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Riparazione o rigenerazione ossear
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RIASSUNTO

Grazie all’ingegneria tessutale. & oggi possibile pensare di rigenerare 1 tessuti dell’organismo mediante I'impiego di appropriati mediatori cellula-
ri, molecole di segnale e specifiche matrici. In odontoiatria si & solo agli inizi della nuova era dell’ingegneria tessutale ossea, una scienza emer-
gente, e alquanto promettente, della biologia ricostruttiva che, avvalendosi delle pill recenti scoperte nel campo della bioingegneria, dei biomate-
riali e delle biotecnologie, permette di migliorare 1 processi di guarigione ¢ di rigencrazione dei tessuti. Questo lavoro vuole, pertanto, essere un
contributo concreto per tutti coloro che da anni seguono quelle tecniche chirurgiche riferibili a possibili atti di ngenerazione tessutale, come nel
caso della rigenerazione tessutale guidata (GTR) e della rigenerazione ossea guidata (GBR).

SUMMARY Bone repair or regenerations

Thanks to tissue engineering, today it is possible to regenerate body tissues through specific cellular mediators, signal molecules and characteri-
stic matrices. Dentistry is only at the beginning of this new era of tissue engineering, the rising and very promising science of restorative biology
which, resorting to the most recent studies in the field of bioengineering, biomaterials and biotechnologies, enables to optimise bone wound hea-
ling and regeneration, This paper is intended to provide a practical contribution to all those who for years have been following surgical technigues

connected with tissue regeneration in general, and guided tissue regeneration (GTR) and guided bone regeneration (GBR) in particular.
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9 incesneria tessutale’ & un settore emergente e alta-
mente promettente della biologia ricostruttiva che,
attingendo dalle piu recenti scoperte in discipline

quali la bioingegneria, le biotecnologie, la scienza dei bio-
materiali e la chirurgia, vuole dare risposta alla seguente
domanda: “quando un organo o un tessuto ¢ stato danneg-
glato da un evento patogeno, come possiamo ottenere un
ottimale processo rigenerativo? .

In odontoiatria, da diversi anni, vengono utilizzate tecniche
chirurgiche riferibili a possibili atti di rigenerazione tessuta-
le, come nel caso della rigenerazione tessutale guidata (GTR))
o della rigenerazione ossea guidata (GBR)®. In letteratura,
esistono oramai molteplici ricerche su tali argomenti; inoltre,
negli ultimi anni, sono stati fatti enormi passi avanti nello stu-
dio dei biomateriali utilizzabili in chirurgia rigenerativa™.
Sembrerebbe, pertanto, che 'odontoiatria abbia poco da be-
neficiare dalle recenti scoperte ottenute dall'ingegneria tes-
sutale; tuttavia, un’attenta analisi di quanto pubblicato mette
in evidenza che, mentre vi & dovizia di particolari sulle tec-
niche chirurgiche rigenerative e sul protocolli clinici per 1l
loro impiego, di contro, risultano essere particolarmente ca-
renti le informazioni sui meccanisnu fisiopatologici che s1 at-
tivano una volta che 1 biomateriali vengono inseriti nell os-
s0, giocando, in realtd, un ruolo fondamentale nella rigene-
razione tessutale, Ed e proprio la scarsa conoscenza di questi
processi biologici a precludere, spesso, al clinico la possibilita
di ottenere risultati effettivamente predicibili ¢ ottimali. So-
no, pertanto, chiaramente intuibili le enornn ripercussion

che avrebbe, per i clinici, poter avere a disposizione e utiliz-
zare nella pratica quotidiana tutti quegh strumenti capaci di
generare, spontaneamente, tessuto osseo. In effetti, e suffi-
ciente pensare alla routinaria necessita di posizionare mm-
pianti in modo protesicamente guidato e, quindi, indipen-
dentemente dalla posizione che la quantitd di cresta residua
consentirebbe, per capirne I'importanza.

I PROCESSI DI GUARIGIONE

La guarigione dei tessuti avviene o con un processo di ri-
parazione o mediante rigenerazione’. La riparazione ¢ la
sostituzione di tessuto morto con tessuto di granulazione
che maturera in tessuto cicatriziale; pertanto, obiettivo
principale del suddetto processo riparativo ¢ quello di col-
mare la soluzione di continuo che si produce a seguito di
un danno, ottenendo cosi 1l ripristino della continuita tes-
sutale ma non della sua architettura ¢ funzione originali.
Con il termine di rigenerazione si intende, myece, la sosti-
tuzione di cellule e tessuti perduti con nuove cellule e tes-
suti. Conseguentemente, il risultato finale del processo ri-
generativo sara la restitutio ad integrum dell’organo o del tes-
suto danneggiato, con la formazione di un tessuto con ca-
ratteristiche indistinguibili dal materiale originale, ossia con
il ripristino della sua forma e tunzione primitive. Purtrop-
po, 1 processi naturali di guarigione portano spesso alla ci-
catrizzazione o alla riparazione piuttosto che alla rigenera-
zione'. In effetti, ghi studi di biologia delle ferite dimostra-
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no che la guarigione, frequentemente, esita in un processo
riparativo del tessuti o organi danneggiati, il che non com-
porta il recupero delle loro normali proprietd (ad esempio
meccaniche) e delle loro funzioni fisiologiche (ad esempio
infarto miocardico). Di conseguenza, tutti 1 pifi recenti sfor-
71 della scienza mediea sono rivolt a farsi che il processo di
guarigione di un evento morboso si traduca, costantemen-
te, In un ateo rigenerativo. Grazie all'ingegneria tessutale, ¢
oggil possibile rigenerare 1 tessuti dell’ organismo, avvalen-
dosi dell'impiego di appropriati mediatori cellulari e di
specifiche matrici® !, Il termine ingegneria tessutale ¢ sta-
to, originariamente, coniato per indicare la costruzione in
laboratorio di un dispositivo contenente cellule vitali e
peptidi (fattor1 di crescita ¢ protemne morfogenetiche) in
una matrice sintetica o biologica tale da poter essere im-
piantata nei pazienti per facilitare la rigenerazione di parti-
colari tessutt, In conclusione, si puo pensare all'ingegneria
tessutale come a quella scienza che utilizza tutti 1 fattori ne-
cessarl per poter ottenere una guarigione ottimale, ovvero

con ripristino di forma e funzione dell’organo o tessuto

leso. A questo proposito si rende pero necessario fare una

distinzione tra ingegneria tessutale e biomimetica, Infatti,

con 1l termine biomimetica si intende quella disciplina che
studia 1 meccanismi di guarigione che Forganismo mette in
atto per la riparazione di un tessuto /o di un organo e, in
particolare, 1 tentativi di ricostruire o di mimare processi
naturali con l"aspettativa che seguiti un fenomeno rigene-
rativo. L'ingegneria tessutale e invece la scienza che tende a

stimolare e ottimizzare 1 processi rigenerativi. E cosi possi-

bile realizzare la ricostituzione in laboratorio di matrici cel-

lulari sulle quali s1 pud indurre lo sviluppo di una ben de-

terminata serie cellulare™. E, quindi, probabile che in futu-
ro l'ingegneria tessutale possa essere in grado di fornire al-

cune componenti cellulari che sono andate perse e che s

dovranno semplicemente aggiungere.

Nel campo della rigenerazione dell’osso tutto questo ha,

conseguentemente, portato a un superamento del concetto

di innesto osseo, nel senso che non si deve piu ragionare in

termini di volume: si innesta "osso dove manca ¢, successi-

vamente, verranno messt gh impianti.

Ora. si deve niziare a utilizzare nella pratica clinica gh ele-

menti fondamentali dell'ingegneria tessutale:

e le cellule osteoprogenitrici, che sono in grado di differen-
ziarsi in cellule ossee;

e una matrice insolubile, che rappresenta 'impalcatura per la
tormazione di NUOVO 080!

* 1 segnali osteoinduttivi (fattori di crescita, proteine morfo-
genetiche), che sembrano svolgere un ruolo critico nella
guarigione dell’osso.

Nella genesi di qualungue tessuto intervengono, d'altra par-

te, tre elementi chiave: le cellule, la matrice extracellulare e
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le molecole solubili. Ogni organo, infatti, possiede cellule
specializzate e matrici cellulari distinte, e queste ditferenze
conferiscono una certa specificita a livello di organo alla ri-
sposta di guarigione. I principah fattori determinant lesito
finale del processo di guarigione di una féerita sono il tipo e
I'estensione del danno, la capacita rigenerativa delle cellule
costituenti e 'entita del danno alla tramia della matrice ex-
tracellulare. Ed e proprio la combinazione di questi fattor
che influisce sui risultati: completa rigenerazione e pieno ri-

pristino della normale funzione, o fibrosi ¢ riduzione della

capacita funzionale®. Si ritiene, pertanto, che la prima condi-
zione necessaria ma non sutficiente perché un tessuto possa
rigenerare spontaneamente dopo un danno ¢ rappresentata
dal potenziale mitotico proprio delle cellule parenchimali
che lo costituiscono. Il corpo umano ¢é una condizione di
equilibrio dinamico, fornito di controlli omeostatici sulla
proliferazione cellulare e di diversi meccanisou per impedire
alle cellule di allontanarsi dal proprio posto. Si intuisce facil-
meinte che, per conservare un appropriata struttura tessutale,
la proliferazione cellulare deve avvenire sotto un rigoroso
controllo; pertanto, la conoscenza dei fattori che regolano la
divisione cellulare (figura 1) rappresenta un aspetto tonda-
mentale della conoscenza dei processi di guarigione. Non
tutte le cellule dell’organismo si dividono alla stessa velocita.
Alcune cellule mature non si dividono affatto, mentre altre
completano un ciclo ogni 16-24 ore. Le cellule dellorgani-
MO umano vengono, quindi, classificate 1n base alla loro ca-
pacita o meno di replicars in: a) cellule labili; continuamen-
te sottoposte a divisione cellulare; b) cellule stabili: una volta
grunte 2 maturazione, non s1 replicano ma possono dividersi
1N seguito a uno stunolo appropriato; ¢) cellule perenni:
grunte a maturazione, non hanno piu nessun potenziale mi-
totico. E facilmente intuibile che un eventuale potenziale ri-
generative potra osservarsi solo a ivello der tessuti costituiti
da cellule labili (ad esemipio, epidermide, mucosa gastrointe-
stinale, midolle osseo) o da cellule stabili (fegato, endotelio),
mentre 1 tessuti costituiti da cellule perenni (ad esempio,
cellule nervose, cellule muscolari cardiache) non possono ri-
generare. Tuttavia, sebbene sia le cellule labihi che quelle sta-
bili siano dotate di attivita proliferativa, non ne consegue
necessariamente che lesioni a carico di organi o tessuti com-
posti da tali cellule possano guarire con restituzione della
normale struttura e tunzione, anche percheé il risultato finale
del processo di guarigione delle ferite, che puo essere risolu-
ziong, cicatrizzazione o deformazione, dipende da una pre-
dominanza del processo di riparazione o di rigenerazione.
Tipico esempio ¢ dato dalla formazione di cicatrici ipertro-
fiche e cheloidi, risultato di una deposizione eccessiva di ma-
trice extracellulare nell’area della ferita.

Come detto precedentemente, la risoluzione di un proces-
so di guarigione dipende anche dall’entita e dal tipo di dan-
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Cellula labile

Cellule diploidi labili {ad esempio, cellule
staminali delle cripte infestinali)

Cellula
permanente
(ad esempio,
neurone)

1. 11 ciclo cellilare
¢ Vintervallo tra due mitosi
L consecutive, Le cellule labili
paRng HeoRtte continuamente
\ a replicazione. Dopo
' la divisione, le cellule entrano
nella fase G, in ol
- si dedicano alle loro attivita
\ di specializzazione.
- Se proseguono il ciclo, dopo
| aver superato il punto
i restrizione (R), entrano
in un nuove ciclo di divisione,
. La fase G, é seguita da un
. periedo di sinfesi del DNA
| nucleare (S) in cui tutti
i cromososni vengono replicati,
- La fase S ¢ seguita da unda
| breve fase post-sintetica (G,)
- e quindi dalla mitosi (M) .
i (Rubin ¢ Faber, 1998).

¥ Cellula stabile
[ad esempio,
epatocita)

no; questo vuol dire che, ragionando in termini di rigene-
razione tessutale, ¢ fondamentale, al fine di permettere
un’ordinata sostituzione cellulare, 'integrita dello stroma di
supporto o della membrana basale. Quest’ultima, in effett,
sembra costituire la struttura pit importante nell organiz-
zazione di un processo rigenerativo, dal momento che for-
nisce I'impalcatura necessaria per la replicazione delle cel-
lule parenchimali; d’altra parte, quando la membrana basa-
le & distrutta, le cellule conservano la capacita di prolifera-
re, ma la crescita cellulare sara del tutto irregolare produ-
cendo come risultato masse disorganizzate, prive di alcuna
somiglianza con la struttura originaria. Per comprendere
meglio questo meccanismo biologico, basta pensare a come
puo evolvere una lesione epatica. Ad esempio, 1 virus del-
I'epatite distruggono mn modo specifico gh epatocity, senza
pero ledere la componente connettivale; pertanto, cessato
I'atto inflammatorio di origine virale, il processo rigenera-
tivo ricostituisce il lobulo epatico e 1 test di funzionalita
epatica rientrano nella norma. Viceversa, un ascesso epatico
distrugge epatociti ¢ tessuto connettivo di supporto, quin-

di, il suo esito ¢ la disorganizzazione strutturale dovuta a
esiti cicatriziali accompagnati da piu o meno evidenti se-
gni di iperplasia cellulare compensatoria, oltre alla possibi-
le compromissione dell’architettura. E evidente che nelle
lesioni piti ampie, che coinvolgono tessuti con potenziale
rigenerativo, la rigenerazione puo avere inizio dai suoi mar-
gini dove sono presenti cellule vitali e proliferanti, mentre
le regioni centrali, dove 'impalcatura non ¢ piu presente,
sono sostituite da tessuto connettivo di tipo cicatriziale.
L'andamento del processo rigenerativo ¢ fortemente in-
fluenzato dalle condizioni vascolari e meccaniche locali.
L'importanza di un'adeguata vascolarizzazione ai fini rige-
nerativi & facilmente intuibile, dal momento che uno dei
primi eventi osservabili durante la guarigione ¢ rappresen-
tato dalla neoformazione di bottoni vascolari: un adeguato
apporto vascolare & infatti fondamentale per nutrire le cel-
lule in attiva fase replicativa, per consentire I'accumulo di
mediatori solubili che regolano la funzione cellulare, per
costituire un tappo di fibrina che tra 'altro agisce come
matrice iniziale sopra la quale le cellule precursori possono

N e ST T

1CCIC

o

A

)




g |

& B
=

Raicet

--------------------------

ENISSEC)

_________ Pt
----------------------------------------------

Fase inorganica Fase organica

e e

Collagene fino |

e R i e i

Calein s fostors

o

Cofagene tipo i

e e e

e

Collogens fiog IV

e e B o P . - ——

Froteine nof collageniche

Bt A S

migrare e fissarsi, permettendo cosi 1 processi cellulari an-
coraggio-dipendenti {ad esempio divisione cellulare, sinte-
s della matrice). Uno dei primi eventi che si vertficano in
un'area danneggiata a causa delle lacerazioni vascolari con-
siste nella formazione di un coagulo, che pud essere consi-
derato come un piccolo laboratorio 1 cul sono presents
tutte le componenti necessarie per |'attivazione di un pro-
cesso rigenerativo; tuttavia, se sul coagulo neo-formato agi-
sce uno stress meccanico che ne provochi distorsione ¢
rottura, il processo di rigenerazione ¢ menomato ¢, di con-
seguenza, si sviluppa un processo di riparazione per fibrosi,
A guesto riguardo, un esempio ¢ rappresentato dalla guari-
cione di una frattura adeguatamente.

Sulla base di queste osservazioni, st puo affermare che le
possibilitd rigenerative dipendono: dal tipo di tessuto, cioe
dalle cellule present; dallentita del danno, quindi dall'inte-
griti o meno della membrana basale; dalla vascolarizzazione
¢ stabilita meccanica del coagulo.

In conclusione, la rigenerazione di un tessuto puo essere
interpretatd come un complesso ¢ delicato network, se si
considera questo processo come il risultato di pin fattori
che interagiscono tra loro secondo un perfetto schema.
Eventual errori, peraltro frequenti, non sone ammesst per-
ché porterebbero, mediante sostituzione con tessuto con-
nettivo, a un processo di riparazione che esita in cicatrice
per ripristinare la continuita tessutale ma a discapito di for-
ma e funzione,

Negli ultimi anni molto s1 ¢ imparato sui meccanismi alla
base dei processi rigenerativi spontanet e sul processi che
regolano la morfogenesi, tanto che oggi si puo affermare
che la rigenerazione altro non ¢ che una ricapitolazione de
processi morfogenetici. In effetti, gli elementi chiave sia del
processo rigenerativo che della mortogenesi™ ' sono: cellu-
le vitali e proliferanti; matrice di supporto (impalcatura o
scaffold); mediatori solubili che regolano e modulano la fun-
zione cellulare. Ed € proprio su quest tre fattori che i ri-
cercatori hanno focalizzato la loro attenzione, al fine di
poter ottenere la rigenerazione di organi o tessuti danneg-
giati da eventi patogeni. S1 puo, pertanto, considerare 1'in-
cegneria tessutale come quella scienza il cui obiettivo con-
siste nel tentativo di riprodurre ci6 che si e formato duran-
te 'embriogenesi.
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INGEGNERIA DEL TESSUTO OSSEO

In questi ultimi anni, grazie all'unlizzo di biomateriah che sti-
molano la formazione di tessuto 0sseo attraverso un proces-
so di osteoinduzione, si & potuto progredire notevolmente
nelle applicazioni cliniche e terapeutiche dell'ingegneria os-
sea, Il processo di induzione ossea'* " & stato definito per la
prima volta da Urist che scopti come la matrice ossea devi-
talizzata e demineralizzata, una volta impiantata nel tessuto
osseo sottocutaneo e muscolare del ratto, sia in grado di pro-
durre una necformazione cartilaginea e ossea entro due set-
timane. La rigenerazione ossea generata da tali impianti in-
clude tutta una serie di processi biologici fondamentah: atti-
vazione e migrazione di cellule niesenchimali indifferenziate
o chemiotassi, aderenza delle cellule alla matrice, prolifera-
zione cellulare, differenziazione e mineralizzazione della car-
tilagine, invasione vascolare, differenziazione di osteoblast ¢
produzione di matrice ossea, seguita da mineralizzazione os-
sea e differenziazione di midollo osseo nell’ossicolo neofor-
mato'***, Questo esperimento di Urist ¢ stato di fondamen-
tale importanza per dimostrare che 1l segnale osteoinduttivo
risiede nella componente solubile, ma necessita di essere ri-
cOmMposto con un ¢arrier appropriato che ne promuova latti-
vitd osteoinduttiva’®, Si ¢, pertanto, arrivati alla conclusione
che la formaziene di tessuto osseo richiede tre elementi fon-
damentali: un segnale osteoinduttivo, un adatto substrato ca-
pace di liberare il segnale € che agisca come supporto per la
formazione di nuovo tessuto osseo encondrale e una molti-
tudine di cellule dell’ospite capaci di differenziarsi in con-
droblasti ¢ osteoblasti®®.

L'osso & un tessuto dinamico che st rimodella contimuamen-
te per tutto 'arco della vita e le sue proprieta dipendono dal-
la componente extracellulare, la cut struttura ¢ costituita da
due fasi: una solida minerale ¢ una organica in stretta asso-
ciazione (tabella 1). Il modellamento, cosi come 1l rimodel-
lamento e il processo di riparazione, sono regolat da fattori
ormonali sistemici ¢ da fattori locali che esercitano il loro ef-
fetto su osteoclasti ¢ osteoblasti, inducendo la differenziazio-
ne ¢ la replicazione di cellule indifferenziate, il reclutamento
di cellule, la diversificazione delle funzioni cellulari.

I EATTORI DI CRESCITA

E oramai universalmente riconosciuto che i fattori di cre-
scita (Growth Faciors, GFs), e tra questi in particolare le pro-
teine morfogenetiche, svolgono un ruolo di primaria 1m-
portanza nel rimodellamento, nella rigenerazione ¢ nelle fa-
si di guarigione sia dei tessuti molli che di quelli duri™"".
[ GFs regolano la proliferazione ¢ I'espressione di fenotips
differenziati per molte popolazioni cellulari, comprendendo
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condrociti, osteoblasti e 1 precursori degli osteoclasti. Que-
ste molecole di segnale possono cambiare I'entita della cre-
scita dell’osso preesistente. In ogni caso, sia le proteine
morfogenetiche che i fattori di crescita agiscono come fat-
tori trascrizionali che regolano la proliferazione e la diffe-
renziazione delle cellule mesenchimali®

[ GFs vengono raggruppati in diverse fanmglie, ciascuna del-
le quali possiede caratteristiche e proprieta specifiche. Nella
tabella 2 vengono riassunte le funzioni principali det fattor:
di crescita che si ritiene siano coinvolti net processi di gua-
rigione ¢ di rigenerazione ossea. I GFs esercitano la loro
azione legandosi a recettori presenti sulla superficie cellula-
re'®, rappresentati principalmente da chinasi transmembra-
nose. | recettori per IGE, PDGFE FGE EGF e altr1 GFs ap-
partengono al gruppo delle tirosin-chinasi'*" ¢ agiscono
come segnali attraverso la formazione di complessi etero-
merici, che comunicano con 1l nucleo e regolano I'espres-
sione di proteine determinanti per la funzione cellulare”. I
recettori per la superfamiglia TGF-p, incluse le BMPs (Bo-
ne Morphogenetic Proteins), si legano invece a serin/treonin-
chinasi®*?*, Tutti 1 GFs sono regolati da un meccamismo di
feed-back, nel senso che la quantitd di mediatore influenza la
produzione dello stesso in maniera positiva 0 negativa, a se-
conda delle necessita biologiche.

Sulla base di queste osservazioni, si capisce che per ottenere
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Honro un rucls im pt}r.f;nte nel processo di rimodeliomenic osseo

una guarigione completa e rapida di un innesto, ¢ fonda-

mentale avere un buon meccanismo di guarigione. I mecca-

nismi attraverso 1 quali avviene la guarigione degli innest

O$SE1 SONO tre:

o osteogenesi: processo di formazione e sviluppo dell osso;

o osteoinduzione: processo che stimola I'osteogenest;

s osteoconduzione: processo biologico che fornisce una
matrice fisica o una impalcatura rigida di sostegno alle
nuove cellule ossee.

Le capacitd osteogenetiche del midollo osseo sono note a
tutti fin dal 1964, grazie alle osservazioni di Boujou, come
riportato da Burwell”, Il midollo osseo contiene cellule
osteoprogenitrici nell’ordine di 1 su 50.000 cellule nuclea-
te nei giovani e 1 su 2.000.000 negli anziani, Tutto questo
ci fa capire che 'ostegenesi va potenziata con mediatori chi-
mici. In effetti, grazie a certe tecniche di concentrazione
dei GFs, & stato possibile aumentare il numero delle cellule
osteoprogenitrici di 5 volte”.

Studi recenti hanno dimostrato che ¢ possibile isolare un di-

verso numero di GFs dalla matrice ossea mineralizzata; tra

questi troviamo: il sistema dei PDGFs; gli FGFs; gl IGFs; il

sistema del TGF-a e TGF-P. h

o Sistema dei PDGFs (Platelet Derived Growth Factors), E sta-

to isolato per la prima volta nel circolo sanguigno dalle pia-

strine e viene prodotto da tessuti normali e neoplastici a
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conferma della sua capaciti di azione come regolatore siste-
mico o locale di crescita tessutale, E un dimero mitogeno
per le cellule stanunali presenti nell'innesto osseo, in grado
di stimolare 1l riassorbimento osseo e la replicazione cellu-
lare: inoltre, € un fattore angiogenetico che stimola la cre-
scita delle cellule endoteliali, permettendo cosi di ottenere
una neovascolarizzazione dell’ innesto. Infine, diversi studi
hanno dimostrato che il PDGF si compotta anche come un
fattore chemiotattico verso 1 fibroblasti e 1 condroblasti. che
vengono cosi richiamati in sede osteogenica e, conseguen-
temente, indotti a produrre osso*", Il PDGF svolge, per-
tanto, un impottante azione nel rimodellamento e nella
guarigione ossea, pur non agendo direttamente sulla funzio-
ne differenziata dell’ osteoblasto.

o FGFs (Fibroblast Growth Factors). Sono polipeptidi acidi ¢ ba-
sici, leganti I'eparina, sintetizzati dal sisterna netvoso centrale
e da una varietd di tessuti normali e maligni, che rivestono
un tuolo di primaria importanza nel processo di riparazione

e rigenerazione tessutale®® . Sono stati identificatt diversi

FGFs, ma quelli maggiormente studiati sono: FGF acido
(aFGF) e FGF basico (bFGE) che esercitano un’attivita signi-
ficativa sui meccanismi di guarigione ossea. Gh FGFs aaidi e
basici contenuti nell'osso stimolano la replicazione cellulare
e la sintesi di collagene attraverso I'aumentato numero di cel-
lule, Non sembrano, invece, modificare il riassorbimento o la
degradazione della matrice. Sono, inoltre, in grado di favorire
I'angiogenesi, evento sicuramente fondamentale per indurre
la formazione di tessuto osseo™,

o IGFs (Insulin-Like Growth Factors). Fattori di crescita insuli-
no-simili, sono statl identificati come polipeptidi ormono-
dipendenti e si distinguono in IGF-I ¢ IL. Gli IGFs sono sin-
tetizzati da pill tessut, incluso I'osso, e possiedono proprieta
biologiche simili?!*>%, anche se 'GF-I ¢ circa sette volte piu
potente dell' TGF-II"**. Il processo di sintesi di tali GFs sem-
bra essere mediato da fattori quali il PTH, le prostaglandine
E2 e la B2 microglobulina™. Inoltre, le cellule dell’osso se-
cernono proteine leganti gli IGFs, che possono neutrahizzare
o rafforzare Uattivita biologica di tali fattori o essere coinvol-
te nel trasporto degli IGFs alle cellule bersaglio. Recente-
mente & stato dimostrato, con analisi biochimiche e 15to-
motfiche, che I'lGF-I accentua la sintesi del collagene e del-
Ja matrice ossea e che stimola la proliferazione e la differen-
ziazione di cellule della linea osteoblastica **%, In effett, sti-
mola gli osteoblasti presenti nell'endostio, che € noto avere
una grande capacitd osteogenica’*, E, quindi, probabile
che I'IGF-I giochi un ruolo fondamentale nel processo di
formazione ossea e nel mantemimento di tale massa.

Gl IGFs prodotti dalle cellule ossee non solo agiscono co-
me regolatori autocrini e paracrini, ma vengono anche in-
corporati nella matrice calcificata e rilasciati durante le fasi
di riassorbimento™,
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o Il sistema del TGF-at e TGE-p (Transforming Growth Factor
o ¢ B). Sono polipeptidi che giocano molteplici funzioni
nella regolazione del normale metabolismo cellulare™. Rap-
presentano, probabilmente, i GFs piu indagati nella biologia
dell’osso. La superfamiglia del TGF-f comprende 1 TGF-s,
le activine, le BMPs e costituisce un insieme di molecole di
segnalazione che vengono secrete per regolare molteplici
aspetti della funzione cellulare™*', E stato dimostrato che il
TGE-B esogeno puo stimolare la tiparazione dell osso gra-
7ie alla sua capacitd osteoinduttiva, del tutto paragonabile a
quella delle proteine morfogenetiche™. In effetti, e stato di-
mostrato che questo GE sintetizzato da molti tessuti incluso
I'osso, sembra in grado di indurre la replicazione dei precur-
sori cellulari della linea osteoblastica e avere un effetto sti-
molatorio diretto sulla sintesi del collagene osseo. Inoltre,
diminuisce il riassorbimento osseo, poiche 1 suoi valori au-
mentano significamente in presenza di ormoni, quali il PTH,
che favoriscono 1 processi degradativi, Il TGF-f potrebbe ad-
dirittura potenziare le attivitd osteoinduttive delle proteine
morfogenetiche* ",

Sulla base di queste osservazioni, ¢ facilmente intuibile che
il processo di guarigione e di rigenerazione ossea cCoMporta
una complessa interazione di molti fattori di regolazione lo-
cali e sistemici® 8 risultato di meccanisnu autocrinl ¢ para-
crini, che stimola le cellule mesenchimali indifferenziate a
migrare, proliferare e differenziare in sede di innesto. La fa-
se iniziale della rigenerazione ¢ caratterizzata dal rilascio, in
sede di innesto, di PDGE TGF'-B' e IGF-I e 11, mediante de-
sranulazione delle piastrine ', Il PDGE da un lato, sumola
la proliferazione delle cellule staminall midollari present
nell’innesto osseo cosi da aumentare il loro numero di di-
versi ordini di grandezza, dall’altro, grazie alla sua azione
angiogenetica, determina la formazione di nuovi capillan
nell'innesto, Nello stesso tempo, il TGF-P, che e mitogeno
per i fibroblasti e per i preosteoblasti, aumenta specifica-
mente il numeto di queste cellule. Successivamente, 11l TGF-
B promuove la differenziazione dei preosteoblasti verso tor-
me piti mature. La secrezione continua di TGF-p influenza,
da un lato, gli osteoblasti a rilasciare matrice ossea, dall’altro
i fibroblasti a depositare matrice di collagene necessaria a
supportare la crescita dei capillari”™, Gli IGF-1 e 11 agiscono
sugli osteoblasti dell’endostio, che possono cosi miziare a
tracciare le trabecole dell’osso spugnoso innestato, In con-
clusione, questa iniziale ventata i attivita cellulari non € al-
tro che il risultato diretto della complessa interazione di
questi tre fattori di erescita (PDGE TGF-f, IGE-1 ¢ 1), il
cui targer & quello di determinare un rapido aumento del nu-
meto delle cellule staminali capaci di accelerare 1 processi di
guarigione e di rigenerazione che in un organismo adulto
so1o presenti in numero limitato™.

Non bisogna poi dimenticare il ruolo svolto da altri GFs e
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citochine che, seppure in maniera minore, sono coinvolti nel
metabolismo osseo®!. In particolare, studi sperimentali han-
no dimostrato che sia le interleuchine (Ils) -1, -4, -6 ¢ -11
che 1 fattori stimolanti le colonie (CSFs, Colony Stimulating
Factors) di granulociti e granulociti/macrofagi (GM) e 1 fat-
tori di necrosi tumorale (TINFs, Tumor Necrosis Factors) rive-
stono tutti un ruolo importante nel rimodellamento osseo™.
[nfine, un altro GF che pare essere presente solo nel cemen-
to ¢ il CGF (Cementum-Derived Growth Factor)®,

Ai fini osteoinduttivi € ben nota 'azione di un’intera fami-
glia di proteine chiamate collettivamente proteine morfoge-
netiche dell’osso (Bene Morphogenetic Protein, BMPs) =",
Dati della letteratura®™®** hanno dimostrato che le BMPs
sono membri di una ben pit vasta famiglia, la superfamiglia
dei Transforming Growth Factors - (TGF-f3), che include Ie ac-
tivine, le mibine, almeno cinque sequenze di proteine TGF-
B,1 GFs ¢ le proteine morfogenetiche di origine cartilaginea
(Cartilage Derived Morphogenetic Proteins, CDMPs)>**" (tabel-
la 3). I membri della famiglia delle BMPs sono fattori morto-
geni e non mitogeni, con la potenzialitd di indurre le cellule
a differenziare e a formare osso endocondrale in localizzazio-
ni ectopiche ed eterotopiche’. Le BMPs svolgono una fun-
zione pleiomorfica che va dall'organogenesi extracellulare e
scheletrica alla generazione dell’osso e alla rigenerazione, in
particolar modo con effetti variabili e potenti sulla migrazio-
ne, proliferazione e differenziazione cellulare e sulla sintes:
della matrice extracellulare. Attualmente sono state clonate
molte sequenze aminoacidiche di BMPs ed espresse per via
ricombinante*>™*. Studi sperimentali hanno dimostrato che

circa 3 BMPs e le proteine osteogeniche 1 e 2 (Osteogenic
Proteins, OP-1 e OP-2, anche chiamate BMP-7 e BMP-8), 11~
costituite con 1l segnale insolubile e mattivo della matrice os-
sea collagenica, possiedono la capacita di generare de novo
tessuto cartilagineo e osseo per induzione quando impiantah
te in tessuti extrascheletrici in animali da laboratorio™>*
Nel caso specifico della chirurgia implantare, le prutmm—:
morfogenetiche sembrano in grado di stimolare la formazio-
ne di nuovo osso nel sito dell'impianto™. In conclusione, ¢
oggl possibile aftermare che le BMPs rappresentano un grup-
po di GFs inequivocabilmente osteoinduttivi, in considera-
zione del fatto che sono in grado di favorire 1 processi di gua-
rigione delle fratture, dei difetti parodontali*®=". Non bisogna,
infine, dimenticare che le BMPs non solo hanno un ruolo
critico nell'induzione dello sviluppo di cartilagine e osso, ma
agiscono anche come mediatori solubili nella morfogenesi di
molti tessuti e organi, quali rene, sistema nervoso centrale ¢
periferico, cuore, dentl, gonadi, pelle, fegato, polmone”.

Studi recenti hanno dimostrato che, affinche le BMPs possa-

no essere utilizzate in ambito clinico, é richiesto un substrato

carrier capace di liberare localmente BMPs ricombinanti
umane per evocare cosi la risposta osteogenica desiderata.
Pertanto, 1l problema critico che I'ingegneria tessutale si tro-
va a dover risolvere e costituito dallo sviluppo di biomateria-
li osteomduttivi capaci di ottimizzare il rilascio di BMPs e de1
GFs ¢, conseguentemente, della loro attivita biologica'®. In ef-
fetti, 'attenzione dei ricercatori € ora volta alla realizzazione
di un efhicace e specifico sistema di rilascio di tali mediatori,
cosi da determinarne la loro hberazione selettiva. Sono state
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ipotizzate due possibili strategie per veicolare 1 GFs nel sito
del difetto osseo'’: la prima prevede L'utilizzo di biomateriali
in grado di incorporare 1 GFs ¢ di rilasciarh successivamente
nel sito prestabilito; la seconda implica, invece, I'uso di bio-
materiall intrinsecamente osteoinduttivi, vale a dire capact di
indurre formazione ossea spontanea senza previa applicazio-
ne di GFs esogeni, che verrebbero somministrati localmen-
te" Quest ultima teoria trova un fondamento razionale
partendo dall’ osservazione che questi GFs hanno in sé la ca-
paciti di sequestrare spontaneamente tali mediatori, normal-
mente circolanti nel sangue, facendoli concentrare in quel
determinato sito dove e richiesta la loro azione. Sebbene le
ricerche effettuate recentemente sulla preparazione di un
biomateriale intrinsecamente osteoinduttivo caricato con
BMPs siano molto confortanti, al momento, l'obiettivo che si
vuole raggiungere avvalendosi de1 principi dell'ingegneria
tessutale e quello di generare osso mediante 'impianto di
soli biomateriali in grado di indurre specitiche risposte dai
tessuti vicini senza I'aggiunta di BMPs esogene, bensi utiliz-
zando quelle endogene. Dal momento che un bioprodotto
con queste caratteristiche non ¢ attualmente disponibile, gli
sforzi devono essere neceéssariamente concentrati sullo svi-
luppo di biomateriali, cosi da ottenere un’adeguata matrice di
supporto. Sulla base di queste osservazioni, ¢ facilmente in-
tuibile che le ricerche pin avanzate nel campo della rigene-
razione riguardano il terzo fattore della triade dell'ingegne-
ria tessutale: la matrice di supporto.

[ BIOMATERIAL]

Negli ultin anni la scienza dei biomateriali € stata cosi pro-
lifica che, al momento, ne esistono disponibili in commercio
molteplici tipi, Questo ha pero generato una grande confu-
sione. Per tentare di fare chiarezza, ¢ importante differen-
ziare un biomateriale osteoinduttivo da un biomateriale
osteaconduttivo, La bioattivitd discriminante di tali materia-
li & 'osteogenesi per induzione. Un materiale osteoindutti-
vo possiede un’attivita osteogenetica intrinseca, Un bioma-
teriale osteoconduttivo ha la capacita di guidare la crescita
dell’osso sulla sua mterfaccia e ottenere cosi 'osteointegra-
zione quando I'impianto viene fatto in siti scheletrici o or-
totopici. Il lavoro di Urist e Reddi ha, senza dubbio, segna-
to 1l punto di svolta sui biomateriali osteoinduttivi. Grazie a
studi compiuti su ammali da esperimento, € stato cosi possi-
bile comprendere che si puo parlare di osteoinduzione solo
quando istologicamente s mette in evidenza la presenza di
tessuto cartilagineo e di osso encondrale m siti di mipianto
extrascheletrici. Nel 1981, il lavoro di Sampath e Reddi ha
contribuito alla comprensione di un altro aspetto fonda-
mentale, vale a dire che la capaciaa osteoinduttiva della ma-
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trice ossea extracellulare, osservata anni prima da Urist, vie-
ne annullata quando st esegua 'estrazione dissociativa della
matrice demineralizzata, ma viene ripristinata quando la
componente proteica estratta, di per se inattiva, viene ri-
combinata con 1l residuo inattivo, prevalentemente compo-
sto da matrice collagenica insolubile”. Questo importantis-
simo ésperimento ha dimostrato che 1l segnale osteoindut-
tivo risiede nella componente solubile, proteica, ma neces-
sita di essere ricomposto con un cartier appropriato che ne
promuova l'attivied osteoinduttiva,

In questi ulumi anmi ¢ stato messo in evidenza che F'uso di
BMPs ricombinanti o native, estratte dalla matrice ossea
(componente solubile) in associazione a aarrter collagenici, ¢
un metodo sicuro ed efficace per la rigenerazione di difetti
ossel in ortopedia e in chirurgia cramotacciale, come dimo-
strato dagli esperimenti compiuti su animal da laboratorio,
inclusi i primati*>* E chiaro quindi che Paver compteso
che I'induzione ossea dipende dall’azione combinata di due
componenti complementari tra di loro (BMP ¢ substrato in-
solubile) ¢ di estrema importanza per le future applicazion
chiniche.

La scoperta che i substrati biocompatibili possono condi-
zionare ¢ controllare attivitd osteogenetica delle BMPs, ha
indotto 1 ricercatori a focalizzare la propria attenzione sullo
studio di nuovi materiali biomimetici, capaci di veicolare le
BMPs precedentemente aggiunte al substrato. Si ¢ cosi
giunti a stabilire che un biomateriale ideale per I'ingegneria
ossea ricostruttiva dovrebbe essere non immunogeno, bio-
compatibile e biotollerabile, modellabile per poter essere

adattato a1 vari difetti ossei anatomicamente different, suf-

ficientemente resistente per sopportare le eventuali solleci-
tazioni meccaniche'®, B, inoltre, importante sottolineare che
tale biomateriale dovrebbe promuovere 'attivita osteogeni-
ca delle BMPs, cosi che sia possibile, pur applicando una bas-
sa concentrazione di principi attivi e morfogenetici, favori-
re comungue una rapida invasione cellulare ma, soprattutto,
vascolare per ottimizzare 1l contatto cellulare con le protei-
ne stesse, precedentemente adsorbite dal substrato msolubi-
le. Una volta incotporato nel tessuto osseo neoformato, tale
biomateriale dovrebbe essere suscettibile di rimodellamen-
to e riassorbimento, quando 1l processo di rigenerazione ¢
completato'®, Ovviamente, questo carrier non deve essere
cancerogeno ¢ teratogeno. Infine, deve essere sterilizzabile
ed economico. Attualmente I'unico materiale che presenta
tutte queste caratteristiche ¢ 'osso autologo, biomateriale
per eccellenza, visto che ¢ 'unico a possedere contempora-
neamente attivitd osteogenica, osteoinduttiva € osteocon-
duttiva, che nellinsieme rappresentano 1 tre meccanismi che
intervengono nella rigenerazione ossea sia fisiologica (ri-
modellamento osseo durante tutta la vita) che riparativa
(attivita che segue a qualungue danno ossco).
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[ biomateriali attualmente disponibili permettono una gua-
rigione ossea, sfruttando in modo piti o meno efficace solo
e proprieta osteoconduttive /o osteoinduttive. 1) altra par-
te & chiaro che I'innesto di osso autologo, pur nella sua effi-
cacia clinica, non puo essere considerato il punto di arnivo
nella chirurgia ossea rigenerativa per diversi motivi: mnan-
zitutto per il fatto che necessita di un intervento agguntivo

per 1l prelievo dell’osso con conseguente morbilita (dolore,

emorragie, rischio di infezioni nella sede del prelievo); n se-
condo luogo la quantita di materiale disponibile che puo es-
sere prelevata ¢, generalmente, limitata. Pertanto, la situazio-
ne ideale sarebbe quella di poter disporre di un dispositivo
in grado di promuovere la rigenerazione direttamente e li-
mitamente all’area danneggiata. Sulla base di queste osserva-
zioni nasce il concetto nuovo e stimolante dell'ingegneria
tessutale ossea dell'induzione de nove di tessuto osseo che si
sviluppa dopo I'impianto di materiali biomimetici. In defi-
nitiva, un biomateriale ideale per I'ingegneria tessutale ossea
deve assolutamente possedere un’attivita osteoinduttiva.

CONCLUSIONI

Gli Autori, in questo articolo, hanno voluto sottolineare 1l
ruolo svolto dall'ingegnetia tessutale quale scienza della -
generazione di organi e tessuti, Poiche la conoscenza dei
principi biologici su cui si fonda questa emergente branca
medica & di fondamentale importanza per poterne sfruttare
appieno le potenzialita, s1 ¢ cercato, attraverso una revisione
della letteratura, di riproporne i dogmi fondamentali.

Corrispondenza; Maria Cristina Sacchi
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