologici. La deposizione di CaP (fosfato di calcio)
stimola D’attivita degli osteoblasti. La capacita di biomineralizzazione di uno scaffold viene
misurata esponendolo a fluidi biologici simulati e valutando la formazione di CaP. I compositi a
base di chitosano hanno mostrato una maggiore biomineralizzazione rispetto al solo chitosano.
L’inserimento di nanoparticelle aumenta 1’area superficiale fornendo un maggior numero di centri
di nucleazione per la formazione di idrossiapatite. La biodegradazione si riferisce ai processi
chimici che intervengono per rompere il biomateriale in vivo. I materiali impiantati dovrebbero
essere degradati nel tempo in sincronia con la fomazione di nuovo osso. Il chitosano ¢ degradato
principalmente dal lisozima. Gli scaffold per la rigenerazione ossea devono possedere proprieta
meccaniche adeguate per il loro utilizzo, che corrispondano a quelle del tessuto in cui vengono
impiantati. Le proprieta meccaniche dell’osso naturale dipendono dal tipo di tessuto, quale I’osso
corticale piuttosto che 1’0sso spugnoso. Diversi studi hanno evidenziato uno stretto rapporto tra
rigidita dello scaffold e comportamento cellulare. Per esempio ne viene influenzato il
differenziamento delle cellule staminali mesenchimali. Le proprieta meccaniche del chitosano
possono essere classificate come medio-basse, tuttavia 1’uso di altri polimeri o nanoparticelle puo
migliorarle. Diversi scaffold compositi a base di chitosano sono stati utilizzati anche in studi in
vivo in modelli animali.

Nelle applicazioni in vivo bisogna tenere conto dei numerosi meccanismi biologici che
possono modificare la struttura dei biomateriali e quindi comprometterne le applicazioni (6). Per
esempio si puo avere la degradazione del biomateriale in seguito all’azione di enzimi endogeni.
La biodegradazione, sebbene auspicabile, non deve avvenire in tempi troppo brevi. Inoltre, sul
biomateriale possono adsorbirsi proteine solubili o vi si pud depositare nuova matrice
extracellulare, tutti fattori che vanno studiati attentamente e considerati sin dalla progettazione
del biomateriale stesso. Di fondamentale importanza per lo sviluppo di future applicazioni
cliniche ¢ la valutazione di risposte infiammatorie e/o immunitarie del sistema ospite in seguito
all’interazione con il biomateriale.
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PEPTIDI AUTO-ASSEMBLANTI
PER LA RIGENERAZIONE TISSUTALE

Laura Chronopoulou
Dipartimento di Chimica, Universita La Sapienza, Roma

L’autoassemblaggio € una strategia ampiamente presente nei sistemi biologici che puo essere
sfruttata tecnologicamente per la preparazione di materiali funzionali. L’autoassemblaggio puo
essere indotto da uno stimolo esterno di natura chimica, fisica o biologica. Per esempio, un enzima
puo indurre ’autoassemblaggio agendo su precursori opportuni tramite la formazione oppure la
rottura di un legame chimico, con conseguente formazione di un “idrogelatore” in grado di
autoassemblarsi in acqua a formare strutture predefinite. Uno dei primi esempi riportati in
letteratura in questo campo ¢ la sintesi di tripeptidi aromatici Fmoc-protetti in fase acquosa (1). |
principali vantaggi dell’utilizzo di peptidi per creare materiali avanzati sono innanzitutto la loro
biodegradabilita e biocompatibilita. Inoltre, i peptidi sono facilmente funzionalizzabili e possono
assumere strutture secondarie ordinate che sono efficacemente riconosciute da sistemi cellulari.
Inoltre, le attuali tecniche di sintesi peptidica in fase solida consentono di ottenere qualsiasi tipo
di sequenza di interesse e con rese elevate.

Idealmente, per 1’applicazione di peptidi autoassemblanti in rigenerazione tissutale, la
soluzione dei peptidi dovrebbe essere mischiata a opportune molecole e/o cellule e introdotta nel
tessuto bersaglio. In seguito all’assemblaggio il biomateriale deve indurre la riparazione del
tessuto interagendo con le cellule impiantate oppure stimolando la migrazione e il
differenziamento di cellule endogene. Lo scaffold inoltre deve supportare ’integrazione, la
proliferazione e il differenziamento della tipologia cellulare bersaglio (2).

Tra le famiglie di peptidi maggiormente studiate per applicazioni di rigenerazione tissutale
rivestono un ruolo fondamentale i peptidi a base di forcine beta e quelli della famiglia EAK-16.

I peptidi a base di forcine beta sono caratterizzati dall’alternanza di residui carichi
positivamente e residui idrofobici nella loro sequenza amminoacidica (3). Inoltre, nella loro
struttura € presente un tetrapeptide contenente un D-amminoacido. La struttura secondaria di tale
famiglia di peptidi ¢ quella delle forcine beta. In condizioni opportune, tali peptidi formano dei
gel, che risultano essere pH-dipendenti, termoreversibili e dipendenti dalla forza ionica. Le
proprieta del gel possono essere modulate variando la struttura primaria del peptide (4). Tali
materiali sono stati funzionalizzati con una sequenza peptidica in grado di controllare la
formazione di calcio fosfati in soluzione. In seguito all’azione della fosfatasi alcalina, all’interno
del gel ¢ stata osservata la deposizione di materiale altamente cristallino, dimostrando che il
peptide funzionalizzato ¢ in grado di stimolare la biomineralizzazione (5).

I peptidi della famiglia EAK-16 hanno una sequenza amminoacidica in cui ad amminoacidi
idrofobici si alternano amminoacidi carichi. Essi sono in grado di autoassemblare in soluzione
fisiologica, grazie a interazioni intercatena che generano strutture a foglietti beta (6). In uno studio
recente, il peptide autoassemblante (RADA)4 ¢ stato funzionalizzato con tre diverse sequenze
presenti in 2 proteine della membrana basale (laminina I e collagene 1V), che promuovono
I’adesione di cellule endoteliali, la loro diffusione e la formazione di tubuli (7).

Cellule endoteliali da aorta umana, seminate sui diversi scaffold, sono state in grado di
mantenere il fenotipo endoteliale e di formare dei monolayer sugli scaffold funzionalizzati.

Della famiglia di peptidi autoassemblanti EAK-16 fa parte anche il PuraMatrix®, studiato e
brevettato nel 1993 all’MIT. Questo peptide, che forma un gel perfettamente trasparente, ¢
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biocompatibile ¢ bioriassorbibile. Attualmente, ¢ in fase di approvazione come emostatico
chirurgico sia in Europa che mnegli USA con i nome di PuraStat®
(https://3dmatrix.com/products/purastat/). Inoltre, sono stati completati diversi studi preliminari
per il suo utilizzo in campo odontoiatrico e nella resezione endoscopica di mucose.

Nelle applicazioni in vivo bisogna tenere conto dei numerosi meccanismi biologici che
possono modificare la struttura dei biomateriali ¢ quindi comprometterne le applicazioni. Per
esempio si puo avere la degradazione del biomateriale in seguito all’azione di enzimi endogeni.
La biodegradazione, sebbene auspicabile, non deve avvenire in tempi troppo brevi. Inoltre, sul
biomateriale possono adsorbirsi proteine solubili o vi si pud depositare nuova matrice
extracellulare, tutti fattori che vanno studiati attentamente e considerati sin dalla progettazione
del biomateriale stesso. Di fondamentale importanza per lo sviluppo di future applicazioni
cliniche ¢ la valutazione di risposte inflammatorie e/o immunitarie del sistema ospite in seguito
all’interazione con il biomateriale.

A oggi, sono stati condotti diversi studi sull’utilizzo in vivo di peptidi autoassemblanti per la
rigenerazione tissutale di tessuto cardiaco, osseo, cartilagine, ecc., con risultati molto promettenti.
Di particolare rilevanza ¢ il fatto che in generale tali biomateriali non inducono una forte reazione
immunitaria, come dimostrato da alcuni studi recenti (8).

In conclusione, numerosi studi presenti in letteratura hanno dimostrato che diversi sistemi
cellulari sono in grado di crescere, migrare e differenziarsi all’interno di scaffold a base di peptidi
autoassemblanti. Tali materiali possono essere preparati in modo da includervi fattori di crescita,
cellule staminali e molecole bioattive di interesse. In futuro, lo sviluppo di materiali funzionali in
grado di indurre la rigenerazione di tessuti in maniera selettiva e la possibilita di sviluppare cure
personalizzate potranno rivoluzionare diversi campi della medicina fornendo nuove strategie
terapeutiche per la cura di numerose patologie.
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DRUG DELIVERY E INCAPSULAMENTO CELLULARE:
MATERIALLI, DISPOSITIVI, MECCANISMI DI RILASCIO
E INTERAZIONE CON LE CELLULE

Ilaria Cacciotti
Dipartimento di Ingegneria, Universita degli Studi Niccolo Cusano, Roma

Drug delivery

11 drug delivery consiste nella somministrazione di farmaci, biomolecole e fattori di crescita
(growth factor) tramite I’impianto o I’iniezione di Sistemi a Rilascio Controllato (SRC) (1).

Lo scopo finale del drug delivery ¢ rappresentato dal superare i limiti della somministrazione
tradizionale, quali:

distribuzione del farmaco in tutto il corpo del paziente in maniera incontrollata attraverso
il circolo sanguigno;

limitata possibilita di rilascio diretto in ambiente fisiologico di farmaci a emivita bassa
(necessita di trattamenti ripetuti per poter mantenere un adeguato livello terapeutico);
degradazione di molti principi attivi durante 1’attraversamento del tratto gastro-intestinale;
inadeguato assorbimento del farmaco in quantita tali da risultare efficace;

trattamenti terapeutici lunghi;

concentrazione del farmaco con tipico andamento pulsato (“a dente di sega”), con
indesiderate punte di massimo al di sopra della soglia tossica (sovradosaggio), e gole di
minimo al sotto della concentrazione minima efficace, dovuta a reiterazione del trattamento
(Figura 1a).

I sistemi a rilascio controllato devono, infatti, garantire:

di agire come veicolo delle molecole verso il sito d’azione nella loro forma attiva,
preservandole dalla deattivazione e denaturazione;

I’incremento della solubilita di farmaci poco solubili;

un rilascio uniforme con andamento prevedibile sia nello spazio che nel tempo;

la possibilita di rilascio localizzato al sito bersaglio, con incremento dell’efficienza del
farmaco;

il mantenimento di una concentrazione ematica del principio attivo all’interno della
“finestra terapeutica” per un tempo prolungato (Figura 1b).

In tale modo i sistemi a rilascio controllato consentono di ridurre la dose di farmaco da
somministrare ¢ la frequenza di somministrazione, prevenendo/limitando i relativi effetti
collaterali.

Lo sviluppo e la messa a punto di sistemi alternativi per ’indirizzamento dei farmaci
nell’organismo richiedono di tenere conto simultaneamente di diversi aspetti:

materiale,

meccanismo di rilascio,
geometria ¢ dimensioni,
quantita di farmaco.
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Figura 1. Andamento della concentrazione del farmaco nel caso di una somministrazione
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convenzionale (a) e di un sistema a rilascio controllato (b)

Un sistema ideale deve soddisfare i seguenti prerequisiti:

essere biocompatibile,

essere semplice da impiantare, somministrare e rimuovere,

essere capace di contenere elevate quantita di farmaco,

essere facilmente fabbricabile e sterilizzabile.

Si possono seguire due strategie distinte per il trasporto dei farmaci/growth factors, in maniera
tale che possano essere resi disponibili alle cellule che entrano in contatto con la matrice:

1.

immobilizzazione chimica all’interno di una matrice polimerica (approccio covalente):
immobilizzazione covalente dei fattori di crescita (o molecole che ne mimano il
funzionamento) alla matrice;

. incapsulamento fisico all’interno di una membrana polimerica (approccio non covalente):

adsorbimento fisico dovuto a legami a idrogeno o a interazioni idrofobiche con molecole
eccipienti.

Entrambi questi approcci si basano sulla diffusione e sul rilascio programmato nel tessuto
circostante, con conseguente elevato livello di controllo sulla distribuzione del segnale, dato che

allo scaffold sono legate anche le cellule bersaglio.

L’approccio covalente (strategia 1) prevede la formazione di un legame chimico tra il
farmaco/fattore di crescita e i polimeri tramite gruppi funzionali precedentemente incorporati
durante il processo di copolimerizzazione o tramite trattamenti chimici o fisici. Tale tipo di
strategia permette ai fattori legati alla matrice di degradarsi molto piu lentamente, consentendo
un rilascio prolungato. L’immobilizzazione chimica presenta, pero, dei limiti: difficolta
nell’assegnazione del sito di accoppiamento sulla proteina e possibile perdita di bioattivita delle
proteine a causa dell’immobilizzazione o del danneggiamento dei gruppi funzionali.

L’approccio non covalente (strategia 2) o assorbimento fisico sfrutta in genere le seguenti
interazioni:
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interazioni secondarie dipolo-dipolo o legami idrogeno tra farmaco/fattore di crescita e
matrici;

interazioni indirette attraverso proteine intermedie o altre molecole biologiche: proteine
come eparina, fibronectina, gelatina e piccoli oligopeptidi possono essere rivestite
chimicamente o fisicamente per fornire siti specifici per immobilizzare i fattori di crescita
o morfogeni.

I materiali comunemente utilizzati per questo approccio sono essenzialmente gel
biopolimerici, quali fibronectina, laminina, collagene, elastina, acido ialuronico, o una varieta di
idrogeli sintetici, per la loro proprieta di riprodurre la membrana extracellulare.

Le possibili cinetiche di rilascio sono riportate in Figura 2, dove ¢ possibile identificare i
seguenti profili, tra i quali, 1 primi due sono quelli pit comuni:

profilo I, rilascio convenzionale, ritardato, non costante;

profilo 11, rilascio di ordine zero: la concentrazione ¢ mantenuta al livello ottimale per gli
effetti terapeutici;

profilo III, rilascio ritardato seguito da rilascio costante: utile per il rilascio di agenti attivi
che devono svolgere la loro azione durante la notte;

profilo 1V, rilascio impulsivo ritardato: valido per un’azione notturna (es. per un ormone,
la cui somministrazione deve essere effettuata una singola volta e non in modo graduale);

profilo V, rilascio impulsivo periodico: per somministrazioni che vanno effettuate a
distanze temporali costanti.

g

I v \"J

Velocita

>

Tempo

Figura 2. Possibili profili relativi alle diverse cinetiche di rilascio

Sistemi a rilascio controllato

Nel design di un sistema a rilascio controllato € possibile ottenere un targeting passivo o attivo

Q).

Nel caso di un fargeting passivo, la particella usata come veicolo non viene modificata in
maniera tale da renderla selettiva per un bersaglio (fargef) specifico, ma usata tal quale.
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1l targeting passivo ¢ di solito effetto di aumentata permeabilita e ritenzione (Enhanced
Permeability and Retention, EPR) e sfrutta la tendenza naturale delle particelle ad accumularsi in
alcune parti del corpo, in particolare nei tumori o nei tessuti infiammati che possiedono
ipervascolarizzazione (endotelio attorno ai vasi sanguigni nel tumore ¢ spesso molto discontinuo
e permette cosi il passaggio di grandi particolati) e scarso drenaggio linfatico (mancanza di
rimozione dei particolati) (3).

Nel caso di fargeting attivo, le particelle veicolo vengono funzionalizzate sulla superficie con
agenti specifici, detti di target, selettivi per specifici organi/cellule bersaglio.

11 targeting attivo garantisce notevoli vantaggi, quali:

— possibilita di far legare le nanoparticelle solo a siti specifici delle cellule malate;

— massimizzazione della concentrazione di farmaco sul sito d’interesse, cosi da ridurne la
distribuzione in altre parti del corpo e, di conseguenza, contenere e evitare i relativi effetti
collaterali.

Per ottenere un target attivo ¢ possibile seguire diversi approcci:

— alterare la carica superficiale delle nanoparticelle;

— incorporare nanoparticelle magnetiche nella matrice polimerica;

— legare sulla superficie della nanoparticella un agente che interagisce con recettori specifici
o che viene riconosciuto dai tumori stessi (es. peptidi, proteine, oligonucleotidi, anticorpi
monoclonali).

Tra questi approcci, il terzo risulta il piu diffuso e utilizzato, essendo possibile legare molecole
specifiche sulla superficie mediante:

— legame covalente sfruttando gruppi funzionali superficiali (per esempio, reazione di
coupling tra un acido carbossilico e un’ammina, gruppi in genere abbondanti su proteine e
peptidi) (modalita pit comune);

— interazione elettrostatica.

I “sistemi” di trasporto possono essere classificati secondo diversi criteri (4). A seconda del
meccanismo che regola il rilascio del farmaco, sono classificati in sistemi:

1) a diffusione controllata mediante:
a) serbatoio (sistemi a membrana)
b) matrice (sistemi monolitici)
2) controllati chimicamente, nello specifico:

a) bioerodibili e biodegradabili
b) a catena pendente

3) attivati da solvente, vale a dire:

a) sistemi controllati osmoliticamente
b) sistemi controllati mediante rigonfiamento

4) sistemi a rilascio modulato.

Il meccanismo di rilascio maggiormente utilizzato si basa sulla diffusione, come
schematizzato.

I sistemi a diffusione controllata sfruttano il meccanismo di diffusione del farmaco attraverso
il polimero, che subira biodegradazione una volta assolto il proprio compito e si possono
suddividere in due sottocategorie: sistemi a serbatoio e sistemi monolitici (mediante matrice).

I sistemi a serbatoio sono sistemi cavi in cui un nucleo interno di farmaco ¢ circondato da una
membrana polimerica esterna, comunemente a base di idrogel, che, rigonfiandosi, apre le porosita
e rilascia il farmaco. Il trasporto avviene tipicamente secondo meccanismi di diffusione, con
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cinetica tipicamente di ordine zero finché il farmaco ¢ in alta concentrazione all’interno della
membrana.

I sistemi monolitici (mediante matrice) sono sistemi in cui il farmaco ¢ dissolto (o disperso)
uniformemente in una matrice polimerica e viene rilasciato per rigonfiamento dell’intero sistema
grazie all’apertura dei canali delle porosita. Tali sistemi presentano una cinetica di rilascio di
primo ordine, in cui si ha un alto tasso di diffusione all’inizio, che poi decresce nel tempo.

Nel caso dei sistemi controllati chimicamente il rilascio ha luogo in ambiente acquoso, dove
il polimero si degrada a causa della presenza di legami labili idroliticamente o enzimaticamente,
che coinvolgono o la superficie o il bulk.

Tale meccanismo di rilascio viene definito erosione: per i materiali bioerodibili la cinetica di
rilascio dipende dall’erosione (degradazione chimica o biochimica) che avviene in massa (bulk)
per i polimeri idrofili o in superficie per quelli idrofobi.

Tali sistemi possono essere suddivisi in due diverse tipologie:
a) bioerodibili e biodegradabili:
— si evita la necessita di una rimozione chirurgica ma i prodotti di degradazione non

dovranno provocare reazioni tossiche o cancerogene, condizione abbastanza difficile da
raggiungere.

b) a catena pendente:
— la molecola del farmaco ¢ legata chimicamente al polimero e viene rilasciata da una
scissione idrolitica o enzimatica;
— la velocita di rilascio ¢ legata alla velocita con cui i legami vengono rotti dall’azione
dell’acqua o delle proteine, consentendo al farmaco di agire su uno specifico tipo di
cellule o tessuti.

I sistemi attivati dal solvente presentano un comportamento tipico di idrogeli (macromolecole
a struttura reticolata create in modo da formare una maglia aggrovigliata che svolge il ruolo di
matrice per ’intrappolamento di farmaci).

Quando questi idrogeli vengono a contatto con un solvente compatibile termodinamicamente,
le catene polimeriche si rilassano (specialmente quando la temperatura di transizione vetrosa €
inferiore a quella dell’ambiente circostante), permettendo un flusso di acqua verso I’interno e la
diffusione verso I’esterno del farmaco.

Nei sistemi a rilascio modulato il rilascio ¢ controllato da stimoli esterni quali temperatura,
pH, campi elettrici, campi magnetici, radiazione elettromagnetica, raggi UV, ecc.

Si possono identificare diverse tipologie di sistemi per il rilascio controllato (5).

Le ciclodestrine consistono in oligosaccaridi ciclici naturali formati da 6, 7 0 8 monomeri di
glucosio (zucchero) e si organizzano in maniera tale da ottenere strutture anfifiliche e da
incapsulare all’interno il farmaco.

I dendrimeri consistono in polimeri sintetici altamente ramificati con un’architettura a strati
costituita da tre parti: un nucleo (core) polifunzionale, delle unita ramificanti e i gruppi funzionali
superficiali, che ne determinano le caratteristiche.

Tali sistemi sono prodotti attraverso condensazioni ripetitive della stessa unita ramificata, al
fine di originare strutture altamente regolari e complesse.

Per la loro sintesi, vengono fatti reagire una diammina (comunemente etilendiammina) con
acrilato di metile. La loro formazione parte da un core centrale che fa da centro di nucleazione e
le ramificazioni che partono da un unico ramo ancestrale formano una struttura definita dendrone.
Ogni ramificazione successiva ¢ detta generazione.

Le vescicole o miscele sono composte da lipidi o molecole anfifiliche, che si auto-assemblano
formando delle vescicole con un core idrofobico, ispirandosi alla struttura delle membrane
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cellulare o plasmatica, consistente in un doppio strato fosfolipidico. Per anfifilico si intende,
infatti, una sostanza con una porzione polare idrofila (lipofoba) e apolare idrofoba (lipofila), che
quindi sia in grado di auto-organizzarsi in soluzione acquosa diluita o di interagire all’interfaccia
fra le fasi acquosa e non acquosa di un sistema bifasico. Sono comunemente utilizzate per
trasportare numerose tipologie di farmaci lipofilici.

Un copolimero, come noto, si ottiene dalla polimerizzazione simultanea di due o pit monomeri
con la formazione di legami covalenti tra le unitd monomeriche diverse (o sequenze di unita
diverse) a formare 1’unita ripetitiva o costitutiva caratteristica.

I copolimeri a blocchi sono caratterizzati da una struttura in cui una sequenza di un tipo di
monomero ¢ alternata con una sequenza dell’altro monomero come, per esempio:

AAAAABBBBBBBAAAAABBBBBBBBAAAAA

indicando con A e B due monomeri diversi.

I liposomi consistono in vescicole fosfolipidiche (50-100 nm) che si generano attraverso il
self assembly di lipidi anfifilici che formano un bilayer basato su interazioni idrofobiche che
avvengono in parallelo lungo una superficie continua, con le teste idrofiliche disposte sul versante
acquoso. In genere, sono utilizzati come carriers in cui le molecole idrofiliche sono incapsulate
nella fase acquosa interna, mentre le molecole idrofobiche trasportate nel bilayer lipidico.

I polimersomi presentano struttura e applicazioni similari ai liposomi, consistendo in liposomi
composti da polimeri.

I sistemi a matrice consistono in sistemi in cui il farmaco ¢ distribuito uniformemente nel
polimero e si distinguono in:

a) matrici (propriamente dette)
b) sfere (nano e microsfere)

Le matrici (propriamente dette) sono sistemi costituiti dalla dispersione uniforme del farmaco
nel polimero e si possono distinguere, in funzione del polimero impiegato, in matrici idrofobe e
matrici idrofile, e, in funzione della tecnologia impiegata, in matrici omogenee (0 non porose) ¢
matrici eterogenee (0 porose).

Le matrici presentano diversi vantaggi, essendo:

— facili da preparare

— versatili

— mon pericolose

— Ppoco costose

— possibilita di modulare e controllare il rilascio
— adatte a tutti i farmaci purché solidi.

Tale tipologia di SRC, pero, non consente di incorporare farmaci liquidi o gassosi.
Per tutti questi motivi, le matrici propriamente dette sono impiegate per applicazioni:

— via orale (matrici idrofobe, matrici idrofile, matrici rivestite);
— via transdermica;

— via transmucosale;

— via sottocutanea.

Le matrici idrofile sono, in genere, sistemi porosi ottenuti per compressione di una polvere o
di un granulato costituiti dal farmaco, dal polimero (spesso derivati idrofili della cellulosa) e da
eventuali altri eccipienti dispersi uniformemente.

Il rilascio del farmaco dalle matrici idrofile puo avvenire secondo diverse modalita:

— diffusione del farmaco;
— degradazione del polimero;
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— rigonfiamento del polimero.
Il rilascio del farmaco e la velocita di rilascio da matrici idrofile possono essere influenzati da:

— rapporto farmaco/polimero,

— porosita del sistema,

— caratteristiche del farmaco,

— caratteristiche del polimero,

— dimensioni delle particelle del polimero e del farmaco,

— viscosita del gel che si forma in seguito a idratazione del polimero,
— presenza di eccipienti.

In particolare, si osservano comportamenti diversi a seconda della tipologia di farmaco, del
suo grado di solubilita e dimensioni, come riportato in dettaglio di seguito:

— farmaci solubili e/o di piccole dimensioni vengono piu facilmente rilasciati per diffusione
attraverso il polimero gelificato;

— farmaci di grandi dimensioni ¢/0 meno solubili possono essere rilasciati in seguito
all’erosione o al rigonfiamento del polimero in funzione della velocita dei due processi;

— polimeri ad alto peso molecolare o con elevato grado di reticolazione gelificano e si
erodono molto lentamente nel tempo e spesso in funzione anche delle caratteristiche del
farmaco permettono un controllo del rigonfiamento o dell’erosione sul rilascio.

La velocita di rilascio da matrici difficilmente & costante:

1. se il rilascio ¢ controllato dalla diffusione diminuisce nel tempo;

2. se il rilascio ¢ controllato dall’erosione o dal rigonfiamento del polimero € costante solo se

la geometria ¢ piana;

3. se il rilascio ¢ controllato da due meccanismi non ¢ costante.

Per regolarizzare la velocita di rilascio da sistemi a matrice sono stati proposti alcuni approcci:
la modificazione della geometria del sistema o 1I’impiego di additivi.

Per quanto riguarda invece le matrici idrofobe, queste consistono in sistemi omogenei ottenuti
o per evaporazione del solvente da una soluzione contenente farmaco e polimero oppure per
fusione del polimero e incorporazione allo stato fuso del farmaco seguita da raffreddamento.

11 rilascio del farmaco dalle matrici idrofobe avviene in genere per diffusione del farmaco
attraverso il polimero; se il polimero ¢ biodegradabile il rilascio da una matrice idrofoba potrebbe
essere controllato o dalla diffusione del farmaco o dalla degradazione polimerica o da entrambi i
meccanismi. In genere: i farmaci solubili e/o di piccole dimensioni vengono piu facilmente
rilasciati per diffusione attraverso il polimero, mentre farmaci di grandi dimensioni e/o poco
solubili possono essere rilasciati solo in seguito all’erosione superficiale della matrice.

Il meccanismo di rilascio del farmaco potrebbe essere condizionato anche dalle caratteristiche
strutturali del polimero, quali: il peso molecolare, il grado di reticolazione e la velocita di
degradazione.

Le sfere consistono in particelle sferiche con dimensioni macro (cio€ maggiore di 1mm), micro
(100- 0,1 pm), nano (100 — 1 nm), nelle quali il farmaco ¢ uniformemente distribuito nella fase
polimerica (sistema a matrice).

Il rilascio del farmaco puo avvenire attraverso meccanismi diversi:

— diffusione del farmaco attraverso il polimero;

— desorbimento del farmaco;

— erosione della matrice (polimeri biodegradabili);
— rigonfiamento del polimero (polimeri idrofili).

I fattori che possono influenzare la velocita di rilascio del farmaco dalle microsfere si dividono
in quelli inerenti al farmaco (dimensioni molecolari, idrofilia, quantita, distribuzione); in fattori
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inerenti alle microsfere (tipo e quantita di polimero (PM, reticolazione), dimensioni, forma) e
quelli relativi al mezzo (pH, presenza di enzimi).

I materiali da impiegare per la produzione di tali sistemi devono soddisfare i seguenti
prerequisiti:

presentare un comportamento anfifilico;

essere non tossico;

essere biocompatibile;

essere biodegradabile;

subire una degradazione controllata;

rispondere a specifici stimoli (pH, T, solventi, luce, ecc.).

I materiali comunemente impiegati sono classificabili in:

non-degradabili (per esempio, poliuretani (PU), polimetilmetacrilato (PMMA), polietilene
(PE).

biodegradabili (per esempio copolimeri di acido polilattico e poliglicolico, poliesteri,
polianidridi, idrogeli).

I polisaccaridi presentano proprieta che li rendono utilizzabili in ambito biomedicale:

biocompatibilita;

non citotossicita;

alta idrofilia;

alto contenuto d’acqua;

versatilita;

presenza di un elevato numero di siti reattivi sulla catena polimerica;
elevati gradi di caricamento di farmaco e di tipologie di coniugazione.

Proprio per tali caratteristiche, sono impiegati in ambito farmaceutico, cosmetico, alimentare,
agricolo e biomedicale, per le seguenti applicazioni:

biomateriali per ingegneria tissutale;

come sistemi di drug delivery;,

come sistemi di gene delivery;

biomateriali per la produzione di lenti a contatto;

come rivestimenti per tessuti artificiali e dispositivi medici.

Gli idrogeli presentano diversi vantaggi, come riportato di seguito:

struttura tridimensionale;

proprieta idrofiliche;

possono presentarsi in varie forme, come lastre, microparticelle, nanoparticelle,
rivestimenti e pellicole;

la loro struttura altamente porosa puo essere facilmente regolata controllando la densita dei
legami incrociati (crosslinking) nella matrice;

biocompatibilita (elevato contenuto d’acqua e somiglianza fisicochimica, compositiva e
meccanica con la matrice extracellulare nativa);

biodegradabilita (per via enzimatica, idrolitica o ambientale (per esempio puo essere dovuta
al pH, alla temperatura, al campo elettrico);

deformabilita (capacita di conformarsi alla superficie di applicazione);

in alcuni casi proprieta “bioadesive”, vantaggiose nel momento in cui si richiede una loro
immobilizzazione al sito di applicazione;

elevata capacita di loading;

elevata capacita di protezione delle biomolecole trasportate dalla degradazione metabolica
cellulare;
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— incremento della biodisponibilita dei farmaci a basso peso molecolare, nel caso della
somministrazione per via orale;

— possibilita di intrappolare un core metallico o minerale per il bio imaging;

— rilascio dei farmaci inglobati secondo una cinetica dipendente dal coefficiente di diffusione
della molecola all’interno della matrice stessa;

— capacita di mantenere un’elevata concentrazione locale di farmaco nei tessuti circostanti
per un periodo prolungato.

Allo stesso tempo ¢ possibile annoverare diverse criticita, quali:

— bassa resistenza alla trazione (problema non rilevante in alcune applicazioni di drug
delivery come nei casi di applicazione sottocutanea);

— problemi di quantita e omogeneita di caricamento del farmaco nell’idrogel, in particolare
nel caso di farmaci idrofobi;

— rilascio del farmaco troppo veloce (di qualche ora o qualche giorno), a causa dell’elevato
contenuto d’acqua e grandi dimensioni dei pori;

— necessita di impianto chirurgico per alcuni idrogel non sufficientemente deformabili per
essere iniettati.

Tali sistemi possono essere progettati in modo da renderli “smart”, cio¢ capaci di rispondere
a cambiamenti dell’ambiente esterno per avere un controllo temporale e spaziale del rilascio del
carico trasportato:

— sensibili alla temperatura

— complessanti

— sensibili a reazioni chimiche o enzimatiche

— sensibili a campi magnetici.

Attualmente sono in fase di studio sistemi multifunzionali, caratterizzati dalla presenza
all’interno del materiale di cellule, farmaci, fattori di crescita ¢ biomolecole con specifiche
funzioni, come, per esempio, del plasma ricco di piastrine (PRP) (frazione di plasma sanguigno
che contiene multipli fattori di crescita (utilizzabile da solo o con altri biomateriali).

Tali materiali agiscono come carrier di biomolecole con attivita specifiche (es. antiossidanti
¢ antimicrobiche) di farmaci e fattori di crescita per ottenere una delivery controllato.

Si ricorre a diversi approcci: incapsulamento di uno o piu elementi (cues) bioattivi
simultaneamente all’interno dello scaffold (in forma di sfere, capsule, particelle, fibre, coating,
ecc.) o fisi/chemi-sorbendolo sulla sua superficie (6-9).

Notevoli sforzi sono attualmente indirizzati alla modifica della superficie di scaffold al fine di
indirizzare il differenziamento cellulare e di favorire la rigenerazione del tessuto, mediante la
creazione di specifiche nanotopografie, ricorrendo a tecniche di micropatterning, quali
fotolitografia per fabbricare pattern chimici o topografici, microContact Printing (UWCP) per
fabbricare pattern chimici, transfer lithography per generare un micropattern in metallo (es. oro)
su materiali polimeri (es. idrogeli in PEG, PolyEthylene Glycol).
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BIOMATERIALI PER SISTEMI PER IL DRUG DELIVERY
NEL TRATTAMENTO TOPICO DI MALATTIE LOCALI
DEL CAVO ORALE

Giuseppina Nocca
Istituto Biochimica Clinica, Universita Cattolica Sacro Cuore, Roma

Le malattie della mucosa orale sono tra le malattie pit comuni che colpiscono I’'uomo e
possono essere trattate efficacemente con approcci terapeutici topici, grazie alla facile
accessibilita della cavita orale (1, 2).

Tuttavia, solo alcune formulazioni topiche sono considerate specifiche per il trattamento delle
malattie della mucosa orale, e la maggior parte di esse ¢ mutuata dalla dermatologia e gravata da
tutti i limiti intrinseci associati a queste formulazioni (consistenza viscida e cattivo sapore) (3-6).

La cavita orale ha caratteristiche strutturali, ambientali e funzionali che differiscono dalla
pelle. Infatti, saliva, deglutizione, masticazione e fonazione agiscono per lavare via la maggior
parte del farmaco dal sito di applicazione, con conseguente breve tempo di ritenzione del principio
attivo e, di conseguenza, bassa efficacia terapeutica.

Per questi motivi, forme di somministrazione locale di farmaci dovrebbero essere in grado di
superare una rapida perdita di farmaco dal sito di assorbimento per dilavazione salivare; la scarsa
compliance del paziente e la diversa permeabilita delle diverse superfici del cavo orale.

La mucosa orale si compone di due strati anatomici e funzionali: un epitelio squamoso a-
vascolarizzato, denso e stratificato, e uno strato sottostante, leggermente vascolarizzato di origine
mesodermica (il corion o la lamina propria) (1, 2). L’epitelio della mucosa orale ha uno spessore
di circa 40-50 strati cellulari, con uno spessore che dipende dal sito. L’epitelio stratificato
squamoso orale ¢ suddiviso in epitelio non cheratinizzato e cheratinizzato. I processi di
differenziazione che avvengono negli epiteli cheratinizzati ¢ non cheratinizzati differiscono in
modo significativo. La mucosa orale ¢, inoltre, ricoperta da muco, costituito da glicoproteine
(mucine) cariche negativamente. Le mucine contribuiscono alla visco-elasticita della saliva,
mantengono il pH 5,8-7,4 e proteggono le cellule epiteliali (1, 2).

La mucosa orale puo essere distinta in:

— mucosa di riverstimento, riveste labbra, guance, palato molle, superficie inferiore della
lingua e pavimento della bocca (60%).

— mucosa masticatoria, riveste le gengive e il palato duro (25%).

— mucosa specializzata riveste il dorso della lingua (15%).

Conoscere la permeabilita delle diverse zone della mucosa ¢ cruciale per selezionare la

formulazione piu appropriate per 1’assorbimento del farmaco.

Lo strato connettivale non agisce come barriera (1, 2).

Gli strati “barriera” sono:

— lamina basale;

— spazio intercellulare nello strato epiteliale per la presenza dei granuli di derivazione
cheratinocitaria.

L’assorbimento del principio attivo pud avvenire attraverso due vie: transcellulare e
paracellulare. Quindi, per decidere se ¢ possibile utilizzare oral drug delivery per trattare una
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patologia locale o sistemica dovro valutare la permeabilita della mucosa nella zona d’interesse e
I’assorbimento del farmaco (1, 2).

1l drug delivery locale, via mucosa orale, puo essere diviso in due categorie:

— via mucosa cheratinizzata
— via mucosa non cheratinizzata.

La scelta di un approccio piuttosto che un altro dipende principalmente dalle differenze
regionali in termini di caratteristiche anatomiche e di permeabilita, che esiste tra questi siti di
mucosa orale.

La mucosa cheratinizzata, come la gengiva e la mucosa palatale dura, non sono ancora
considerate un sito valido per la somministrazione sistemica di farmaci, ¢ dovrebbero essere
considerati come siti utili per la somministrazione locale (diretta) di farmaci per il trattamento di
malattie orali localizzate a livello della gengiva o del palato.

Il rilascio di farmaci attraverso la mucosa non cheratinizzata pud essere suddiviso in due
approcci: somministrazione di farmaci sublinguale (che ¢ il rilascio sistemico di farmaci
attraverso la mucosa che riveste il pavimento della bocca) e il rilascio del farmaco attraverso la
mucosa buccale (trattamento locale).

11 drug delivery locale ha dei vantaggi, come quello di ridurre la distribuzione sistemica del
farmaco ma anche dei limiti: ovvero il limitato tempo di esposizione, il cattivo sapore e la non
omogenea distribuzione.

I sistemi mucoadesivi sono sistemi polimerici in grado di veicolare farmaci, aderendo alla
mucosa orale. Questi sistemi superano tutti i problemi di delivery nel cavo orale [6-10]. Essi,
infatti, aumentano il tempo di permanenza del farmaco nel sito, ne aumentano, quindi,
I’assorbimento e migliorano la compliance.

La mucoadesione ¢ un fenomeno complesso che avviene in varie fasi:

— diffusione, umidificazione e dissoluzione del polimero mucoadesivo all’interfaccia.

— intreccio meccanico o fisico tra il polimero e lo strato di muco superficiale del tessuto,

risultante in uno strato di compenetrazione.

Il passo successivo ¢ il risultato di interazioni chimiche, come i legami covalenti e ionici, il
legame idrogeno e le interazioni di Van der Waals. I legami idrogeno e le interazioni idrofobiche
sono i piu desiderabili nello sviluppo di sistemi mucoadesivi, in quanto i legami covalenti e legami
ionici potrebbero causare danni irreversibili alla superficie della mucosa (8, 9).

La mucoadesione ¢ influenzata dal pH. Per migliorare le proprieta mucoadesive intrinseche di
un polimero, nuove forme di dosaggio buccale possono essere composte da diversi polimeri
mucoadesivi e nuovi copolimeri, piuttosto che utilizzare singoli sistemi polimerici.

Tra questi esistono i seguenti sistemi:

— tipo monolitico o matrice: in cui il farmaco ¢ uniformemente disperso o disciolto nella
matrice polimerica e il rilascio del farmaco ¢ influenzato dalla diffusione attraverso la rete
polimerica.

— tipo a membrana controllata: un farmaco ¢ intrappolato tra un supporto impermeabile e una
membrana polimerica che controlla il tasso di rilascio.

Le caratteristiche desiderabili del sistema adesivo orale includono:

a) elevata capacita di carico di farmaco.

b) non irritante per i tessuti.

¢) buona mucoadesione.

d) comfort del paziente.

e) erogazione di farmaci sostenuta.
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Sono disponibili diversi sistemi mucoadesivi per lo scopo della somministrazione locale di
farmaci:

— Compresse adesive

Le compresse vestibolari sono piccole, piatte e ovali diametro da 5 a 8 mm e spessore di
circa 2 mm. In presenza di saliva, aderiscono alla superficie della mucosa fino alla
dissoluzione e/o rilascio del farmaco. Dopo essere stato in bocca per un breve periodo, il
paziente di solito non ¢ piu consapevole della sua presenza. Possono essere applicate
compresse vestibolari adesive in diversi siti nella cavita orale, incluso il palato e la mucosa
delle guance. Per prevenire la perdita di farmaco dalla superficie superiore della compressa,
sono state sviluppate compresse specializzate con 2 strati. Contengono uno strato
bioadesivo caricato di farmaco e uno strato di supporto impermeabile per promuovere
I’assorbimento unidirezionale del farmaco e per ridurre al minimo perdita di farmaco nella
cavita orale. Dispositivi per il rilascio di farmaci mucoadesivi contenenti sia un rilascio
rapido che uno strato a rilascio controllato. Gli svantaggi sono: Scarsa flessibilita nel tempo
e, quindi, fastidio in caso di terapie lunghe (9).

— Cerotti e film o pellicole adesive

Il primo passo nello sviluppo di questa forma di dosaggio adesiva ¢ la selezione e
caratterizzazione di un polimero (o combinazione di polimeri) con proprieta bioadesive
appropriate ¢ il controllo del rilascio del farmaco. I cerotti e i film bioadesivi sono laminati,
costituito da uno strato polimerico caricato di farmaci, uno strato di supporto impermeabile,
per promuovere ’'unidirezionale rilascio di farmaci e, in generale, componenti mucoadesivi
con o senza ritardanti di rilascio e additivi, come potenziatori della penetrazione o inibitori
enzimatici. Cerotti e film hanno un’elevata flessibilita, facilitando cosi a tempo di
residenza/conservazione prolungato, oltre a un alto livello di compliance e comfort del
paziente. Inoltre, forniscono un dosaggio piu accurato della somministrazione di farmaci.
Gli svantaggi sono: area di delivery limitata, perdita di carico e rimozione (12).

— Gel o unguento (es. sistemi adesivi semisolidi)

Forme di dosaggio semisolidi, come gel e unguenti, hanno il vantaggio di una facile
dispersione in tutta la mucosa orale. Formano un intimo contatto con la mucosa e rilascio
rapido di farmaco al sito di assorbimento. Tuttavia, nonostante 1’uso di polimeri bioadesivi,
il tempo di permanenza dei gel € breve perché i fluidi corporei, come la saliva, li detergono
rapidamente. Per queste ragioni, sono di uso limitato per farmaci con una stretta finestra
terapeutica. Applicazione principale di gel mucoadesivi ¢ nel trattamento delle condizioni
orali come parodontite, stomatite aftosa ricorrente, ulcere traumatiche, mucosite orale,
immunologicamente cronica, lesioni orali mediate e in una certa misura salivari
ipofunzione. Vantaggi: Inizio rapido dell’azione e facilita d’uso. Svantaggi: dosaggio
impreciso del farmaco e minor tempo di ritenzione del farmaco (7).

— Spray mucoadesivi e risciacqui orali

Sono liquidi adesivi che formano un rivestimento sottile sull’intera mucosa orale quando
applicato. Questo tipo di formulazione aumenta la superficie totale attraverso la quale le
molecole del farmaco possono essere assorbite. Terapia: lichen planus orale, stomatite
aftosa ricorrente, mucosite orale, iposalivazione e disturbi potenzialmente maligni, come
leucoplachia ed eritroplakia. Vantaggi: buona mucoadesione e viscoelasticita, maggiore
compliance del paziente. Svantaggi: il dosaggio del farmaco potrebbe non essere accurato,
amministrazione involontaria attraverso il tratto gastrointestinale dovuto alla deglutizione
(11, 12).
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I polimeri utilizzati per la mucoadesione sono i PAA (polimeri dell’acido acrilico). Questi
polimeri sono cross linked con eteri polialchenici o con glycol divinilico. Sono prodotti come
particelle di 0,2— 0,6 micron di diametro. Ogni particella ¢ interconnessa a formare una rete dal
cross linkante. I polimeri di carbopol insieme ai polimeri di pemulen e di noveon sono tutti
reticolati. Si gonfiano in acqua fino a 1000 volte il loro volume originale per formare un gel se
esposti a un pH da 4,0 a 6,0 (12). Vantaggi:

— buona scorrevolezza della formulazione in pastiglia;

— profili lunghi di rilascio di farmaci;

— sono sicuri ed efficaci per la somministrazione orale;

— maggiore biodisponibilita;

— sono approvati da molte farmacopee del mondo.

Il chitosano ¢ un polisaccaride cationico, prodotto dalla deacetilazione della chitina.
Biocompatibile, biodegradabile e non tossico. Forma legami ionici con la mucosa. Flessibile. I
suoi metaboliti sono eliminati dal fegato (8).

Nuovi polimeri di seconda generazione hanno i seguenti vantaggi:

— sono piu citospecifici;

— sono meno colpiti dal ricambio di muco;

— delivery sito specifica.

Le lectine sono proteine presenti in natura coinvolte nel riconoscimento biologico. Le lectine
sono una classe strutturalmente complessa di proteine e glicoproteine che si legano
reversibilmente a specifici residui di carboidrati. Dopo il legame con la cellula, le lectine possono
rimanere sulla superficie della cellula o entrare all’interno per endocitosi. L’unico svantaggio ¢
che sono immunogeniche (12).

I polimeri tiolati sono tiomeri derivati da PAA o chitosano la presenza del gruppo tiolico
aumenta il tempo di permanenza promuovendo legami covalenti con i residui cisteina nel muco.
I legami disolfuro possono anche alterare il meccanismo di rilascio del farmaco dal sistema a
causa di maggiore rigidita e crosslinking (12).

Conclusioni

Attualmente, molti farmaci biologicamente attivi per il trattamento di condizioni orali sono
somministrati sistemicamente con possibili effetti collaterali gravi.

Lo sviluppo di sistemi efficaci per il drug delivery potrebbe essere molto interessante nel
fornire una terapia piu mirata, riducendo cosi le dosi di farmaco richieste e il rischio di effetti
collaterali sistemici. Tuttavia, la relativa impermeabilita della cavita orale, altre variabili relative
all’ambiente orale. Inoltre I’accettabilita, da parte del paziente, deve essere considerata.
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CARATTERIZZAZIONE BIOCHIMICA .
DELLA CELLULA STAMINALE: STAMINALITA,
METABOLISMO E INTERAZIONE CON | BIOMATERIALI

Giuseppina Nocca
Istituto Biochimica Clinica, Universita Cattolica Sacro Cuore, Roma

La perdita o I’insufficienza funzionale di un organo o di un tessuto rappresentano uno degli
aspetti piu invalidanti, frequenti e costosi nell’ambito della sanita; il problema non ¢ solamente
limitato alla mancanza di organi in toto, ma coinvolge anche deficit tissutali localizzati,
difficilmente risolvibili con 1’ausilio dei soli e usuali trattamenti chirurgici o farmacologici (1).
L’uomo da sempre cerca di risolvere — al meglio delle proprie capacita e possibilita — queste
compromissioni, come documentato dai tanti reperti rinvenuti (sia di epoca egizia che etrusca) di
individui sepolti con le loro “protesi”: conchiglie al posto dei denti, canini legati a filo d’oro tra
due incisivi (antesignano dei moderni “ponti”’), mummia egizia con alluce in legno, solo per
citarne alcuni.

Con il passare dei secoli, con I’aumentare delle conoscenze scientifiche e delle scoperte
tecnologiche, I’'uvomo ha cominciato a cercare di sostituire anche porzioni di tessuto osseo sia con
trapianti omologhi che eterologhi, con risultati non sempre positivi. Colpisce il fatto che i primi
innesti di tessuto osseo siano stati effettuati nel XVII secolo prima che fosse descritta per la prima
volta la struttura ossea e che si cominciasse a parlare di callo osseo, impianto e riassorbimento.

Oggi la tecnica migliore a disposizione per ripristinare la funzionalitd di organi persi o
gravemente lesionati ¢ il trapianto, tale metodica, tuttavia, risente della strutturale insufficienza
di donatori e comporta, per il ricevente, la necessita di utilizzare, per tutta la vita, farmaci
immunosoppressori con i ben noti effetti collaterali. In questo panorama, a cavallo tra gli anni ‘80
e ‘90 del secolo scorso, si inseriscono la medicina rigenerativa e 1’ingegneria tissutale,
potenzialmente in grado di risolvere le problematiche legate al trapianto.

La medicina e la chirurgia rigenerativa sono un settore interdisciplinare di ricerche e
applicazioni cliniche focalizzate prevalentemente sulla prospettiva di riparare, sostituire e/o
rigenerare cellule, tessuti e/o organi al fine di ripristinare alcune funzioni anatomiche, fisiologiche
e biochimiche deteriorate per cause differenti, come difetti congeniti, malattie, traumi e
invecchiamento. La caratteristica piu importante della medicina rigenerativa consiste nell’idea di
utilizzare contemporaneamente una combinazione di numerosi approcci tecnologici, spesso
convergenti, sia gia esistenti che recentemente messi a punto. Quando possibile, questi nuovi
approcci terapeutici dovrebbero limitarsi a stimolare e sostenere le capacita proprie di guarigione
dell’organismo umano, includendo, senza limitazioni, I’'uso di molecole solubili, terapie geniche,
terapie basate sull’'uso di cellule staminali e/o progenitrici, ingegneria tissutale e
riprogrammazione cellulare e/o tissutale.

Nel primo simposio di ingegneria tissutale nel 1988 in California, fu formulata la seguente
definizione: “L’applicazione dei principi e dei metodi dell’ingegneria e delle scienze della vita
per comprendere a fondo la relazione che esiste tra struttura e funzione nei tessuti viventi normali
e patologici, per lo sviluppo di sostituti biologici che possano ripristinare, mantenere e migliorare
la funzione tissutale” (2). Caratteristica principale dell’ingegneria tessutale ¢ Ia
multidisciplinarieta (ingegneria, chimica, fisica, biologia, biotecnologie e medicina) e la sua
strategia principale si avvale di cellule viventi (e/o loro prodotti) e di supporti innovativi, per
sviluppare sostituti tissutali bioattivi in alternativa agli impianti inerti. Gli studi iniziali cercarono
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di riprodurre i tessuti e gli organi naturali nella forma, nelle proprieta e nella funzione ma, in poco
tempo, fu evidente che la complessita dei tessuti biologici era tale da rendere quasi impossibile il
passaggio dai sistemi in vitro a quelli in vivo. Durante la prima decade, quindi, si ¢ approfondita
la conoscenza sulle potenzialita dell’utilizzo di cellule, fattori biochimici e scaffold biocompatibili
per la ricostruzione tissutale. Viste le difficolta incontrate nel primo decennio, nel 1998 si € avuto
il passaggio da ingegneria tissutale a ingegneria tissutale funzionale il cui obbiettivo ¢ ristabilire
la funzione del tessuto o organo, identificando le esigenze meccaniche e strutturali del tessuto da
ripristinare.

Rigenerazione ossea

Attualmente il trattamento chirurgico per perdite ossee estese si avvale di due alternative:

— Innesto di tessuto autologo; definito come gold standard per la rigenerazione, rappresenta
una soluzione sicura per la compatibilita e 1’assenza di risposta immunitaria, ma ¢ anche
disagevole per il paziente per la necessita di un secondo intervento e per il rischio di
morbilita associato al prelievo. Inoltre € spesso difficile sopperire alla quantita di tessuto
necessaria alla sostituzione della porzione mancante, o la qualita dell’osso recuperato non
consente buoni risultati al reimpianto.

— Innesto di tessuto allogenico; grazie all’esistenza di banche dell’0sso, ¢ disponibile anche
I’innesto di questa tipologia di tessuto, che tuttavia ha mostrato essere spesso soggetto a
scarso rimodellamento e insufficiente rivascolarizzazione, funzionando quindi da mero
supporto. Non sono da sottovalutare anche problematiche quali il rigetto e il rischio di
infezioni legato all’impianto di tessuti di origine omologa.

La rigenerazione ossea si inserisce, quindi, come interessante prospettiva con due possibili
modalita: la prima, in vitro seeding, dove le cellule del paziente si seminano sul biomateriale che
viene posto in un bioreattore che simula 1’ambiente biologico, creando condizioni colturali
ottimali per la crescita cellulare. Il costrutto cosi ottenuto verra poi impiantato nel paziente dove
dovrebbe essere gradualmente riassorbito e sostituito da tessuti vitali grazie all’apporto vascolare
e nervoso. Le applicazioni cliniche gia in uso comprendono cartilagine, cute e sistema vascolare.
La seconda, in vivo (tissue guided regeneration) modalita in cui la rigenerazione viene ottenuta
direttamente nel paziente. Questo approccio associa agli scaffold materiali in forma di polveri,
soluzioni o microparticelle caricate capaci di promuovere la riparazione locale. Molecole o fattori
che attivano la proliferazione cellulare, come le Bone Morphogenetic Proteins (BMP), possono
essere coniugate chimicamente al materiale e rilasciate nei tessuti a velocita controllata, per
diffusione o frammentazione del supporto. Tali materiali bioattivi sono in grado di indurre
localmente cellule dell’ospite a rilasciare fattori di crescita, che a loro volta stimolano cellule
coinvolte nella rigenerazione del tessuto in sifu.

Per la realizzazione del tessuto osseo sono, quindi, quattro gli elementi fondamentali:

1. le cellule (differenziate o staminali), che si dividono in autologhe (prelevate dallo stesso
individuo su cui sara eseguito I’impianto), allogeniche (provenienti da un donatore della
stessa specie) e xenogeniche (ottenute da un donatore di un’altra specie);

2. 1 mediatori biochimici, cio¢ i fattori di crescita (es. Epidermal growth factor, Fibroblast
growth factor, ecc.);

3. il bioreattore, ossia un dispositivo per colture cellulari che ha lo scopo di garantire I’apporto
e il mantenimento di specifiche concentrazioni di nutrienti e gas:
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4. lo scaffold. 1 biomateriali per gli scaffold dovrebbero idealmente essere: biocompatibili,
biodegradabili, e favorire: adesione, migrazione, proliferazione, differenziamento
cellulare, sintesi matrice extracellulare, invasione vascolare.

L’uso delle cellule staminali in medicina rigenerativa, presuppone il costante mantenimento
delle loro proprieta di staminalita durante i prolungati periodi di proliferazione in vitro. I marcatori
specifici dello stato indifferenziato sono fondamentali per controllare la stabilita fenotipi
cellulari nel corso del tempo e confrontare le linee cellulari tra i diversi laboratori. Infatti, le linee
di cellule staminali umane, coltivate per lunghi periodi di tempo, mostrano cambiamenti nella
stabilita del cariotipo, espressione di marcatori di superficie cellulare, fattori di trascrizione e
attivita telomerasica (3, 4).

Negli ultimi anni diversi parametri sono stati caratterizzati per essere direttamente correlati
alle funzioni delle cellule staminali e ’attivita mitocondriale ¢ stata considerata particolarmente
importante per sostenere la vitalita cellulare. I mitocondri, infatti, non solo forniscono energia alle
cellule con la maggior parte del loro ATP (Adenosine TriPhosphate) ma forniscono anche GTP
(GuanosinTriPhosphate), oltre a controllare il turnover degli amminoacidi e realizzare la beta-
ossidazione degli acidi grassi (5). Inoltre, questi organelli subcellulari, insieme al reticolo
endoplasmatico, servono anche come un serbatoio di calcio cellulare. Alcuni studi recenti hanno
analizzato ’attivita mitocondriale e 1’alterazione del tasso di consumo di ossigeno (6-11).

Negli ultimi anni sono stati ottenuti nuovi risultati interessanti e, in particolare, alcuni studi
hanno documentato che ogni fase cellulare dipende da uno specifico stato metabolico (5, 12).
Infatti, il metabolismo delle cellule staminali embrionali pluripotenti (pluripotent Embryonic
Stem Cells — pESCs) si basa su un elevato livello di glicolisi, mentre durante la differenziazione
cellulare il consumo di glucosio attraverso il percorso glicolico diminuisce ¢ aumenta la
fosforilazione ossidativa mitocondriale (6, 13, 14). Inoltre, durante la differenziazione delle
cellule staminali, i mitocondri modificano il loro numero, la morfologia e la localizzazione (11,
13-15). E interessante notare che quando le cellule differenziate vengono trasformate in cellule
staminali pluripotenti indotte (induced Pluripotent Embryonic Stem Cells — iPSCs), esse passano
il loro metabolismo dalla fosforilazione ossidativa alla glicolisi (15), la cui inibizione blocca il
processo di de-differenziazione (16). Alcune cellule staminali adulte, come le cellule staminali
mesenchimali (Mesenchymal Stem Cells — MSC) e le cellule staminali ematopoietiche a lungo
termine, richiedono un basso livello di ossigeno per mantenere condizioni indifferenziate. Queste
cellule vivono in nicchie, in condizioni ipossiche e utilizzano principalmente la glicolisi per
ottenere ATP, limitando quindi la produzione di specie reattive dell’ossigeno (Reactive Oxigen
Species — ROS) e danni conseguenti a DNA (DeoxyriboNucleic Acid) e RNA (RiboNucleic Acid)
(13, 14).

La relazione tra il metabolismo aerobico e anaerobico ¢ molto varia e complessa ma, pur con
le dovute cautele, tutti questi risultati sembrano indicare che la pluripotenza cellulare (staminalita)
¢ legata a una moderata attivita di fosforilazione ossidativa legata alle condizioni ipossiche che
cellule staminali continuano a vivere. Tuttavia, molti aspetti metabolici delle cellule staminali (sia
delle cellule adulte che embrionali) non sono ancora ben compresi e, per questi motivi, non ¢
sempre possibile ottenere cellule in vitro differenziate terminalmente dalle cellule progenitrici.

La determinazione di queste caratteristiche potrebbe aiutarci a stabilire se le cellule staminali
siano in stato quiescente e quando sono pienamente in grado di differenziarsi. Questa conoscenza
potrebbe permettere la scoperta dei legami dei profili metabolici con differenti marcatori di
superficie delle cellule staminali (CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 ¢ CD166) e di segnalazione
cellulare; in questo modo sarebbe possibile controllare le eventuali deviazioni dal comportamento
normale delle cellule staminali in coltura permettendo l’eliminazione delle cellule difettose
dannose per il perseguimento del differenziamento cellulare propedeutico alle applicazione delle
cellule staminali in medicina rigenerativa.
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Tutte queste proprieta si ottengono grazie all’interazione tra cellule e biomateriale. Se le
cellule, infatti, non riescono a riconoscere e a interagire con il substrato nessun processo
successivo (proliferazione, migrazione e differenziamento cellulare) pud avvenire (17-19).
Pertanto nella progettazione di materiali per I’ingegneria dei tessuti, la comprensione dei
meccanismi che regolano tale interazione sono di fondamentale importanza.

Le interazioni che possono instaurarsi tra cellula materiale possono essere di tipo elettrostatico
o idrofobico ma da esse non derivano risposte biologiche. Affinché cio avvenga, ¢ necessario che
I’interazione cellula-materiale porti alla trasduzione dei segnali in modo da indurre una risposta
biologica (20). L’interazione deve quindi essere tra un ligando e un recettore in grado di stimolare
le vie di trasduzione del segnale. L’adesione cellulare ¢ un processo che si compie in due fasi:
nella prima si ha la formazione dei legami (ionici e/o forze di Van der Waals) tra cellule e
substrato; nella seconda, vengono coinvolte le proteine della matrice extracellulare (Extra
Cellular Matrix) e del citoscheletro (21). Se consideriamo la situazione in vivo, infatti, la cellula
riconosce I’ambiente che la circonda (cio¢ le proteine ECM) — ¢ interagisce con esso. Da questa
interazione deriva 1’adesione e, quindi, una cascata di segnali intracellulari che permettono la
crescita, la proliferazione e il differenziamento. La ECM, quindi, ¢ coinvolta direttamente nella
regolazione delle principali funzioni cellulari (20, 21).

Nella ECM sono presenti numerosi tipi di proteine, tra cui i proteoglicani e le proteine fibrose;
all’interno di quest’ultima possiamo distinguere un gruppo con funzione strutturale (in cui si
ritrovano collagene ed elastina) e un altro con funzione adesiva (fibronectina e laminina). Il sito
di adesione cellulare ¢ un sito di ancoraggio in cui le proteine della ECM si legano indirettamente
all’actina del citoscheletro actina attraverso una complessa rete di proteine transmembrana
chiamate integrine (22). Queste proteine svolgono numerose funzioni, da una parte, infatti,
legandosi alle proteine della ECM, attivano numerose vie di trasduzione del segnale (sia le vie
con recettori con attivita di tirosina-chinasi, o serin-treonina chinasi, ecc.), dall’altra sono
associate alle proteine del citoscheletro (actina, tensina, vinculina, ecc.) esse sono quindi in grado
di integrare I’ambiente extracellulare con quello intracellulare, da cui il loro nome.

Le integrine sono una famiglia di glicoproteine eterodimeriche transmembrana, costituite da
due subunita, a e B, unite con interazioni deboli (22). La maggior parte delle proteine della ECM,
presenta una sequenza conservata dei tre amminoacidi Arg-Gly-Asp (4rginylglycylaspartic acid),
RGD, che puod interagire direttamente con le integrine, comunque, questo non ¢ un motivo
universale. Proprio a causa della fondamentale importanza che ha l’interazione cellula —
biomateriale, ormai quest’ultimo non puo piu essere solo biocompatibile e biodegradabile quindi
nella progettazione di un biomateriale bisogna considerare anche la presenza di segnali biochimici
(bioattivazione). La bioattivazione si puo indurre con trattamenti superficiali, o con I’introduzione
nel materiale di molecole biologicamente attive (inclusi fattori di crescita, inibitori di crescita,
fattori angiogenici e/o agenti immunosoppressori). La bioattivazione dei materiali piu
comunemente praticata attualmente avviene per mezzo di peptidi specifici legati covalentemente
al materiale.

La conoscenza dei fattori coinvolti nell’adesione cellulare ha rappresentato un’importante
evoluzione nella progettazione di biomateriali che consentano una modulazione del legame con
le cellule.

Una superficie bioattivata puo diventare paragonabile a una ECM in grado di fornire gli stimoli
biologici adatti a guidare la formazione di nuovo tessuto permettendo adesione e specificita di
interazione migliorando 1I’osteoconduttivita degli scaffold.
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NANOMATERIALI E CELLULE STAMINALI
PER LA RIGENERAZIONE DEI TESSUTI DENTALI

Giovanna Orsini
Dipartimento di Scienze Cliniche Specialistiche ed Odontostomatologiche, Universita Politecnica delle
Marche, Ancona

Introduzione

I tessuti duri della corona dentale possono essere ripristinati utilizzando diversi materiali che
sono stati migliorati con I’introduzione della nanotecnologia. Tuttavia, sebbene lo sviluppo di
nuovi biomateriali abbia migliorato la qualita del trattamento, esistono numerosi limiti nella
funzionalita e nella longevita dei restauri dentali. Per superare questo problema, sono emerse
nuove idee e strategie dal campo dell’ingegneria tissutale e della biologia delle cellule staminali.
Infatti, la rigenerazione dei tessuti dentali si basa sulla sostituzione e sul ripristino funzionale del
tessuto danneggiato dallo stesso tessuto biologico sano. In questa presentazione, dopo una breve
introduzione sulla formazione dei tessuti dentali, verranno esaminati: innovazioni
nanotecnologiche dei materiali restaurativi, principi di ingegneria tissutale, potenziale
rigenerativo delle cellule staminali dentali.

L’odontogenesi inizia in punti precisi dell’epitelio orale che si ispessisce e si invagina
gradualmente nel mesenchima sottostante. Tale invaginazione, che acquisisce progressivamente
forme caratteristiche, come lo stadio a gemma, a cappuccio e a campana, da origine all’organo
dello smalto, composto da quattro diverse popolazioni di cellule epiteliali: il reticolo stellato, lo
strato intermedio, 1’epitelio adamantino interno e I’epitelio adamantino esterno. Nello stadio a
campana, il potenziale odontogeno viene acquisito dalle cellule mesenchimali della papilla
dentale, da cui origina la polpa dentale. Le cellule della polpa, esposte all’epitelio adamantino
interno, si differenziano in odontoblasti, capaci di formare dentina che, a loro volta, diventano
necessari per il differenziamento in ameloblasti da parte delle cellule dell’epitelio adamantino
interno. Gli odontoblasti sono cellule colonnari polarizzate dotate di lunghi prolungamenti,
deputate alla produzione di matrice extracellulare dentinale che andra poi incontro a maturazione.
La matrice extracellulare dentinale ¢ composta principalmente da collagene e da una piccola
percentuale di proteine non collageniche, che rappresentano i fattori chiave per la deposizione di
ioni minerali di apatite e la conseguente mineralizzazione. In seguito alla deposizione iniziale
della dentina, gli ameloblasti si polarizzano e iniziano a produrre la matrice dello smalto, lungo
la giunzione smalto-dentinale, composta da specifiche proteine idrofobiche tissutali, quali le
amelogenine e le non amelogenine. Una volta deposto in tutto il suo spessore, lo smalto va
incontro al processo di mineralizzazione, dando luogo al tessuto calcificato piu duro e resistente
del nostro organismo. Successivamente allo stadio a campana, avviene lo sviluppo della radice
dentale con la conseguente formazione dei tessuti dell’apparato di sostegno dentale, quali
legamento parodontale, cemento e osso alveolare. Dopodiché, nell’'uomo, una volta avvenuta
I’eruzione dentale, gli ameloblasti scompaiono e lo smalto non ¢ piu in grado di essere riparato.
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Terapie attuali

Gli elementi dentali presentano una limitata capacita riparativa e rigenerativa a seguito di
lesioni che causano danni ai tessuti duri, alla polpa e al tessuto parodontale. Negli ultimi anni,
sono stati fatti progressi significativi nell’ambito dell’odontoiatria restaurativa, al fine di
sviluppare nuovi approcci terapeutici, volti a colmare i limiti delle tecniche tradizionali, in termini
di funzionalita e durata. Per sostituire i tessuti duri parzialmente persi, le tecniche contemporanee
utilizzano restauri diretti o indiretti, eseguiti con materiali estetici biocompatibili, dello stesso
colore del dente, come i compositi a base di resina e i manufatti protesici in ceramica. Questi
materiali restaurativi sono stati resi piu performanti ed estetici, con caratteristiche molto simili a
quelle dei tessuti che vanno a sostituire, grazie alla loro implementazione a opera della
nanotecnologia. Ad esempio, attraverso la creazione di microaggregazioni di nanoparticelle
prepolimerizzate, i nuovi materiali compositi hanno acquisito delle migliori proprieta chimico-
meccaniche, aumentando la loro durata a lungo termine. Anche il loro legame ai tessuti dentali ¢
critico poiché mentre ’adesione allo smalto ¢ stabile nel tempo, 1’adesione alla dentina & piu
debole e instabile, principalmente a causa di una maggiore percentuale di matrice organica nella
dentina stessa. Pertanto, 1’obiettivo delle procedure adesive ¢ la diffusa infiltrazione e
impregnazione delle fibrille di collagene dentinale demineralizzato con la resina monomerica,
presente nel sistema adesivo. Per migliorare le proprieta adesive della matrice dentinale, sono
stati introdotti nuovi monomeri resinosi e varie strategie di biomodificazione, promuovendo una
notevole resistenza alla degradazione dell’interfaccia adesiva.

I denti mancanti sono tradizionalmente sostituiti con protesi rimovibili, ricostruzioni fisse e
impianti dentali. Gli impianti in titanio sono considerati come la migliore opzione per il
trattamento delle shh, sebbene il loro successo sia influenzato dalla quantita e dalla qualita
dell’osso mascellare e mandibolare. Recentemente, gli impianti dentali hanno beneficiato degli
sviluppi della ricerca sulla biologia delle cellule staminali e sull’ingegneria tissutale, al fine di
massimizzare il loro tasso di sopravvivenza in caso di scarsa qualita ossea. Nuove tecnologie
rigenerative che utilizzano scaffold, cellule staminali, rilascio di farmaci e fattori di crescita, cosi
come tecniche di terapia genica, dovrebbero migliorare la risposta del tessuto ospite e
’osteointegrazione dell’impianto.

La somministrazione in situ di cellule staminali in combinazione con scaffold ¢ molecole
bioattive potrebbe accelerare e aumentare il processo di riparazione dei tessuti dentali e dei tessuti
di supporto che risultano compromessi. Sebbene la maggior parte degli studi si concentri sulla
rigenerazione parziale del tessuto dentale, sono stati realizzati alcuni tentativi per la rigenerazione
di interi denti.

Le cellule staminali svolgono un ruolo fondamentale nell’omeostasi e nella riparazione dei
tessuti. Il loro destino ¢ regolato da fattori cellulari intrinseci e da segnali provenienti da un
microambiente specializzato. Molti studi recenti hanno provato a isolare popolazioni di cellule
staminali mesenchimali ed epiteliali da denti umani decidui e adulti.

Popolazioni di cellule staminali mesenchimali dentali (DMSC: Dental Mesenchymal Stem
Cells) sono state isolate dalla polpa di denti permanenti (DPSC: Dental Pulp Stem Cells) e da
decidui umani (SHED: Stem Cells from Human Exfoliated Deciduous). Le DMSC sono state
identificate anche nella parte apicale della papilla dentale (SCAP: Stem Cells from Apical
Papilla), nel follicolo dentale (DFSC: Stem Cells from Dental Follicle) ¢ nel legamento
parodontale (PDLSC: Periodontal Ligament Stem Cells).

Mentre i denti umani sono una buona fonte di DMSC, le cellule staminali epiteliali dentali
(DESC: Dental Epithelial Stem Cells) sono molto rare, e le attuali conoscenze sulle DESC
vengono ottenute da studi su incisivi di roditori, perché denti in continua crescita che conservano
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una nicchia di cellule staminali da cui potranno originare i precursori delle cellule produttrici di
smalto dentale).

Nuove prospettive nella rigenerazione dei tessuti dentali.

L’endodonzia rigenerativa ha come scopo quello di riformare il complesso pulpo-dentinale
lesionato, stimolando la capacita rigenerativa del tessuto pulpare, attraverso I'utilizzo di
nanomateriali associati a fattori di crescita e cellule staminali. Sono gia stati effettuati diversi
esperimenti al fine di ottenere una completa rigenerazione del complesso pulpo-dentinale in
modelli animali, utilizzando DMSC umane. Una delle prospettive piu promettenti ¢ quella di
utilizzare polpe dentali umane decellularizzate come scaffold naturali per ospitare DMSC
autologhe associate a diversi fattori di differenziazione, in grado di guidare Ila
neovascolarizzazione e la reinnervazione all’interno del tessuto rigenerato.

Un altro obiettivo fondamentale dell’odontoiatria rigenerativa ¢ la ricostruzione di un
parodonto funzionale nell’area compromessa attorno alla radice dentale, costituito da nuovo
cemento, 0sso alveolare e legamento parodontale. Numerose ricerche in vitro e in vivo hanno
dimostrato che vari fattori di crescita, cosi come i derivati della matrice extracellulare dello smalto
aiutano e promuovono la rigenerazione del tessuto parodontale. I moderni materiali da innesto
osseo, con migliori proprieta fisico-chimiche, possono essere utilizzati come vettori di queste
molecole, migliorando ulteriormente le prestazioni cliniche.

Infine, 1’approccio terapeutico del futuro potrebbe consistere nella rigenerazione dell’intero
elemento dentale. [ possibili germi dentali artificiali sono stati sperimentalmente
bioingegnerizzati, partendo dalla riassociazione di cellule staminali epiteliali e mesenchimali, che
sono state disgregate da germi dentali embrionali di topo. I germi dentali bioingegnerizzati
possono essere successivamente trapiantati nell’osso alveolare fino alla completa eruzione nella
cavita orale, sostituendo cosi i denti mancanti. [ denti creati dalla bioingegneria possiedono smalto
e dentina, sono innervati e quindi potrebbero essere considerati come denti completamente
funzionali. Tuttavia, € abbastanza difficile controllare in vitro la dimensione e la forma dei denti
durante lo sviluppo di questi germi dentali artificiali. In effetti, i denti formati usando questo
protocollo sperimentale risultano a volte piu piccoli rispetto ai denti naturali. Quindi, la grande
sfida ¢ rappresentata proprio dalla possibilita di generare denti funzionali ingegnerizzati con
I’appropriata morfologia coronale.
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RIGENERAZIONE TISSUTALE MEDIATA
DA FATTORI BIOLOGICI E BIOFISICI

Massimo Corigliano
Scuola di Specializzazione in Chirurgia Implantare, Universita di Sassari

Introduzione

La medicina rigenerativa in questo contesto temporale ¢ sicuramente la parte piu interessante
e innovativa della medicina riabilitativa, ed ¢ di supporto fondamentale alle tecniche di
riabilitazione implantoprotesica nei pazienti atrofici o complessi.

In numerosi anni di studio e di ricerche, ¢ stato redatto quello che viene identificato come il
Protocollo Rigenerativo Multi Fattoriale (PRMF) e che ¢ la base terapeutica per ogni terapia
rigenerativa e riabilitativa (1-4).

Il PRMF nasce dalla necessita di potenziare le tecniche di rigenerazione tissutale in generale
e ossea in particolare. In effetti pochi sono stati i veri progressi nelle tecniche di rigenerazione
ossea guidata (GBR) o di implantoprotesi e il problema risale al fatto che ci sono degli errori di
impostazione generale nella scelta delle tecniche e dei materiali utilizzati. Con il PRMF si parte
dal presupposto che materiali ¢ metodi devono avere una matrice totalmente naturale e,
biologicamente e biofisicamente attiva. Inoltre, 1’0sso ricevente deve essere metabolicamente
efficiente. Questo ¢ fondamentale perché i processi rigenerativi, per attivarsi, devono sfruttare al
massimo le potenzialita del tessuto ospite e tutte quelle tecnologie capaci di biostimolare e
accelerare i processi rigenerativi e riparativi usando fonti energetiche e mediatori biochimici e
biofisici che non incidano sui processi metabolici generando scorie o interferendo con gli stessi.
Il segreto del PRMF risiede nel fatto che per la sua applicazione, non vengono utilizzati
biomateriali di sintesi, ma solo tessuti autologhi freschi e vivi associati all’uso di mezzi fisici
energeticamente stimolanti e a tecniche di drenaggio specifiche per questo tipo di terapia. Il
PRMEF ¢ stato pubblicato e presentato in numerose occasioni e consessi scientifici, ma, per poterlo
rendere fruibile e applicabile, necessita di molta esperienza rispetto i componenti biologici e
tecnologici in uso.

Filosoficamente il PRMF puo essere diviso in cinque parti fondamentali:

— la prima, che prevede la conoscenza anatomica e metabolica dell’osso unitamente a quella
radiologica. Questo ci consente di intervenire con grande precisione ed efficienza sulle
zone che debbono essere trattate, ma soprattutto, grazie alle tecnologie di diagnostica per
immagini moderne e dei software dedicati, siamo in grado di simulare, e quindi di
programmare, prima di eseguire I’intervento, tutte le manovre chirurgiche (5).

— la seconda, si avvale della riparazione ossea primaria, dell’Osteo-Neo-Genesi (ONG)
utilizzando tecniche chirurgiche mininvasive e, per gli innesti, 0sso autologo vivo (6-24).

— la terza, prevede 1’applicazione degli emocomponenti visti dal punto di vista biochimico
come il Blood Concentrated Growth Factors (bCGF, fibrina polimerizzata) e la sua
miscelazione con le componenti autologhe (37-38).

— la quarta, prevede 1’applicazione di componenti visti dal punto di vista tecnico e biofisico.
In questa parte ci soffermiamo soprattutto sulle problematiche dell’uso dei dispositivi
biomedicali come laser, campi magnetici combinati, risonanza quantica molecolare, ozono
ecc., cercando di ottenere per ogni possibilita terapeutica il miglior risultato possibile.
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Le procedure chirurgiche sono progettate in condizioni che si esalti la mini-invasivita delle
nostre tecniche di microchirurgia (38-40).

— la quinta parte si occupa soprattutto delle tecniche Drenaggio Linfatico Manuale (DLM) e
del mantenimento dei restauri e della gestione del rapporto col paziente, che oggi ¢ forse la
parte piu difficile da organizzare (41).

Caso clinico

Paziente T.R., anni 63, stato di salute buono. Il paziente, bruxista e serratore cronico, ¢
portatore di diversi restauri protesici fissi. Nel quadrante 4° 1’eccessivo carico ha fratturato tre
anni prima 1’elemento pilastro 45 ¢ non ha piu provveduto alla sua sostituzione perché 1’alveolo
post-estrattivo non ha ultimato una reale riparazione ossea. Infatti, all’interno della cavita
alveolare, si ¢ formato un sistema riparativo simile a una fibrosi (Figura 1) dove ¢ visibile come
nel sito dentale 45 permane un settore post-estrattivo ancora non riparato.

46bis46 45

Figura 1. Immagine radiologica effettuata prima dell’impianto in cui si osserva I’edentulia dei siti
dentali 45, 46 e 46bis. (Foto: Corigliano M., 2013)

E stato quindi programmato un intervento di impianto con applicazione di tre radici protesiche
in zona 45, 46 e 46bis. Nella nostra tecnica, quando ¢ possibile, si applicano sempre due radici
protesiche in posizione 46 per simulare biomeccanicamente un dente a due radici. Intorno
all’impianto, e nell’alveolo chirurgico, ¢ stato applicato un innesto autologo di bCGF in zona 45
(Figura 2).

46bis 46 45

Figura 2. Immagine radiologica effettuata dopo I'impianto (Foto: Corigliano M., 2013)
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Dopo 60 giorni ¢ stata ripetuta la Tomografia Computerizzata Cone Beam (Cone Beam
Computed Tomography, CBCT) che ha mostrato la completa riparazione ossea di tutti e tre 1 siti
implantari (Figure 3 e 4); inoltre, in posizione coronale, si € apprezzata un’importante crescita
ossea sul collo degli impianti (Figura 3, immagine a destra).

La riabilitazione coronale ¢ stata ultimata con corone in metallo ceramica. Per evitare ulteriori
danni da overload, il paziente ¢ stato messo in un programma di protezione occlusale composto
da bite di rilassamento e terapie logopediche.

Figura 4. Immagini tomografiche dopo 60 gg dall’impianto dei siti impiantati con vista coronale
(a sinistra) e con vista frontale (a destra) (Foto: Corigliano M., 2013)

Conclusioni

L’approccio multidisciplinare sicuramente rappresenta il futuro della terapia riabilitativa
implantoprotesica. L auspicio € quindi che, questo modus operandi risulti stimolante e utile a tutti
i colleghi sia odontoiatri che ortopedici, ¢ che c¢i avvicini tutti verso un sistema di terapia
completo, semplice, sicuro, economico, pitl naturale € meno aggressivo possibile.
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PROCEDURE DI RIGENERAZIONE OSSEA:
BIOMATERIALI A CONFRONTO NEL GRANDE RIALZO
DI SENO MASCELLARE

Antonio Scarano
Dipartimento di Scienze Mediche Orali e Biotecnologie, Facolta di Medicina e Chirurgia, Universita
G. D’Annunzio di Chieti e Pescara, Chieti

Introduzione

L’elevata percentuale di successi ottenuta in pazienti riabilitati con impianti osteointegrati
ha determinato un interesse della ricerca verso metodiche via via piu raffinate, che mirano alla
possibilita di inserire impianti in zone dove vi sia una insufficiente quantita d’osso. A livello
del mascellare superiore, cid viene riscontrato piu frequentemente, nei pazienti edentuli o
parzialmente edentuli da molto tempo, poiché 1’assenza di denti provoca I’espansione dell’antro
di Higmoro da un lato e il riassorbimento del processo alveolare edentulo dall’altro. Negli anni
‘60, Linkow (1), dimostro la possibilita di introdurre degli impianti a lama nel seno mascellare,
sollevando parzialmente la membrana di Schneider senza lacerarla. Tatum nel 1977 propose di
sollevare la membrana sinusale, eseguendo una Caldwell-Luc modificata e inserendo, come
materiale da innesto, osso autologo prelevato in sede costale o dalla cresta iliaca (2). Questa
tecnica non trovo grandi applicazioni cliniche principalmente perché era necessario sottoporre
il paziente a un secondo intervento chirurgico, ricorrendo all’anestesia generale. Negli anni
successivi, Boyne e James (3) misero a punto la tecnica di rialzo di seno mascellare e Misch et
al. (4) apportarono delle modifiche. Uno degli obiettivi di questa procedura era la formazione
di osso vitale, per avere I’osteointegrazione di impianti dentali, posizionati
contemporaneamente o successivamente alle procedure rigenerative. Vari materiali sono stati
utilizzati per il rialzo di seno mascellare, con elevate percentuali di successo degli impianti
inseriti nelle aree trattate (5-6); tuttavia pochi studi (7-8) hanno messo in evidenza la quantita
e la qualita dell’osso rigenerato, fondamentali per I’osteointegrazione degli impianti
posizionati. Il materiale da innesto, utilizzato in questa procedura, dovrebbe essere totalmente
riassorbibile ed essere sostituito da osso vitale (9). I biomateriali maggiormente utilizzati sono:
osso autologo (frammenti ossei prelevati dalla cresta iliaca, dalla mandibola, dalla tuberosita
mascellare); sostituti ossei quali tricalcifosfati (10), osso spugnoso disidratato, demineralizzato
o congelato, idrossiapatite porosa, 0sso bovino inorganico, proteine osteoinduttive o piu spesso
una combinazione di questi materiali con risultati clinici soddisfacenti. (11-15) Il materiale
maggiormente utilizzato e giudicato il gold standard ¢ I’osso autologo, prelevato sia da zone
intraorali che extraorali (16-19). L’uso dell’osso autologo presenta, tuttavia, degli svantaggi: la
quantita prelevabile da siti intra-orali ¢ limitata ed ¢ per questo che trova scarse indicazioni nel
rialzo di seno mascellare. Per reperire una maggiore quantita di osso si sono sviluppate tecniche
chirurgiche che prevedono il prelievo di osso da siti extra-orali. Queste tecniche, tuttavia, non
sono scevre da rischi post-operatori, rendendo piu difficile I’approccio psicologico con il
paziente, che deve essere sottoposto a un secondo intervento chirurgico. Da non sottovalutare
inoltre che ’incidenza di complicazioni post-chirurgiche del sito donatore ammontano al 10%
(17, 20) e che si ha comunque una quota non trascurabile e varabile di riassorbimento
dell’innesto autologo nel rialzo di seno mascellare (21).
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L’obiettivo di questo studio ¢ di valutare istologicamente il destino delle particelle di
biomateriale utilizzate nel grande rialzo di seno mascellare.

Materiali e metodi

Sono state utilizzate sei carote ossee per ogni tipo di biomateriale prelevate da pazienti
sottoposti a intervento di grande rialzo di seno mascellare. Tutti i pazienti avevano un’eta media
di 43 anni e erano esenti da patologie sistemiche di particolare rilevanza, non fumatori, si
presentavano in condizioni di buona salute parodontale e con edentulia parziale dei settori
postero-superiori. [ siti oggetto dello studio presentavano un’altezza ossea residua < 5 mm.

I prelievi, eseguiti con una fresa carotatrice con diametro interno di 2 mm e dopo 8 mesi
dall’innesto, sono stati fissati in formalina al 10%, disidratati in una scala di alcool a gradazione
crescente, quindi inclusi in resina LR White (“London Resin, Berkshire, UK”). I campioni
biologici sono stati sezionati lungo 1’asse maggiore, tramite un sistema di taglio con disco
diamantato, in modo da ottenere dei preparati di 200 micron di spessore. Le sezioni ottenute sono
state portate a uno spessore di 50 micron mediante un sistema di microabrasione (‘“Precise 1
Automated System” by Assing Roma). Infine, previa levigatura, sono state colorate con blu di
toluidina e fucsina acida e osservate al microscopio ottico a luce trasmessa e polarizzata (Leitz
Laborlux, Germania). L’analisi istomorfometrica ¢ stata eseguita utilizzando un computer AMD
1800 Mhz, interfacciato con una scheda video digitalizzatrice a colori reali con ingresso RGB,
(Matrix Vision GMbh), una telecamera a colori 3CCD (Charge-Coupled Device) € un applicativo
software Image-Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics Inc. Immagini & Computer Snc Milano). Le
immagini acquisite sono state analizzate, utilizzando il software menzionato in precedenza, ed ¢
stata calcolata la quantita di osso mineralizzato, la quantita di biomateriale residuo e la quantita
di spazi midollari.

Risultati istologici

Osso autologo

L’osso autologo, prelevato da ossa intraorali ed extra-orali e successivamente innestato,
istologicamente si presenta con un aspetto simile a quello dell’osso ospite.

Osservando una biopsia di tessuti duri, contenente osso autologo, si osserva che tutte le
particelle sono circondate da nuovo osso. Da ¢id si pud dedurre che 1’0sso innestato si comporta
come un materiale osteoconduttivo.

L’o0sso autologo ¢ considerato il miglior materiale da innesto, per tale motivo riteniamo utile
sottolineare le differenze esistenti con altri biomateriali.

La differenza piu significativa con i materiali artificiali (idrossiapatite, Biocoral) consiste nel
fatto che la particella circondata da nuovo osso ¢ vitale, mentre le differenze esistenti con I’osso
mineralizzato sembrano essere veramente minime. L’esame istomorfometrico dimostra che la
percentuale di osso neoformato ¢ del 42%, gli spazi midollari rappresentano il 40%, mentre 1’0sso
autologo residuo il 18%.
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Osso demineralizzato

La demineralizzazione e il freeze-drying del materiale osseo da innesto determinano
I’eliminazione della componente mineralizzata e la liberazione delle BMP (Bone Morphogenetic
Protein) che inducono la differenziazione di cellule mesenchimali in osteoblasti, aumentandone
cosi le potenzialita osteogenetiche.

Le particelle di osso demineralizzato che si trovano localizzate vicino all’osso preesistente
sembrano partecipare all’attivita osteogenetica, mentre le particelle localizzate a distanza
maggiore non mostrano segni di processi di rimineralizzazione od osteogenesi.

In altre zone ¢ possibile osservare come particelle ancora non rimineralizzate si trovano
all’interno dell’osso neoformato, prodotto da osteoblasti in fase attiva. Fenomeni di
rimineralizzazione sono presenti all’interfaccia tra 1’osso neoformato e la matrice
demineralizzata. All’interno della matrice demineralizzata sono presenti nuclei di
mineralizzazione, i quali tendono a fondersi tra loro, facendo assumere alla particella di osso
demineralizzato una colorazione simile all’0sso normale. In qualche caso la particella di osso
demineralizzato ¢ completamente circondata da osso neoformato. Le trabecole di osso neoformato
mostrano differenti aspetti microscopici: alcune hanno un aspetto di osso lamellare osteonico
maturo, mentre in altre erano presenti aspetti di tessuto mineralizzato distrofico, non lamellare,
simile alla dentina interglobulare e con presenza di ampie lacune osteocitiche. Le particelle di
DFDBA (Demineralized Freeze Dried Bone Allograft) possono determinare una risposta
inflammatoria, sono scarsamente riassorbibili vanno incontro a una parziale mineralizzazione.
L’esame istomorfometrico dimostra che la percentuale di osso neoformato ¢ del 29%, gli spazi
midollari rappresentano il 37%, mentre le particelle di DFDBA rappresentano il 34%.

Bio-Oss

Il Bio-Oss rappresenta un biomateriale di origine ossea bovina la cui la matrice organica ¢
stata denaturata ed eliminata, rimane soltanto la porzione mineralizzata.

La maggior parte del biomateriale appare circondato da osso neoformato. Le lacune
osteocitarie presenti nelle particelle disposte piu perifericamente sembrano essere sempre
riempite da osteociti, mentre nelle particelle disposte in una zona piu centrale, all’interno delle
lacune osteocitarie, si osservano cellule con caratteristiche morfologiche differenti dagli osteociti;
solo in alcuni casi le lacune osteocitarie appaiono vuote.

Mancano spazi otticamente vuoti all’interfaccia tra osso neoformato ¢ Bio-Oss.

Dalle osservazioni istologiche si evince come il bio-oss sia un materiale scarsamente
riassorbibile.

Studi a lungo termine eseguiti sul rialzo del seno mascellare mettevano in evidenza la scarsa
riassorbibilita del materiale. L’esame istomorfometrico dimostra che la percentuale di osso
neoformato ¢ del 39%, gli spazi midollari rappresentano il 34% mentre il bio-oss residuo ¢ del
27%.

Idrossiapatite

L’idrossiapatite Cal0(P04)(OH)2 nella sua forma naturale, estratta dai coralli marini, € molto
porosa; viceversa le forme sintetiche sono ceramiche la cui porosita e solubilita chimica risultano
molto ridotte e possono essere controllate alla produzione.

La maggior parte delle particelle di idrossiapatite sono circondate da osso. In alcune zone le
particelle sembrano essere cementate da osso neoformato di spessore variabile. Piccoli spazi
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midollari sono presenti tra le particelle e, all’interno di questi spazi, si osservano cellule
mesenchimali e alcuni capillari. L’esame istomorfometrico dimostra che la percentuale di osso
neoformato ¢ del 41%, gli spazi midollari rappresentano il 30%, mentre 1’idrossiapatie residua ¢
del 31%.

Biocoral

11 Biocoral ¢ costituito soprattutto da carbonato di calcio sotto forma di aragonite (97-98%),
stronzio, fluoruro, magnesio, sodio, potassio. Possiede una porosita di piu del 45%, con pori di
circa 150 um di diametro.

Le particelle di Biocoral sono unite da tessuto osseo neoformato. All’interfaccia tra Biocoral
e 0sso neoformato non ¢ possibile osservare la presenza di spazi otticamente vuoti. In alcune
porzioni, dalla superficie del granulo di Biocoral si riscontrano delle aree di riassorbimento.

La formazione di osso sembra iniziare direttamente sulla superficie esterna del biomateriale:
in alcuni casi, vicino alle particelle del biomateriale, ¢ possibile osservare la presenza di cellule
mesenchimali che si trasformano in pre-osteoblasti e osteoblasti e la presenza di matrice osteoide.

In nessun campo si individuano cellule infiammatorie.

Occasionalmente sono presenti piccoli capillari negli spazi midollari che si trovavano tra le
particelle.

L’esame istomorfometrico dimostra che la percentuale di osso neoformato ¢ del 42%, gli spazi
midollari rappresentano il 40%, mentre il biomateriale residuo il 18%.

Biovetri

I Biovetri (BV) sono costituiti da particolari granuli di vetro attivo e amorfo, di 300-350
micron di diametro, costituiti a loro volta dal 45% in SiO2, dal 24,5% in CaO, dal 24,5% in NaO2
e dal 6% in P205, conosciuti come 45S5. 11 BV diventa adesivo dopo essere venuto a contatto
col sangue, il che ne facilita la manipolazione e puo essere applicato direttamente nel sito del
difetto o mischiato precedentemente al sangue del paziente.

Le particelle di biovetri si presentano circondate da osso neoformato e 1’osservazione a forte
ingrandimento dell’interfaccia osso-biovetro non ha rivelato nessuno spazio otticamente vuoto,
tanto che alcune volte ¢ impossibile distinguere la particella dall’osso a contatto con essa.

L’0sso neoformato unisce tutte le particelle tra loro. In nessun campo si € osservata la
cavitizzazione delle particelle con neoformazione di 0sso, che viene invece a formarsi attorno alle
porzioni piu esterne dei granuli. L’esame istomorfometrico dimostra che la percentuale di osso
neoformato ¢ del 40%, gli spazzi midollari rappresentano il 43% mentre 1’0sso autologo residuo
18%.

Fisiograft

Si tratta di un materiale sintetico, riassorbibile formato da un polimero di acido polilattico e
poliglicolico, che viene degradato nel giro di 50-60 giorni. Nelle biopsie ¢ presente osso corticale,
maturo, con segni di rimodellamento nel terzo apicale, mentre nella parte centrale e apicale osso
piu trabecolare. In alcune aree ¢ possibile osservare osso non ancora mineralizzato. Non ¢ stata
osservata la presenza di infiltrato inflammatorio. Al rientro chirurgico, le particelle del materiale
innestato non venivano identificate e anche I’istologia mostrava che il materiale era
completamente riassorbito. L’analisi istomorfometrica mette in evidenza una percentuale di 0sso
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mineralizzato di 43%, una percentuale di Fiosiograft del 1%, quindi gli spazi midollari
rappresentavano il 56%.

PepGen/P-15

Il PepGen/P-15 ¢ una nuova combinazione di matrice di HA derivata da osso bovino naturale
anorganico a cui ¢ adsorbito un peptide sintetico capace di legare cellule, che inoltre si ¢
dimostrato in grado di migliorare i risultati in difetti parodontali infraossei. L’HA porosa derivata
dall’osso bovino ha delle dimensioni di 250-420 micron. La matrice con il peptide emula le
proprieta del collagene nel promuovere il legame, la migrazione e la differenziazione cellulare.
In realta si ¢ visto che P-15 promuove il legame e la proliferazione dei fibroblasti del legamento
parodontale sulle particelle di HA naturale e sintetica e permette la migrazione delle stesse su gel
di agarosio. Istologicamente la maggior parte delle particelle di P-15 trovate insieme all’osso
neoformato, non mostrano segni di riassorbimento ¢ sono completamente circondate da osso
maturo. L’0sso ¢ in diretto contatto con le particelle del biomateriale € non sono presenti gap tra
il PepGen/P-15 e I’0osso. Manca il reperimento di un’infiltrato infiammatorio o di cellule
multinucleate intorno alle particelle di biomateriale. L’analisi istomorfometrica mette in evidenza
una percentuale di osso mineralizzato di 40%, una percentuale di PepGen del 23%, quindi gli
spazi midollari rappresentavano il 37%.

Solfato di calcio

L’osservazione a piccolo ingrandimento, mette in evidenza tessuto osseo neoformato con
ampie cavita osteocitarie. In alcuni campi si osservano dei piccoli residui di solfato di calcio, di
aspetto grigio scuro, circondati da osso o da cellule ad attivita fagocitaria. Si notano anche depositi
di fosfato di calcio che appaiono come delle zone diffuse colonizzate da cellule presumibilmente
mesenchimali e da fluidi biologici. In nessun campo si riscontrano cellule infiammatorie.
L’osservazione dei preparati istologici in luce polarizzata permette di valutare meglio i piccoli
residui delle particelle di solfato di calcio che presentano una caratteristica birifrangenza.

L’analisi istomorfometrica mette in evidenza una percentuale di osso mineralizzato di 48%,
una percentuale di solfato di calcio del 13%, quindi gli spazi midollari rappresentavano il 39%.

Discussione

Nessuna differenza ¢ stata riscontrata clinicamente con 1’utilizzo dei diversi biomateriali. |
numerosi studi clinici mettono in evidenza una percentuale alta di sopravvivenza degli impianti
inseriti in 0sso rigenerato con i diversi biomateriali. Al fine di chiarire 1’utilita di un biomateriale
nella rigenerazione ossea ¢ stato scelto il grande rialzo di seno mascellare, in quanto risulta molto
difficile comparare la guarigione ossea nelle altre situazioni cliniche.

In tutti i prelievi ¢ stato osservato osso neoformato, che unisce le particelle dei vari
biomateriali; cio sta a significare che nessun biomateriale preso in considerazione ha inibito la
neoformazione ossea.

Tuttavia 1 fenomeni di neoformazione ossea non sono sufficienti a chiarire 1’utilitd di un
biomateriale rispetto a un altro. Sono state prese in considerazione la quantita di o0sso
mineralizzata, la quantita di spazi midollari e la quantita di biomateriale residuo. Prendendo in
considerazione questi paramentri si riscontrano delle differenze tra i vari biomateriali. In modo
particolare per cido che riguarda la quantitd di biomateriale residuo. Il Fisiograft risulta il

93



Rapporti ISTISAN 20/28

biomateriale piu riassorbibile, seguito dal solfato di calcio, dai biovetri, dal biocoral,
idrossiapatite, PepGen, Bio-Oss e DFDBA.
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NUOVE PROSPETTIVE NELLA RIGENERAZIONE
GUIDATA DELL'OSSO CON DISPOSITIVI BARRIERA
IN TITANIO CUSTOMIZZATI

Mirko Andreasi Bassi
Odontoiatra, libero professionista, Roma

L’atrofia ossea conseguente alla perdita degli elementi dentari nei settori latero-posteriori della
mandibola costituisce una limitante a corretto posizionamento implantare in particolare nel caso
di atrofie prevalentemente verticali o di tipo combinato verticale/orizzontale (1).

Spesso il segmento osseo atrofico necessita dell’adozione di una procedura di aumento osseo.

Ci sono molte tecniche descritte in letteratura, finalizzate alla ricostruzione di creste alveolari
atrofiche, che sono sia operatore- che tecnica- sensibili. Per questi casi € spesso necessario
I’utilizzo di un innesto autogeno a onlay oppure a inlay di tipo interposizionale (2). L’0sso
autologo ha il vantaggio di essere osteoconduttivo oltre che osteogenico e osteoinduttivo, ma di
contro aumenta il tempo chirurgico, crea un secondo sito chirurgico e pud causare complicazioni
e morbilita. In caso di grave atrofia, inoltre puo essere necessario prelevare osso autologo da siti
extraorali (es. cresta iliaca) rendendo I’operazione non fattibile in ambiente ambulatoriale. Studi
riguardanti la rigenerazione ossea guidata (Guided Bone Regeneration, GBR), in comparazione
alle altre metodiche di aumento osseo disponibili, sembrano fornire risultati prevedibili e
favorevoli, supportati da follow-up a lungo termine, in particolare se eseguite con membrane non-
riassorbibili in Politetrafluoroetilene espanso (e-PTFE) rinforzato con un framework di titanio (3).

Attualmente il materiale da innesto maggiormente utilizzato, in associazione con i dispositivi
per la GBR, ¢ rappresentato dall’osso autologo miscelato con uno xenoinnesto (0sso bovino
deproteinizzato) (1). Le membrane vengono utilizzate nella GBR per impedire la crescita
competitiva di tipologie cellulari indesiderate (es. epitelio e tessuto connettivo molle)
consentendo ripopolamento della ferita da parte delle cellule ossee. Gli obiettivi di questo tipo di
dispositivi sono:

— mantenimento dello spazio;

— protezione del coagulo;

— effetto barriera;

— 1inibizione del riassorbimento dell’innesto;

— stabilizzazione dell’innesto (4, 5).

Per questi motivi ’aumento osseo verticale viene solitamente eseguito con membrane non
riassorbibili in e-PTFE in titanio rinforzato, in modo che I’effetto barriera possa durare fino al
secondo intervento chirurgico di rientro, che avviene, di norma, dopo almeno 6 mesi dal primo
intervento (6).

Attualmente ¢ stato proposto il PTFE denso (d-PTFE) come membrana non riassorbibile.

Questo materiale, nello stesso modo del e-PTFE, puod essere vantaggiosamente utilizzato in
combinazione con un framework di titanio per dare malleabilita e stabilita al dispositivo (7- 9).

La favorevole affidabilita clinica del d-PTFE ha mostrato che una delle principali
caratteristiche insospettate di questa membrana ¢ quella della completa impermeabilita, tale da
impedire la contaminazione batterica dell’innesto, in caso dell’indesiderata esposizione del
dispositivo, nel cavo orale, nel periodo postoperatorio (10, 11).
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Gli attuali orientamenti prevedono I’inserimento implantare simultaneo, al fine di ridurre sia
il numero di interventi chirurgici sia di aumentare la rigidita del dispositivo, in quanto I’impianto
funziona come pilastro stabilizzando il dispositivo e riducendo la sollecitazione meccanica, per
I’innesto, durante la masticazione (12).

Le griglie in titanio (GT) sono state inizialmente sviluppate negli anni ‘60 come dispositivo di
contenimento di organi vitali in pazienti traumatizzati nonché, grazie anche alla loro rigidita, con
finalita ricostruttiva in pazienti oncologici come dispositivo di ritenzione e immobilizzazione di
innesti ossei autogeni particolati, prelevati da siti extraorali.

Negli anni ‘80 il loro uso ¢ stato esteso a metodiche di aumento dei volumi ossei finalizzati al
successivo posizionamento implantare (13).

Nonostante il fatto che la complicazione principale associata all’uso di questo dispositivo sia
la sua esposizione in ambiente orale, questo evento non necessariamente compromette il risultato
finale (14, 15). Teoricamente 1’uso di GT senza fori pud dare sia i ben noti vantaggi di
contenimento ¢ stabilizzazione dell’innesto sia la capacita di inibizione della crescita competitiva
delle tipologie cellulari indesiderate tipico delle membrane. Anche I’impermeabilita e la
biocompatibilita devono essere considerati come punti di forza di questo Dispositivo Barriera in
Titanio Castomizzato (DBTC). Le prime esperienze con i DBTC sono iniziate nel 1998 ma
nonostante gli incoraggianti risultati la necessita di sagomarli intra-operatoriamente, per adattarli
al sito ricevente, ne ha decretato il progressivo disuso. Recentemente 1’avvento delle stampanti
3D ha aperto nuovi orizzonti all’impiego di questi dispositivi (16). Infatti grazie a una delle tante
applicazioni della tecnologia CAD/CAM (Computer-Aided Design/Computer-Aided
Manufacturing) ¢ stato possibile trasformare i file Digital Imaging and COmmunications in
Medicine (DICOM), delle indagini tomografiche, in modelli solidi dei mascellari dei pazienti,
questo ha reso possibile la premodellazione extraorale dei DBTC con notevole semplificazione e
accelerazione delle procedure operatorie intraorali. Studi in vivo, utilizzando il device in
combinazione con un innesto allogenico sia mineralizzato che demineralizzato miscelato con un
carrier termoplastico, ne validano I’utilizzo, sia da un punto di vista del risultato clinico sia dal
punto di vista istologico e istomorfometrico (17-20). Anche con i DBTC ¢ stata riscontrata la
scopertura del device che poteva essere precoce (entro il primo mese postoperatorio) o tardiva
(dopo il primo mese postoperatorio). La frequenza di questi eventi era rispettivamente tra il 20-
23,1% e tra il 10-15,4% a seconda degli studi. Sorprendentemente anche nel caso delle scoperture
precoci ¢ stata osservata una rigenerazione ossea apparentemente non influenzata da questa
complicanza e anzi ¢ stato osservato un incremento nell’ampiezza della banda di gengiva aderente
che sovrastava la zona dell’innesto soggetta all’esposizione. Nel caso dell’esposizione precoce i
dispositivi sono stati mantenuti in situ per 4 mesi. Dopo la loro rimozione sono stati attesi 2 mesi,
per la completa guarigione, per seconda intenzione dei tessuti molli e per la maturazione
dell’innesto, prima del posizionamento implantare. Il comportamento descritto sembrerebbe
riconducibile a quello descritto da Funakoshy et al. nel 2005 con la Open Barrier Membrane
Technique dove viene volutamente ricercata la mancata copertura della membrana in questo caso
in d-PTFE (21).

L’esperienza clinica mostra come 1’assenza di fori (caratteristica delle GT) impedisca la
crescita del tessuto connettivo e I’infiltrazione del device, favorendo sia la rigenerazione ossea
che la sua rimozione, nella seconda fase chirurgica. Anche la fase chirurgica risulta notevolmente
semplificata e abbreviata. La scopertura del device, grazie alla sua impermeabilita e rigidita, non
deve essere vista necessariamente come una complicanza sebbene vada precocemente individuata
al fine di adottare le appropriate misure volte a preservare il risultato finale.

Questo metodo richiede, al tempo stesso, una costruzione attenta e precisa del dispositivo sul
modello stereo litografico e anche le immagini tomografiche devono essere prive di artefatti per
non influenzare la fedelta del modello e quindi del dispositivo che potrebbe non adattarsi
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perfettamente su il sito ricevente. Infatti nel caso di mismatching tra il dispositivo e il sito
ricevente puo essere compromesso il risultato finale.

Le attuali conoscenze indicano I’utilizzo di questa procedura nella rigenerazione delle atrofie
disto-mandibolari. La tecnica richiede la presenza di piani di appoggio o pilastri ossei per la
stabilizzazione del dispositivo.

Inoltre I’'uso dei DBTC facilita la sutura dei tessuti molli e la loro guarigione su di essi in virtu
anche della loro biocompatibilita.

I risultati suggeriscono buone potenzialita del metodo per I’aumento del volume osseo nelle
atrofie disto-mandibolari, incoraggiando ulteriori studi volti alla sua validazione in altri distretti
dei mascellari.
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RIGENERAZIONE OSSEA GUIDATA CON DISPOSITIVI
BARRIERA IN TITANIO CUSTOMIZZABILI

ED EVOLUZIONE DEL CONCETTO

DI OPEN BARRIER MEMBRANE TECHNIQUE

Mirko Andreasi Bassi
Odontoiatra, libero professionista, Roma

Introduzione

La rigenerazione ossea guidata (Guided Bone Regeneration, GBR) ¢ una procedura chirurgica
dentale che utilizza dispositivi medici, denominati membrane barriera, per orientare la crescita di
nuovo tessuto osseo in siti, dei mascellari, in cui questo ¢ deficitario e altrimenti insufficiente, per
una corretta riabilitazione implanto-protesica (1).

L’uso di Membrane di Barriera (MB), per la rigenerazione ossea, ¢ stato descritto per la prima
volta nel 1959 in ortopedia (2). I principi teorici fondamentali, per la rigenerazione guidata dei
tessuti, sono stati sviluppati da Melcher nel 1976, che ha sottolineato la necessita di escludere le
linee cellulari indesiderate dai siti di guarigione per consentire la crescita dei tessuti desiderati
(3). Sulla base dei risultati clinici positivi, relativi alla rigenerazione dei tessuti parodontali (0sso
alveolare, legamento parodontale, cemento radicolare), negli anni ‘80, la ricerca ha cominciato a
concentrarsi sul potenziale per ricostruire i difetti dell’osso alveolare mediante la rigenerazione
ossea guidata (4-8).

Gli obiettivi delle MB sono: mantenimento dello spazio; protezione del coagulo; effetto
barriera; inibizione del riassorbimento dell’innesto; stabilizzazione dell’innesto (7, 8).

Studi riguardanti la GBR, in comparazione alle altre metodiche di aumento osseo disponibili,
sembrano fornire risultati prevedibili e favorevoli, supportati da follow-up a lungo termine, in
particolare se eseguite con membrane non-riassorbibili in PoliteTraFluoroEtilene espanso (e-
PTFE) rinforzato con un framework di titanio, in modo che I’effetto barriera possa durare fino al
secondo intervento chirurgico di rientro, che avviene, di norma, dopo almeno 6 mesi dal primo
intervento (9, 10).

Attualmente il materiale da innesto maggiormente utilizzato, in associazione con i dispositivi
per la GBR, ¢ rappresentato dall’osso autologo miscelato con uno xenoinnesto (0sso bovino
deproteinizzato) (1).

Recentemente ¢ stato proposto il PTFE denso (d-PTFE) come membrana non riassorbibile.
Questo materiale, nello stesso modo del e-PTFE, pud essere vantaggiosamente utilizzato in
combinazione con un framework di titanio per dare malleabilita e stabilita al dispositivo (11-13).
La favorevole affidabilita clinica del d-PTFE ha mostrato che una delle principali caratteristiche
insospettate di questa membrana ¢ quella della ridotta permeabilita, tale da inibire la
contaminazione batterica dell’innesto, in caso dell’indesiderata esposizione del dispositivo, nel
cavo orale, nel periodo postoperatorio (14, 15).

Al fine di realizzare una MB quanto piu impermeabile e rigida possibile, sulla scorta di
precedenti esperienze con le griglie in titanio, nel 2016 Andreasi Bassi ef al. hanno proposto
I’utilizzo di un Dispositivo Barriera Customizzato In Titanio (DBCT) (16-18).
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Le prime esperienze con i DBCT sono iniziate nel 1998 ma nonostante gli incoraggianti
risultati la necessita di sagomarli intra-operatoriamente, per adattarli al sito ricevente, ne ha
decretato il progressivo disuso.

Recentemente 1’avvento delle stampanti 3D ha aperto nuovi orizzonti all’impiego di questi
dispositivi (16-18). Infatti grazie a una delle tante applicazioni della tecnologia CAD/CAM
(Computer-Aided Design/Computer-Aided Manufacturing) & stato possibile trasformare i file
DICOM, delle indagini tomografiche, in modelli solidi dei mascellari dei pazienti, questo ha reso
possibile la premodellazione extraorale dei DBCT con notevole semplificazione e accelerazione
delle procedure operatorie intraorali. Studi in vivo, utilizzando il device in combinazione con un
innesto allogenico sia mineralizzato che demineralizzato miscelato con un carrier termoplastico,
ne validano 1’utilizzo, sia da un punto di vista del risultato clinico sia dal punto di vista istologico
e istomorfometrico (16-19). Anche con i DBCT, come con le MB in genere, ¢ stata riscontrata la
possibile scopertura del device, che poteva essere precoce (entro il primo mese postoperatorio) o
tardiva (dopo il primo mese postoperatorio). La frequenza di questi eventi, generalmente non
associati a una sintomatologia soggettiva da parte del paziente, era rispettivamente tra il 20-23,1%
e tra il 10-15,4%, a seconda degli studi (17, 18). Sorprendentemente anche nel caso delle
scoperture precoci € stata osservata una rigenerazione ossea, apparentemente non influenzata da
questa complicanza, ¢ anzi stato osservato un incremento nell’ampiezza della banda di gengiva
aderente, che sovrastava la zona dell’innesto soggetta all’esposizione (Figure 1-5). Nel caso
dell’esposizione precoce i dispositivi sono stati mantenuti in situ per 4 mesi. Dopo la loro
rimozione sono stati attesi 2 mesi, per la completa guarigione, per seconda intenzione dei tessuti
molli e per la maturazione dell’innesto, prima del posizionamento implantare. Il comportamento
descritto sembrerebbe riconducibile a quello descritto da Funakoshy et al., nel 2005, con la Open
Barrier Membrane Technique (OBMP), dove viene volutamente ricercata la mancata copertura
della membrana, in questo caso in d-PTFE, nelle procedure di preservazione dell’alveolo post-
estrattivo (socket preservation) (19).

Gia nel 1994, mediante uno studio su animale, Schmid et al. avevano dimostrato 1’inutilita
della permeabilita della e-PTFE nella GBR, che anzi, in condizioni cliniche, si ¢ dimostrata
dannosa per la rigenerazione ossea, nel caso della indesiderata esposizione del device (20, 21).

Le attuali esperienze orienteranno pertanto le caratteristiche delle MB non riassorbibili nel
prossimo futuro e tra queste la rigidita, la biocompatibilita e I’impermeabilita sembrano essere le
piu importanti per il successo clinico della GBR.

Figura 1. Caso di rigenerazione su mandibola posteriore con dispositivo barriera customizzato in
titanio (DBCT) (Foto: Andreasi Bassi M., 2015)
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Figura 2. Esposizione precoce del DBCT e suo controllo nel tempo
(Foto: Andreasi Bassi M., 2015)

Figura 3. Rimozione del DBCT dopo 4 mesi, dalla sua applicazione, lasciando guarire la ferita per
seconda intenzione e proteggendola con un impacco chirurgico per 7-10 giorni
(Foto: Andreasi Bassi M., 2015)
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Figura 4. Dopo 2 mesi, dalla rimozione del DBCT, il sito rigenerato viene nuovamente
scheletrizzato, per consentire il posizionamento degli impianti
(Foto: Andreasi Bassi M., 2015)
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Figura 5. Finalizzazione protesica del caso: a) impianti con viti di guarigione, b) impianti con
monconi in situ, c) ponte in metallo-ceramica cementato e suo controllo radiografico (d) a 3 anni

(Foto: Andreasi Bassi M., 2015)

Conclusioni

I risultati suggeriscono buone potenzialita del device per I’aumento del volume osseo nelle
atrofie disto-mandibolari, incoraggiando ulteriori studi volti alla validazione del loro utilizzo in
altri distretti dei mascellari, nonché allo sviluppo di metodiche rigenerative cui la MB viene
volutamente montata esposta all’ambiente orale, al fine di facilitare la gestione intraoperatoria dei
tessuti molli da parte del chirurgo e al tempo stesso incrementando la quantita di gengiva aderente.
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VALUTAZIONE IN VITRO DELL’EFFICACIA
DI UN NUOVO COATING PER IMPIANTI ENDO-OSSEI

Francesco Carinci
Dipartimento di Chirurgia Maxillo-facciale, Universita di Ferrara

Gli impianti dentali hanno rappresentato una terapia innovativa per il ripristino delle edentulie
parziali o totali, anche se, eventi avversi quali infezione e perdita degli impianti possono
manifestarsi nel corso degli anni. La perdita degli impianti & principalmente causata dalla peri-
implantite, a sua volta correlata alla presenza di placca batterica. Vi sono inoltre altri fattori che
possono determinare la perdita degli impianti quali: I’instabilita della protesi, il trauma occlusale,
la rigenerazione ossea, la frattura delle componenti protesiche o implantari. La perdita
dell’impianto puo avvenire poco tempo dopo il suo posizionamento (fallimento precoce o del
periodo peri-chirurgico) oppure dopo che I’impianto si ¢ osteointegrato (fallimento ritardato
quindi dopo sei mesi dall’inserimento dell’impianto o fixture).

Le principali cause del fallimento implantare precoce possono essere: un’inadeguata
preparazione del sito implantare, la contaminazione batterica e la mancanza di stabilita primaria.

Il fallimento ritardato € causato principalmente dalla peri-implantite. Analogamente alla
malattia parodontale, la peri-implantite ¢ sostenuta dalla placca batterica che attiva la cascata delle
citochine e determina un riassorbimento osseo di supporto dell’impianto stesso. Quindi ogni
fattore che facilita la formazione di placca batterica (scarsa igiene orale), oppure fattori ambientali
quali fumo, concomitante malattia parodontale, o fattori sistemici (es. il diabete) possono
contribuire all’insorgenza della peri-implantite.

Nel 2011 il Consensus of the Seventh European Workshop on Periodontology (1), ha stabilito
che la peri-implantite € sempre causata dalla placca batterica e che vi sono inoltre altri cofattori
che favoriscono la perdita dell’impianto come per esempio lo stress biomeccanico, una scorretta
cementazione delle componenti protesiche, lo svitamento del moncone (abutment) e la frattura
dell’impianto.

Secondo queste considerazioni, le piu frequenti tipologie di peri-implantiti sono state cosi
classificate:

— peri-implantiti puramente indotte da placca batterica,
— peri-implantiti causate da fattori chirurgici e protesici.

Inoltre una recente revisione sistematica della letteratura (1) ha evidenziato che la peri-
implantite rappresenta un’importante entita patologica la cui prevalenza sta aumentando nella
popolazione e che presenta una mancanza di standardizzazione dei protocolli terapeutici. La
mancanza di protocolli terapeutici efficaci ¢ correlata all’insufficiente comprensione dei
meccanismi biologici che stanno alla base di questa patologia (1).

Uno dei siti di proliferazione batterica ¢ la giunzione impianto-moncone (o fixture-abutment).
Nel 2006 Lazzara e Porter introdussero il concetto di Platform Switching (2) che ¢
I’accoppiamento di un abutment con un diametro inferiore rispetto al collo dell’impianto. Studi
radiologici hanno dimostrato che in queste condizioni vi € una minore perdita di osso peri-
implantare (2). Questo fenomeno ¢ stato attribuito a una piu grande distanza tra la connessione
impianto-abutment e I’osso circostante. Una maggiore distanza determina una minore possibilita
d’infiltrazione della microflora batterica presente nel micro gap impianto-abutment rispetto
all’osso peri-implantare.

In ogni impianto ¢ possibile individuare quattro dimensioni definite:
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— macro design;

— mini design;

— micro design;

— nano design.

Definiamo macro design la forma dell’impianto stesso che pud essere cilindrica, conica, a
lama, ecc. Il mini design ¢ rappresentato dalla forma, dalla dimensione e dalla distanza delle spire
della superficie dell’impianto. Il micro design ¢ il risultato del trattamento superficiale per
“irruvidire” la superficie implantare. Infine il nano design ¢ determinato dalla composizione
molecolare della superficie implantare.

Il macro e il mini design conferiscono le proprieta meccaniche dell’impianto, mentre il micro
e il nano design le proprieta biologiche.

La possibilita di avere un liquido in grado di legarsi covalentemente alla superficie in titanio
della camera interna dell’impianto conferendone proprieta antibatteriche senza modificarne le
proprieta meccaniche rappresenta un potenziale grande vantaggio da un punto di vista della
produzione industriale. Fino a oggi I’interesse dei ricercatori si ¢ concentrato sul rivestimento
delle superfici implantari (coating esterno) al fine di potenziare 1’osteo-integrazione. La presenza
di un coating interno all’impianto invece ha la finalita di ridurre la penetrazione e la
moltiplicazione batterica all’interno dell’impianto stesso.

Su questa base ¢ stato formulato un nuovo coating che consente di legare la clorexidina alla
superficie interna dell’impianto (domanda di brevetto PCT/IT2015/000142 depositata il
27/05/2015 dal titolo: Antimicrobial coating composition for dental implants).

Nel 3° Convegno Nazionale FORM (3) abbiamo illustrato il problema della connessione degli
impianti bifasici quale sede di ritenzione di liquidi salivari e di proliferazione batterica. A oggi la
clinica ha dimostrato che il Platform Switching pud essere uno strumento di ausilio per la
prevenzione del riassorbimento osseo intorno all’impianto correlato alla proliferazione batterica.
Il nostro gruppo ha ideato una soluzione alternativa e/o complementare rappresentata dal coating
interno, creando un composto che puo essere covalentemente legato alle superfici in titanio fra
cui la camera interna implantare, la vite di serraggio e il moncone. Le prove in capsula petri hanno
dimostrato 1’efficacia del coating, rivelando un netto abbattimento del numero delle colonie
batteriche. Il dato ¢ stato confermato con la tecnica PCR (Polymerase Chain Reaction) effettuata
valutando il numero di batteri di Tannerella forsytia e Porphiromonas gingivalis (geneticamente
modificati tramite introduzione di episoma che conferisce antibiotico-resistenza) capaci di passare
dal liquido di coltura in cui sono stati immersi gli impianti (trattati e non) alla camera implantare
interna.

I risultati della sperimentazione dimostrano che il coating brevettato risulta essere
estremamente efficace nel ridurre la carica batterica delle specie parodonto-patogene e
riconosciute anche come concausa di peri-implantite.
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SPERIMENTAZIONE SU MODELLO ANIMALE
DI SOSTITUTI OSSEI IN MEDICINA TRASLAZIONALE

Aurelio Muttini
Facolta di Medicina Veterinaria, Universita degli Studi di Teramo

Si puo affermare che la sperimentazione su modelli animali sia necessaria nello studio dei
sostituti ossei che possono essere dapprima sperimentati poi utilizzati nella pratica in medicina
umana. Infatti ¢ evidente che la possibilita di impiegare in vivo un sostituto osseo, benché studiato
in vitro, ¢ necessariamente una ipotesi che deve essere sperimentata su modelli animali per
verificarne la ripetibilita. Il modello animale ¢ estremamente importante in quanto ¢ possibile
riprodurre sperimentalmente numerose patologie che interessano il paziente umano.

Benché i roditori (conigli, ratti, topi) mantengano, tra gli animali da esperimento, un ruolo
importante nello studio dei biomateriali, I’impiego di animai domestici di grossa mole (maiali,
pecore) offre indubbi vantaggi in quanto queste specie mostrano un metabolismo basale,
dimensioni e durata della vita molto piu simili alle caratteristiche umane (1-5). Il modello animale,
inoltre, offre la possibilita di eseguire determinazioni importanti nella verifica dei risultati
dell’impianto, ad esempio quelle istologiche, immuno-istochimiche di diagnostica per immagini,
non su un campione bioptico di piccole dimensioni e non rappresentativo dell’intero innesto, ma
bensi su tutto I’impianto. Un sostituto osseo deve necessariamente essere un biomateriale,
intendendo per biomateriale 1’insieme dei materiali applicati a sistemi biologici e in particolare,
materiali bioassorbibili e bioattivi. E noto che un biomateriale deve possedere caratteristiche di
osteoinduzione, osteoconduzione e osteointegrazione. Per osteoinduzione si intende il processo
per il quale viene indotta I’osteogenesi e implica il reclutamento di cellule immature che vengono
stimolate al differenziamento in senso osteogenico (preosteoblasti) (6); il termine
osteoconduzione invece indica la crescita dell’osso su di una superficie (6): una buona
osteoconduzione ¢ tipica di sostanze biocompatibili; infine per osteointegrazione intendiamo il
grado di stabilita dell’ancoramento dell’impianto mediante il contatto diretto osso-impianto (6)
ed & di particolare rilievo in implantologia craniofacciale. E noto che dopo il sangue I’0sso & il
secondo tessuto piu trapiantato e che la necessita di ricorrere a un sostituto osseo nasce quando le
capacita rigenerative dell’individuo sono insufficienti qualitativamente e quantitativamente o
quando ¢ necessaria una maggiore velocita. Le principali applicazioni dei sostituti ossei sono
quindi le fratture con gravi perdite di sostanza, le pseudoartrosi, i ritardi di consolidazione, le
artrodesi intersomatiche vertebrali e, in chirurgia odontoiatrica, il rialzo del pavimento del seno
mascellare. Come gia riportato la sperimentazione su modelli animali riveste particolare
importanza in questi ambiti. La necessita di ricorrere a un sostituto osseo nasce quando le capacita
rigenerative dell’individuo sono insufficienti qualitativamente e quantitativamente o quando ¢
necessaria una maggiore velocita. Un innesto osseo ¢ quindi uno scaffold, ovvero una
“impalcatura” che dovrebbe guidare, accelerare e sostenere la rigenerazione ossea. Il requisito
principale per uno scaffold ¢ la biocompatibilita, intesa come mancata produzione di risposte
tossiche, pericolose tumorigeniche o immunologiche negli organismi viventi (7). Non devono
inoltre essere distrutti dall’infiammazione, devono reagire a una appropriata risposta dell’ospite
e devono avere proprieta meccaniche quali la permeabilita, la stabilita, I’elasticita, la flessibilita
e I’assorbibilita a una velocita congruente con la sostituzione del tessuto osseo.

Numerosi studi sono stati e vengono effettuati per confrontare le prestazioni dei sostituti ossei
“tal quale” con quelle di sostituti ossei sui quali vengono “seminate” cellule staminali. E del tutto
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ovvio che tra le cellule staminali piu idonee a questo impiego vi sono le cellule staminali
mesenchimali ovvero quelle cellule che, sottoposte in vitro a stimolazioni idonee, possono
differenziare in senso osteogenico, condrogenico e adipogenico. Tra le varie sorgenti di cellule
staminali si segnala la membrana amniotica le cui cellule uniscono a spiccate caratteristiche di
staminalita e capacita differenziativa, la completa assenza di complicazioni etiche e di morbilita
per il tessuto donatore, essendo la placenta stessa un materiale di scarto (8).

Benché il trapianto osseo sia considerato il miglior metodo nel rialzo del seno mascellare (9)
il rischio di trasmissione di malattie con tecniche di allo-xenotrapianto, la limitata disponibilita di
materiale e la morbilita per il sito donatore, hanno aumentato la richiesta di sostituti ossei sintetici.
Fino a oggi, tuttavia, i sostituti sintetici necessitano di molto tempo per indurre una rigenerazione
ossea sufficiente; le medesime considerazioni possono essere fatte per altri impieghi terapeutici
degli impianti.

Per quanto concerne il modello animale recenti indagini confermano che la pecora puo essere
considerata la specie ideale per la sperimentazione di procedure chirurgiche di rialzo del
pavimento del seno mascellare (10). Analogamente, anche per quanto concerne la
sperimentazione su difetti ossei dello scheletro appendicolare o dei segmenti vertebrali, la specie
ovina, per le sue caratteristiche di peso, di carico e di metabolismo osseo, associate agli indubbi
vantaggi economici ¢ gestionali rispetto ad altre specie puo essere considerata ideale per la
sperimentazione dei sostituti ossei.
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SPERIMENTAZIONE CLINICA DI DIVERSE TIPOLOGIE
DI SOSTITUTI OSSEI

Deborah Meleo
Odontoiatra, libero professionista, Roma

La rigenerazione del tessuto osseo ¢ stata oggetto, negli ultimi anni, di numerosi studi che
hanno condotto alla conoscenza delle caratteristiche chimiche e strutturali di un biomateriale
ideale. Poiché, a oggi, I’unico materiale da innesto in grado di svolgere, al contempo, azione di
osteogenesi, osteoinduzione e osteoconduzione rimane ancora 1’osso autologo, emerge la
necessita di superare le problematiche legate alle ridotte quantita disponibili ed alla morbilita
associata a un secondo rientro chirurgico nello stesso individuo, utilizzando dei sostituti ossei sia
sintetici che biologici. La possibilita di conoscerne a fondo le caratteristiche morfometriche
consente di valutare la predicibilita del processo rigenerativo e diverse sono le metodiche finora
sfruttate a tal fine (1, 2).

La microtomografia computerizzata a raggi X (micro-CT) ¢ una forma miniaturizzata di
tomografia convenzionale, in grado di indagare la struttura interna di piccoli oggetti opachi,
fornendone immagini tridimensionali a elevata risoluzione spaziale (minore di 10 um pixel size).
Poiché, ai fini analitici, i campioni esaminati non devono essere alterati o trattati in alcun modo,
la tecnica microtomografica risulta essere assolutamente non distruttiva e non invasiva e viene
attualmente applicata con risultati proficui sia nello studio dei materiali che in ambito
biomedicale. Rispetto alle tradizionali microscopie ottica ed elettronica, che forniscono immagini
di tipo bidimensionale, questa innovativa tecnologia di indagine consente di effettuare un’analisi
tridimensionale di un campione senza che questo debba essere sottoposto a tagli, coperture o
trattamenti chimici particolari. La microtomografia a raggi X soddisfa dunque i requisiti della
microscopia 3D ideale: possibilita di indagare un oggetto in condizioni naturali e senza alcun tipo
di preparazione o alterazione; capacita di visualizzazione 3D non invasiva, non distruttiva e con
un ingrandimento sufficiente; attendibilita della misurazione delle caratteristiche numeriche della
struttura interna (morfologia, struttura e ultrastruttura). Da qui I’infinito ventaglio di applicazioni
della metodologia in oggetto, non soltanto in campo medico e odontostomatologico, ma
nell’ingegneria biomedica, nella scienza dei materiali, nella biologia, nell’elettronica, nella
geologia, nell’archeologia, nell’industria petrolifera e dei semiconduttori (3-10).

Lo scopo di questo lavoro ¢ stato quello di confermare le possibilita applicative di tale
metodica, attraverso la strumentazione Skyscan 1072, nella caratterizzazione morfometrica del
tessuto osseo umano normale e di fornire un ulteriore contributo nella messa a punto della stessa
nell’ambito dello studio delle proprieta dell’osso innestato con determinati biomateriali.

In questa indagine sperimentale sono stati indagati sette biomateriali del commercio
correntemente utilizzati per la rigenerazione ossea dei mascellari:

— idrossiapatite di origine animale (bovina) Bio-Oss (Geistlich);

— 1idrossiapatite di origine animale (bovina) Endobon (Biomet);

— 1idrossiapatite di origine animale (equina) Bio-Gen (Bioteck);

— nanoidrossiapatite di sintesi riassorbibile Apagen 400 Resorb (Stomygen);

— idrossiapatite bioceramica di sintesi ENGIpore (Sweden Martina);

— beta trifosfato calcico (TCP) di sintesi Bioset TCP (Tiradix);

— polimero riassorbibile di sintesi (Acido poli D,L-lattico-glicolico) SINTbone (Ghimas);
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Lo studio ¢ stato articolato in due step:

1. preclinico/in vitro, durante il quale ¢ stata eseguita una indagine microtomografica dei
suddetti biomateriali prima della loro applicazione clinica e in una formulazione
volumetrica sufficientemente grande (dimensioni maggiori di 3—4 mm) da consentire delle
misurazioni attendibili;

2. clinico/in vivo, durante il quale gli stessi biomateriali sono stati impiegati in formulazione
piu sottile all’interno di difetti ossei elementari (siti post-estrattivi) in pazienti volontari.

Dei tre prodotti presentati, solamente 1’ Apagen 400 Resorb e I’Endobon, nella prima fase, non
sono stati oggetto di studio microtomografico poiché sprovvisti della formulazione dimensionale
sufficientemente grande da consentire valutazioni morfometriche pre-impianto attendibili.

Al fine di ottenere delle immagini e dei parametri morfometrici di riferimento, ¢ stato anche
eseguito un’analisi microtomografica su un blocchetto di cresta iliaca umana di banca disidratata
e deantigenata.

Nella fase preclinica sono stati selezionati alcuni biomateriali osteoconduttori, provenienti dal
commercio, ¢ disponibili sul mercato in una formulazione sufficientemente grande, maggiore di
3-4 mm, ed a forma di blocchetto o particolato, in modo da consentire un esame morfometrico
microtomografico attendibile. Tale momento ¢ stato considerato preliminare alle applicazioni in
un modello umano per verificare attraverso I’indagine microtomografica quanto le caratteristiche
morfometriche iniziali di uno scaffold possano influire sulla capacita osteoconduttiva
dell’innesto.

Dopo I’acquisizione microtomografica, per ogni campione sono state prodotte inizialmente
delle immagini bidimensionali e, successivamente, grazie all’impiego di un software specifico
(NRecon V1.7; SkyScan), sono state ricostruite le sezioni trasversali. A partire da queste ultime,
¢ stata scelta un’area di interesse (ROI, Region of Interest) sulla quale ¢ stato eseguito il processo
di Dbinarizzazione o tresholding, necessario all’acquisizione dei dati morfometrici e
all’elaborazione di immagini 3D.

Tramite il programma CT-Analyser (V1.16.9; SkyScan) ¢ stato possibile ottenere 1’analisi dei
campioni, mentre tramite il programma 3D Creator (V2.5; SkyScan) sono state realizzate le
ricostruzioni 3D a partire dalle immagini 2D.

Per ogni campione analizzato sono state prodotte centinaia di slice. Successivamente sono
state ottenute immagini tridimensionali (3D). I parametri morfometrici elaborati per la presente
indagine sono stati ottenuti grazie al software CT-Analyser. Al termine dell’elaborazione
microtomografica in-vitro sono state anche ottenute le immagini 3D in negativo per ogni
campione allo scopo di visualizzare in maniera piu efficace e immediata la rappresentazione
dell’interconnettivita delle strutture osservate.

I risultati ottenuti in questa fase del lavoro non si pongono lo scopo di identificare il bioscaffold
migliore, ma debbono essere utilizzati per una migliore conoscenza strutturale dei diversi
campioni esaminati e per indirizzare gli operatori del settore verso la scelta del biomateriale piu
idoneo per una ben identificata applicazione clinica.

E nota ’importanza della struttura tridimensionale di una matrice osteoconduttrice nella
formazione di nuovo osso. Uno scaffold ideale dovrebbe possedere caratteristiche quali un’alta
porosita, un’ampia superficie disponibile per I’adesione cellulare, dei pori sufficientemente ampi
e dotati di vasta interconnettivita in modo da consentire la penetrazione di strutture vascolari
neoformate (13, 14).

La presenza di una matrice osteoconduttrice tridimensionale che abbia delle caratteristiche
strutturali piu simili possibile al tessuto osseo umano, facilita notevolmente il processo
rigenerativo. Un’elevata porosita favorisce l’invasione dell’innesto da parte di cellule
progenitrici, quindi maggiore ¢ il contenuto percentuale di pori, maggiore sara la migrazione di
cellule mesenchimali e osteoblasti nel sito ricevente. Inoltre un’elevata porosita e un elevato
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rapporto superficie di contatto-volume (cio¢ in presenza di tanti e piccoli pori) favoriscono
I’adesione cellulare. Al contempo € anche vero che pori di grandi dimensioni e in presenza di
ampie interconnessioni tra gli stessi, favoriscono |’osteogenesi permettendo un’adeguata
vascolarizzazione ¢ un adeguato trofismo dell’innesto. Una sufficiente porosita e un adeguato
valore di “superficie specifica e di separazione trabecolare” consentono e favoriscono 1’ingresso
e la migrazione all’interno dello scaffold di tessuto osseo neoformato. Contemporaneamente, il
volume percentuale e lo spessore trabecolare garantiscono al biomateriale delle proprieta
meccaniche sovrapponibili a quelle del tessuto osseo umano. I valori ottenuti invece per il fosfato
tricalcico e per il biopolimero riassorbibile di sintesi, mostrano che questi biomateriali appaiono
come dotati di maggiore pienezza e compattezza rispetto alle controparti e caratterizzati da minor
Porosita e inferiore Separazione Trabecolare e conseguentemente minor spazio disponibile per la
colonizzazione da parte di cellule osteogenetiche e vasi neoformati. D’altra parte la minor
Porosita e il maggior valore di volume percentuale e spessore trabecolare esprimono una maggiore
resistenza meccanica (15-32).

Nella fase successiva clinica/in vivo tutti e sette i biomateriali inizialmente elencati (a
eccezione del campione di spongiosa iliaca umana) sono stati utilizzati in un particolato
dimensionalmente inferiore a quello esaminato precedentemente ¢ sono stati impiantati in un
modello umano di difetto osseo molto elementare, come un sito post-estrattivo. I prelievi di
tessuto osseo rigenerato eseguiti a quattro mesi dal primo tempo chirurgico sono stati sottoposti
a esame microtomografico e istologico e confrontati con i risultati di valutazioni analoghe
eseguite su campioni prelevati da siti controllo, cioé alveoli post-estrattivi guariti con il solo
coagulo ematico nello stesso paziente.

Lo scopo principale di questo studio ¢ stato quello di confermare le possibilita applicative della
metodica microtomografica, nella caratterizzazione morfometrica del tessuto osseo umano
normale e di fornire un ulteriore contributo nella messa a punto della stessa nell’ambito dello
studio delle proprieta dell’osso innestato con diverse tipologie di biomateriali.

Previa approvazione da parte del comitato etico di riferimento, lo studio ¢ stato condotto su
sette pazienti. di eta compresa trai 18 e 130 anni e in buone condizioni di salute, che necessitavano
di estrazione chirurgica bilaterale dei terzi molari inferiori totalmente inclusi. In ciascun paziente
il sito post-estrattivo di un lato ¢ stato suturato e fatto guarire semplicemente grazie alla
formazione del coagulo (definito sito controllo), mentre 1’altro (definito sito test) ¢ stato innestato
con uno dei biomateriali osteoconduttori prescelti per questo studio. A sedici settimane
dall’evento avulsivo sono stati eseguiti i rientri sia nei siti innestati che non. Sollevato un piccolo
lembo muco-periosteo di forma lineare, i prelievi sono stati eseguiti con delle frese trephine in
acciaio chirurgico e con diametro interno di 3 mm, montate su manipolo contrangolo e sotto
abbondante raffreddamento, ottenendo dei campioni di altezza pari a 5 mm circa (carota) che sono
stati immediatamente posizionati in formalina e inviati per gli esami microtomografico, istologico
e morfometrico.

Al fine di consentire la sovrapposizione dei risultati qualitativi e quantitativi ottenuti, tutti i
campioni sono stati scansionati con gli stessi parametri di acquisizione.

Per ciascuna coppia di campioni, carota test ¢ carota controllo, sono stati dunque calcolati i
parametri morfometrici e prodotte immagini bi- e tridimensionali con la stessa metodologia
adottata nella prima fase (preclinica/in-vitro) dell’indagine sperimentale.

Tramite il programma 3D—creator per 1’ottenimento di immagini 3D, queste sono state
colorate con lo scopo di poter meglio distinguere all’interno dei tessuti prelevati i diversi stadi di
mineralizzazione, nonché per riconoscere ed evidenziare le particelle di biomateriale residuo.

In radiologia € noto che un oggetto viene rappresentato e visualizzato tramite livelli di grigio,
i quali corrispondono a un diverso coefficiente d’assorbimento dei raggi X delle strutture che
costituiscono il campione stesso (17).

111



Rapporti ISTISAN 20/28

In maniera sperimentale e piu comoda per una rappresentazione visiva sono stati scelti tre
intervalli di densitda a cui sono state assegnate tre diverse colorazioni in modo da poter
discriminare all’interno di ciascun campione strutture di diversa radiopacita, quali il tessuto osseo
neoformato in diversi stadi di mineralizzazione e i biomateriali utilizzati (33).

Per quanto riguarda le valutazioni di tipo quantitativo deducibili dai dati morfometrici ottenuti,
si puo affermare che in tutti i casi le carote del lato test hanno dimostrato una minore performance
in presenza di un maggior volume di tessuto non mineralizzato, il tutto deducibile da una
maggiore porosita, un minore volume percentuale e una maggiore separazione trabecolare rispetto
ai campioni controllo. Questo si traduce presumibilmente in una minore o comunque rallentata
neoformazione ossea all’interno dei difetti ossei innestati.

Dalle osservazioni delle immagini microtomografiche 3D colorate secondo la metodica
definita in precedenza, emergono le seguenti osservazioni di tipo qualitativo, alcune delle quali
vanno sostanzialmente a confermare quanto gia dedotto dall’analisi dei parametri morfometrici.
Nelle ricostruzioni 3D delle carote test ¢ possibile facilmente osservare una maggiore presenza di
tessuto non mineralizzato come il connettivo fibroso, le strutture vascolari, gli spazi vuoti. Nelle
carote prelevate dopo lo stesso intervallo di tempo dal sito guarito con il solo coagulo ematico si
osserva, invece, una piu importante formazione di tessuto osseo, con diffuse aree di
mineralizzazione. Nei prelievi del lato test sono state osservate delle zone caratterizzate da scarsa
componente mineralizzata.

Tutto questo fa ipotizzare un’azione di rallentamento da parte del biomateriale sul processo di
neoformazione ossea. E inoltre interessante notare come 1’indagine microtomografica consenta di
identificare all’interno del tessuto osseo innestato la persistenza di particelle di biomateriale
residuo, e questo ¢ maggiormente evidente per uno scaffold particolarmente radiopaco come
quello di osso equino e per il fosfato tricalcico, mentre & assolutamente non rilevabile per la
nanoidrossiapatite riassorbibile, in virtu della sua formulazione in polvere sottile, che non ne
consente una nitida visualizzazione e che probabilmente ne favorisce anche un piu rapido
riassorbimento.

Per quanto riguarda I’analisi istologica, i campioni sono stati successivamente inclusi in resina
e trattati secondo le procedure tradizionali per le preparazioni dei tessuti per 1’analisi istologica.
Nonostante gli indubbi vantaggi della microtomografia a raggi X rispetto alla microscopia ottica
tradizionale, solamente 1’esame istologico ha potuto confermare la presenza di biomateriale
residuo nei campioni ossei del lato test della nanoidrossiapatite riassorbibile e del polimero
riassorbibile di sintesi in virti probabilmente della loro scarsa radiopacita e della loro
formulazione in polvere sottile. E da notare, in ultimo, come solamente le immagini istologiche
possano discriminare, nell’ambito di quelle zone delle ricostruzioni microtomografiche 3D del
campione che rimangono “vuote”, la presenza di diverse tipologie di tessuti non calcificati come
il tessuto connettivo fibroso, le strutture vascolari, il tessuto adiposo e gli spazi vuoti.

I risultati della presente indagine sperimentale confermano le possibilita applicative della
microtomografia a raggi X (34-35) e forniscono un ulteriore contributo nella messa a punto di
strategie alternative alle tradizionali microscopie, quali I’ottica e [’elettronica, per la
caratterizzazione microstrutturale del tessuto osseo umano normale e rigenerato in seguito
all’inserimento di biomateriali osteoconduttori. Sottolineando il fatto che questa innovativa
metodologia di indagine consente osservazioni microstrutturali tridimensionali di piccoli oggetti
in maniera assolutamente conservativa, tali vantaggi ne estendono notevolmente il campo di
utilizzo. In aggiunta, la possibilita di osservazione e di comparazione di scaffold utilizzati come
sostituti ossei, autorizza il settore biomedicale a erigere la tecnica microtomografica quale ausilio
insostituibile nella scelta del sostituto osseo ideale per una data applicazione clinica, e nella
ideazione e progettazione di scaffold con caratteristiche osteoconduttive ideali e predeterminate,
in grado di ovviare in toto al ricorso a innesti di tipo autologo, considerati a oggi il gold standard
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nella rigenerazione ossea, ma che necessitano di un secondo intervento chirurgico per il loro
prelievo causando una maggiore morbilita per i pazienti (29-37).
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RUOLO DELL'OSSO ETEROLOGO CORTICO-
SPONGIOSO IN COLTURE DI CELLULE STAMINALI DEL
LEGAMENTO PARODONTALE UMANO: UNO STUDIO DI
MICROTOMOGRAFIA A CONTRASTO DI FASE BASATO
SULLA RADIAZIONE DI SINCROTRONE

Alessandra Giuliani
Sezione di Biochimica, Biologia e Fisica, Dipartimento di Scienze Cliniche Specialistiche e
Odontostomatologiche, Universita Politecnica delle Marche, Ancona

Premessa

Poiché la malattia parodontale gioca un ruolo chiave nelle patologie sistemiche e orali, lo
studio di interventi clinici terapeutici avanzati per riparare i difetti parodontali ¢ di fondamentale
interesse. Questo ¢ stato recentemente effettuato usando costrutti sviluppati in vitro che
dovrebbero idealmente essere immunologicamente, funzionalmente, strutturalmente e
meccanicamente identici al tessuto nativo.

Nella ricerca qui descritta sono state studiate le prime fasi della formazione in-vitro di 0sso su
scaffold di origine porcina coltivati con cellule del legamento parodontale umano. E stato
effettuato un confronto tra il potenziale osteogenico di questa struttura in terreni di coltura basali
e differenzianti (in senso osteogenico), al fine di prevedere il suo comportamento biologico come
innesto nel difetto osseo umano. Lo studio ¢ stato eseguito anche utilizzando colture xeno-free. 1
risultati sono stati ottenuti tramite microtomografia computerizzata a contrasto di fase (PhC-
micro-CT) basata sulla radiazione di sincrotrone.

A partire dalla seconda settimana di coltura (nelle colture xeno-free fin dalla prima), sono state
rilevate tracce di nuova formazione di osso mineralizzato, sia nei terreni di coltura basali che in
quelli differenzianti.

In conclusione, il protocollo sperimentale scelto, basato sull’analisi PhC-micro-CT, ha
monitorato con successo e quantitativamente le fasi iniziali della formazione ossea e il tasso di
riassorbimento del biomateriale di supporto.

Introduzione

I difetti ossei di grandi dimensioni del sito maxillo-facciale sono attualmente rigenerati
mediante innesto di tessuto ricavato da siti diversi dello stesso paziente, tra cui la fibula, la cresta
iliaca, la scapola e il radio (1, 2). Queste procedure sono affidabili ed efficaci ma richiedono un
ricovero prolungato e un sito donatore in cui potrebbero verificarsi in seguito morbilita secondaria
e complicanze associate (3).

L’ingegneria tissutale delle ossa, combinata con la terapia genica e la biologia delle cellule
staminali, € considerata un’alternativa promettente all’approccio autologo sopra descritto. D’altra
parte, la malattia parodontale gioca un ruolo chiave in una varieta di malattie sistemiche (4-6) ¢
orali che richiedono interventi urgenti e avanzati per la rigenerazione parodontale, tramite utilizzo
di cellule staminali (7) e sostituti ossei (8).
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Tuttavia, I’affermazione che il costrutto osseo ottimale per la riparazione replicherebbe
esattamente la struttura perduta ¢ controversa. Infatti, se questa affermazione ¢ accettata in
condizioni standard, casi clinici particolari, come anziani o pazienti con riassorbimento osseo
causato da malattia, suggeriscono approcci innovativi (9).

Rapporti recenti hanno dimostrato che molti tessuti adulti contengono una popolazione di
cellule staminali (SC) identificate nel tessuto stromale, come midollo osseo, milza e timo. Si tratta
di SC postnatali in grado di autorinnovarsi e rigenerare ossa, cartilagine, tendini, muscoli
scheletrici, neuroni e tessuti orali (10,11). In particolare, ¢ stata descritta una popolazione di SC
trovata nel ligamento periodontale umano (human Pluripotent Stem Cells, hPDLSC) e facilmente
ottenibili mediante raschiamento delle fibre alveolari crestali e orizzontali. Stanno ricevendo
ampia attenzione per il loro immenso potenziale rigenerativo, in quanto presentano un’elevata
capacita proliferativa, proprieta immunomodulatorie, potenziale per differenziarsi in linee
osteogeniche, adipogeniche e condrogeniche e inoltre possiedono la capacita di generare nuovo
tessuto osseo dopo trapianto ectopico (14-16).

Tuttavia, un fattore importante che ostacola tali sforzi ¢ che ’ambiente in cui tali cellule
crescono 0 vengono seminate ha un impatto critico, e in esso risulta scarsamente studiato il loro
destino (17-22). Nella scelta di uno scaffold, devono essere presi in considerazione una varieta di
parametri, come la composizione di fase, la porosita, la dimensione dei pori e I’interconnettivita.
Questi fattori influenzano il trasporto di sostanze nutritive che consentono la crescita e la
proliferazione cellulare e rendono lo scaffold idoneo per la crescita del tessuto e, eventualmente,
per il differenziamento in senso osteogenico, la formazione del tessuto osseo e la
vascolarizzazione (15, 23-25). In questo contesto, € necessario sottolineare che la cinetica delle
fasi iniziali della formazione dell’0sso in-vitro non € ancora chiara.

I protocolli di routine tipicamente sottopongono i campioni di ingegneria tissutale solo
all’analisi istologica e all’esame di microscopia elettronica, per caratterizzare i loro elementi
costitutivi in 2D (15,26). La microtomografia a raggi X (micro-CT), una delle pitt comuni tecniche
di imaging 3D, ¢ stata piu volte applicata per studiare qualitativamente e quantitativamente la
crescita del tessuto in diverse condizioni, includendo osso ingegnerizzato (10, 20, 22-25, 27) e
tendine (28). Tuttavia, i dati riguardanti 1’applicazione di tali tecniche agli stadi iniziali di colture
in-vitro di scaffold collagenati coltivati con SCs sono ancora limitati.

Inoltre, mentre 1’imaging a raggi X convenzionale, basato sul contrasto di assorbimento, ¢
poco efficace per studiare i tessuti molli, il contrasto di fase (PhC) ¢ sensibile a elementi leggeri
come idrogeno, carbonio, azoto e ossigeno, che si trovano comunemente nei tessuti molli. I1 PhC
deriva dal fatto che, oltre all’ampiezza, anche la fase risulta modificata quando i fotoni X si
propagano attraverso un tessuto. Poiché la probabilita di sfasamento dei raggi X puo essere 1000
volte maggiore rispetto all’attenuazione dei raggi X per le energie utilizzate nello studio dei tessuti
molli, risulta possibile la visualizzazione in PhC di questi.

Inoltre, poiché il contrasto di fase diminuisce meno rapidamente con 1’aumento dell’energia
dei raggi X rispetto al contrasto basato sull’attenuazione, il PhC consente la riduzione della dose
di radiazioni erogata (29).

In questo studio, abbiamo dimostrato, tramite PhC-micro-CT, il potenziale osteogenico in-
vitro di ossa cortico-spongiose di origine porcina coltivate con hPDLSC, anche in terreni di
coltura xeno-free. Infatti, alcuni degli autori hanno recentemente riportato che le hPDLSC,
coltivate in supporti xeno-free, costituiscono la base per la Good Manufacturing Practice (GMP);
infatti esse preservano: (1) le caratteristiche morfologiche e il cariotipo delle cellule staminali; (2)
I’espressione di marcatori di staminalita e pluripotenza; e (3) la capacita di differenziare nella
linea mesenchimale (11).
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Materiali e metodi

Biomateriale

Lo scaffold, denominato OsteoBiol® Dual Block (DB-Tecnoss® Dental, Coazze, Italia), ¢ un
blocco collagenato e demineralizzato costituito da ossa di origine porcina cortico-spongiose.
Questo scaffold garantisce, grazie alla sua consistenza piuttosto rigida, che il volume originale
del sito di innesto rimanga preservato (30-32). Piccoli blocchi di biomateriale, di area di base di
circa 20 x 15 mm?, sono stati tagliati a fette di spessore di circa 5 mm. Tali fette sono state poi
sterilizzate e, successivamente, poste in coltura con le cellule staminali.

Cellule staminali

L’isolamento e la coltura delle cellule staminali del legamento parodontale (hPDLSC) sono
state eseguite in accordo con il protocollo descritto in Diomede ef al. (31). Brevemente, le biopsie
del legamento parodontale sono state ottenute da soggetti umani sani. Le hPDLSC espanse ex
vivo sono state seminate a quote di 1 x 103 cellule /cm2 sulle fette di biomateriale
precedentemente descritte. I costrutti cosi determinati sono stati posti in mezzo idoneo alla coltura
di cellule staminali mesenchimali (MSCM, Lonza Verviers Company, Verviers, Belgio), come
descritto in Trubiani et al. (30). Sono stati considerati quattro diversi tipi di coltura delle hPDLSC
su Dual Block: nel mezzo MSCM (che chiameremo gruppo DB-ctrl); nel mezzo MSCM integrato
con agenti osteogenici (che chiameremo gruppo DB-diff); nel mezzo MSCM e terreno xeno-firee
(che chiameremo gruppo XF-DB-ctrl); nel mezzo MSCM integrato con agenti osteogenici e
terreno xeno-free (che chiameremo gruppo XF-DB-diff). Sono stati analizzati 3 campioni identici
per ciascun gruppo di studio, i primi 2 gruppi a 1, 2 e 3 settimane dall’inizio della coltura, gli
ultimi 2 gruppi a 1 e 3 settimane dall’inizio della coltura.

Microtomografia a raggi X

Le analisi di microtomografia sono state eseguite alla linea SYRMEP della sorgente di luce di
sincrotrone ELETTRA (Trieste, Italia). I campioni sono stati studiati utilizzando i seguenti
parametri sperimentali: voxel isometrico con dimensione di lato pari a 9 um, energia dei fotoni di
16 keV e distanza tra rilevatore e campione di 150 mm.

Il setting sperimentale si ¢ basato su un approccio fisico di contrasto di fase. In breve, quando
un fascio di raggi X attraversa un campione, viene rifratto secondo un indice di rifrazione

n(r)=1-0 (r) +if (r)

dove & ¢ il decremento dell’indice e definisce lo sfasamento e B ¢ proporzionale all’indice di
attenuazione. Poiché o ¢ molto piu grande della parte immaginaria § in campioni demineralizzati
come il DB, il setting a contrasto di fase fornisce una maggiore sensibilita rispetto all’approccio
convenzionale basato sull’assorbimento. Dato che & & proporzionale alla densita elettronica
media, che a sua volta ¢ quasi proporzionale alla densita fisica p (mg/cm3), da queste analisi ¢
stato possibile monitorare I’evoluzione della mineralizzazione nelle tre settimane di coltura. In
questo studio ¢ stato utilizzato il software X-TRACT (CSIRO Mathematical and Information
Sciences, Canberra, Australia) per ricostruire le sezioni 2D, mediante 1’algoritmo di Phase
Retrieval basato sulla Transport of Intensity Equation (TIE) (33, 34) e la successiva applicazione
di un algoritmo di Filtered BackProjection (FBP).
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Il software commerciale VG STUDIO MAX 1.2 (Volume Graphics, Heidelberg, Germania) ¢
stato successivamente utilizzato per la ricostruzione 3D delle immagini e per I’analisi strutturale
della porzione trabecolare.

Analisi statistica

L’analisi statistica ¢ stata eseguita mediante test one-way ANOVA, utilizzando il software
SigmaStat 3.5 (Systat Software, San Jose, USA). Tutti i confronti multipli sono stati eseguiti con
il metodo Holm-Sidak, considerando statisticamente significativi i valori p <0,05.

Risultati

Alcuni autori hanno recentemente dimostrato, tramite microscopia elettronica a trasmissione
(TEM), gqRT-PCR e studi funzionali, che il Dual Block posto in coltura con hPDLSC in mezzi
xeno-free potrebbe guidare il processo di differenziamento in senso osteogenico (31). Tuttavia, il
solo studio mediante tecniche di microscopia (come il TEM), spesso fornisce un’analisi
quantitativa non completamente affidabile, a motivo del fatto che riduce le informazioni a
campioni sostanzialmente bidimensionali (2D). Pertanto, abbiamo convalidato i protocolli di
coltura utilizzati da Trubiani et al. (31) con i dati quantitativi estratti dall’analisi 3D di
microtomografia a contrasto di fase. Infatti, la PhC-micro-CT basata sulla radiazione di
sincrotrone si ¢ dimostrata in grado di discriminare con facilita la fase mineralizzata di nuova
formazione dallo scaffold demineralizzato di origine suina.

L’interazione tra cellule, terreno di coltura e biomateriale ha modificato la densita della
struttura in tre settimane dall’inizio della coltura, producendo immagini 3D in cui erano presenti
due fasi diverse, la matrice demineralizzata e 1’osso in via di mineralizzazione. La PhC-micro-CT
ha rivelato che, su terreno xeno-free, una quantita significativa (rilevabile) della fase ossea
mineralizzata appena formata era presente gia dopo la prima settimana in entrambi i terreni, basale
che chiameremo “ctrl” e differenziante nominato “diff’, e che questa fase si localizzava
preferenzialmente nelle aree compatte (32). Questo risultato non coincide con i risultati ottenuti
su terreni non xeno-free (30), in cui le aree mineralizzate erano rilevabili solo a partire dalla
seconda settimana di coltura per entrambi i terreni. Inoltre, su terreni non xeno-free, le aree
mineralizzate erano principalmente concentrate nella porzione trabecolare.

L’analisi quantitativa della porzione mineralizzata ¢ stata esclusivamente effettuata nelle aree
spongiose, contando i voxel sottostanti al picco associato alla specifica fase. I dati ottenuti sono
stati espressi come mBV/BV (%) (cioe, come il rapporto tra il volume mineralizzato di nuova
formazione (mineralized Bone Volume, mBV) e il volume totale dello scaffold (BV). Anche lo
spessore trabecolare medio e lo spessore medio delle porzioni mineralizzate sono stati valutati
nelle stesse aree, ed espresse rispettivamente come BTh (um) e mBTh (um).

E interessante notare che, mentre su terreno non xeno-fiee il rapporto mBV/BV risultava in
media quasi sette volte maggiore su terreno differenziante (gruppo DB-diff) rispetto al terreno
basale (gruppo DB-ctrl) dopo 2 settimane di coltura e 10 volte maggiore dopo 3 settimane di
coltura, il confronto tra le colture xeno-free in terreno basale (gruppo XF-DBctrl) e in terreno
differenziante (gruppo XF-DB-Diff ) ha mostrato, nei limiti della ridotta statistica, che nessuna
differenza significativa (p> 0,05) era presente negli stessi rapporti mBV/BV a tempi di analisi
analoghi.

Tuttavia, sono state sempre rilevate differenze molto significative (p <0,001) tra la prima, la
seconda e la terza settimana di coltura in entrambi i terreni (ctrl e diff).
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Lo stesso comportamento ¢ stato osservato anche nella valutazione dello spessore trabecolare
medio, con un incremento di quasi il 50% dello spessore dalla prima alla terza settimana di coltura
in entrambi i terreni (xeno-free € non). Al contrario, non erano presenti differenze significative
(p> 0,05) considerando il parametro di spessore osseo mineralizzato medio, né al variare del
tempo per lo stesso terreno, né tra colture ctrl e diff a punti temporali identici.

Dr’altra parte, un’analisi quantitativa basata unicamente sul confronto dei valori morfometrici
medi, come quella precedentemente descritta, spesso non risulta completa, richiedendo uno studio
piu approfondito della distribuzione delle dimensioni dei clusters mineralizzati. Per questo
motivo, per studiare piu a fondo i cambiamenti nel tempo dell’osso neoformato, ¢ stata valutata
anche la distribuzione dello spessore di osso mineralizzato nella porzione trabecolare dei
campioni. Si € osservato che, su terreni xeno-free, mentre dopo la prima settimana di coltura la
distribuzione era bimodale per entrambe le colture ctrl e diff, con nuclei mineralizzati piccoli e
medi, rispettivamente di 10-50 um e 370 um di spessore, dopo la terza settimana la distribuzione
era trimodale per entrambe le colture ctrl e diff, con nuclei mineralizzati piccoli, medi e grandi,
rispettivamente di 10-50 pum, 250-290 ym e 550-650 um di spessore. La presenza, dopo tre
settimane, di nuclei di mineralizzazione grandi, con diametro di ~ 600 pum, giustifica la
valutazione complessiva dello spessore medio dell’osso, con il suo incremento molto significativo
dalla prima alla terza settimana in entrambi i terreni di coltura.

Inoltre, ¢ stata valutata anche la densita fisica p (mg/cm3) della fase mineralizzata di nuova
formazione. Infatti, grazie all’impostazione sperimentale del contrasto di fase e all’algoritmo TIE
implementato per 1’analisi dei dati, i livelli di grigio risultano proporzionali al decremento
dell’indice di rifrazione 9, che a sua volta ¢ quasi proporzionale alla suddetta densita fisica p.
Questo dato fisico, spesso definito in letteratura con il termine “Bone Mineral Density (BMD)”,
¢ risultato essere in aumento dalla prima alla terza settimana, sia su terreno basale (ctrl) che sul
differenziante (diff).

E interessante notare che il confronto tra le colture xeno-free non ha mostrato alcuna differenza
significativa in termini di BMD tra colture ctrl e diff, a istanti temporali identici, con due livelli
di mineralizzazione dopo la prima settimana di coltura e un singolo livello dopo tre settimane di
coltura.

Discussione

Abbiamo presentato ['uso della micro-CT a contrasto di fase basata sulla radiazione di
sincrotrone per studiare, in 3D, la cinetica delle prime fasi del processo di mineralizzazione di
scaffold demineralizzati cortico-spongiosi in coltura con hPDLSC e seminati su terreni
convenzionali e xeno-free.

Queste analisi hanno rivelato, gia dalla prima settimana di coltura e su entrambi i terreni (ctrl
e diff), la presenza di nuclei di mineralizzazione in forma di clusters o fibrille. Lo stesso protocollo
sperimentale applicato a costrutti basati su DB non coltivati in mezzi xeno-free non ha invece
mostrato alcun segnale di mineralizzazione dopo la prima settimana. Si evidenzia quindi
un’accelerazione del processo in condizioni xeno-free, specialmente nel mezzo basale (ctrl) in cui
le cellule dovrebbero impiegare piu tempo per differenziarsi rispetto al mezzo osteo-
differenziante (diff). Infatti, in uno studio precedente (11) ¢ stato dimostrato che le cellule
coltivate in condizioni xeno-free mostrano livelli piu elevati di mineralizzazione in tempi precoci
rispetto alle stesse cellule mantenute in condizioni non xeno-free. Noi ipotizziamo che il processo
osteogenico potrebbe essere migliorato a motivo della composizione molecolare e chimica del
mezzo xeno-free.
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Per tutti 1 parametri valutati, all’interno di campioni preparati con dimensioni 3D piuttosto
elevate, non erano presenti differenze significative tra colture ctrl e diff a punti temporali identici,
ma che un significativo aumento del volume mineralizzato e dello spessore trabecolare medio
complessivo sono stati rilevati tra la prima ¢ la terza settimana di coltura su terreno xeno-free.

E interessante notare che questi studi hanno confermato pienamente in 3D che non solo il
biomateriale non interferisce con la crescita cellulare, ma potrebbe avere un ruolo specifico
nell’induzione osteogenica delle hPDLSC, attivando geni tra cui BMP-2/4, RUNX-2 ¢
CollagenlAl.

Inoltre, con questi studi si ha conferma della cinetica di rigenerazione dell’osso ipotizzata
precedentemente tramite studi funzionali (31): mentre nella primissima fase (la prima settimana)
queste culture erano eterogenee, con la matrice extracellulare a diversi livelli di mineralizzazione,
dopo tre settimane di coltura in mezzi xeno-free il processo di mineralizzazione appariva quasi
completo, almeno dall’analisi dei valori ottenuti per cid che riguarda la densita fisica dell’osso
mineralizzato (BMD-mg/cm®).

Conclusioni

In conclusione, con lo studio precedentemente descritto, abbiamo dimostrato che la PhC-
micro-CT su singola distanza, supportata da algoritmi specifici di Phase Retrieval, risulta essere
un metodo idoneo a studiare in-vitro le prime fasi della formazione ossea.
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PIANIFICAZIONE 3D NEGLI INTERVENTI
DI CHIRURGIA RIGENERATIVA: VANTAGGI CLINICI
ED ERGONOMICI

Michele Lopez
Odontoiatra, libero professionista, Roma

Introduzione

L’odontoiatria odierna si avvale della chirurgia computer guidata e computer pianificata al
fine di programmare interventi chirurgici sempre piu precisi € meno aggressivi.

L’utilizzo della tecnologia elettronica legata alla pianificazione tridimensionale di un
intervento permette di valutare precocemente la posizione dei futuri impianti, la loro inclinazione
corretta, le limitanti anatomiche da rispettare e di programmare, al di sopra di essi, una protesi
adeguata.

L’utilizzo della chirurgia computer guidata viene effettuata soprattutto per pianificare delle
protesi avvitate su impianti al fine di posizionare gli stessi in maniera tale da avere
immediatamente una protesi bilanciata.

Obiettivo

Obiettivo del lavoro ¢ valutare 1’efficacia della progettazione di un intervento chirurgico di
rigenerazione ossea attraverso la modellazione di lamine di corticale eterologa al fine di ridurre i
tempi operativi e aumentare la precisione di realizzazione usando gli stessi sistemi con i quali €
possibile pianificare una implanto-protesi per progettare degli interventi chirurgici (1, 2).

Materiali e metodi

In questo lavoro, dopo aver sottoposto il paziente a una tomografia computerizzata a fascio
conico (Cone Beam Computed Tomography, CBCT), si ottengono dei files in formato dicom
necessari alla costruzione di una visione tridimensionale della parte analizzata e
conseguentemente ¢ possibile realizzare dei modelli tridimensionali in resina in scala 1:1 che
consentono di visualizzare il distretto anatomico da operare prima dell’intervento chirurgico a
livello osseo (3,4).

Su un modello tridimensionale ¢ stata progettata e modellata, attraverso un foglio di carta di
una busta termo-plastica utilizzata per sterilizzare gli strumenti, una dima chirurgica che
simulasse una lamina eterologa suina al fine di creare una forma tridimensionale. Il settore che
andava rigenerato era quello di punta primo quadrante nel quale mancavano gli elementi 14, 15,
16 dove bisognava posizionare due impianti, di cui il primo in posizione 14 e il secondo in
posizione 16. Sul 14 vi era un difetto orizzontale per cui era possibile posizionare un impianto del
diametro di 3,8 mm e della lunghezza di 12 mm ma bisognava aumentare la cresta di due
millimetri orizzontalmente; mentre sul sito del 16 era necessario posizionare un impianto del
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diametro di 4,5 mm per la lunghezza di 8 mm ma, essendo la cresta residua di 4 mm era necessaria
una rigenerazione verticale.

Il foglio di carta ¢ stato sagomato in maniera tale da permettere il posizionamento vestibolare
dello stesso lasciando un gap vestibolo-palatale sul settore mesiale. Il difetto del 16 necessitava
di una copertura completa dello spazio riguardante il sito tale da ottenere un aumento verticale.

Il foglio di carta sagomato ¢ stato quindi sterilizzato e al momento dell’intervento & stato
possibile ricoprire una lamina corticale eterologa di origine suina dello spessore di 1 mm,
ritagliarla seguendo la linea del foglio di carta sterile.

In questa maniera & stato possibile ottenere una lamina perfettamente sagomata e
immediatamente posizionabile sul sito da rigenerare in tempi estremamente rapidi evitando
possibili contaminazioni del biomateriale stesso e degli impianti posizionati (5, 6).

E stato possibile fissare la lamina di corticale eterologa con un Pin apicale e successivamente
riempire lo spazio lasciato tra la lamina e 1’0sso con della cortico-spongiosa di origine suina
micronizzata in matrice collagenosica.

Dopo sei mesi si ¢ avuto un cambiamento del profilo mucoso e, radiograficamente, un
addensamento osseo sufficiente a supportare il carico protesico.

Risultati e conclusioni

Questa procedura clinica pianificata permette una riduzione dei tempi chirurgici, una
pianificazione perfetta dell’intervento e allo stesso tempo permette una riduzione della
contaminazione dei biomateriali e degli impianti utilizzati.

E auspicabile che con la riduzione dei costi di produzione dei modelli tridimensionali e dei
software di pianificazione questa procedura possa essere sempre piu largamente utilizzata.
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TECNOLOGIE INNOVATIVE

AL SERVIZIO DELLA SEMPLIFICAZIONE

DELLE RIABILITAZIONI IMPLANTOPROTESICHE:
IMPLANTOLOGIA COMPUTER-ASSISTITA

Deborah Meleo
Odontoiatra, libero professionista, Roma

L’implantologia moderna si prefigge il compito di migliorare tecniche e materiali a
disposizione dell’odontoiatra per rendere gli interventi di riabilitazione implanto-protesica
sempre piu predicibili. Semplificare e velocizzare gli approcci chirurgici nonché i processi di
guarigione dei tessuti ¢ oggi possibile anche grazie al contributo di strumenti di navigazione
virtuale con i quali € possibile interagire dinamicamente con il modello 3D del paziente e simulare
il risultato della chirurgia.

Le nuove tecnologie digitali hanno notevolmente arricchito i moderni protocolli di trattamento
odontoiatrico. L’introduzione di nuovi scanner con tecnologia Cone Beam in sostituzione delle
vecchie tomografie con fascio spirale ha consentito a chirurghi orali e maxillofacciali di ottenere
informazioni piu chiare e dinamiche dei volumi ossei mascellari acquisiti, grazie anche all’utilizzo
di software molto piu performanti. La fase diagnostica puo essere poi trasferita nella pratica
clinica attraverso 1’utilizzo di guide chirurgiche che consentono 1’inserimento dell’impianto nella
posizione progettata sul paziente virtuale.

I pazienti possono ora beneficiare di protesi dentarie realizzate su misura e in tempo reale,
progettate e fabbricate direttamente al computer partendo da un’impronta del cavo orale
eventualmente anch’essa digitalizzata.

Gli strumenti digitali (software di programmazione e diagnosi, radiologica 3D, scanner intra ¢
extraorali) diventano importanti mezzi di comunicazione fra medico e paziente. L’ informazione
circola maggiormente, piu rapidamente e in modo piu concreto. Le tecniche di chirurgia
implantare diventano piu veloci, piu sicure € meno invasive grazie alla semplificazione dei
trattamenti guidati da radiologica 3D, software dedicati e guida chirurgica di precisione.
Appaiono evidenti i numerosi vantaggi offerti dall’applicazione di questo innovativo protocollo
riabilitativo:

— riduzione dell’invasivita degli interventi e dunque miglior decorso postoperatorio grazie

soprattutto alla possibilita di realizzare una chirurgia senza lembi (flapless).

— riduzione dei tempi operatori e dunque migliore gestione in poltrona di pazienti fobici e a

rischio medico sistemico.

— possibilita di intervenire in tutta sicurezza in prossimita di strutture anatomiche nobili

preventivamente visualizzate e isolate sul software di programmazione.

— corretto inserimento di tre o pit impianti su lunghe zone edentule o intere arcate.

— riabilitazione dei mascellari totalmente edentuli con protesi fisse a carico immediato

realizzate preliminarmente all’intervento sulla scorta della progettazione virtuale.

In questa sede verra discusso uno dei protocolli attualmente disponibili in implantologa
computer assistita (RealGuide, 3Diemme) attraverso la risoluzione di un caso clinico complesso:
una riabilitazione implanto-supportata e con protesi fisse a carico immediato di due arcate
totalmente edentule.
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La paziente, fobica, di circa 60 anni e in buono stato di salute sistemica, si ¢ presentata
all’osservazione con entrambi le arcate totalmente edentule, di recente bonificata per una grave
forma di parodontite generalizzata e riabilitata con due protesi totali rimovibili provvisorie
assolutamente incongrue sia dal punto di vista estetico sia funzionale.Sono state realizzate delle
nuove protesi totali, cosiddette “da scansione”, sulla scorta delle quali ¢ stata confezionata una
dima radiologica con un repere radiografico di colore rosso chiamato 3D Marker. I file DICOM
(Digital Imaging and COmmunications in Medicine) della indagine radiografica CBCT (Cone
Beam Computed Tomography) eseguita con la dima e i file STL (STereoLithography) derivanti
dalla scansione extraorale dei modelli di studio delle arcate edentule della paziente sono stati
importati nel software per la programmazione virtuale, il 3Diagnosys, ed ¢ stato sviluppato il
progetto della riabilitazione implantoprotesica, scegliendo dimensioni, inclinazione e posizione
degli impianti, angolazione dei monconi protesici, morfologia delle protesi per il carico
immediato. Preliminarmente all’intervento sono state dunque confezionate le due dime
chirurgiche con i pin di fissaggio per la chirurgia guidata e i due circolari provvisori. L’atto
chirurgico ¢ stato minimamente invasivo ed evaso in tempi rapidi in poltrona grazie alle guide
chirurgiche e allo strumentario dedicato per la chirurgia guidata. La paziente ha ricevuto nella
stessa giornata la riabilitazione fissa immediata. Trascorsi circa 6 mesi, ¢ stato eseguito un
controllo radiografico preliminare che ha dimostrato il successo dell’osteointegrazione e si €
dunque avviata la finalizzazione protesica del caso. Una verifica radiografica a 4 anni ha
confermato la bonta nel lungo termine della riabilitazione eseguita.

La digitalizzazione del mondo dentale avanza inesorabilmente e questa sinergia offre numerosi
vantaggi. L’odontoiatria digitale ¢ la rivoluzione che sta vivendo il nostro settore ormai gia da
qualche anno, cambiando radicalmente la pratica clinica odontoiatrica e offrendo risorse in grado
di garantire maggiore efficienza e ottimizzazione dei tempi di trattamento con incredibili
opportunita sia per il paziente sia per gli operatori del settore. Progettazione e fabbricazione
assistita da computer, presa d’impronta digitale, radiologia 3D, chirurgia guidata, sono tutti
elementi utilizzati ormai quotidianamente negli studi odontoiatrici e nei laboratori odontotecnici.
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FOTOBIOMODULAZIONE
IN ODONTOIATRIA E MEDICINA

Morena Petrini
Dipartimento di Scienze Mediche, Orali e Biotecnologiche, Universita G. d’Annunzio, Chieti

Per Light Emitting Diode (LED) si intende la “luce emessa dai diodi”. I diodi sono circuiti
semiconduttori complessi che convertono la corrente elettrica in luce incoerente a spettro ristretto.
In particolare, il diodo ¢ caratterizzato da un anodo e un catodo separati da un cristallo di materiale
semiconduttore, in cui I’aggiunta di impurita al materiale semiconduttore produce giunzioni P-N
all’interno del chip.

Quando viene applicata una tensione attraverso gli elettrodi, la corrente fluisce dall’anodo (lato
P) al catodo (lato N). Quando un elettrone incontra un buco nella giunzione P-N, cade in uno stato
di energia inferiore (1). La differenza di energia dei due stati ¢ chiamata “band gap” che ¢ una
caratteristica del materiale comprendente la giunzione P-N. L’energia in eccesso dell’elettrone
viene emessa come un fotone. Piu ¢ il “gap di banda” maggiore ¢ la differenza di energia e piu
corta ¢ la lunghezza d’onda della luce emessa.

Il termine Fotobiomodulazione (Photobiomodulation Therapy, PBM) comprende sia la Low
Level Laser Therapy (LLLT) ma anche irraggiamenti effettuati con altri dispositivi, per esempio
i LED (2). La luce impiegata durante questi trattamenti ¢ rossa o vicino all’infrarosso (Near-
Infrared Rays, NIR), con lunghezza d’onda compresa tra i 600-1100 nm, power output di 1-
10.000 mW e una densita di potenza talmente bassa che non riscalda i tessuti (1 W/cm?, a seconda
della lunghezza d’onda e del tipo di tessuto) (3).

La ricerca scientifica nel PBM ¢ iniziata alla fine degli anni ‘60 utilizzando i laser appena
inventati (1960) e la terapia divenne rapidamente nota come LLLT. Essa era principalmente usata
per promuovere la guarigione delle ferite, riduzione il dolore e I’inflammazione. Nonostante
fossero disponibili altre fonti di luce durante i primi 40 anni di ricerca sulla PBM, i laser sono
rimasti di gran lunga i dispositivi piut comunemente impiegati e, di fatto, alcuni autori hanno
insistito sul fatto che i laser fossero essenziali per il beneficio terapeutico (2). Il laser, acronimo
di luce amplificata e stimolata, ¢ caratterizzato dalla collimazione, coerenza, dalla
monocromaticita e a contrario dei LED pud emettere luce con possibilita di densita di potenza
elevate. Tuttavia negli ultimi anni, fonti di luce non coerenti come i LED si sono ampliamente
diffusi. I vantaggi dei LED rispetto ai laser includono maggior sicurezza di utilizzo, facilita d’uso
domestico, capacita di irradiare contemporaneamente una vasta area di tessuto, possibilita di
predisporre pitt LED nello stesso manipolo, produzione di dispositivi LED indossabili e costi per
mW molto piu bassi (2).

Durante la PBM, la selezione dei parametri appropriati come la lunghezza d’onda, la fluenza,
la densita di potenza, la struttura dell’impulso e il tempo di applicazione sono fondamentali al
fine di evitare un esito meno efficace (o addirittura negativo) della terapia. Infatti, ¢ stata
frequentemente osservata una dose-risposta bifasica in cui bassi livelli di luce hanno una migliore
capacita di stimolare e riparare i tessuti rispetto a quelli piu alti.

Diversi studi hanno dimostrato la capacita della fotobiomodulazione di accelerare la
guarigione delle ferite, diminuirne 1’infiammazione, stimolare 1’attivita linfatica, ridurre lo
spasmo muscolare, favorire il ringiovanimento e la rigenerazione dei tessuti nervosi, tuttavia,
negli ultimi anni anche un effetto antibatterico ¢ stato descritto. In uno studio, in vivo, pubblicato
nel 2013, abbiamo verificato che 1’utilizzo della PBM, a quei tempi ancora indicata con il termine

128



Rapporti ISTISAN 20/28

LLLT, dopo I’estrazione chirurgica dei terzi molari inclusi, era in grado di ridurre il discomfort
postoperatorio (4). In particolare, sia al primo che al settimo giorno dopo I’intervento, il gruppo
trattato era caratterizzato da un incremento dell’apertura interincisale, una riduzione del trisma,
dell’edema e del dolore, rispetto al gruppo non irraggiato.

In un altro studio retrospettivo, abbiamo verificato che i pazienti che erano stati irraggiati
anche prima dell’intervento, avevano consumato un quantitativo di antiinfiammatori
significativamente inferiore, rispetto agli altri gruppi (5).

Le applicazioni della PBM in ambito medico e odontoiatrico sono molteplici, vanno dal
trattamento di patologie infiammatorie muscolari (6), alla riperfusione di tessuti infartuati (7), dai
trattamenti anti-age (7) a quelli che favoriscono la ricrescita dei capelli (8). Recenti studi hanno
evidenziato importanti benefit in ambito neurologico della PBM nel ridurre la sintomatologia di
deficit cognitivi e di memoria in pazienti affetti da patologie quali la demenza o il Morbo di
Alzheimer’s (3, 9).

L’economicita dei dispositivi LED, la loro facilita di utilizzo ¢ la sicurezza di utilizzo, hanno
portato le aziende a produrre dei dispositivi da utilizzare a casa (10).

Nella PBM un fotone deve essere assorbito da uno specifico cromoforo molecolare per avere
un effetto biologico (3). I cromofori possono essere molecole endogene gia presenti
nell’organismo, oppure sostante esogene, applicate dall’esterno, come avviene nella terapia
fotodinamica.

I cromofori che sono stati postulati per essere utili nel PBM, assorbono a diverse regioni di
lunghezza d’onda dello spettro elettromagnetico (blu, verde, rosso, NIR). Tra i cromofori
endogeni, il pit noto ¢ il Citocromo C Ossidasi (CCO), che ¢ I’enzima terminale (unita I'V) nella
catena di trasporto degli elettroni situata nella membrana mitocondriale esterna.

PBM, sembra promuovere un aumento della disponibilita di elettroni per la riduzione
dell’ossigeno molecolare nel centro catalitico del CCO, aumentando il potenziale della membrana
mitocondriale (Mitochondrial Membrane Potential — MMP) e aumentando i livelli di ATP
(Adenosin Tri-Fosfato), adenosina monofosfato ciclico (cAMP) e specie reattive dell’ossigeno
(ROS, Reactive Oxygen Species), favorendo un incremento della funzione mitocondriale e
innescando I’avvio di vie di segnalazione cellulare (11).

La produzione di ROS sembra essere anche alla base dell’effetto antibatterico promosso dalla
PBM.

In diversi studi in vitro abbiamo verificato come 1’utilizzo di irraggiamento NIR, era in grado
di promuovere una significativa riduzione sia di Enferococcus faecalis (12), un batterio
particolarmente noto in odontoiatria per causare lesioni endodontiche recidivanti, che
Pseudomonas aeruginosa (13), causa di molte infezioni nocosomiali.

Inoltre, I’effetto antibatterico sembrava essere mantenuto nel tempo (14).

I benefici della PBM in odontoiatria vanno, quindi, dall’effetto anti-infiammatorio, analgesico,
rigenerativo e antimicrobico. Tuttavia, al fine di ottenere il risultato terapeutico, ¢ fondamentale,
rispettare precisi parametri dipendenti non solo dal dispositivo utilizzato ma anche dal paziente e
nello specifico dal tessuto da irraggiare.
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SOSTITUZIONE DEL TESSUTO OSSEO:
DALLA RICERCA DI BASE ALLA PRATICA CLINICA

Giandomenico Logroscino
Istituto di Clinica Ortopedica e Traumatologia, Universita Cattolica del Sacro Cuore-Fondazione
Policlinico Gemelli, Roma

Introduzione

La sostituzione del tessuto osseo € necessaria in numerose discipline mediche quali la chirurgia
ortopedica, quella maxillo facciale, plastica, neurochirurgica e oncologica.

In traumatologia, per esempio, in seguito a traumi a elevata energia, la perdita di sostanza puo
raggiungere dimensioni ragguardevoli (diversi centimetri), tali da rendere improbabile una
guarigione spontanea. Lo stesso problema si presenta in chirurgia vertebrale, per la necessita di
ottenere ampie artrodesi multisegmentarie, o per la sostituzione di interi corpi vertebrali, o in
chirurgia protesica di revisione di anca e di ginocchio per la necessita di sostituire ampie perdite
di sostanza. Anche nel trattamento delle pseudoartrosi, fratture non guarite ¢ non guaribili
spontaneamente o nel caso delle osteomieliti, processi infettivi dell’0sso, la perdita ossea & spesso
tale da rendere difficile la guarigione in assenza di innesti ossei.

11 trattamento delle perdite ossee ¢ stato sino a ora sostanzialmente di due tipi:

— sostituzione con componenti artificiali;

— trattamento biologico.

Nel primo caso (soprattutto in campo protesico) si ¢ assistito allo sviluppo di impianti da
revisione di maggiori dimensioni o sostitutivi di interi segmenti ossei (materiali in leghe
metalliche), ma anche maggiormente invasivi, e destinati a loro volta nel tempo a usura e quindi
a fallimento.

Riguardo il trattamento biologico un’ampia varieta di sostituti ossei ¢ stata impiegata negli
ultimi 50 anni. I sostituto osseo ideale dovrebbe avere diverse proprieta:

— essere biocompatibile € non evocare alcuna risposta infiammatoria avversa;
— essere facilmente adattabile e applicabile sul difetto osseo;

— essere osteoconduttivo o osteoinduttivo e riassorbibile;

— essere facilmente conservabile e avere un costo ragionevole.

I sostituti ossei possono essere cosi classificati:

— innesti ossei (autotrapianto, allotrapianto, xenotrapianto),

— sostituti sintetici ceramici (idrossiapatite, tricalciofosfato, solfato di calcio),

— sostituti biologici,

— fattori di crescita: il plasma ricco di piastrine (PRP, Platelet Rich Plasma), 1a matrice ossea
demineralizzata (DBM, Demineralized Bone Matrix) e infine le proteine morfogenetiche
dell’osso (BMP, Bone Morphogenetic Proteins).

Piu di recente le moderne tecniche di 7issue Engineering hanno permesso 1’utilizzo di cellule
(staminali o mesenchimali) modificate geneticamente associate in biocompositi.

133



Rapporti ISTISAN 20/28

Innesti ossei

11 trattamento chirurgico nella ricostruzione dei difetti ossei dell’apparato scheletrico, causati
da varie condizioni patologiche (traumatiche, tumorali, mobilizzazioni protesiche, ecc.), si giova
frequentemente dell’impiego di trapianti ossei autologhi ed eterologhi. La richiesta di sostituti di
0ss0 ¢ in continuo aumento mentre la disponibilita di donatori si dimostra insufficiente al
fabbisogno mondiale. Sono peraltro note le problematiche relative all’'uso degli innesti di tessuto
osseo; 1 limiti nell’utilizzo degli autotrapianti sono legati alla morbilita del sito donatore, alla
quantita limitata dell’innesto e al riassorbimento precoce (1), mentre per gli allotrapianti le
problematiche da affrontare riguardano la risposta immunitaria e i rischi legati alla trasmissione
di malattie (2). Pertanto si stanno studiando differenti alternative in grado di stimolare quei
processi biologici necessari per ottenere una neo-apposizione ossea adeguata.

Sostituti ossei sintetici e nanotecnologie

In alternativa si sono utilizzati biomateriali a base di idrossiapatite (HydroxyApatite, HA) o
fosfato tricalcico (7riCalcium Phosphate, TCP) che, a imitazione fisico-chimica della
componente minerale dell’osso sono pit 0 meno riassorbibili, osteoconduttivi e spesso
scarsamente resistenti ma trovano applicazione con il presupposto di sostituire temporaneamente
il segmento mancante e quindi essere a loro volta riassorbiti, mettendo a disposizione
(passivamente) dell’organismo ioni calcio e fosforo favorenti la neo-osteogenesi. L’HA ¢ un
cristallo relativamente inerte e non riassorbibile, mentre il TCP piu poroso e in genere subisce
una biodegradazione entro 6 settimane dal suo impianto. L’HA raggiunge una resistenza
meccanica molto elevata, mentre il TCP ha scarse qualita meccaniche. Generalmente la base ¢ un
fosfato di calcio bifasico, che combina il 40-60% di TCP con il 60-40% di HA, compromesso tra
la resistenza meccanica e riassorbibilita.

Di grande interesse ¢ 1’approccio reso possibile dalle nuove nanotecnologie. In particolare ove
la nanotecnologia fornisca i mezzi tecnici atti a riprodurre quanto in biologia avviene
spontaneamente, si ha la realizzazione della “nanobiotecnologia”, che si giova dell’esempio di
modelli viventi pre-esistenti per la realizzazione di sistemi artificiali “biologicamente inspirati”,
“autoassemblanti” e soprattutto dotati di proprieta biologiche finora impensabili e intelligenti.

In campo biomedico le prospettive sono molteplici e accattivanti e spaziano dalla realizzazione
di nuovi strumenti diagnostici miniaturizzati a sistemi di somministrazione di farmaci e a nuove
generazioni di tecniche di ingegneria tissutale. Anche il campo dei biomateriali prevede
futuristiche prospettive. Dalla realizzazione di sistemi di superficie di rivestimento bioselettivi, a
biomateriali sostitutivi dotati di specifiche proprieta superficiali in grado di modificare il proprio
comportamento in relazione all’ambiente biologico all’interno del quale sono impiantate
(bioattivita, dismissione di farmaci, chemioterapici o fattori di crescita, tamponamento del PH) e
quindi in un certo senso di funzioni variabili in grado di reagire all’ambiente esterno in modo
“intelligente” e interattivo.

Un ulteriore progresso potrebbe essere costituito dalla realizzazione di una nuova famiglia di
biosostituti ossei a base di HA realizzati con tecnologia miniaturizzata a livello nanometrico
mediante auto-assemblamento al fine di ottenere un materiale in HA con una conformazione fisica
molto piu simile al tessuto osseo naturale. Questo meccanismo di autoaggregazione non si
discosta molto dal normale processo osteogenetico che avviene nell’organismo umano. Un
approccio di questo tipo pud essere realizzato partendo dall’unione dei due costituenti
fondamentali dell’osso: HA e collagene per ottenere un HA/Col nucleata tramite il diretto
autoassemblaggio spontaneo sul network collagenico precostituito, molto piu simile al tessuto
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osseo. L’obiettivo sarebbe quello di realizzare un sostituto dell’osso nanostrutturato prodotto
mediante un approccio “biomimetico” con la premessa che i sistemi biologici producano
informazioni a livello molecolare.

Fattori di crescita

Piu di recente si ¢ assistito all’utilizzo di sostanze biologicamente attive, di natura proteica,
capaci di stimolare in maniera attiva la crescita ossea (osteoinducenti). Di qui I’introduzione nel
mercato di una gamma di prodotti, definiti pitt 0 meno impropriamente “fattori crescita” tra i quali
il PDGF (Platelet Derived Growth Factor) o PRP (Platelet Rich Plasma), le DBM
(Demineralized Bone Matrix) e infine le BMP (Bone Morphogenetic Proteins); queste ultime
sono le uniche dotate di comprovata efficacia sull’'uomo. Di natura proteica, agiscono con
meccanismo recettoriale a stimolare la chemiotassi, la differenziazione in senso osteogenico ¢ la
produzione di osso da parte di cellule osteogeniche loro precursori. L’azione ¢ quindi limitata nel
tempo ¢ dose dipendente. Di queste solo la BMP-2 e BMP-7 sono state approvate e
commercializzate per ’utilizzo nell’uomo.

Terapia genica e cellule staminali mesenchimali

La terapia genica in ortopedia e traumatologia ha avuto un notevole sviluppo nell’ultima
decade, prospettando notevoli potenzialita di applicazione clinica nel trattamento di condizioni
patologiche, quali le pseudoartrosi, i ritardi di consolidazione e le lesioni cartilaginee (3). La
terapia genica puo rappresentare una valida opzione terapeutica per stimolare la formazione ossea,
dal momento che con questa tecnica uno specifico fattore osteogenico puo essere rilasciato in uno
specifico sito anatomico e indurre la produzione di proteine deputate all’osteogenesi. Uno dei
possibili approcci clinici della terapia genica ¢ quello ex-vivo, che si basa sul prelievo di una linea
cellulare autologa che viene “modificata” con un fattore di crescita osteogenico e poi reimpiantata
nel sito anatomico dove ¢ richiesta la neoformazione ossea. A tal fine sono state spesso utilizzate
con risultati molto incoraggianti linee cellulari multipotenti, come le cellule staminali
mesenchimali derivate dal midollo osseo, modificate poi ex-vivo per I’espressione di vari fattori
osteogenici appartenenti alla famiglia delle BMPs (4-5). Molte altre linee cellulari e tecniche di
transduzione genica sono state testate e comparate per ’applicazione ex-vivo, ed ¢ stato
dimostrato che differenti tipi cellulari sono ugualmente utilizzabili e che i costrutti adenovirali
difettivi rappresentano i vettori piu appropriati ed efficienti per trasportare il fattore di crescita
all’interno.

Gli approcci basati sulle cellule si basano principalmente su cellule staminali mesenchimali
(Mesenchymal Stem Cell, MSC), che sono state ampiamente impiegate, in combinazione con
appropriati scaffold osteoinduttivi/conduttivi (9,10). Le MSC sono cellule staminali multipotenti
capaci di un ampio potenziale di differenziazione in senso mesenchimale. Le MSC si trovano nel
midollo osseo e in altri organi o tessuti (grasso, muscoli, pelle, membrana sinoviale, tendini, ecc.)
(11). I vantaggi delle MSC risiedono nella possibilita di isolamento e di espansione ex-vivo,
preservando la loro plasticita e il potenziale di auto-rinnovamento. Su appropriata induzione in
vitro, le MSC possono essere differenziate in senso osteogenico. E interessante notare che le MSC
indifferenziate sono inclini all’influenza dell’ambiente, il che significa che possono subire una
differenziazione osteogenica spontanea con inoculazione in vivo nel tessuto osseo (12). Questa
caratteristica ne permette 1’utilizzo sicuro in quanto non implica alcun tipo di induzione
osteogenica ex vivo prima dell’inoculazione in vivo. Tuttavia, la produzione di MSC per uso
clinico richiede strutture a prova di GMP (Good Manufacturing Practice) per la loro
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amplificazione di coltura su larga scala ex vivo, in modo da ottenere la quantita necessaria per
I’innesto osseo. Inoltre la loro presenza ¢ diversa da soggetto a soggetto e varia notevolmente con
I’eta.

Conclusioni

La perdita ossea continua a rappresentare una sfida importante in chirurgia. Nonostante i
progressi tecnologici, gli innesti ossei naturali continuano a essere i sostituti ossei piu efficaci per
sostituire le perdite ossee. Le alternative agli innesti ossei mancano di uno o piu elementi (cellule
osteogeniche e resistenza meccanica, fattori di crescita, osteoinduttivita o osteoconduttivita), che
sono un prerequisito per la guarigione dell’osso. Inoltre la maggior parte dei sostituti ossei sono
costosi o richiedono tecniche laboriose e spesso non sono validati dalla Medicina basata sulle
evidenze (Evidence Based Medicine, EBM) e pertanto non sono raccomandabili per I’uso clinico.
I sostituti ossei ceramici sono la migliore alternativa agli innesti ossei, per sicurezza, efficacia e
costi. BMP-2 e BMP-7 sono certificati EBM, per uso specifico, ma con costi elevati. Le tecniche
di Tissue Engineering, di terapia genica e di cellule staminali mesenchimali sono promettenti, ma
ancora lontane dalla diffusione clinica su larga scala.
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RIGENERAZIONE DEL DISCO INTERVERTEBRALE
MEDIATA DALLE CELLULE STAMINALI MESENCHIMALI

Gianluca Vadala, Vincenzo Denaro
UOC di Ortopedia e Traumatologia, Policlinico Universitario Campus Bio-Medico, Roma

Introduzione

La lombalgia ¢ uno dei sintomi piu disabilitanti € 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 1’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
e della degenerazione discale spaziano da approcci conservativi, come il riposo, la terapia
analgesica e antinfiammatoria 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 ¢ 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 1’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 1’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
IT e dei proteoglicani e di ripristinare 1’altezza dello spazio discale (11).

Dr’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 € 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 (4dipose 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 e 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 vifro 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 ¢ influenzato i livelli di
mRNA (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 1’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’inflammazione e [I’ipossia. Configurare un
micropellet invece di coltivare cellule individuali ha dimostrato di ridurre 1’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-f etc.) e
ridotta espressione di citochine pro-infiammatorie (IL-1a, IL-1B, TNF-o and IL-6) rispetto alle
monocolture (18).

Evidenze di efficacia in modelli preclinici

Il 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 et al. 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 trial 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 II 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 e 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 puo 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. Il 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 et 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 ef 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 trial clinico randomizzato basato sull’utilizzo di MSC allogeniche, Noriega et 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 II ha dimostrato efficacia clinica in termini di

142



Rapporti ISTISAN 20/28

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 1’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 I’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 ¢ 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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OSSERVAZIONI MICROTOMOGRAFICHE
DI RIGENERAZIONE TISSUTALE
IN ODONTOIATRIA E IN ORTOPEDIA

Raffaella Pecci
Centro Nazionale Tecnologie Innovative in Sanita Pubblica, Istituto Superiore di Sanita, Roma

La microtomografia assiale computerizzata (micro-CT, micro-Computed Tomography)
permette di effettuare lo studio di diverse tipologie di campioni fornendo informazioni sulla loro
struttura interna senza doverli tagliare e/o trattare chimicamente. La tecnica, ormai nota (1-4), &
utilizzata in molti settori, primi fra tutti I’odontoiatria e I’ortopedia, in particolar modo per la
valutazione qualitativa e quantitativa di rigenerazione tissutale in difetti ossei mascellari,
mandibolari e vertebrali.

La rigenerazione ossea nel seno mascellare ¢ una condizione essenziale per gli impianti
dentali nella mascella posteriore atrofica. La limitata disponibilita di autotrapianti e il rischio
di trasmissione della malattia da parte di allo e xenotrapianti hanno aumentato I’utilizzo di
sostituti ossei sintetici impiegati come scaffold, ossia impalcature che favoriscono la
proliferazione e 1’adesione cellulare fino alla formazione di tessuto nuovo. Ceramiche di fosfato
di calcio, come idrossiapatite (HydroxyApatite, HA) e tricalcio fosfato (TriCalcium Phosphate,
TCP), sono considerati entrambi materiali adatti per la ricostruzione ossea poiché coniugano
un’alta biocompatibilitd con un’efficiente osteoconduttivita (5-6). L’architettura porosa e il
grado di interconnettivitd sono ulteriori fattori critici per determinare il successo clinico dei
biomateriali (7-8). In effetti, la composizione chimica e 1’architettura dei biomateriali ¢&
fondamentale per guidare e stimolare la guarigione e la deposizione ossea. Negli ultimi anni la
stampa tridimensionale (3D) ha permesso di creare scaffold con un’architettura 3D controllata
(9-11), migliorando cosi la loro biocompatibilita (12). Tuttavia, I’ultima generazione di sostituti
ossei sintetici richiede ancora molto tempo per rigenerare una grande quantita di tessuto osseo
limitando cosi il loro uso chirurgico in protocolli terapeutici convalidati come 1’aumento del
seno (13).

Dal momento invece che le terapie basate su cellule sono una strategia emergente per
migliorare la guarigione e la rigenerazione del tessuto osseo (14-15), in collaborazione con la
Facolta di Medicina Veterinaria dell’Universita di Teramo ¢ stato effettuato uno studio (16) in cui
si ¢ utilizzato uno scaffold sintetico di calcio-fosfato, realizzato mediante tecnica diretta di
prototipazione rapida, sul quale sono state caricate delle cellule progenitrici, le cellule epiteliali
amniotiche (Amniotic Epithelial Cells, AEC), per valutare la loro proprieta rigenerativa ossea per
il rialzo del seno mascellare in un modello animale.

Sono stati realizzati due blocchi di sostituto osseo sintetico realizzato con HA e beta-fosfato
tricalcico (3-TCP), uno di controllo e uno ingegnerizzato con cellule AEC; sono stati poi innestati
bilateralmente in seni mascellari di sei pecore adulte (modello animale scelto per il suo alto valore
traslazionale in odontoiatria). Le pecore sono state quindi divise casualmente in due gruppi e
sacrificate a 45 e 90 giorni dall’impianto. La rigenerazione tissutale ¢ stata poi valutata negli
espianti sinusali mediante la microtomografia assiale computerizzata e 1’analisi istologica al fine
di valutare I’integrazione dei biomateriali nel tessuto ospite.

L’analisi microtomografica 3D visibile in Figura 1 ha distinto tra tessuto osseo (colore verde)
e sostituto osseo (colore nero), consentendo cosi di osservare il processo di generazione dell’osso
e I'integrazione dello scaffold dopo gli impianti sinusali. La micro-CT ha rivelato diversi ponti
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osseil appena depositati, distribuiti tra I’osso nativo e la periferia dello scaffold sia nel campione
controllo (CTR) che in quello trattato con AEC ovine (ovine Amniotic Epithelial Cells, oAEC).
Focolai di formazione ossea sono stati rilevati anche nel nucleo dei seni trattati con oAEC in
modo diverso rispetto al CTR.

90 giorni

a)

CTR

b)

AEC

* . .
canale infraorbitale

Figura 1. Analisi Micro-CT e ricostruzione 3D di espianti sinusali isolati dopo 90 giorni post-
impianto eseguito con (A) lo scaffold da solo (campione di controllo, CTR) o (B) dopo
I'ingegnerizzazione con oAEC (AEC). Le diverse densita tissutali sono state descritte da una scala
cromatica arbitraria che mostra, rispettivamente, in verde il tessuto osseo e in nero il biomateriale
(Foto: Istituto Superiore di Sanita, 2012)

I dati ottenuti suggeriscono che I’integrazione dello scaffold e la deposizione ossea sono
influenzati positivamente dalle cellule AEC allotrapiantate. Gli espianti sinusali derivati da ovini
innestati con scaffold ingegnerizzati con AEC hanno mostrato una ridotta reazione fibrotica, una
risposta infilammatoria limitata e un processo accelerato di angiogenesi.
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Inoltre, la presenza di oAEC ha stimolato in modo significativo I’osteogenesi sia migliorando
la deposizione ossea sia rendendo piu estesi i fuochi della nucleazione ossea. Oltre al ruolo di
stimolazione svolto da 0AEC negli eventi cruciali che guidano con successo la rigenerazione
tissutale, i dati ottenuti da questo studio mostrano che 0AEC sono state anche in grado di
partecipare direttamente al processo di deposizione ossea, come suggerito dalla presenza di oAEC
intrappolate all’interno della matrice osteoide di nuova deposizione e dalla loro capacita di
attivare 1’espressione di una specifica proteina legata all’osso (osteocalcina) quando viene
trapiantata nei tessuti dell’ospite.

La micro-CT prima e ’analisi istologica dopo confermano che la deposizione ossea ha
coinvolto principalmente la periferia dell’area innestata creando ponti di integrazione ossea tra lo
scaffold e il neo osso a 90 gg dalla procedura di rialzo del seno. Il processo di deposizione di 0sso,
inoltre, ¢ stato anche accompagnato da un progressivo degrado dello scaffold, diventato
significativamente rilevante a 90 gg.

Un altro studio, in collaborazione con il Dipartimento di Ortopedia e Traumatologia
dell’Universita Cattolica del Sacro Cuore di Roma, ¢ stato effettuato per valutare una nuova
metodica di terapia genica ex vivo per indurre 1’osteogenesi sia per applicazioni in
odontostomatologia che in ortopedia (17).

Il trasferimento genico locale della Lim Mineralization Protein (LMP) umana, un nuovo
regolatore positivo intracellulare del programma di differenziazione degli osteoblasti, puo indurre
una formazione ossea efficiente.

Al fine di sviluppare un approccio di terapia genica clinicamente rilevante per facilitare la
guarigione ossea (18), sono state utilizzate culture di fibroblasti cutanei autologhi la cui
realizzazione in vitro ¢ estremamente semplice e che hanno il notevole vantaggio di essere
ottenibili rapidamente con una semplice biopsia cutanea.

Le cellule cosi ottenute sono state poi modificate ex vivo con Ad-LMP-3 (Adenovirus per
I’espressione della LMP-3) e ritrapiantate, tramite uno scaffold osteoconduttivo composto per il
20% di idrossiapatite (HA) e per 1’80% di collagene (COL), in due differenti modelli animali
sperimentali:

— modello di fusione vertebrale in topi immunocompetenti;

— modello di difetto osseo critico di mandibola in ratti immunocompetenti.

Entrambi i modelli sono stati sottoposti a radiografie, analisi microtomografiche attraverso la
micro-CT e infine analisi istologiche; in particolare per I’analisi microtomografica ¢ stata
sezionata una porzione significativa dell’animale trattato.

Nel caso del modello di fusione vertebrale ¢ stata sezionata e isolata una parte della spina
dorsale circondata bilateralmente dai muscoli paravertebrali nei quali € stato inserito lo scaffold
seminato con le cellule di fibroblasti. I campioni cosi ottenuti sono stati sottoposti ad analisi
microtomografica che ha rilevato una struttura ossea visibile nelle Figure 2c, 2d, 2f, 2g e avente
densita uguale a quella dell’osso vertebrale, come confermato dall’analisi e dalla ricostruzione
3D della singola massa neoformata (Figure 2i e 2j), inoltre nelle sezioni trasversali, ¢ possibile
notare la presenza di macchie di densita corticale (Figura 2j). Il volume medio dell’osso
neoformato, calcolato misurando i diametri della massa in diverse sezioni trasversali per ciascun
animale, & stato di 100 + 7 mm°.

Nessuna struttura ossea, invece, € stata osservata dalla ricostruzione 3D di animali controllo
(Figura 2a) e di animali trattati con cellule non trasdotte (Figura 2b).

Dal confronto delle immagini microtomografiche 3D ottenute da animali controllo e animali
trattati con LMP3 due mesi dopo I’intervento chirurgico possiamo vedere che non ¢ stata rilevata
nessuna massa significativa di struttura ossea o simile negli animali trattati con cellule non
trasdotte seminate su scaffold (Figura 2a, la freccia indica il sito di impianto) o con scaffold nudo
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Figura 2. Analisi microtomografica e ricostruzione 3D della colonna vertebrale di animale trattato
con cellule non trasdotte (a,e), di animale controllo (b), di animale trattato con cellule trasdotte
(c,d,f,g); ricostruzione 3D della massa neoformata (h,i); sezioni trasversali assiali seriali di animale
trattato con cellule trasdotte (j) (Foto: Istituto Superiore di Sanita, 2012)

(Figura 2b); viene rilevata invece la nuova formazione ectopica dell’osso (indicata dalle frecce
in Figura 2¢ e 2d), in animali trattati con fibroblasti autologhi modificati da Ad.LMP-3 due mesi
dopo l’intervento. I risultati sono confermati anche in una ricostruzione della vista laterale 3D;
infatti vediamo in Figura 2e una ricostruzione 3D del topo trattato con lo scaffold non seminato
con fibroblasti e in Figura 2funa ricostruzione 3D dell’animale trattato con LMP3 in cui ¢ visibile
la presenza di una massa neoformata che mostra la stessa densita dell’osso corticale sia in vista
assiale (Figura 2g) sia nella ricostruzione 3D di due sezioni del nuovo osso formato (Figura 2h,
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2i). I pannelli inferiori (Figura 2j) mostrano sezioni trasversali assiali seriali di un topo trattato
con LMP-3 che mostrano macchie di densita ossea corticale all’interno della massa neoformata
che fiancheggia la spina dorsale. Nel caso del modello di difetto osseo critico di mandibola, il
cranio dei ratti sottoposti a tale trattamento ¢ stato isolato preservando muscoli e tessuti molli. In
questo modello, ¢ stato creato un difetto di 5 x 5 mm nella faccia della mandibola dietro la radice
dell’incisivo senza interrompere la continuita ossea. Il difetto ¢ stato poi riempito in alcuni ratti
con scaffold seminato con cellule LMP3-transdotte (gruppo 1) e in altri con scaffold nudo di
controllo (gruppo 2).

Entrambi i gruppi sono stati sottoposti ad analisi microtomografica: nel gruppo 2 di controllo
(Figura 3a) non ¢ stata osservata nessuna formazione ossea, mentre nel gruppo 1 I’analisi ha
rilevato la corretta riparazione dei difetti impiantati (Figura 3b-d).

Figura 3. Ricostruzione 3D della mandibola di controllo trattata con scaffold non seminato (a), della
mandibola trattata con cellule LMP3 dopo 4 settimane (b), dopo 8 settimane (c) e dopo 12
settimane (d). Diametri maggiori dell’intera area del difetto (e) e della nuova massa densa formata
(f) e diametri minori dell’intera area del difetto (g) e della nuova massa densa formata (h)
(Foto: Istituto Superiore di Sanita, 2012)
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La nuova superficie ossea ¢ stata calcolata in base al cranio CT (Figura 3e-h). L’area media
dell’0sso appena formato nel ratto della mandibola era 100 + 4 mm?, mentre I’area media del
difetto osseo originale era di 133 + 2 mm”’.

Dalle immagini microtomografiche 3D ottenute dalle mandibole di ratto dopo il sacrificio &
possibile vedere 1’assenza di qualsiasi struttura nella mandibola di controllo trattata con scaffold
non seminato (Figura 3a); mentre ¢ presente, invece, una nuova formazione ossea locale, che
riempie parzialmente il gap osseo, nella mandibola trattata con cellule LMP3 trasdotte e seminate,
come precedentemente detto, su scaffold di HA/COL per 12 settimane dopo l’intervento
chirurgico (Figura 3d); nulla si evince nei campioni trattati dopo 4 settimane (Figura 3b) e dopo
8 settimane (Figura 3c¢).

E possibile vedere le misure dei diametri maggiori rispettivamente dell’intera area del difetto
(Figura 3e) e della nuova massa densa formata (Figura 3f); mentre le Figura 3g e 3h) mostrano i
diametri minori rispettivamente dell’intera area del difetto e della nuova massa densa formata; le
quattro immagini provengono tutte dallo stesso animale. Le superfici del difetto ¢ della nuova
massa neoformata sono state calcolate evidenziando le rispettive aree (Figura 4) e utilizzando i
software in dotazione con la micro-CT.

Presi insieme questi risultati dimostrano che la trasduzione di Ad.LMP-3 in fibroblasti dermici
autologhi seguita da impianto su scaffold di HA/COL si traduce in una efficiente formazione
ossea in due diversi modelli di formazione ossea ectopica.

Figura 4. PG1 rappresenta I'intera area del difetto, mentre PG2 rappresenta I’area
della massa neoformata. (Foto: Istituto Superiore di Sanita, 2012)

I risultati ottenuti dimostrano I’efficacia della metodica in tutti i modelli utilizzati per
I’induzione dell’osso, confermando le proprieta osteoinduttive di LMP-3 in vivo; dimostrano
anche ’efficacia del modello di scaffold in HA/COL, ma soprattutto ’utilizzo di fibroblasti
cutanei autologhi impiantati su un biomateriale rappresenta un approccio promettente per
possibili applicazioni cliniche future volte a indurre neo formazione ossea e aprendo interessanti
prospettive per una possibile sperimentazione clinica sull’uomo.
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STUDIO DELL’INTERAZIONE TRA TESSUTO
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DI SINCROTRONE: APPLICAZIONI IN ORTOPEDIA

E ODONTOIATRIA

Alessandra Giuliani
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e Fisica, Universita Politecnica delle Marche, Ancona

Negli ultimi anni si sta manifestando un interesse sempre crescente per un approccio
innovativo, capace di analizzare le performance in-vivo di diverse tipologie di biomateriale in siti
ortopedici e ortodontici, mediante microtomografia basata sulla radiazione X di Sincrotrone
(Synchrotron Radiation — micro Computed Tomography, SR-micro-CT). Infatti, 1’utilizzo della
SR-micro-CT per lo studio della rigenerazione dei tessuti, utilizzando innesti di diversi tipi di
biomateriale (con o senza la semina di cellule staminali) in siti ospite, € un metodo di studio molto
recente. La valutazione del tessuto neoformato si basa di solito su dati istomorfologici, ottenuti
da una o piu sezioni istologiche; tuttavia, la valutazione istologica convenzionale e le
corrispondenti misurazioni istomorfometriche forniscono solo informazioni 2D con il
conseguente rischio che le sezioni selezionate non rappresentino correttamente 1’ intero campione
bioptico. Inoltre, qualora risulti importante valutare il potenziale rigenerativo dei tessuti coinvolti
(osso, matrice extracellulare non mineralizzata, vascolarizzazione, ecc.) in un difetto o in un
tessuto da rigenerare, metodi di analisi tridimensionale (3D), come la SR-micro-CT ad alta
risoluzione, sono indicati per esplorare la distribuzione spaziale e dinamica dei fenomeni
rigenerativi in tali strutture anatomiche.

Tradizionalmente, 1’imaging ad assorbimento con la SR-micro-CT, specie nelle applicazioni
biomediche per lo studio dell’osso, ¢ condotto con distanza trascurabile tra campione e rivelatore.
Purtroppo pero, materiali omogenei con un coefficiente di attenuazione bassa (come il collagene,
la matrice extracellulare non mineralizzata, 1 vasi, i nervi, ecc.) o materiali eterogenei con
coefficienti di attenuazione in un range ristretto (come nel caso di scaffold di osso eterologo o per
I’0sso in fase di mineralizzazione) producono un contrasto insufficiente in configurazioni di
imaging basate sull’assorbimento. Per tali materiali, la qualita delle immagini pud essere
incrementata attraverso 1’uso della tomografia a contrasto di fase (Phase Contrast micro-CT,
PhC-micro-CT), spesso (ma non sempre) ottenuta aumentando la distanza tra campione e
rivelatore. Inoltre, considerando che la PhC-micro-CT spesso si basa su una singola distanza tra
il rivelatore e il campione, con 1’olotomografia (Holotomography, HT), che comporta invece un
imaging su varie distanze, ¢ possibile generare ricostruzioni 3D unendo le informazioni di
sfasamento ottenute su ognuna di queste. La HT ¢ utile quando il materiale di interesse presenti
un coefficiente di attenuazione con minime variazioni all’interno del volume analizzato: questo
in genere porta a risultati di imaging insoddisfacenti anche con tecniche di contrasto di fase su
singola distanza.

Nella presente lettura sono state mostrate le piti recenti osservazioni di SR-micro-CT in termini
di cross-talk tra tessuto e biomateriali, dimostrando le capacita uniche delle tecniche di imaging
di sincrotrone nell’offrire non solo una caratterizzazione avanzata dei diversi biomateriali (per
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capire il meccanismo del loro comportamento biologico come sostitutivo del tessuto), ma anche
per studiare la cinetica di crescita di tessuti rigenerati in diversi ambienti in vitro e in vivo.

Un nuovo approccio: I'imaging basato
sulla radiazione X di sincrotrone

Le ricerche effettuate presso le strutture di sincrotrone hanno contribuito in modo
considerevole, negli ultimi 20 anni, allo sviluppo della scienza moderna, con importanti ricadute
anche in ambito ortopedico e odontoiatrico. Ma che cosa € un sincrotrone? Innanzitutto, ¢ una
sorgente estremamente potente di raggi X prodotti da elettroni molto energetici che si muovono
in una grande installazione di forma circolare. La fisica che sottende alla produzione di raggi X
presso il sincrotrone si basa su un unico principio: quando un elettrone in movimento cambia
direzione, emette energia e questa energia € nel range energetico dei raggi X qualora gli elettroni
si muovano a velocita prossime a quelle della luce. Quindi, il sincrotrone serve ad accelerare gli
elettroni fino a velocita elevatissime per poi fargli cambiare direzione sotto 1’azione forzata di
campi magnetici. [ raggi X prodotti sono quindi emessi e direzionati verso le diverse beamlines
che circondano lo storage ring. Ogni beamline ¢ stata progettata per effettuare presso di essa un
tipo specifico di ricerca attraverso una tecnica di caratterizzazione ben determinata. Le tre
importanti installazioni di sincrotrone europee sono: I’ European Synchrotron Radiation Facility
(ESRF) di Grenoble (F), lo Swiss Light Source (SLS) al Paul Scherrer Institut di Villigen (CH) e
il Sincrotrone del centro di ricerca internazionale ELETTRA di Basovizza (TS) (I).

Questi sincrotroni producono una radiazione (SR) con intensita di fascio di 12 ordini di
grandezza superiore ai tubi standard a raggi X da laboratorio; per questo motivo il loro utilizzo ¢
garantito da una comunita sempre crescente di utenti, diventando nel tempo il quartier generale
delle ricerche piu avanzate in un gran numero di settori scientifici, tra cui la chimica, la fisica, la
biologia strutturale, la medicina, le scienze della terra, le scienze dei materiali e I’ingegneria,
con un fortissimo interesse attuale per la nanoscienza.

In questo contesto, ¢ indubbio che I’introduzione della tomografia computerizzata (CT)
nell’imaging medico abbia rivoluzionato e fortemente migliorato non solo il settore diagnostico,
ma anche la ricerca, con particolare riferimento ai distretti ossei. La CT evita quegli errori in
diagnostica, tipici delle immagini radiografiche, dovuti alla sovrapposizione dei tessuti, e
permette di analizzare in 3D e in modo non-distruttivo i1 suddetti tessuti, con un contrasto fino a
mille volte superiore rispetto a quello di una radiografia convenzionale (1).

La micro-CT ¢ simile alla CT convenzionale, solitamente utilizzata nella diagnostica medica,
ma, a differenza di questa, che tipicamente raggiunge la massima risoluzione spaziale di circa 0,5
mm, la micro-CT ¢ in grado di raggiungere una risoluzione spaziale fino a 0,2-0,3 um, cio¢ circa
tre ordini di grandezza al di sopra (2).

In particolare, la micro-CT basata sulla SR offre la possibilita di ottenere proiezioni
radiografiche utilizzando fotoni appartenenti a una piccola porzione dello spettro energetico e,
allo stesso tempo, garantisce un flusso di fotoni sufficientemente elevato per ottenere un imaging
efficiente. Inoltre, 'uso della SR permette di modulare 1’energia dei fotoni, con lo scopo di
ottimizzare il contrasto tra le fasi rilevate nel costrutto di interesse. Questa opzione ¢ di grande
interesse qualora si vogliano eseguire delle analisi di micro-CT, in quanto consente di ottenere
immagini ad alta risoluzione spaziale con un elevato rapporto segnale-rumore, permettendo anche
di eseguire misurazioni di densita dopo calibrazione con diversi standard.

Tuttavia, € importante sottolineare che le sorgenti di sincrotrone di terza generazione, come
ESRF o ELETTRA, producono fasci di fotoni con elevate proprieta di brillanza e coerenza
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spaziale, idonee non solo nell’ambito dell’imaging a raggi X basato su tecniche di attenuazione
convenzionali, ma anche per applicazioni in contrasto di fase, offrendo spesso una maggiore
sensibilita rispetto alle prime.

L’approccio offerto dal contrasto di fase (PHase Contrast, PhC) differisce dall’imaging a raggi
X convenzionale, perché le immagini risultanti non sono basate unicamente sul contrasto di
attenuazione. Infatti, I’effetto del fascio di raggi X che passa attraverso il campione ¢ di solito
descritto dall’indice di rifrazione n:

n(r) =1-9 (r) +ip(r), [1]

dove il decremento & (delta) ¢ legato allo sfasamento mentre B (beta) all’attenuazione del fascio
di fotoni.

Essendo 6 molto piu grande di B nei tessuti non mineralizzati, I’approccio basato sul contrasto
di fase fornisce una maggiore sensibilita rispetto a quello basato sull’assorbimento. & ¢ infatti
proporzionale alla densita elettronica media, che a sua volta & quasi proporzionale alla densita di
massa.

Questo guadagno in sensibilita puo essere di diversi ordini di grandezza per materiali non
mineralizzati, rendendo la PhC-micro-CT una tecnica di imaging molto attraente per lo studio dei
tessuti biologici, con particolare riferimento agli innesti ossei dove troviamo osteociti, ossa in fase
di rigenerazione e rimodellamento e la neo-vascolarizzazione.

Purtroppo i set up di imaging a contrasto di fase tal quali non permettono di acquisire
automaticamente informazioni quantitative, rendendo necessaria |’applicazione di algoritmi
specifici, denominati di Phase-Retrieval (PR). Questi ultimi comunque, congiuntamente a una
esposizione su tempi di acquisizione ridotti, consentono ’analisi quantitativa di questi tessuti
biologici, grazie anche alle migliori performance di segmentazione delle diverse fasi rispetto alle
configurazioni convenzionali.

Tipicamente il PR implica la ricostruzione di due differenti distribuzioni di valori reali per
P (r) e 0 (1); tale ricostruzione richiede generalmente 1’acquisizione di una serie di proiezioni 2D
per ogni angolo di rotazione, per almeno due distanze tra campione e rivelatore. Tuttavia, in alcuni
casi, si puo dimostrare a priori che le distribuzioni delle parti reale e immaginaria dell’indice di
rifrazione sono proporzionali fra loro, per esempio:

Br)=¢d(r) [2]

dove la costante di proporzionalita £ non dipende dalle coordinate spaziali. L’equazione [2] puo
essere applicata solo a tipologie di campione particolari, cio¢ a tessuti poco assorbenti e costituiti
da singola fase, oppure campioni costituiti prevalentemente da un unico materiale con una densita
variabile a livello spaziale (3). Quest’ultimo caso ¢ rappresentato dalla maggior parte degli innesti
ossei di tipo ortopedico e odontoiatrico, soprattutto nelle prime fasi della formazione ossea,
quando vi ¢ una variazione lenta della mineralizzazione (campione “monomorfo”). In queste
situazioni, un’unica proiezione per ciascun angolo di vista si dimostra spesso sufficiente per la
ricostruzione della distribuzione 3D dell’indice di rifrazione complesso (4).

Tuttavia, al fine di poter fare delle previsioni sulla durata in vita degli innesti ossei nei diversi
siti scheletrici, non ¢ piu sufficiente lo studio esclusivo delle proprieta dei tessuti mineralizzati
(come lo scaffold residuo e I’osso rigenerato) ma ¢ anche fondamentale valutare la presenza, la
distribuzione e poter quantificare i tessuti non-mineralizzati (osteociti, matrice extracellulare, vasi
sanguigni, nervi, midollo osseo, ecc.) all’interno dei campioni analizzati. In questa direzione, un
interesse crescente ¢ posto da alcuni anni sulla vascolarizzazione del distretto rigenerato (5,6).

In questo contesto, ha preso recentemente campo 1’utilizzo di una nuova tecnica fisica basata
sulla SR, cio¢ la olotomografia (HoloTomography, HT). I principi fisici della HT sono gli stessi
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alla base della tomografia a contrasto di fase; si parte dalla equazione [1] ma, mentre la tomografia
a contrasto di fase si basa spesso su una singola distanza tra il rivelatore e il campione, la HT
comporta I’acquisizione di set radiografici su diverse distanze, combinando le informazioni di
fase al fine di generare ricostruzioni 3D innovative e finemente dettagliate.

Il processo di ricostruzione delle immagini, che porta all’ottenimento delle mappe 2D di fase,
puo essere descritto tramite propagazione, defocalizzazione, e olografia in linea.

11 recupero delle mappe di fase 2D avviene in due fasi: nella prima si estrae la distribuzione
2D dello sfasamento del fascio di fotoni; nella seconda, le precedenti informazioni vengono
convertite in uno stack di fette 2D, le mappe di fase, con ’algoritmo di retroproiezione filtrata
(Filtered Backprojection Metod, FBP).

In questo modo, le sezioni tomografiche mostrano le diverse distribuzioni di densita fisica
all’interno dei campioni analizzati. Da queste differenze, si puo valutare il grado di
mineralizzazione. Inoltre, nelle ricostruzioni 3D ¢ possibile osservare anche la presenza di nuovi
vasi e della matrice extracellulare non mineralizzata (ExtraCellular Matrix, ECM), strutture
biologiche che sono trasparenti nelle ricostruzioni tomografiche convenzionali basate sul
contrasto di attenuazione (a causa dei loro coefficienti di attenuazione estremamente bassi).

La sezione seguente si concentra sull’analisi di alcune esperienze, effettuate tramite
microtomografia e tramite 1’innovativa tecnica dell’olotomografia, per applicazioni legate a
problemi di ricerca nell’ambito dell’ingegneria del tessuto osseo, con particolare riferimento ai
siti ortopedici e allo studio degli innesti ossei del maxillofacciale.

Applicazioni in ortopedia e odontoiatria

La microtomografia basata sulla radiazione di sincrotrone (SR-micro-CT) fu impiegata, in una
prima fase, per ricostruire ad alta risoluzione la complessa architettura del tessuto osseo.

Oggi invece sta diventando sempre piu uno strumento potente per la caratterizzazione
dell’osso ingegnerizzato (2). In questo contesto, diversi studi di SR-micro-CT sono stati effettuati
su vari biomateriali, precedentemente indicati come candidati promettenti per la sostituzione
ossea nei distretti scheletrici e dentali. Per esempio, sono noti in letteratura numerosi studi (7-9,
2) che dimostrano, tramite micro-CT, il ruolo bioattivo del tricalciofosfato (7riCalcium
Phosphate, TCP) oppure del TCP in combinazione con idrossiapatite (HydroxyApatite, HA) per
la rigenerazione ossea. In particolare, una rigenerazione efficiente dell’osso ¢ stata ottenuta
utilizzando sostitutivi ossei di calcio fosfato bifasico, come riportato recentemente in letteratura
in merito ad alcune applicazioni cliniche per ’elevazione del seno mascellare (10, 11). Esistono
infatti delle morfologie particolari per realizzare scaffold 3D, in forma granulare oppure a blocchi,
potenzialmente ideali per essere utilizzati sia in una strategia acellulare (innesto dello scaffold tal
quale, con conseguente colonizzazione da parte di cellule endogene) (11) che combinando in vitro
il biomateriale con cellule (12). I precedenti studi erano tutti basati su un singolo time-point (6
mesi), ma una valutazione quantitativa delle cinetiche rigenerative su scaffold di calciofosfato
bifasico ¢ stata recentemente eseguita tramite SR-micro-CT (13). Ventiquattro potenziamenti
bilaterali del seno mascellare sono stati eseguiti tramite innesto con HA/B-TCP 30/70, 12 con
sostitutivi di forma granulare e 12 con blocchi a elevata porosita. In seguito, sono stati effettuati
dei carotaggi a tempi diversi dalla data di innesto e le biopsie sono state valutate in termini di
rigenerazione ossea, riassorbimento dello scaffold, neo-vascolarizzazione, e valutando i parametri
morfometrici. Si & osservata, tramite micro-CT, una grande quantita di osso neoformato,
unitamente a una buona velocita di riassorbimento del biomateriale e alla formazione di una rete
omogenea e ricca di nuovi vasi. I valori morfometrici risultanti dall’analisi degli innesti eseguiti
utilizzando le due morfologie (granuli e blocchi) di scaffold erano comparabili a 5/6 mesi dal
grafting, ma a 9 mesi, le rigenerazioni basate sui blocchi mimavano leggermente meglio i siti
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ossei sani mascellari rispetto a quelli rigenerati partendo da supporti granulari. Questo studio
mostra un esempio delle possibilita offerte dalla SR-micro-CT per valutare con precisione la
cinetica sul lungo termine della crescita ossea negli innesti, favorendo cosi un confronto preciso
tra le diverse morfologie dello scaffold di partenza. Un altro esempio di materiale ceramico noto
per la sua capacita di stimolare la rigenerazione ossea ¢ il calcio fosfato di derivazione corallina
(Biocoral) (14, 15). Anche in questo caso la SR-micro-CT ¢ stata utilizzata per analizzare la
microarchitettura porosa 3D dello scaffold, valutando le cinetiche di rigenerazione ossea a lungo
termine (16). Dopo 6/7 mesi dall’innesto in difetti ossei mascellari umani sono stati valutati la
sopravvivenza dell’impianto, la rigenerazione ossea, il riassorbimento dello scaffold, la
neovascolarizzazione e altri parametri morfometrici come I’anisotropia e I’indice di connettivita
delle strutture. I campioni di Biocoral hanno favorito la rigenerazione di una grande quantita di
0sso0, fenomeno accoppiato a un buon tasso di riassorbimento del biomateriale stesso e alla
formazione di una rete omogenea e ricca di nuovi vasi.

In Figura 1 sono state rappresentate alcune ricostruzioni di micro-CT di porzioni di innesto
mascellare ottenuti utilizzando (a) Biocoral poroso, (b) B-TCP a blocco (bassa porosita), e (¢) uno
scaffold HA (30%)/TCP (70%) a elevata porosita. In tutti i volumi rappresentati, la fase vascolare
appare in verde, 1’0sso neoformato in rosa, e lo scaffold, indipendentemente dal biomateriale
specifico, in bianco. E stato possibile visualizzare anche i vasi neoformati perché il set-up
sperimentale scelto, conteneva non solo il segnale di assorbimento, ma anche quello relativo al
contrasto di fase, consentendo anche la visualizzazione di questi tessuti non mineralizzati.

fase verde =vasirigenerati faserosa=o0sso neoformato fase bianca = scaffold

Figura 1. Proprieta rigenerative di diversi innesti in difetti mascellari umani osservate tramite SR-
micro-CT: (a) derivato corallino (Biocoral) dopo permanenza in vivo per 6 mesi; (b) blocco in 8-
TCP dopo permanenza in vivo per 6 mesi; (c) TCP70%/HA 30% dopo permanenza in vivo per 7

mesi. (Foto: Giuliani A., 2016) (17)

Il campione con supporto di Biocoral (Figura 1a) presentava una grande quantita di osso
neoformato, con residui di biomateriale, ancora non completamente riassorbito dopo 6 mesi
dall’innesto. Nel campione con scaffold a blocco in B-TCP (Figura 1b), i risultati sono stati
completamente diversi: si osserva solo una minima quantita di osso rigenerato, soprattutto
circostante ¢ in aderenza con i grani TCP periferici. Infine in Figura Ic, il TCP/HA, in analogia
con il comportamento del Biocoral, evidenzia una quantita rilevante di osso rigenerato. L’analisi
morfometrica 3D ha confermato queste evidenze, dimostrando che la microstruttura dell’osso
derivante dal Biocoral ¢ paragonabile a quello ottenuto a partire dal calcio fosfato bifasico, con
I’eccezione dell’indice di connettivita per cui il controllo TCP/HA mostra strutture meglio
connesse. Al contrario, il blocco di TCP mostrava caratteristiche morfometriche peggiori in
termini di osso neoformato, a motivo della quasi assenza di macroporosita. Questi dati
morfometrici hanno confermato che, nonostante siano note in letteratura le ottime prestazioni del
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B -TCP per gli innesti ossei, le caratteristiche morfometriche particolari del blocco di TCP
utilizzato non favoriscono la rigenerazione ossea. Questo fatto e le analisi di micro-CT in generale
confermano che il tasso di successo di un impianto sembra strettamente dipendente non solo sulle
proprieta biochimiche ma anche dalla morfologia del biomateriale (16).

Le esperienze di ricerca precedentemente descritte confermano inoltre la capacita della SR-
micro-CT di estrarre parametri morfometrici affidabili a livello 3D. Cio risulta di fondamentale
importanza perché, se da un lato i risultati istologici sono riprodotti con notevole fedelta dalle
indagini di micro-CT, in questo modo ¢ anche possibile superare i limiti istologici di non risolvere
correttamente le informazioni strutturali 3D.

La PhC-micro-CT su singola distanza ¢ stata invece utilizzata in due recenti studi delle prime
fasi di formazione ossea su scaffold di osso eterologo collagenato (DB), posto in coltura in vitro
con cellule staminali umane del legamento parodontale (human PerioDontal Ligament Stem
Cells, hPDLSC) (17, 18). Confrontando il potenziale osteogenico di tale costrutto tra cultura
basale e mezzo differenziante, sono stati studiati i meccanismi del suo comportamento biologico
in vista di un possibile utilizzo per innesto in difetto umano. Le PDLSCs umane, sono state
ottenute mediante raschiatura delle fibre orizzontali alveolari del legamento parodontale, e sono
state seminate su scaffold collagenati di origine suina, costituiti da 0sso spongioso ¢ corticale.

Le immagini 3D sono state ottenute tramite SR-micro-CT, mediante una configurazione di
contrasto di fase, ed elaborate con un algoritmo di PageRank (PR) basato sulla Transport of
Intensity Equation (TIE) (3, 19). A partire dalla prima settimana di coltura in terreno xeno-free e
dalla seconda settimana in terreno non xeno-fiee, & stata osservata una neoformazione di 0sso
mineralizzato su tutti gli scaffold, sia in coltura basale che in quella osteogenica. E stato
dimostrato che la mineralizzazione dell’osso avviene preferenzialmente nelle colture in mezzo
osteogenico, ma la presenza di mineralizzazione anche su terreno basale ha evidenziato in modo
inequivocabile quanto gli scaffold collagenati di origine suina siano ottimi candidati come
sostitutivi ossei. In Figura 2 sono rappresentate alcune colture xeno-firee di PDLSCs umane su
DB in terreno basale (CTR) e osteogenico (differenziante, DIFF) a 1 o 3 settimane dalla semina.

a
9

.

S CTR-wki1 CTR-wk3 DIFF-wk1 y DIEF-wk3

Figura 2. Colture xeno-free di PDLSCs umane su DB in terreno basale (CTR) e osteogenico
(differenziante, DIFF) a 1 o 3 settimane dalla semina. Scala: da 10 pm (blu) a 390 pm (rosso).
(Foto: Mazzoni S., 2017) (18)

Si evidenzia in particolare: nell’immagine (a) ¢ riportata un’immagine al SEM dello scaffold
collagenato prima della semina delle PDLSCs. Le immagini (b-e), effettuate con SR-micro-CT,
rappresentano immagini 3D di scaffold collagenati di origine suina (DB) posti in coltura con
cellule staminali umane del legamento parodontale, su terreno basale (CTR) o differenziante
(DIFF).

In particolare nell’immagine (b) vediamo i risultati dopo 1 settimana di coltura CTR; in (c)
dopo 3 settimane di coltura CTR; in (d) dopo 1 settimana di coltura DIFF; e infine in (e) dopo 3
settimane di coltura DIFF. L’interazione tra le cellule e lo scaffold produce immagini 3D di micro-
CT con due diverse fasi, corrispondenti a valori diversi di 6 (decremento dell’indice di rifrazione).
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Gli scaffold sono resi in grigio, mentre il contrasto prodotto dalle cellule — cioé 1’osso
neoformato—¢ colorato utilizzando una mappa di colori che rappresenta la distribuzione dello
spessore osseo mineralizzato.

La porzione mineralizzata viene evidenziata utilizzando una mappa di colori che rappresenta
la distribuzione di spessore dell’osso mineralizzato, mentre la matrice collagenata € rappresentata
in grigio.

E interessante notare come le analisi di micro-CT abbiano anche rivelato una diminuzione
della densita di massa degli scaffold seminati con hPDLSC, in entrambi i terreni di coltura, dalla
prima alla seconda settimana, mentre un lieve aumento ¢ stato osservato dalla seconda alla terza
settimana (17). Questo sembra indicare che il riassorbimento dello scaffold ¢ pit accentuato fino
alla seconda settimana di coltura. Nelle esperienze di SR-micro-CT precedentemente illustrate
abbiamo visto come 1’utilizzo del contrasto di fase su singola distanza risulti essere utile quando
il materiale di interesse presenti delle variazioni del coefficiente di attenuazione molto piccole.
Talora pero, anche utilizzando questa tecnica, i risultati di imaging possono rimanere
insoddisfacenti. Questo ¢ il caso, come sperimentato ¢ ampiamente discusso in bibliografia (20,
21), quando si vogliano studiare nel dettaglio non solo i processi di mineralizzazione delle ossa,
come quelli derivanti da cellule staminali trapiantate su scaffold, ma anche la angio e
microvasculogenesi di un qualunque sistema biologico in ingegneria tessutale. Una simile
esperienza ¢ stata presentata per la prima volta da Komlev (20). In questo lavoro, un composito
di TCP stabilizzato con silicio e posto in coltura con cellule staminali mesenchimali
(Mesenchymal Stem Cells, MSC) ¢ stato impiantato sottocute nel dorso di topi immunodeficienti.
I topi sono stati sacrificati 24 settimane dopo I’impianto e i costrutti estratti sono stati studiati
tramite micro-CT e HT. Le immagini 3D di micro-CT sono state ricostruite da serie di proiezioni
2D utilizzando un algoritmo di retroproiezione filtrata (FBP), mentre le acquisizioni “olografiche”
sono state trattate, a ogni distanza tra campione e rivelatore, con una procedura di PR partendo da
un algoritmo TIE con successiva ricostruzione delle immagini 3D tramite FBP convenzionale. Al
fine di utilizzare le informazioni derivanti sia dalle mappe di é (x, y, z) che di B (X, y, z), ¢ stata
utilizzata una procedura di allineamento ottimizzata per una ricostruzione olotomografica, pesata
sui tre volumi ricostruiti ad altrettante distanze campione-rivelatore. Di conseguenza, questi
volumi sono stati allineati in uno, usando il cosiddetto processo pseudo-HT. Con questa tecnica,
senza avere utilizzato alcun agente di contrasto per identificare il microcircolo sanguigno, sono
stati simultaneamente visualizzati e quantificati i tessuti molli e la rete vascolare.

In un secondo lavoro (21), la stabilita e la qualita della struttura ossea e dei vasi rigenerati sono
stati valutati con procedure di HT in linea, negli innesti di mandibola, realizzati con cellule
staminali della polpa dentale precedentemente seminate su supporti di collagene I, tre anni dopo
I’intervento di innesto. In questo studio, ¢ stato utilizzato un metodo innovativo per il PR,
recentemente sperimentato e descritto da Langer (22). La HT ha consentito non solo di acquisire
informazioni qualitative e quantitative sul tessuto osseo, rivelando che 1’0sso neoformato ¢ di tipo
compatto (piuttosto che di tipo spugnoso, come fisiologico per il sito di innesto), ma anche di
valutare la presenza, la distribuzione e di quantificare i tessuti non mineralizzati (osteociti, matrice
extracellulare, vasi sanguigni, nervi, ecc.) all’interno dei campioni analizzati. Oltre ai risultati
specifici in precedenza descritti, la tecnica di HT potrebbe essere di interesse molto piu generale
se si considera l’ingegneria tissutale come approccio terapeutico in campo Ortopedico e
Odontoiatrico. In particolare, 1’avanzamento associato a questa tecnica potrebbe essere
estrapolato a studi di angiogenesi ¢ microvasculogenesi nelle patologie caratterizzate da
inflammazione e danni ai tessuti come il diabete e 1’osteoporosi.
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Conclusioni

Rigenerazione tissutale, riassorbimento del biomateriale, parametri morfometrici (compresi
anisotropia e indice di connettivita delle strutture), e neo-vascolarizzazione sono stati valutati
tramite SR-micro-CT e HT a tempi diversi dall’innesto sia in vitro che in vivo.

Queste tecniche innovative hanno consentito non solo la visualizzazione e la quantificazione
dei tessuti, ma sono state anche in grado di rilevare in 3D 1’eventuale presenza e distribuzione
della neo-vascolarizzazione.

Questo ¢ di fondamentale importanza, ¢ dimostra che la tomografia in contrasto di fase e
I’olotomografia, entrambe basate sull’utilizzo della radiazione di sincrotrone, presentano le
potenzialita per essere considerate metodi fondamentali per studiare le interazioni tra tessuti e
biomateriali.
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DISPOSITIVI PER APPLICAZIONI IN CHIRURGIA
MAXILLOFACCIALE: DALLA PROGETTAZIONE
ALLA REALIZZAZIONE DEI PROTOTIPI
MEDIANTE MANIFATTURA ADDITIVA

E VALUTAZIONE DELLA QUALITA

Ilaria Campioni
Ingegnere biomedico, Roma

La manifattura additiva — Additive Manufacturing (AM) ha trovato negli ultimi anni sempre
maggiore applicazione nei contesti sanitari e nell’industria biomedicale sia per I’attraente
possibilita di realizzare dispositivi specifici per il paziente, appositamente pensati per adattarsi a
distretti anatomici o per specifiche funzioni, sia per altri impieghi attualmente piu diffusi, quali
I’elaborazione di modelli per pianificazione chirurgica, per finalita informativa per i pazienti e
per la formazione del personale medico.

Da un punto di vista economico, I’introduzione della stampa tridimensionale (3D) in senso piu
ampio ha avuto un grande impatto nel settore medicale.

Le recenti valutazioni di Frost e Sullivan prevedono infatti che il solo mercato globale dei
materiali di stampa 3D per il settore sanitario raggiunga 568,5 milioni di dollari entro il 2024, con
un tasso annuo di crescita composto (Compound Annual Growth Rate — CAGR) impressionante,
del 20,3% tra i1 2018 e il 2025 (1).

In realta, quando si parla di stampa 3D e delle tecniche additive, inverse rispetto ai tradizionali
metodi sottrattivi, non si fa riferimento a una sola tipologia di processo ma a una serie di tecniche
e sistemi di manifattura per la realizzazione di oggetti tridimensionali anche molto diversi tra loro
quali quelli a estrusione Fused Deposition Modeling (FDM), a base di fotopolimeri liquidi
solidificabili — sistemi PolyJet, a sinterizzazione laser selettiva (Selective Laser Sintering, SLS),
solo per citarne alcuni. Inoltre, si fa riferimento a una grande varieta di materiali, polimeri, metalli,
ceramici, compositi ecc.

Ciascuna metodologia e ciascun sistema di stampa ¢ caratterizzato da specifici parametri il cui
controllo efficace e appropriato determina il buon esito del prodotto finito.

La natura variegata di tali processi implica la necessita di elaborare nuove forme di controllo,
verifica e validazione che tengano conto della specificita di ciascuna fase, dalla progettazione fino
alla realizzazione ultima, in particolare quando il dispositivo finale si configura come dispositivo
medico.

I dispositivi medici realizzati mediante AM, infatti, come quelli realizzati mediante altri
metodi di manifattura, devono soddisfare i requisiti di qualita e conformita di fabbricazione nel
rispetto di quanto previsto dalle normative e legislazioni vigenti e nelle varie fasi coinvolte.

Nel contesto internazionale statunitense, ¢ stata pubblicata nel 2017 dalla U.S. Food and Drug
Administration (FDA) una linea guida (2) contenente indicazioni tecniche per i dispositivi medici
realizzati mediante manifattura additiva riguardanti i processi di: design, manifattura, validazione,
test e caratterizzazione finale del dispositivo. In particolare, include specifiche sezioni che
interessano il software workflow, il controllo dei materiali, il post-processing, la validazione dei
processi e le modalita di test del dispositivo. Tali indicazioni tecniche costituiscono elementi
rilevanti nell’ambito della valutazione dei prototipi e dispositivi prodotti mediante AM.
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La fase di progettazione, a partire dalla creazione del modello CAD (Computer Aided Design),
deve essere appositamente pensata per poter essere realizzata mediante sistemi di stampa 3D.
Metodologie numeriche computazionali, quali 1’analisi a elementi finiti (FEA) possono essere
utilizzate a supporto della progettazione, sia per la definizione del corretto design sia per la
verifica delle proprieta meccaniche e funzionali (3, 4). Elementi di dettaglio, cosi come la
presenza di fori, superfici piane, specifiche curvature, spessori, devono essere opportunamente
determinati tenendo conto dei limiti propri dei sistemi AM.

Il processo di produzione include una serie di variabili che se non adeguatamente definite
possono compromettere ’esito finale. La stessa conversione del modello CAD in formati
supportati dai sistemi di stampa quali I’STL (STereoLithography) pud comportare perdite di
informazioni. Fattori quali la direzione di stampa, la posizione degli oggetti nel piano, la scelta
degli elementi di supporto, i materiali di stampa, i parametri di sistema, cosi come le condizioni
ambientali, possono influire nel processo di produzione e sono stati discussi e presentati con
esempi applicativi per diversi sistemi ¢ metodologie AM quali FDM, PolyJet e SLS. La durata
dell’intero processo di stampa cosi come le reali proprieta meccaniche dell’oggetto stampato ¢ la
qualita finale sono legate alla gestione e al controllo di tali fattori.

Pertanto, la caratterizzazione finale e validazione di quanto progettato ¢ prodotto ¢ necessaria
per un potenziale utilizzo reale in ambito medicale. Prototipi realizzati mediante manifattura
additiva, quali quelli progettati per applicazioni in chirurgia maxillofacciale, possono avere anche
dimensioni e spessori critici per i sistemi additivi (5).

A tal fine, tecniche distruttive e non distruttive permettono di valutare la qualita degli oggetti
realizzati. La microtomografia computazionale (micro-CT) solitamente applicata nell’analisi
delle strutture ossee e biomateriali (6-10), come tipologia di analisi non distruttiva, trova
applicazione anche per la valutazione di manufatti stampati in 3D sia per quanto attiene 1’analisi
morfologica che per la verifica di accuratezza finale (5). Allo stesso tempo, tecniche distruttive
quale I’impiego delle tradizionali prove meccaniche, mantengono I’importante ruolo di
permettere la verifica effettiva delle caratteristiche meccaniche finali e nelle fasi precedenti il
post-processing. Quest’ultimo processo, ¢ rilevante per la qualita finale e la sua verifica ¢
essenziale per i vari aspetti coinvolti quali I’accuratezza, la finitura superficiale, le proprieta
meccaniche e la funzionalita.

La lezione ha avuto come obiettivo la presentazione di alcuni elementi caratterizzanti il
processo di produzione di prototipi di dispositivi medici mediante 1’utilizzo delle tecniche di
manifattura additiva, dalla progettazione fino alla realizzazione e relativa verifica, tenendo conto
dell’attuale quadro normativo regolatorio in cui tale tipologia di dispositivi sono collocati, sia nel
contesto europeo che in quello statunitense. Le principali criticita, inerenti alle diverse tecniche
di stampa 3D e AM, sono state evidenziate anche mediante la presentazione di esempi applicativi
in particolare nel settore della chirurgia maxillofacciale. Sono state discusse alcune metodologie,
tecniche di progettazione e valutazione (CAD, FEA, micro-CT, prove meccaniche sperimentali),
con il principale obiettivo di poter effettuare la verifica della qualita dei dispositivi in tutte le fasi
del processo produttivo e per la loro validazione, al fine di un possibile impiego per applicazioni
mediche.
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TOMOGRAFIA DI SINCROTRONE BASATA

SUL PHASE-CONTRAST: UN METODO EMERGENTE
PER L'IMAGING DELLA MICROVASCOLARIZZAZIONE
NELL'OSSO INGEGNERIZZATO DEI DISTRETTI CRANIO
FACCIALI

Alessandra Giuliani
Dipartimento di Scienze Cliniche Specialistiche e Odontostomatologiche, Sezione di Biochimica, Biologia
e Fisica, Universita Politecnica delle Marche, Ancona

La rigenerazione di alcuni distretti ossei craniofacciali ¢ oggi una sfida importante
dell’ingegneria tissutale. Infatti, poiché I’ossigeno necessario per la sopravvivenza cellulare ¢ in
grado di raggiungere una distanza di diffusione massima di circa 150-200 um dal vettore di
vascolarizzazione originale, una ridotta vascolarizzazione spesso ostacola la sopravvivenza a
lungo termine dei tessuti rigenerati. Pertanto, la rapida crescita di nuovi vasi sanguigni, capaci di
fornire ossigeno e nutrienti anche alle cellule all’interno degli innesti ossei, ¢ condizione
necessaria per la loro funzione a lungo termine nella pratica clinica. Sfortunatamente, progressi
significativi in questa direzione sono attualmente ostacolati dalla mancanza di metodi efficaci
attraverso cui visualizzare in 3D i siti rigenerati.

A questo proposito, negli ultimi anni sta prendendo campo un metodo innovativo per I’imaging
3D e I’analisi della microvascolarizzazione e della microstruttura ossea: si basa sull’uso della
tomografia a contrasto di fase di sincrotrone. Questa tecnica ¢ in grado di identificare
simultaneamente molteplici caratteristiche del tessuto in un sito osseo cranio-facciale (es. la
struttura microvascolare e calcificata del tessuto). Inoltre, supera i limiti intrinseci dell’istologia,
che permette solo una caratterizzazione 2D, e di approcci tomografici convenzionali, che non
risolvono in modo adeguato la rete di vascolarizzazione quando 1’agente di contrasto non riesce
a penetrare 1 microvasi di nuova generazione. Infatti, la tomografia a contrasto di fase, essendo
basata sulle differenze di fase tra le onde trasmesse da tessuti diversi, ¢ in grado di discriminare
tessuti con coefficienti di assorbimento simili (come i vasi ¢ il tessuto osseo). L’approccio qui
esaminato si basa sulle esperienze piu recenti applicate alla rigenerazione ossea nella regione
craniofacciale.

I difetti ossei del distretto craniofacciale, dovuti a condizioni congenite, malattie e lesioni,
costituiscono, al giorno d’oggi, un importante problema clinico, spesso risolto con la sostituzione
dei tessuti mediante innesto autologo. Tuttavia, a volte questa procedura non ¢ percorribile per
morbilita del sito donatore. In questi casi, 1 protocolli di ingegneria ossea potrebbero supportare
il ripristino della funzione tramite sostituzione dei tessuti danneggiati o malati (1).

La funzione a lungo termine dei biomateriali sostitutivi dell’osso dipende fortemente da
un’adeguata vascolarizzazione post-innesto; pertanto la ricerca si ¢ recentemente focalizzata su
approcci di ingegneria ossea cranio-facciale che coinvolgano 1’angiogenesi (2).

Tuttavia, gli attuali metodi di vascolarizzazione spesso non sono sufficientemente rapidi da
permettere un’adeguata fornitura di ossigeno fin dalle prime fasi post-innesto: pertanto, ¢
necessario creare reti microvascolari 3D in vitro, cioé prima dell’innesto del biomateriale (3).

Ancora oggi comunque, non possediamo una piena comprensione dei percorsi di
vascolarizzazione ossea: ci0 ¢ principalmente dovuto all’assenza di tecniche di imaging idonee a
monitorare questi processi in vivo. Oggigiorno d’altra parte sono disponibili nuove e interessanti
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modalita di imaging. Upputuri et al. (4) hanno recentemente classificato gli approcci di imaging
vascolare in tre gruppi: tecniche non ottiche (raggi X, risonanza magnetica, ultrasuoni e imaging
a emissione di positroni), tecniche ottiche (coerenza ottica, fluorescenza, ecc) e tecniche ibride
(imaging fotoacustico).

All’interno del gruppo non ottico, i metodi di imaging a raggi X risultano certamente i piu
interessanti. In particolare, la tomografia ad alta risoluzione (micro-CT) (5, 6) ¢ in grado di fornire
una risoluzione molto piu elevata (~ 1 um) di imaging rispetto all’ecografia (~ 30 um) ¢ alla
risonanza magnetica (~ 100 pm), consentendo la visualizzazione e la quantificazione della
microvascolarizzazione. Questa procedura ¢ normalmente ottenuta con ['uso di agenti di
contrasto, che sono filler radiopachi e radio densi. Recentemente, ¢ stato dimostrato che il micro-
CT a media risoluzione (~ 10 pm) ¢ in grado di riprodurre con successo i vasi sanguigni di medie
e grandi dimensioni (7). Langer et al. (8) hanno eseguito con successo |’imaging della
microvascolarizzazione con mezzo di contrasto nell’osso di topo e ratto: pur osservando che
alcune parti della rete non erano visibili (a causa dell’effetto di volume parziale), una parte molto
grande del volume vascolare ¢ stata ricostruita, grazie all’agente di contrasto.

Negli ultimi anni si ¢ diffuso un nuovo metodo per 1’imaging 3D e I’analisi combinata della
microvascolarizzazione ¢ della microstruttura ossea: si basa sull’utilizzo della microtomografia a
contrasto di fase di sincrotrone (PhC-micro-CT) e consente, al contrario delle tradizionali tecniche
2D come l’istologia, di identificare in 3D le caratteristiche dei tessuti senza utilizzare agenti di
contrasto. A differenza della micro-CT convenzionale in cui il contrasto ¢ dovuto alle differenze
di attenuazione dei raggi X all’interno del campione, nel PhC-micro-CT il contrasto si origina
dallo sfasamento dei fotoni X che passano attraverso la materia (9, 10). Questa variazione di fase
nei tessuti biologici non mineralizzati puo essere tre volte superiore rispetto all’attenuazione del
fascio (11, 12), e cio spiega 1’elevato contrasto che € stato osservato tramite PhC-micro-CT nello
studio di diversi tessuti biologici.

Sono stati studiati almeno tre metodi di imaging a contrasto di fase: la X-ray grating
interferometry (13, 14), la diffraction enhanced imaging (15-18) e la propagation-based imaging
(9, 19, 20).

I primi due metodi sono spesso utilizzabili solo presso le sorgenti di sincrotrone perché
richiedono un raggio di raggi X monocromatico e altamente collimato. Infatti, quando si usa la
X-ray grating interferometry nelle sorgenti di raggi X convenzionali, si verifica una riduzione del
flusso importante. A sua volta, questa riduzione del flusso richiederebbe tempi di esposizione piu
lunghi rispetto ai sincrotroni, ostacolando, di conseguenza, la traduzione del metodo in contesti
clinici (21).

Diversamente dalla X-ray grating interferometry, la diffraction enhanced imaging sfrutta i
vantaggi di una risoluzione angolare di prad ottenuta mediante il filtraggio di raggi X deflessi per
rifrazione. Cio ¢ reso possibile utilizzando un cristallo analizzatore dopo il campione per
selezionare i raggi X rifratti dal campione.

Invece, la propagation-based imaging genera contrasto mediante diffrazione di Fresnel o
Fraunhofer: il primo si ottiene posizionando il rivelatore e il campione a una distanza moderata.

In pratica, a risoluzioni piu basse, 1’imaging interferometrico a raggi X ¢ [’approccio
preferenziale per rivelare strutture poco assorbenti, essendo in grado di percepire anche gradienti
di fase piu piccoli rispetto ai metodi di imaging basati sulla propagazione e sulla diffrazione.

D’altro canto, il metodo di imaging basato sulla propagazione ¢ di grande vantaggio
nell’imaging ad alta risoluzione, perché non sono necessari componenti ottici quando ¢
disponibile una sorgente di raggi X coerente, come nelle strutture di sincrotrone. La possibilita di
ottenere alte risoluzioni ha reso I’imaging basato sulla propagazione la tecnica di scelta nello
studio dell’ultrastruttura e della vascolarizzazione dell’osso umano, con studi preclinici e clinici
mirati all’analisi di vasi di medio e piccolo calibro.
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Inoltre, I’imaging cerebrale ¢ di fondamentale interesse negli studi di plasticita delle malattie
cerebrovascolari. Tradizionalmente, nel cervello vengono applicati metodi di micro-CT e
microMRI basati sull’assorbimento, utilizzando agenti di contrasto per una migliore
visualizzazione della vascolarizzazione. Molto recentemente, il PhC-micro-CT di sincrotrone ¢
stato applicato per visualizzare I’intera microvascolarizzazione del cervello del topo, tramite alta
risoluzione (~ 3,7 um) e senza agenti di contrasto (22). Sono state osservate alterazioni della
microcircolazione nel cervello dei topi C57BL/6 (n = 14) dopo 14 giorni dall’occlusione
transitoria dell’arteria cerebrale media (tMCAQ). La PhC-micro-CT ha dimostrato che il rapporto
del raggio di ramificazione (post/pre-occlusione) dei piccoli vasi (raggio <7,4 um) nel gruppo
trattato era significativamente inferiore rispetto al gruppo sham. Questo risultato ha rivelato il
ruolo dell’angiogenesi attiva nel recupero cerebrale dopo ’ictus.

In un altro recente studio, Fratini et al. (23) hanno dimostrato che la PhC-micro-CT consente
la visualizzazione simultanea della rete micro-vascolare tridimensionale e dei sistemi neuronali
del midollo spinale ex-vivo. Questo esperimento ¢ stato condotto su scale che vanno da millimetri
a centinaia di nanometri e senza agenti di contrasto. Sono state ottenute immagini della
distribuzione tridimensionale della micro-rete capillare e delle fibre nervose micrometriche, dei
fasci di assoni e del neurone, confermando I’efficacia di questa tecnica anche negli studi preclinici
di patologie neurodegenerative e lesioni del midollo spinale.

Come gia osservato, la micro-CT convenzionale ¢ una tecnica che consente una buona
visualizzazione della struttura dell’osso mineralizzato e dei biomateriali, ma non riesce nel
tentativo di distinguere i tessuti molli, anche ad alte risoluzioni. Al contrario, si ¢ visto che la
PhC-micro-CT, basata sulla propagazione dei fotoni, presenta, ad alta risoluzione, un contrasto
piu elevato del tessuto molle, chiaramente in grado di discriminare le strutture legamentose,
muscolari, neurali e vascolari.

Queste scoperte hanno portato alcuni studiosi ad analizzare la vascolarizzazione 3D del tessuto
osseo ingegnerizzato tramite PhC-micro-CT. Infatti un imaging dettagliato e una descrizione
quantitativa della rete vascolare ¢ di fondamentale interesse al fine di monitorare la relazione tra
formazione dell’osso e vascolarizzazione. In questo contesto, la tomografia di fase ha dimostrato
di discriminare in modo efficiente i tessuti con coefficienti di assorbimento simili tramite 1’uso di
un agente di contrasto (8).

Comunque, sebbene un nuovo mezzo a contrasto di fase—le microbolle—sia stato applicato con
successo alle applicazioni angiografiche (24), diversi autori concordano che la PhC-micro-CT ¢
in grado di eseguire una visualizzazione 3D dei capillari piu piccoli (23) nei topi, senza 1’uso di
alcun agente di contrasto.

Questo fatto ¢ stato confermato in un altro recente studio (25), in cui ¢ stata utilizzata la PhC-
micro-CT di sincrotrone per visualizzare e analizzare le reti 3D micro-vascolari in costrutti basati
sull’osso, costituiti da scaffold in ceramica porosa caricati con cellule stromali del midollo osseo
(BMSC), in un modello ectopico di topo. I campioni seminati ¢ non seminati con BMSC sono
stati confrontati, con o senza 1’uso di agenti di contrasto. Gli autori hanno ottenuto la distribuzione
3D di entrambe le reti vascolare e la matrice di collagene e hanno ottenuto informazioni
quantitative per i diversi campioni, anche per quelli non marcati.

Esperienze nei distretti craniofacciali

Oggigiorno, 1’osso autologo ¢ ancora considerato il materiale di innesto ideale nel distretto
craniofacciale (26, 27). Gli innesti autologhi sono vascolarizzati e contengono osteoblasti vitali,
matrici organiche e inorganiche e fattori di crescita che consentono il rimodellamento e
I’integrazione strutturale con il sito ospite. Tuttavia, vi sono limitazioni significative associate
all’uso di innesti autologhi, compresa la disponibilita di tessuto donatore (poiché deve essere
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ottenuto intraoralmente), la necessita di ulteriori procedure chirurgiche e, di conseguenza,
maggiori tempi e costi operativi (27, 28).

Quando si utilizzano direttamente innesti sintetici e allogenici, solo la periferia dell’innesto
viene efficientemente vascolarizzata. Di conseguenza, si verifica frequentemente una zona
centrale di necrosi, che si traduce in un guscio di ossificazione in superficie, ma con un basso
livello di penetrazione, a causa soprattutto del limitato trasporto di ossigeno (28).

Quindi, una rapida vascolarizzazione degli innesti ossei costituisce un obiettivo clinico di
fondamentale importanza. La creazione una vascolarizzazione matura e funzionale non dipende
solo dalla migrazione e dalla proliferazione delle cellule endoteliali, ma richiede anche
cooperazione e simbiosi tra queste e le cellule perivascolari (28).

Quindi un compito importante ¢ trovare tecniche di imaging avanzate che possano verificare
e quantificare il processo di mineralizzazione e neovascolarizzazione degli innesti, nelle prime
fasi della formazione dell’0sso (29).

Le strutture di sincrotrone di terza generazione producono raggi di fotoni X brillanti, con
elevate proprieta di coerenza spaziale. E stato dimostrato che sono adatti a diversi studi di
ingegneria tissutale, rilevando in vitro la matrice extracellulare di recente formazione (30), le
prime colonie di cellule endoteliali (31) e le prime fasi di mineralizzazione ossea (32, 33), tramite
metodi di imaging a raggi X avanzati e basati sul contrasto di fase.

Molto recentemente, alcuni autori (29) hanno dimostrato che le cellule staminali della polpa
dentale umana (hDPSC) possono creare un tessuto osseo pronto per essere innestato per
I’applicazione clinica. Hanno dimostrato che le hDPSC proliferano in-vitro, si differenziano in
osteoblasti ed esprimono geni associati a fattori di angiogenesi, come VEGF e PDGFA.

L’imaging a contrasto di fase a raggi X basato sul sincrotrone ha dimostrato che, dopo 40
giorni di coltura in terreno standard, le hDPSC formavano osso tessuto (WB), cioé¢ osso fibroso
con un basso livello di mineralizzazione. L analisi di PhC-micro-CT ¢ stata eseguita utilizzando
un fascio policromatico, con una distanza da campionario a rilevatore di 150 mm, corrispondente
a un setting di contrasto di fase su distanza singola. Il potenziale osteogenico del WB fabbricato
dopo coltura in vitro di hDPSC ¢ stato avvallato dai dati quantitativi estratti. Tuttavia, non ¢ stato
possibile rilevare alcuna vascolarizzazione utilizzando questa tecnica.

A questo proposito, la tecnica di olotomografia (HoloTomography, HT) ha aggiunto
informazioni fondamentali al precedente studio (29). L approccio olotomografico differisce dalla
PhC-micro-CT basata su una singola distanza in quanto 1’acquisizione consiste in scansioni
tomografiche a quattro diverse distanze di propagazione, seguite da un diverso algoritmo di
ricostruzione. L’analisi HT ha permesso di ottenere una ricostruzione 3D del WB, verificando la
presenza di nuovi vasi. Infatti, a causa del loro basso coefficiente di attenuazione, questi nuovi
vasi risultano trasparenti nelle ricostruzioni tomografiche convenzionali basate sull’attenuazione.
Inoltre, si & visto che il metodo di PhC-micro-CT basato su una singola distanza non ¢
sufficientemente sensibile.

Questo risultato, ottenuto tramite HT, ha confermato con 1’imaging le deduzioni derivate dal
fatto che le hDPSC esprimevano alti livelli di VEGF ¢ PDGF-A. Quest’ultima scoperta ¢ di
fondamentale interesse per la fisiologia ossea nei distretti craniofacciali, poiché soddisfa la
necessita di neoangiogenesi nel sito ingegnerizzato. Pertanto, questi risultati supportano
fortemente la logica che le hDPSC possiedano significative capacita di differenziazione verso
I’osteoangiogenesi, raggiungendo il gold standard di ottenere un osso impiantabile ben
vascolarizzato (29).

Inoltre, altri studi (34) hanno dimostrato che le hDPSC si differenziano in osteoblasti e quindi,
quando seminate su scaffold di collagene di tipo I, contribuiscono efficacemente alla riparazione
dei difetti della mandibola umana. In questo contesto, un altro studio (31) ha mostrato, mediante
HT di sincrotrone, la stabilita e la qualita dell’osso rigenerato con il metodo suddetto e la qualita
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della rete vascolare 3 anni dopo I’innesto. Il tessuto rigenerato nei siti innestati ¢ risultato
inaspettatamente essere costituito da osso compatto, quindi strutturalmente diverso e piu denso
rispetto all’osso alveolare nativo sano dello stesso paziente. Tuttavia, sia nel controllo della
mandibola umana sia nelle biopsie mandibolari umane trattate con hDPSC, in accordo con le
analisi istologiche, dopo 3 anni 1’0sso rigenerato risultava ben strutturato e vascolarizzato.
Sebbene infatti nel controllo la vascolarizzazione sia risultata piu strutturata rispetto alla
mandibola umana trattata con hDPSC, densita compatibili con quelle di neo-vasi sono stati trovate
in diverse aree della biopsia estratta dal sito trattato, confermando in vivo che le hDPSC hanno
notevoli capacita di differenziazione verso 1’osteoangiogenesi (31).

In conclusione, mentre la PhC-micro-CT si ¢ dimostrata in grado di visualizzare la rete di vasi
in 3D in condizioni in-vitro ed ex-vivo e senza alcun sezionamento e preparazione del campione,
I’uso di sorgenti di raggi X di sincrotrone coerenti e altamente brillanti risulta per ora necessario
al fine di raggiungere una qualita dell’immagine superiore e con risoluzione spaziale sub-
micrometrica. Infatti, come riportato in letteratura, il rilevamento di microvasi nell’osso
ingegnerizzato ¢ stato effettuato principalmente in due modi: mediante micro-CT basata
sull’attenuazione, con l'uso di agenti di contrasto o mediante PhC-micro-CT basata sulla
propagazione, senza marcatori radiopachi. Tuttavia, ’applicazione dell’ultimo metodo ha
richiesto, fino a ora, I’accesso alle strutture di sincrotrone. Questo fatto costituisce una limitazione
rilevante per un possibile utilizzo futuro di immagini a contrasto di fase nella pratica clinica,
poiché la dose radiogena sarebbe troppo alta per il paziente. Pertanto, al momento si propone il
metodo sopra descritto come strumento fondamentale per studi di angiogenesi circoscritti alla
ricerca preclinica e negli studi dei siti ossei post-estrattivi dei distretti craniofacciali.
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PRODOTTI CUSTOM-MADE REALIZZATI

CON PROCESSI INNOVATIVI IN CHIRURGIA
RIGENERATIVA E RICOSTRUTTIVA DELLA REGIONE
MAXILLO-FACCIALE

Marco Tatullo
Tecnologica Research Institute, Biomedical Section, Crotone

L’invecchiamento della popolazione ha portato a un incremento dell’incidenza di traumi e
difetti ossei dovuti a fratture, tumori e infezioni. Pertanto, la medicina rigenerativa ¢ la
implantologia protesica hanno sempre maggiormente implementato le proprie tecnologie con
applicazione clinica. Queste necessita cliniche, spesso complesse, hanno reso necessaria la ricerca
di soluzioni biomimetiche ¢ altamente performanti. Nasce cosi I’idea dei Biomateriali.

Si definiscono i biomateriali come: “materiali sintetici progettati per un uso prolungato a
contatto con i mezzi biologici, che minimizzano le eventuali reazioni avverse da parte
dell’organismo” (1).

I biomateriali sono dunque tutti quei materiali specificatamente progettati o utilizzati in
applicazioni biomediche e che costituiscono i componenti delle protesi. La necessita di utilizzare
protesi per riparare o sostituire parti del corpo umano esiste fin dall’antichita: all’interno di
numerosi scavi etruschi sono state trovate, per esempio, protesi dentarie in metallo; risalgono,
invece, all’antico Egitto esempi di protesi di legno e pelle che riproducono alluci artificiali.

La storia dei biomateriali, dal 1950, puo essere riassunta in tre tappe fondamentali:

— Biomateriali di prima generazione: la caratteristica fondamentale del materiale ¢ di essere
bioinerte, ovvero di minimizzare le interazioni chimico/fisiche tra organismo e materiale.

— Biomateriali di seconda generazione: il materiale deve essere bioattivo, ovvero si deve
integrare velocemente con I’organismo provocando azioni e reazioni controllate
nell’ambiente fisiologico, o riassorbibile, se viene gradualmente degradato nell’organismo,
senza causare problemi di rigetto o tossicita.

— Biomateriali di terza generazione: il materiale deve essere sia bioattivo che riassorbibile;
rappresentano il presente e il futuro dei biomateriali. I biomateriali di terza generazione
sono definiti materiali biomimetici, in quanto interagiscono con i tessuti adiacenti
attraverso meccanismi di riconoscimento biomolecolare (2).

11 termine “biomimetica” deriva dalle parole greche “bios” (vita) e “mimesis” (da imitare). La
biomimetica, percio, si occupa dello studio dei fenomeni naturali per comprenderne i meccanismi
e applicarli alla scienza, all’ingegneria e alla medicina. Lo sviluppo di biomateriali innovativi
consente una modulazione a livello molecolare e del legame con le cellule. Una superficie
modificata, ovvero biomimetica, puo rappresentare una sorta di matrice extracellulare artificiale
in grado di fornire gli stimoli biologici adatti a guidare la formazione di nuovo tessuto (3).

L’evoluzione nella ricerca merceologica nel campo dei biomateriali ¢ giustificata dalla
necessita di ritrovare materiali che asseriscano in maniera maggiore ai criteri di osteoconduzione,
osteoinduzione e osteogenesi. Questi tre principi sono elementi essenziali per la rigenerazione
ossea e hanno dei significati funzionali differenti:

— osteoconduzione: fa riferimento alla facilitazione e orientamento del coagulo con
conseguente creazione di un nuovo sistema Haversiano sulla base dello scaffold ricreato;
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— osteoinduzione: fa riferimento alla stimolazione e attivazione delle cellule staminali
dell’ospite presenti nel tessuto osseo circostante in modo da condurle a una differenziazione
in osteoblasti;

— osteogenesi: fa riferimento al potenziale di proliferazione e di osteosintesi diretta delle
cellule osteoprogenitrici presenti nell’innesto e che sopravvivono al trapianto.

Tutti i biomateriali hanno la capacita di osteoconduzione, riuscendo quindi a fungere da
“impalcatura” o “scaffold” durante il processo di guarigione ossea; alcuni di essi sono strutturati
con lo scopo preciso di poter convogliare anche una minima osteoinduzione. Nonostante cio allo
stato attuale si evince che non esiste un biomateriale ideale, tuttavia 1’utilizzo di questi ultimi ¢
ampiamente giustificato da una maggiore semplicita d’impiego e una minore incidenza di
complicanze, nonché una maggiore accettazione da parte del paziente.

Gli scaffold possono essere costituiti da materiali naturali o di sintesi, all’interno dei quali
possono essere presenti elementi come il calcio e il fosfato, componenti minerali fisiologici
dell’osso.

I materiali di sintesi hanno il vantaggio di avere caratteristiche manipolabili e migliorabili
durante il processo di creazione: in tal senso si ottengono materiali che hanno un’ottima capacita
di osteoconduzione, un’ottima biocompatibilita e una resistenza adeguata in modo tale da fornire
un modulo di elasticita simile a quello osseo. Lo svantaggio principale ¢ la scarsa previsione del
riassorbimento e dei suoi tempi assieme a una capacita di manipolazione non sempre ottimale.

I materiali di sintesi vengono progettati in modo da riassumere molte delle caratteristiche
necessarie allo svolgimento della funzione di sostituti ossei. I poliesteri alifatici sono i polimeri
piu usati, mentre i materiali metallici risultano particolarmente adatti alla costruzione di strutture
capaci di sopportare carichi senza il rischio di grandi deformazioni elastiche, per questo sono
adatti alla sostituzione di tessuti duri come ossa e denti (4).

Caratteristica peculiare dei biomateriali ¢ senza dubbio quella di essere biocompatibili.

Esistono varie sottocategorie di materiali biocompatibili. Questi possono essere classificati
sulla base degli effetti prodotti sul materiale stesso in seguito all’innesto: da qui la distinzione tra
biostabili e biodegradabili. Oppure sulla base dell’interazione materiale-organismo: da qui le
definizioni di biotossici, bioattivi, bioinerti, bioriassorbibili. Infine, sulla base della natura
chimica: polimerici, metallici, ceramici, compositi, biologici. Sono definiti biostabili i materiali
che, impiantati, non subiscono sostanziali trasformazioni chimiche o fisiche nel tempo; al
contrario sono biodegradabili i materiali che, impiantati, subiscono trasformazioni. Sono
biotossici 1 materiali che provocano reazioni avverse dell’organismo, contenenti elementi quali
nichel, cadmio, vanadio, alcuni acciai, carburi, metil-metacrilati. Sono bioinerti i materiali stabili
dal punto chimico-fisico, non tossici e che presentano interazioni minime con I’ambiente
biologico, permettendo una buona coesistenza tra impianto e organismo, pur rivestendosi di
tessuto cicatriziale. Infatti, nessun materiale ¢ completamente inerte a contatto col corpo umano.
Ne sono esempi il tantalio, titanio, alluminio, zirconio, polietilene ad alto peso molecolare,
acciaio. Sono bioriassorbibili i materiali costituiti solo da sostanze che posso essere metabolizzate
dall’organismo, che quindi dissolvono in presenza dei fluidi corporei e i cui prodotti di
dissoluzione vengono espulsi tramite i reni. Tra questi si hanno 1’Acido Poliglicolico
(PolyGlicolic Acid, PGA), I’ Acido Polilattico, loro copolimeri (PLGA), alcuni bioceramici come
i fosfati di calcio e 1 biovetri (5).

I campi in cui in cui questi trovano maggiore applicazione sono:

— Ortopedia: le protesi articolari (ginocchio, anca, etc.), il cemento osseo, la sostituzione di

legamenti, la fissazione interna ed esterna.

— Odontostomatologia: i cementi, le amalgame, i materiali da impronta, i materiali

ortodontici, gli impianti ossei.
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— Chirurgia cardiovascolare: le valvole cardiache, le protesi vascolari di grande e medio
calibro, stimolatori cardiaci, stents.

— Chirurgia plastica: gli espansori cutanei.

— Oculistica: le lenti a contatto, i cristallini artificiali, il silicone nel trattamento dei distacchi
di retina, gli impianti corneali e le cornee artificiali, le lenti intraoculari.

— Chirurgia generale (suture e cateteri), neurochirurgia, controllo del concepimento,
dispensazione di farmaci, adesivi e sigillanti (tessutali), impianti cocleari, pelle artificiale.

Tra i polimeri sintetici la classe piu interessante dal punto di vista della biodegradabilita ¢
quella dei poliesteri. Questi polimeri biodegradabili contengono tutti nella loro struttura legami
esterei idrolizzabili cio significa che il processo degradativo prevede la rottura del legame a opera
dell’acqua. Per questi polimeri si parla percio di degradazione idrolitica.

I materiali polimerici sintetici € biocompatibili piu utilizzati per la produzione di scaffold sono:

— acido polilattico (Polylactic Acid, PLA);
— acido policaprolattone (PolyCaproLactone, PLC);
— acido polilattico-co-glicolico (Poly Lactic-co-Glycolic Acid, PLGA).

Questi interagiscono in maniera positiva con le cellule.

Il PLA ¢ un polimero termoplastico che puo essere utilizzato come nuovo materiale nella
produzione additiva. Uno studio condotto nel 2018 dimostra come questo materiale sia altamente
biocompatibile e relativamente non invaso. Caratterizzando chips di osso composito per
fissazione interna in PLA, PLA/idrossiapatite (HA) ¢ PLA/HA/Silk in 3D, all’interno di una
frattura femorale si ¢ dimostrato come il chip di osso composito di PLA/HA/Silk ha portato a una
formazione precoce di un osteoide attiva con una deposizione di osteoblasti (6).

L’acido PLGA ¢ a-idrossiestere, ossia poliestere ottenuto dalla polimerizzazione di a-
idrossiacidi. E composto biocompatibile e biodegradabile i cui prodotti di degradazione (dovuti a
idrolisi non enzimatica dei legami esteri in ambiente fisiologico) sono composti a basso peso
molecolare, quali acido lattico e acido glicolico, che rientrano nei normali percorsi metabolici,
infatti vengono normalmente espulsi dall’organismo sotto forma di biossido di carbonio e acqua.
Inoltre, il PLGA presenta un ampio range di velocita di degradazione, da giorni ad anni, a seconda
del rapporto dei due monomeri e/o del peso molecolare.

Il PLGA ¢ uno dei polimeri sintetici piu utilizzati per lo sviluppo di sistemi di farmaci e
biomolecole terapeutiche e come componente delle applicazioni di ingegneria tissutale. La sua
biodegradabilita e la sua biocompatibilita nonché versatilita gli permettono di essere un polimero
di riferimento nella produzione di nano e microparticelle, di incapsulare e fornire un’ampia varieta
di molecole idrofile e idrofobiche. Stimola la proteina morfogenetica ossea-2 (BMP2), fattori di
crescita piu diffusa nell’ingegneria del tessuto osseo, ma anche il fattore di crescita delle piastrine
(Platelet-Derived Growth Factor, PDGF) (7).

Le membrane in PLGA vengono utilizzate clinicamente per la rigenerazione guidata dei tessuti
(Guided Tissue Regeneration, GTR) fornendo dei risultati ottimali senza invasione epiteliale o
complicanze gravi di infezione (8).

I1 PCL ¢ un poliestere lineare alifatico semicristallino e idrofobo con cinetiche di degradazione
molto lente causati da un forte carattere idrofobico e da un’elevata cristallinita. Pertanto, €
indicato come materiale base per lo sviluppo d’impianti a lungo termine. I polimeri basati sul PCL
hanno mostrato buone interazioni con gli osteoblasti e gli scaffold da essi costituiti sono capaci
di promuovere la crescita degli osteoblasti e il mantenimento del loro fenotipo. La degradazione
del PCL rilascia acido e-idrossicaproico quale unico metabolita e avviene in due fasi:

— idrolisi non enzimatica in massa del legame estereo;
— frammentazione e rilascio delle specie oligomeriche.
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I frammenti di PCL sono degradati da macrofagi e da cellule giganti in un processo che
coinvolge anche enzimi prodotti dai lisosomi. Esperimenti in vifro hanno evidenziato, inoltre,
come la degradazione del PCL sia accelerata dall’attivita enzimatica e microbica (9).

Uno studio su modello canino di difetto osseo alveolare, in cui i difetti sono stati coperti con
membrane differenti una in PCL, e membrane in collagene normalmente utilizzate nella pratica
clinica, ha mostrato come 1’utilizzo del PLC unito al B-TCP ha migliori proprieta fisiche,
biologiche e meccaniche rispetto alla sola membrana di collagene che in condizioni di umidita ha
proprieta meccaniche ridotte (10).

L’ Additive Manufacturing (AM) € una tecnica di produzione additiva industriale che consente
di convertire un modello digitale 3D in un modello clinico solido, stampandolo strato su strato.
Attualmente la tecnica AM fornisce una soluzione per la produzione di costrutti biodegradabili
offrendo un metodo di personalizzazione dei dispositivi chirurgici che migliora i risultati del
paziente portato inoltre a una riduzione dei tempi operatori € aumentato la precisione chirurgica.

L’AM ¢ un processo suddiviso in quattro fasi fondamentali:

— imaging ovvero ’acquisizione delle immagini tramite tomografia computerizzata a fascio
conico CBTC;

— elaborazione di immagini ovvero la conversione delle immagini CBTC in modelli di
superficie 3D;

— progettazione assistita da computer (CAD);

— produzione additiva vera e propria (11).

A seconda del principio di fabbricazione, le tecniche AM per la produzione degli scaffold sono
convenzionalmente classificate in:

— Selective Laser Sintering (SLS);

— StereoLithography Apparatus (SLA);

— Fused Deposition Modelling (FDM);

— Three-Dimensional Printing (3DP);

— Solution/slurry extrusion-based techniques;
— Tissue and organ printing techniques.

Questa vasta gamma di tecnologie di produzione additiva ¢ in grado di applicarsi a diversi tipi
di materiali polimerici quali plastiche, resine e biopolimeri che vengono lavorati per ottenere
scaffold ottimali (12).

La SLS prevede che una soluzione in polvere ¢ selettivamente sinterizzata utilizzando un
raggio laser ad alta intensita e dopo la generazione di uno strato, un nuovo letto in polvere viene
distribuito meccanicamente da un rullo. Scaffold fabbricati utilizzando il processo SLS con
diverse miscele di poliammide e idrossiapatite sono stati valutati sulla base di test meccanici per
la sua resistenza e mediante studi in vitro con linee di osteosarcoma umane per studi di crescita
cellulare. I test meccanici testimoniano buone proprieta fisiche. I test in vitro mostrano una buona
crescita cellulare. L’idoneita degli scaffold porosi per la riparazione ossea viene inoltre assicurata
mediante I’analisi degli elementi finiti di un femore umano in varie attivita fisiche.

La SLA ¢ una tecnica mediante la quale strati di un polimero fotosensibile vengono
polimerizzati selettivamente da una luce laser o UV; Il laser solidifica la resina in funzione della
sezione del pezzo da realizzare, si abbassa la piattaforma sulla quale ¢ vincolato il pezzo in
costruzione. Uno studio condotto nel 2017 riporta per il miglioramento dell’osteoinduzione dei
biomateriali compositi, con macro-architettura controllata e distribuzione su microscala di
particelle di idrossiapatite, prodotte mediante stereolitografia. In questo processo, le particelle di
idrossiapatite non sono solo incorporate in una matrice polimerica erodibile, ma concentrate sulla
superficie delle strutture. Cid porta a una solida formazione ossea in vivo a bassa concentrazione
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di idrossiapatite. L’architettura composita 3D riportata fornisce opportunita significative per lo
sviluppo di biomateriali funzionali per la riparazione ossea e 1’ingegneria tissutale (13).

La tecnica FDM prevede che il filamento polimerico immesso viene estruso attraverso un
ugello riscaldato e il fuso polimerico viene depositato continuamente su una piattaforma di
costruzione per costruire lo scaffold strato per strato. Scaffold composti da poli (3-idrossibutirato-
co-3-idrossivalerato)/calcio solfato emiidrato, poly(3-hydroxybutyrate-co-3-
hydroxyvalerate)/calcium sulfate hemihydrate (PHBV/CaSH), e stampati 3D usando la tecnica di
modellazione con deposizione fusa (FDM), hanno promosso la nuova formazione ossea in vitro
e in vivo. Pertanto, I’integrazione dello scaffold PHBV/CaSH stampato in 3D e di hydrogel CS
rappresenta una nuova strategia per promuovere la proprieta dell’osteogenesi, mostrando pieno
potenziale per la riparazione dei difetti ossei.

La tecnica 3DP, mediante una testina a getto, prevede che un materiale legante viene posato
selettivamente su uno strato di polvere, successivamente un nuovo strato di polvere viene posta
sopra a quella precedente e il processo di deposizione ciclica ricomincia. Attraverso stampanti 3D
sono stati prodotti scaffold di PLA con dimensioni di pori variabili al fine di valutare la
I’attaccamento e la proliferazione delle cellule staminali mesenchimali del midollo osseo umano.
Dallo studio condotto emerge che le cellule staminali mesenchimali del midollo osseo umano
aderiscono alle superfici degli scaffold e mostrano una buona capacita proliferativa pertanto, gli
scaffold di PLA stampati in 3D appaiono come buoni candidati per la riparazione e la
rigenerazione ossea (14).

I progressi svolti nell’ambito dell’ingegneria tissutale stanno portando allo sviluppo di nuovi
scaffold utili per la rigenerazione delle ossa e quindi potenzialmente validi per le applicazioni in
chirurgia maxillo-facciale.

A tal proposito nasce I’idea del progetto Zeusi, acronimo di customiZEd prodUcts applied to
innovative proceSses in regenerative and reconstructlve surgery of maxillofacial region ovvero
nuovi prodotti custom-made applicati a processi innovativi utilizzati nella chirurgia rigenerativa
e ricostruttiva della regione maxillo-facciale.

Il progetto Zeusi ¢ stato descritto nella lezione, e riguarda la innovativa modalita con cui si
ridisegna la chirurgia ricostruttiva custom-made e la diagnostica avanzata predittiva. Il progetto
ha come obiettivo lo sviluppo di nuovi prodotti protesici con 1'utilizzo di nuovi materiali e di
materiali tradizionali e sistemi software integrati in grado di implementare un processo innovativo
finalizzato a una chirurgia ricostruttiva protesicamente-guidata e altamente customizzata. Il
progetto inoltre, ha come fine ultimo I’idea di realizzare nuovi processi innovativi nella chirurgia
maxillo-facciale.

Questo nuovo protocollo di pianificazione dell’intervento ¢ stato applicato su preliminari
trattamenti chirurgici effettuato su pazienti complessi. L’utilizzo di tecniche di imaging e
successiva post-processing con analisi dei dati ha permesso di valutare la morfologia e le
dimensioni della lesione, ¢ di procedere in seguito con 1’operazione senza ampliare la zona
chirurgica e riducendo i tempi operatori, producendo un tangibile beneficio al paziente e un
risparmio sui costi generali. Questo modello operativo si iscrive nel generale quadro di
innovazione di processo che sta caratterizzando la medicina protesica in ambito oro-maxillo-
facciale.
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