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INTRODUZIONE

I difetti maxillo-facciali dovuti a traumi, malattia parodontale o
resezione in seguito a patologia neoplastica portano alla riduzione del
volume osseo e spesso richiedono la ricostruzione ossea prima della
riabilitazione funzionale. Sia la dimensione che la posizione del danno
possono influire sulla riparazione ossea e la presenza di comorbilita
metaboliche e/o vascolari aggrava ulteriormente la riabilitazione. Ad
esempio, € risaputo che i pazienti con diabete mellito hanno un rischio
aumentato di soffrire di parodontite e fallimenti implantari rispetto ai
soggetti non diabetici.! Tl diabete & anche associato ad un rischio
significativamente piu alto di fallimento degli innesti ossei intraorali a
blocco nelle procedure di rigenerazione ossea’ e sembra anche
influenzare il processo di osteogenesi nella fase iniziale della
rigenerazione ossea guidata®. D'altra parte, la terapia parodontale e un
attento controllo della placca sono stati associati a un miglior controllo
glicemico nel diabete mellito di tipo 2.* Pertanto, la compromissione
metabolica del diabete, compresi i livelli cronici elevati di glucosio
nel sangue ¢ di altri metaboliti, pud contribuire a ridurre la guarigione

ossea. Tuttavia, un numero limitato di studi ha valutato in maniera



diretta l'effetto del glucosio sulla rigenerazione ossea’. Olire ai
biomateriali chimicamente ottenuti, sono stati considerati diversi
approcci  biologici per favorire la ricostruzione ossea. Questi
includono l'uso di cellule staminali mesenchimali (MSC) e gli
emoconcetrati piastrinici. Le MSC sono ampiamente utilizzate per il
trattamento di tessuti danneggiati, in seguito a traumi o altre cause
patologiche.® Queste cellule vengono isolate da midollo osseo, tessuto
adiposo, tendini, membrane sinoviali, sistema nervoso, pelle, periostio
e muscoli.” Anche se il midollo osseo rappresenta la fonte
maggiormente utilizzata di MSC in campo clinico, il tessuto adiposo
puo rappresentare un'alternativa valida. Infatti questo ¢ facilmente
accessibile in grandi quantitd con una procedura di prelievo
minimamente invasiva € che consente di ottenere un numero elevato
di cellule.® All'interno del tessuto adiposo, le MSC si trovano in
nicchie specifiche degli strati pi profondi. Possono essere isolate
come parte della frazione acquosa, generalmente nota come frazione
vascolare stromale (SVF), derivata dalla digestione enzimatica di
biopsie o liposuzioni del tessuto adiposo. LLa SVF contiene una
combinazione di MSC, cellule precursori endoteliali, cellule
endoteliali, macrofagi, cellule muscolari lisce, linfociti, periciti e pre-

adipociti. I depositi di tessuto adiposo sono disseminati in diverse



regioni anatomiche, sia sottocutanee che viscerali. I siti da cui sono
abitualmente raccolti 1 campioni di tessuto adiposo per scopi di
medicina rigenerativa sono l'addome, il seno, il ginocchio e la coscia.
Tuttavia, per la scelta appropriata, si dovrebbe considerare la
disponibilita del tessuto e la facilita di accesso. Ad esempio, per le
applicazioni maxillo-facciali, sta emergendo la possibilita di utilizzare
bolla di Bichat (BFP — Bichat’s fat pad) come fonte di MSC. La BFP ¢
un cuscinetto adiposo situato su entrambi i lati del viso tra i
buccinatori e diversi muscoli superficiali, tra cui il massetere, il
maggiore zigomatico e i muscoli zigomatici minori.” A causa della sua
semplice accessibilita chirurgica, la BFP pud essere un'alternativa
affidabile come sito donatore per i pazienti che richiedono la
ricostruzione ossea.!’ I derivati piastrinici sono ampiamente utilizzati
in tutti i campi medici che richiedono la rigenerazione tissutale grazie
agli effetti positivi nell'accelerazione e nella promozione della
guarigione delle ferite, della riduzione del sanguinamento e della
rigenerazione dei tessuti molli ¢ duri.!* Durante la normale riparazione
tissutale, le piastrine rilasciano alte concentrazioni di proteine
biologicamente attive, come fattori di crescita (GF) e altre sostanze.
Queste includono il fattore di crescita derivato dalle piastrine (PDGF),

il fattore di crescita trasformante p (TGF-B) e il fattore di crescita



endoteliale vascolare (VEGF) che sono principalmente coinvolti nella
proliferazione cellulare, nella chemiotassi e nella produzione e
nell’angiogenesi della matrice extracellulare e giocano ruoli critici
nelle fasi di emostasi, proliferazione e rimodellamento della
guarigione delle ferite. L.a degranulazione piastrinica porta anche al
rilascio di citochine e chemochine, come RANTES (CCL5),
interleuchina (JL) -1, IL-8 e proteina infiammatoria dei macrofagi
(MIP) -la, che contribuiscono al processo di guarigione. Precedenti
studi hanno riportato un effetto stimolante del plasma ricco di
piastrine (PRP) nell'aumentare la crescita e la motilita delle MSC
derivate da tessuto adiposo.'? Tuttavia, l'effetto del PRP sulle MSC
isolate dalla BFP non ¢ stato determinato. Pertanto, lo scopo di questo
studio ¢ stato di isolare le MSC dalla BFP e di valutare l'impatto del
glucosio e del PRP sulla loro proliferazione e differenziazione

osteogenica.



CAPITOLO 1 - GLI EMOCONTRATT PTASTRINICI E IL PRP

1.1 CHE COSA SONO GLI EMOCONCENTRATI PIASTRINICI
PER USO CHIRURGICO?
I concentrati piastrinici per uso chirurgico sono prodotti autologhi
preparati attraverso la centrifugazione di un campione di sangue del
paziente.® Il concetto di queste tecnologie & raccogliere e riunire le
componenti piu attive del campione di sangue - piastrine (ricche di
fattori di crescita), fibrina e talvolta leucociti - e prepararli in una
forma clinicamente utilizzabile.'*!> Queste preparazioni possono
essere soluzioni o gel e possono essere iniettate o collocate in un sito
chirurgico, su una ferita o in una zona lesa, per rigenerare i tessuti
danneggiati. Nella maggior parte di queste tecniche, il sangue viene
raccolto in provette contenenti anticoagulante e quindi elaborato dopo
centrifugazione 2-step.'® Il primo step di centrifugazione viene
utilizzato per separare il sangue in 3 strati che seguono un gradiente in
base al loro peso: sul fondo della provetta troviamo globuli rossi,
plasma acellulare (chiamato plasma povero di piastrine, PPP) nella
parte superiore della provetta ed uno strato biancastro, tra gli altri due

strati, (a volte chiamato buffy coat, come nella medicina
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trasfusionale) ricco di piastrine e cellule. I globuli rossi vengono
quindi scartati e la seconda fase di centrifugazione viene utilizzata per
raccogliere solo il buffy coat e parte del plasma acellulare. La
sospensione liquida finale di piastrine viene chiamata Platelet-Rich
Plasma (PRP) in medicina trasfusionale, ed il termine € stato utilizzato
per raggruppare le molte famiglie di concentrati piastrinici per uso
chirurgico.'® Questa sospensione di piastrine puod essere iniettata in un
sito danneggiato (per esempio in tendini o articolazioni in medicina

17,18

dello sport 0 attivata con trombina bovina (o cloruro di calcio, o

).1%2%  Ll'attivazione della

con attivatore equivalente piastrinico
sospensione provoca il rilascio di fattori di crescita piastrinici ¢ la
polimerizzazione del fibrinogeno in fibrina, per formare un gel
piastrinico, simile ad una colla di fibrina, che puo essere utilizzato su
un sito chirurgico od una ferita.! Questa & la descrizione generale
della produzione di concentrati piastrinici, ma esistono diverse
varianti nella produzione. In particolare per la sottofamiglia chiamata
Leukocyte- and Platet-Rich Fibrin (L-PRF), il sangue viene prelevato
in provette senza anticoagulante, trattato con una centrifugazione a
singolo step e non occorre un attivatore piastrinico.”? La ﬁlosoﬁa di

questi trattamenti &, infatti, concentrare e utilizzare gli effetti positivi

degli attori del processo di coagulazione. Piastrine, fibrina e leucociti
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agiscono naturalmente in sinergia per promuovere la guarigione delle
ferite e la rigenerazione dei tessuti e il concetto di concentrati
piastrinici per uso chirurgico ¢ di moltiplicare questo effetto di
coagulazione/rigenerazione su di un sito chirurgico od una ferita.
Nella storia di queste tecniche, i ricercatori si sono concentrati,
alternativamente, sulla matrice di fibrina, le piastrine, i fattori di
crescita € piu recentemente sui leucociti ¢ le cellule staminali
circolanti’, e la terminologia di questi materiali si & evoluta seguendo

queste tendenze.?

1.2 LE ORIGINI

La storia di queste tecnologie inizia con le colle di fibrina sviluppate
pit di 40 anni fa.** La necessita di adiuvanti chirurgici, allo scopo di
migliorare la guarigione ed il controllo del sanguinamento diffuso,
promosse lo sviluppo di tali metodiche. Come prima matrice di
coagulazione, la fibrina &, infatti, un elemento chiave del processo di
guarigione, e queste colle sono tutt’oggi utilizzate.”® In un secondo
tempo, alcuni ricercatori hanno cercato di migliorare i loro adesivi di
fibrina, preparandoli attraverso la combinazione con gli altri attori

chiave della coagulazione. Questi preparati autologhi sono stati
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definiti «miscele piastrine - fibrinogeno - trombina» e sono stati

2627 chirurgia generale?® e

utilizzati con successo in oftalmologia
neurochirurgia®. Altri Autori 1i hanno definiti «gelatina di
piastrine».’® In queste applicazioni, queste nuove preparazioni sono
state utilizzate come adesivi tissutali di fibrina ed ¢& stato sostenuto che
il ruolo delle piastrine servisse solo a rafforzare l'architettura della
matrice fibrinica. La presenza di fattori di crescita delle piastrine e le
potenziali proprieta curative dirette non sono state sostenute o
addirittura considerate. Ci sono voluti molti anni prima che il concetto
si evolvesse e che queste preparazioni fossero considerate avere
proprieta curative dirette. Nel 1986, Knighton et al.*! hanno sviluppato
un’applicazione clinica efficace per il trattamento delle ulcere cutanee
croniche non-guarenti, usando una preparazione che utilizzava una
procedura di centrifugazione 2-step e denominata "fattori di
guarigione della ferita derivati dalle piastrine"(PDWHF). In altri
articoli del 1988 e del 1990°%%3 la stessa tecnica & stata nominata
"formula di guarigione della ferita derivata dalle piastrine (PDWHEF)".
In quel momento, il termine "Plasma ricco di piastrine" €& stato

utilizzato solo come un termine tecnico e non era il nome del prodotto

finale utilizzato. Pochi anni dopo, Whitman et al.** hanno pubblicato i
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loro risultati clinici in chirurgia orale e maxillo-facciale, utilizzando

un concentrato piastrinico definito "gel piastrinico".

1.3 IL PRP EIFATTORI DI CRESCITA

11 PRP ¢ ottenuto mediante prelievo di sangue venoso del paziente e
raccolto in provette di vetro contenenti un anticoagulante, citrato
trisodico al 10%. Le provette vengono posizionate in una centrifuga a
1200 rpm per 15 minuti. [n questo modo si ottiene la separazione di 3
frazioni: platelet-poor plasma, plasma povero di piastrine, (PPP)
superiormente, PRP nel mezzo, e globuli rossi nella porzione
inferiore. Due ml dello strato superiore, corrispondente al plasma
povero di piastrine, viene aspirato, da ogni provetta, con una pipetta di
Pasteur, e scartato. Il PRP viene prelevato da ogni provetta, insieme ad
1-2 mm della frazione di globuli rossi per garantire che siano raccolte
le piastrine piu grandi e nuove. Si effettua, quindi, una seconda
centrifugazione ed il PRP puo poi essere attivato, mediante 1’utilizzo
di trombina bovina, con conseguente polimerizzazione del fibrinogeno
in fibrina e rilascio di fattori di crescita piastrinici, ottenendo un gel
piastrinico. L'uso del termine "Platelet-Rich Plasma" (PRP) ¢ iniziato

con l'articolo di Marx et al. nel 1998", in uno studio sugli effetti di
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una preparazione ricca di piastrine durante la ricostruzione delle ossa
maxillo-facciali. L'uso del termine PRP da parte di questi Autori era,
in quel momento, del tutto corretto. La preparazione, infatti, era stata
prodotta utilizzando un separatore cellulare in un laboratorio di
ematologia (quindi era simile ad un PRP utilizzato per la trasfusione).
La sospensione di piastrine ¢ stata poi attivata in un gel mediante
trombina bovina. Il termine "plasma ricco di piastrine” (PRP) ¢ stato
inizialmente sviluppato nel 1954 da Kingsley per indicare un
concentrato piastrinico, usato per il trattamento di pazienti affetti da
grave trombocitopenia.®> 15 Dopo questo articolo, il termine di PRP -
associato al concetto di fattori di crescita -si ¢ diffuso e ben presto ¢
stato utilizzato per nominare tutti i tipi di preparati e tecniche.**¥” Un
enorme numero di nuove tecniche sperimentali o commerciali sono
state proposte durante gli ultimi 15 anni.’** E in questo momento che
¢ 1iniziata una confusione significativa in letteratura, come nella
maggior parte degli articoli sui concentrati piastrinici. Molti protocolli
diversi (disponibili in commercio o "home-made") sono stati testati
con il nome "PRP", ma in molti casi senza un’adeguata
caratterizzazione del contenuto e dell'architettura dei concentrati
testati.* Inoltre, cosi come il concetto di "rigenerazione attraverso i

fattori di crescita" ha sedotto molti Autori®*, il ruolo chiave della
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fibrina ¢ stato quasi completamente trascurato per molti anni, come se
30 anni di Ricerca in adiuvanti chirurgici basati sulla fibrina non
fossero quasi esistiti. Come risultato, anche se tali PRP sono stati
ampiamente studiati in vitro e in vivo in molte applicazioni, la
letteratura € molto contraddittoria e controversa, e 1 dati sono difficili

da ordinare e interpretare.
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CAPITOLO 2 — IL DIABETE MELLITO

2.1 LE DIVERSE FORME DI DIABETE

Il diabete mellito non ¢ una singola entita, ma piuttosto un gruppo di
disordini metabolici accomunati dal dato clinico dell’iperglicemia.
L’iperglicemia nel diabete ¢ causata dal difetto di secrezione o di
attivita  dell’insulina, o pid frequentemente, di entrambi.
L’iperglicemia cronica e la conseguente disregolazione metabolica
possono essere associate ad alterazioni secondarie di svariati organi,
soprattutto reni, occhi, nervi e vasi.”® Gli individui affetti dalla
malattia nel mondo sono ormai vicini ai 400 milioni e la stima & che
raggiungano i 600 milioni entro il 2035.%1 valori di glucosio ematico
sono normalmente mantenuti in un range molto contenuto, di solito tra
170 e 1 120mg/dl. La diagnosi di diabete viene fatta quando si osserva
uno dei seguenti criteri:

1. Una glicemia casuale superiore a 200 mg/dl

2. Una glicemia a digiuno superiore a 126mg/dl

3. Un anomalo test di tolleranza orale al glucosio (Oral Glucose

Tolerance Test, OGTT), nel quale il glucosio ¢ superiore a 200

mg/dl 2 ore dopo un carico standard di carboidrati.
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Individui con una glicemia a digiuno inferiore a 110 mg/dl, inferiore
a 140 mg/dl dopo OGTT, sono considerati euglicemici. Gli individui
con valori di glicemia a digiuno maggiori di 110 mg/dl ma inferiori di
126 mg/dl, o valori OGTT superiori a 140 mg/dl ma inferiori a 200
mg/dl, hanno una ridotta tolleranza al glucosio (“prediabete™). I
soggetti prediabetici hanno un rischio significativo di progressione nel
tempo verso il diabete conclamato e un 5-10% per anno sfocia in un
diabete mellito.** Sebbene tutte le forme di diabete mellito abbiamo in
comune ’iperglicemia, i processi patogenetici implicati nello sviluppo
dell’iperglicemia variano ampiamente ed ¢ su questi che verte la
classificazione delle forme di diabete.

[.a maggioranza dei casi di diabete rientra in una delle due seguenti
grandi classi:

1. Diabete mellito di tipo 1: ¢ una patologia autoimmune
caratterizzata da un deficit assoluto di insulina causato dalla
distruzione delle cellule f del pancreas. Rappresenta circa il 5-
10 % dei casi e rappresenta il sottotipo pill rappresentato nei
soggetti al di sotto dei 20 anni.

2. Diabete mellito di tipo 2: € causato tra 1’associazione tra una
resistenza periferica all’azione dell’insulina e un’inadeguata

risposta secretoria da parte delle cellule B del pancreas. Circa il
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90-95% dei pazienti diabetici soffre di diabete di tipo 2.
Nonostante sia ritenuta una malattia dell’adulto, la prevalenza
di diabete di tipo 2 nei bambini e negli adolescenti sta

crescendo in maniera allarmante.*”

Le altre forme di diabete riconoscono cause secondarie e/o
monogenetiche: anomalie genetiche della funzione cellulare f,
anomalie genetiche dell’azione dell’insulina, deficit del pancreas
endocrino, endocrinopatie, infezioni, farmaci e altre sostanze e

sindromi genetiche associate a diabete.*®

2.2 IL DIABETE MELLITO DI TIPO 2

Il diabete di tipo 2 ¢ una complessa malattia multifattoriale. T fattori
ambientali, come la vita sedentaria e le abitudini alimentari, svolgono
un ruolo molto importante. Anche 1 fattori genetici svolgono un ruolo
molto 1mportante nella patogenesi, come sottolineato dalla
concordanza della malattia compresa tra il 35% e il 60% in gemelli
monozigoti rispetto quasi alla meta nei gemelli dizigoti. Il rischio
d’insorgenza ¢ di oltre il doppio se entrambi i genitori ne soffrono.

L’ulteriore evidenza di una base genetica ¢ emersa recentemente da
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alcuni studi di associazione estesi a tutto il genoma che hanno
identificato oltre una dozzina di loci di suscettibilita.>'-*>
I due difetti metabolici che caratterizzano il diabete di tipo due sono:
1. Una minore capacitd dei tessuti periferici di rispondere
all’insulina (insulino-resistenza)
2. La disfunzione delle cellule  che si manifesta con una
inadeguata secrezione di insulina in risposta all’insulino-

resistenza e I’iperglicemia.

Si definisce insulino-resistenza 1’incapacita dei tessuti bersaglio di
rispondere normalmente all’insulina. L’insulino-resistenza comporta
un minore assorbimento del glucosio nel muscolo, una ridotta glicolisi
e ossidazione degli acidi grassi nel fegato e I’incapacita dell’ormone a
sopprimere la gluconeogenesi epatica. Sono stati riferiti numerosi
difetti funzionali nella via di regolazione dell’insulina negli stati di
insulino-resistenza che attenuano la trasduzione del segnale.®
L’associazione epidemiologica tra obesita e diabete di tipo 2 ¢ stata
descritta per decenni. L’obesita ha profondi effetti sulla sensibilita dei
tessuti all’insulina e, di conseguenza, sull’omeostasi del glucosio
sistematico. L’insulino-resistenza ¢ presente anche nell’obesita
semplice senza iperglicemia, a dimostrazione del ruolo fondamentale

dell’alterazione della regolazione dell’insulina nella condizione di
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eccesso di adipe. L’insulino-resistenza associata all’obesita ¢ indotta
da adipochine, acidi grassi liberi e inflammazione cronica del tessuto
adiposo. Le cellule P pancreatiche compensano I’insulino-resistenza
con un’ipersecrezione di insulina. Tuttavia, ad un certo punto la
compensazione delle cellule p € seguita da una carenza delle stesse, e
insorge il diabete.’ Lo stato di iperinsulinemia ¢ una compensazione
alla resistenza periferica ¢ spesso mantiene il livello di glicemia
normale per anni. L’osservazione secondo la quale non tutti gli
individui obesi sviluppano diabete conclamato suggerisce che deve
esistere anche una predisposizione intrinseca all’insufficienza delle
cellule B. Studi recenti hanno mostrato che le varianti alleliche
associate al rischio piu elevato di diabete di tipo 2 nel gene
diabetogeno TCF7L.2 sono associate a una riduzione della secrezione
di insulina dalle isole, a indicare una propensione preesistente verso
I’insufficienza delle cellule p.>> La morbilita associata con il diabete
di lunga durata di qualunque tipo deriva da numerosi complicanze
gravi che interessano principalmente le arterie muscolari di medio e
grande calibro (macrongiopatia), cosi come 1 capillari degli organi
bersaglio (microangiopatia). La macroangiopatia provoca nei diabetici
una aterosclerosi accelerata, determinando maggior rischio di infarto

del miocardio, ictus e di gangrena degli arti inferiori. Gli effetti della
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microangiopatia sono piu gravi nella retina, nei reni € nei nervi
periferici causando rispettivamente retinopatia, nefropatia ¢ neuropatia
diabetiche. La patogenesi delle complicanze a lungo termine del
diabete ¢ multifattoriale, sebbene I’iperglicemia persistente
(glucotossicita) sembri essere un mediatore chiave. E’ importante
sottolineare che I’iperglicemia non € ’unico fattore responsabile delle
complicanze a lungo termine del diabete e che altre anomalie
sottostanti e comorbilitd, quali I'obesita, rivestono un ruolo

importante.*8
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CAPITOLO 3 - BOLLA DI BICHAT: ANATOMIA, FUNZIONE,
EMBRIOLOGIA E CELLULE STAMINALI MESENCHIMALI

3.1 ANATOMIA DELLA BOLLA DI BICHAT

La bolla di Bichat ¢ una struttura anatomica costituita da una massa

capsulata di tessuto adiposo, localizzata all’interno di entrambi gli

spazi masticatori. Essa consiste in una struttura arrotondata e

biconvessa, di circa 10 g di peso, 6 mm di spessore massimo e 10 ml

di volume, senza differenze significative tra il lato destro ed il lato

sinistro.”® Dallo studio di Zhang e collaboratori®’ possiamo ricavare

numerose informazioni circa la sua anatomia. Essa viene distinta in 3

lobi, ciascuno incapsulato da una membrana indipendente, fissato da

legamenti e irrorato da differenti fonti arteriose:

1. Lobo anteriore: di forma triangolare, ¢ composto da piu setti
connettivali che separano il tessuto grasso in piccole masse.
Prende rapporto con il dotto parotideo circondandolo, con la vena
facciale anteriore, che passa attraverso il margine antero-inferiore,
con 1 vasi e nervi infraorbitari, con il muscolo canino e riempie gli
spazi attorno il muscolo quadrato del labbro superiore. La parte

superiore ¢ irrorata dall’ arteria alveolare postero-superiore e la
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parte inferiore dall’arteria buccinatoria. Il lobo anteriore &
localizzato sotto lo zigomo e si estende alla parte anteriore del
buccinatore, al mascellare ed allo spazio del muscolo quadrato del
labbro superiore e dello zigomatico maggiore. Il lobo anteriore si
unisce con 'intermedio ed il posteriore per mezzo di tessuto
connettivo lasso e con la membrana del muscolo buccinatore per
mezzo di tessuto connettivo denso attorno [’apertura del dotto

parotideo.

2. Lobo intermedio: si trova nello spazio attorno al lobo posteriore,
alla parte laterale del mascellare ed al lobo anteriore. Esso &
composto da una struttura similmembranosa con un sottile strato
di tessuto grasso nell’adulto ed una grossa massa di tessuto grasso

nel bambino.

3. Lobo posteriore: si trova nello spazio masticatorio ¢ negli spazi
limitrofi. Esso decorre in alto verso la fessura infraorbitale e lo
spazio circostante il muscolo temporale, in basso verso il bordo
superiore del corpo mandibolare ed indietro verso il bordo

anteriore del tendine del temporale e del ramo mandibolare.

La bolla di Bichat puo essere altresi suddivisa in una porzione

principale, rivestita da una capsula connettivale ed in 4 estensioni o
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processi. La porzione principale chiamata “corpo™ ¢ situata in

prossimita del bordo anteriore del muscolo massetere. Si estende

profondamente fino ad arrivare alla mascella posteriore e prosegue

lungo 1l vestibolo buccale. 11 dotto parotideo ed i rami zigomatico e

buccale del nervo facciale, incrociano ed aggirano la superficie

anteriore ¢ laterale della bolla. Le quattro estensioni precedentemente

citate, possono essere cosi elencate:

1,

Buccale: € la parte pit bassa del lobo posteriore al di sotto del
dotto parotideo di Stenone. Essa rappresenta la porzione piu
superficiale della bolla ed ¢ responsabile del contorno della
guancia. Nel bambino questo processo spesso si estende

all'indietro e giace sulla superficie del massetere.

Pterigoidea: ¢ un’estensione posteriore che generalmente si trova
nello spazio pterigomandibolare ed avvolge i vasi e nervi vicini,
come il fascio vascolo-nervoso mandibolare ed il nervo linguale.
Essa rappresenta l’estensione piu piccola. Si estende in una
direzione verso il basso e all’indietro verso la porzione laterale
delle lamine pterigoidee e spesso nel bambino si estende
all’indietro lungo gli spazi profondi verso la fossa della ghiandola

sottomandibolare.
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3. Pterigopalatina: ¢ costituita da tessuto grasso che si estende verso
la fossa pterigopalatina, dove provvede ad incapsulare i vasi
pterigopalatini. Questa estensione, inoltre, decorre in alto
attraverso la fessura infraorbitale insieme ai vasi infraorbitali,
agendo come una guaina vascolare che si fonde al tessuto

proveniente dal lobo anteriore.

4. Temporale: si divide in una porzione superficiale ed una profonda.
La parte superficiale dell’estensione temporale si trova tra la fascia
temporale profonda, muscolo temporale e tendine. I'estremita
anteriore gira verso l'interno lungo il bordo anteriore del muscolo
temporale e continua con la parte profonda. La parte profonda si
trova presso la parete laterale dell’orbita, il processo frontale dello

zigomatico e si proietta all’indietro nello spazio infratemporale.

Il corpo della bolla insieme all’estensione buccale costituisce il 50%
dell’intera struttura, rappresentando quindi la porzione piu rilevante
clinicamente. La bolla di Bichat ¢ fissata per mezzo di 5 legamenti all’
osso mascellare, alla parte posteriore dell’ osso zigomatico, al bordo
interno ed esterno della fessura infraorbitale, al tendine del muscolo
temporale ed alla membrana del buccinatore:

1. Legamento mascellare: € un ispessimento della faccia interna della
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capsula del lobo anteriore ed aderisce al di sopra dell’estremita

inferiore dell’adesione dello zigomatico ¢ della mascella.

Legamento zigomatico posteriore: connette il lobo intermedio con
’osso zigomatico. Si forma dalla capsula laterale del lobo
intermedio, dal lobo posteriore e dalla porzione superficiale del

processo temporale.

Legamenti  infraorbitali mediale e laterale: connettono
rispettivamente la porzione mediale e laterale del lobo intermedio
alla fessura infraorbitale. Consistono in un ispessimento del

tessuto mediale della capsula del lobo posteriore.

Legamento del tendine temporale: si forma dal tessuto posteriore
della capsula del lobo posteriore, connettendo il lobo posteriore
con il tendine del muscolo temporale fornendogli protezione a

livello del processo coronoideo.

Legamento buccinatore: € un ispessimento costituito da
un’amalgamazione dei tessuti inferiori della capsula dei lobi
anteriori e posteriori che ha la funzione di connettere il lobo

anteriore con la membrana del muscolo buccinatore.
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La bolla di Bichat ¢ una struttura riccamente vascolarizzata. Stuzin® ne
descrive I’irrorazione sanguigna distinguendo i vasi che ne sono
responsabili :

» L’arteria buccinatoria ¢ I’arteria temporale profonda, rami della

mascellare interna;

» L’arteria trasversa dclla faccia, ramo collaterale dell’arteria

temporale superficiale;

» Piccoli rami provenienti dall’arteria facciale.

3.2 FUNZIONE DELLA BOLLA DI BICHAT

Formata principalmente da cellule adipose e connettivali, la bolla di
Bichat svolge compiti molto importanti nell’individuo adulto, come il
riempimento degli spazi masticatori che consente una corretta
masticazione ed una corretta suzione.>® Oltre alle funzioni annoverate
precedentemente, 1 lobi della bolla di Bichat riempiono altri spazi
facciali profondi oltre gli spazi masticatori, come ad esempio lo spazio
infratemporale, la fossa pterigo-palatina, lo spazio anteriormente alla
parotide, la fossa della ghiandola sottomandibolare e soprattutto gli

spazi tra i muscoli mimici.*® Quando i muscoli masticatori od i

28



muscoli mimici si contraggono, questi lobi funzionano da cuscinetto
di scivolamento. Un’ ulteriore funzione della bolla di Bichat ¢ la
protezione dei fasci neurovascolari profondi dai danni causati
dall’estrusione della contrazione muscolare o dall’impulso di forze
esterne. Parte del lobo anteriore e le estensioni del lobo posteriore
avvolgono le succitate strutture funzionando come un

ammortizzatore.®

3.3 EMBRIOLOGIA DEL TESSUTO ADIPOSO DELLA BOLLA
DI BICHAT

La maggior parte della conoscenza che riguarda la morfogenesi
prenatale del tessuto adiposo umano deriva dagli studi condotti negli
anni 80° da Poissonnet e collaboratori® che studiarono la crescita e lo
sviluppo del tessuto adiposo durante la gestazione, usando proprio la
bolla di Bichat come modello del sistema. Gli Autori notarono che il
tessuto adiposo si differenzia durante il secondo trimestre, tra la 14° e
la 16° settimana di vita intrauterina. Inoltre, dopo la 23° settimana di
gestazione, mentre il numero di lobuli adiposi rimane pressoché
costante, la dimensione di questi aumenta sino alla 29° settimana,

suggerendo che il periodo dalla 14° alla 23° settimana € un periodo
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sensibile nello sviluppo del tessuto adiposo. Dopo 14 settimane, la
guancia ¢ la prima struttura della faccia, dove il tessuto adiposo si
sviluppa dalle zone profonde a quelle superficiali. 11 grasso si sviluppa
attorno la vescicola ottica dopo la 18° settimana tra la sclera e la
parete dell’orbita. Inoltre, la bolla di Bichat gioca un ruolo chiave
nella prominenza della guancia nel neonato e nell’infante. Essa & ben
sviluppata net feti prematuri ed ¢ uno dei siti dove si ha la deposizione
di tessuto adiposo precocemente. Facendo un’analisi dei lipidi
contenutevi attraverso delle tecniche di cromatografia, Bagdade e
Hirsch® misurarono e catalogarono la composizione degli acidi grassi.
Gli Autori notarono che durante il terzo mese di gravidanza ci sono
cambiamenti marcati degli acidi grassi della bolla di Bichat rispetto a
quelli materni. Queste differenze consistono principalmente in
un’attivitd di lipogenesi risultante da una dieta ad alto contenuto di

carboidrati.

3.4 CELLULE STAMINALI MESENCHIMALI DI DERIVAZIONE

ADIPOCITARIA
Le cellule staminali mesenchimali rappresentano un’importante

risorsa per la medicina rigenerativa. Esse possono essere isolate da
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vari tessuti come midollo osseo, legamento parodontale, tendini, osso
trabecolare, membrane sinoviali, muscoli e tessuto adiposo. Anche se
il midollo osseo rappresenta la fonte piu utilizzata di cellule staminali
mesenchimali, il tessuto adiposo ¢ una valida alternativa ad esso,
considerata la facile accessibilita nel prelievo di notevoli quantita di
tessuto e l’alto numero di cellule staminali mesenchimali di
derivazione adipocitaria, potendo inoltre adoperare procedure di
prelievo che sono meno invasive e che procurano una minore
morbilitd al paziente.’’ Le prime cellule staminali di derivazione
adipocitaria sono state isolate dal tessuto adiposo sottocutanco, il
quale ¢ di solito asportato nelle procedure di chirurgia estetica, ad
opera di Zuk e collaboratori® i quali notarono 1’espressione di alcuni
marcatori cellulart come CDI13, CD29, CD 44, CD71, CD90,
CD105/SH2, SH3 e STRO1. Infatti, le cellule staminali di derivazione
adipocitaria hanno I’abilita di differenziare in una moltitudine di tipi
cellulari mesenchimali come osteoblasti, condrociti, adipociti, miociti,
cardiomiociti e cellule endoteliali. Inoltre evidenze crescenti
suggeriscono che esse sono in grado di dare origine ad altri tipi
cellulari, come quelle di origine ectodermica ed endodermica.®* Per
la sua localizzazione e per la possibilita di un facile accesso chirurgico

necessitando soltanto di un’ anestesia locale, la bolla di Bichat si
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configura come un’ oftimale fonte di cellule staminali di derivazione
adipocitaria in alternativa al tessuto adiposo sottocutaneo.® Gli studi
in vitro di Niada® e Broccaioli® hanno riportato come le cellule
staminali di derivazione adipocitaria abbiano caratteristiche di
staminalita e capacitd differenziativa in senso osteoblastico ed
adipocitario simile, se noﬁ migliore, rispetto a quelle prelevate dal
tessuto adiposo sottocutaneo, avendo valutato la comparsa di specifici
markers tissutali come I’attivita di fostatasi alcalina, la deposizione di
collagene e di matrice calcificata, I’ espressione di osteonectina ed la

formazione di vescicole lipidiche.
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CAPITOLO 4 - MATERIALI E METODI

4.1 PRELIEVO DEL CAMPIONE DI BOLLA DI BICHAT E
PREPARAZIONE DEL PLATELET-RICH-PLASMA (PRP)

Campioni di bolla adiposa di Bichat (BFP) sono stati prelevati da 9
pazienti (M/F: 4/5, eta media 37,5 + 3,5 anni) sottoposti a interventi di
ricostruzione ossea mascellare utilizzando BFP come membrana
vascolarizzata biologica. 1 pazienti non presentavano malattie
metaboliche e immunologiche e non hanno ricevuto diagnosi di alcun
tipo di cancro. I campioni di grasso sono stati ottenuti alla fine della
ricostruzione dell'osso mascellare dagli stessi chirurghi usando
pinzette e forbici sterili. I campioni sono stati immediatamente inviati
al laboratorio per l'isolamento cellulare. Per 1 prelievi di plasma, 4
donatori di sangue sani (M/F: 4/0 eta media 31,5 £ 6,24 anni) sono
stati coinvolti nello studio. Tutti erano non fumatori, non obesi (BMI
misurava 23.68 + 3.42) e con una conta piastrinica > 200.000/ul. Tl
sangue ¢ stato prelevato da ciascun soggetto ed ¢ stato raccolto in una
provetta di Vacutainer (Becton Dickinson, East Rutherford, NI)
contenente una soluzione di anticoagulante trisodico citrato al 10%
per la preparazione del plasma ricco di piastrine (PRP). 1l sangue

intero venoso € stato inizialmente centrifugato a 350 giri per 15
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minuti. Il supernatante & stato trasferito in un'altra provetta e una
seconda fase di centrifugazione € stata eseguita per 10 minuti a 980
giri. Dopo la centrifugazione, la frazione superiore contenente Platelet
Poor Plasma (PPP) ¢ stata scartata e la frazione inferiore contenente
PRP ¢ stata utilizzata per le procedure sperimentali (come descritto da
Passaretti et al., 2014).% La densitd piastrinica risulta aumentata nel
PRP rispetto a quella del sangue intero venoso originale. Per le
preparazioni del gel piastrinico, il campione ¢ stato incubato per 1 ora
a 37 © C con calcio gluconato (Galenica Senese - 10 mg/ml di
concentrazione finale) per consentire la formazione del coagulo.” 11
consenso informato ¢ stato ottenuto da ogni soggetto prima delle
procedure. Entrambe le procedure sono state approvate dal comitato

etico dell'Universita di Napoli Federico I1.

4.2 ISOLAMENTO E CRESCITA CELLULARE

I campioni di BFP sono stati tagliati in piccoli pezzi ¢ sono stati
digeriti enzimaticamente mediante soluzione di collagenasi (1 mg/ml-
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) per 1 ora a 37 ° C. La frazione
vascolare stromale (SVF) contenente cellule staminali mesenchimali

(MSC) ¢ stata ottenuta mediante centrifugazione a 1200 g per 5 minuti
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e tenuta in DMEM regolare (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) -
F12 (1: 1) integrato con 10% di siero bovino fetale (FBS), 2 mM di
glutammina, 100 unitd/ml di penicillina e 100 unita/ml di
streptomicina (Lonza, Group Ltd, Basel, Switzerlandz).®® Per la
valutazione della crescita, 1 x 10* BFP-MSCs sono state seminate in
piastre di coltura da 12 pozzetti. Il giorno seguente, le cellule sono
state posizionate in terreno privo di siero integrato con BSA allo
0,25% per 9 ore ¢ incubate con stimoli specifici per 48 ore e 72 ore. I1
conteggio delle cellule ¢ stato eseguito dalla camera di Neubauer e
con il contatore di cellule TC10™Automated (Bio-Rad, Hercules, CA)

secondo il protocollo del produttore.

4.3  DIFFERENZIAZIONE CELLULARE

Le cellule sono state messe in coltura a una densita di 5 x 10* cellule
in piastre da 24 pozzetti e quando le colture hanno raggiunto una
confluenza dell 100%, ¢ stata aggiunta una miscela di differenziazione
appropriata. La differenziazione adipogenica ¢ stata eseguita come
descritto da Isakson P et al.*’ ¢ valutata dall'accumulo di lipidi usando
la colorazione Oil Red O (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA). La

differenziazione osteogenica ¢ stata eseguita come descritto da
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Huifang Yang et al.”’ e valutata rilevando i foci di mineralizzazione
usando la colorazione di Alizarin Red S (ARS) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA). Rapidamente, le cellule sono state fissate con
formaldeide al 4% per 15 minuti, lavate con acqua bidistillata
(bdH20) e colorate con ARS ph 4.1 per 20 minuti a temperatura
ambiente con agitazione delicata. Quindi, il colorante non incorporato
¢ stato rimosso e le cellule lavate con bdH20. Immagini di monostrati
colorati sono state ottenute dal sistema di fotocamere digitali del
microscopio  Olympus DP20 (Olympus Corporation, Tokyo,
Giappone). Abbiamo anche eseguito un'analisi del'mRNA (vedi sotto)
mediante RT-PCR della fosfatasi alcalina(ALP). T primer RT-PCR

sono descritti nella Tabella 1.

Tabella 1: Coppie di primer utilizzate per la Real-Time PCR

Gene Primer forward Primer reverse Product
size
5S’TAAGGACATCGC | ’TCTFEEAGGTGTEAAC 170
ALP CTACCAGC 3’ GAGG 3’

PPIA 5S’TACGGGTCCTGG | ’GGTGATCTTCTTGCTG
CATCTTGT 3° GTCT 3°
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4.4 ANALISI CITOMETRICA A FLUSSO

L'espressione dei marcatori mesenchimali su cellule isolate ¢ stata
analizzata mediante citometria a flusso. Un totale di 2 x 10° BFP-
MSC sono state sospese in 200 pl di PBS per I'analisi. Le cellule sono
state incubate con anticorpo anti-CD73 PE-coniugato, anticorpo anti-
CD90 FITC-coniugato, anticorpo anti-CD31 APC-coniugato e
anticorpo  anti-CD45  APC-Cy7-coniugato  nonché  anticorpi
compatibili con colorante/isotipo (tutti da BD Biosciences , USA) in
ambiente buio per 30 minuti a 4 C. Successivamente, gli anticorpi non
legati sono stati lavati, i campioni sono stati processati da un BD LSR
Fortessa (BD Biosciences, San Jose, CA) e analizzati utilizzando BD
FACS Diva Software. Le cellule sono state contate e confrontate con i

segnali dei corrispondenti controlli dell'isotipo degli anticorpi.

4.5 ANALISI IN REAL TIME-PCR
L'RNA totale e stato isolato dalle cellule utilizzando la soluzione
TRIzol (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) in base alle istruzioni

del produttore. Tutti i campioni di RNA sono stati quantificati
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misurando l'assorbanza a 260 nm e 280 nm (spettrofotometro di
Nanodrop, LifeTechnologies, Carlsbad, CA, USA).Per 1'analisi Real
Time RT-PCR, 1 pg di RNA e stato retrotrascritto usando la
trascrittasi inversa SuperScript III (Life Thechnologies, CarlsBad,
CA). Le PCR sono state analizzate usando il mix SYBR Green (Bio-
Rad, Hercules, CA). Le reazioni sono state eseguite utilizzando
Platinum SYBR Green Quantitative PCR Super-UDG utilizzando un
sistema di rilevamento PCR in tempo reale multicolor iCycler 1Q
(Bio-Rad, Hercules, CA). Tutte le reazioni sono state eseguite in
doppio e il PPIA ¢ stato utilizzato come controllo interno. Le sequenze

di primer di ALP e PPIA sono descritte nella Tabella 1.

4.6 ANALISI STATISTICA
I dati sono espressi come media + deviazione standard. L.e analisi
statistiche sono state eseguite utilizzando il test t di Student. Le

differenze sono state considerate significative a p < 0,05. (T test o

ANOVA)
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CAPITOLO 5 - RISULTATI

5.1 ISOLAMENTO E CARATTERIZZAZIONE DELLE BFP-MSC

Le cellule staminali mesenchimali sono state isolate dalla Bolla di
Bichat (BFP-MSC) e hanno formato un monostrato di grandi cellule
piatte che mostrano una forma simile al fibroblasto (figura 1A). Dopo
la coltura iniziale, le BFP-MSC hanno avuto un periodo di latenza di
circa 48 ore; poi, hanno iniziato a crescere e il loro tempo di
raddoppiamento ¢ stato di 24 ore in terreno normale con siero, mentre
in mezzo privo di siero il loro numero si ¢ ridotto in modo

significativo (Fig. 1B).

" Figura 1.4
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Figura 1. Isolamento e crescita delle MSC dalla bolla di Bichal. A) Immagine
rappresentativa delle MSC isolate dalle biopsie della bolla di Bichat. B) Le MSC-
BFP sono state incubate con DMEM F12 con FBS al 10% o BSA alle 0,25% per
48 ore e 72 ore. Cellule relative a T0. * indica valori statisticamente significativi
su T0 (** P <0,01). # indica significativila statistica contro FBS del 10% (## P <

0,01).

Le BFP-MSC sono state quindi caratterizzate per I'immunofenotipo e
per il potenziale adipogenico e osteogenico. Come mostrato nella
figura 2A, le cellule sono state colorate positivamente per gli antigeni
di superficie delle cellule progenitrici mesenchimali CD90 e CD73,
mentre si sono colorate negativamente per i marker CD45 e CD31,
markers ematopoietici ed endoteliali, rispettivamente. In presenza di

stimoli adipogenici, le BFP-MSCs sono passate da un aspetto simile ai
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fibroblasti a un fenotipo a cellule arrotondate, contenente citoplasma
arricchito da vacuoli. La colorazione Oil Red-O indicava la presenza
di goccioline lipidiche grandi e chiare che si verificano in cellule
differenziate, e che appaiono come adipociti maturi (Figura 2B).
Anche la differenziazione osteogenica & stata ottenuta con successo
nelle BFP-MSCs quando coltivate in terreno osteogenico. Infatti, le
cellule hanno mostrato un accumulo di calcio misurabile, come

mostrato dalla colorazione di Alizarin Red-S (Figura 2C).

Figura 2.B

Figura 2.C
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Figura 2. Caratterizzazione di MSC-BEP. A) Analisi FACS rappresentativa delle
MSC-BFP con colorazione per antigeni CD 90, CD 73, CD 45 ¢ CD 31. B)
L'accumulo di lipidi é stato osservato microscopicamente con la colorazione Oil
Red O; C) L'accumulo di calcio é stato osservato con la colorazione ARS al

microscopio.

5.2 EFFETTO DEL GLUCOSIO SULLA PROLIFERAZIONE E
DIFFERENZIAZIONE OSTEOGENICA DELLE BFP-MSC

Successivamente, I'effetto delle alte concentrazioni di glucosio & stato
valutato sulla proliferazione e sulla differenziazione osteogenica delle
BFP-MSC. A tal fine, le cellule sono state coltivate in glucosio 5,5
mM (basso glucosio, .G), corrispondente a livelli di glucosio a
digiuno pressoché normali nell'uomo, o in glucosio 25 mM (glucosio
alto, HG), simile all'iperglicemia. La scarsita di siero ha ridotto il
numero di cellule sia in LG che in HG (Figura 3A). In presenza di
siero, quando le cellule mesenchimali venivano coltivati in LG, il
numero di cellule aumentava di 1,5 e 2 volte ,rispettivamente, a 48 ore
e a 72 ore. Invece, l'incubazione con HG ha determinato una

significativa diminuzione della proliferazione cellulare sia dopo 48 ore
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che dopo 72 ore. Pertanto, il numero di BFP-MSC coltivate in LG &
stato significativamente piu alto rispetto a quelli coltivati in HG, sia a
48 ore che a 72 ore. Per studiare l'effetto del glucosio sulla
differenziazione osteogenica, le BFP-MSC sono state trattate con
stimoli osteogenici (come descritto in Materiali e metodi), sia in LG
che in mezzo HG. I livelli di mRNA di ALP sono stati determinati
mediante qRT-PCR al giorno 2 e al giorno 21 dopo l'induzione della
differenziazione (Figura 3B). I risultati hanno mostrato che, in LG, i
livelli di mRNA di ALP erano gia aumentati al giorno 2 ¢ erano
ancora piu alti al giorno 21; al contrario, in HG, solo al giorno 21 ¢
stato osservato un aumento significativo dei livelli di mRNA di ALP.
E interessante notare che, al 21° giorno, nel mezzo HG, i livelli di
espressione di ALP erano significativamente inferiori rispetto al

terreno LG (Figura 3B).
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Figura 3.B
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Figura 3. Effetio del glucosio sulla proliferazione e differenziazione delle MSC-
BFP. A) Le MSC-BEP sono state incubate con glucosio DMEM 5,5 mM (basso
glucosio, LG) e glucosio 25 mM (glucosio alto; HG) integrato con FBS al 10% o
BSA allo 0,25% per 48 ore e 72 ore. Quindi, le cellule sono state contate come
descritto in “Materiali e metodi” e i risultati sono stati riporiati come numero di
cellula relativo a T0. * denota significativita statistica su TO (* P < 0.05; ** P <
0.01; *** P <0.001). # denota significativita statistica conivo il 10% di FBS (###
P <0.001). § indica significativita statistica rispetto a HG (§ P <0,05); B) Le
MSC-BFP sono state differenziate in osteociti come descritto in “Materiali e
metodi™. I livelli di mRNA di ALP sono stati deierminati mediante analisi RT-
PCR sulle preparazioni di RNA. I dati sono stati normalizzati su PPIA come
controllo interno. Le barre mostrano i livelli di mRNA relativi al controllo
indifferenziato. * indica significativo statistico rispetio indifferenziato (¥** P <

0,001). § indica significativo statisticamente rispetto a LG.
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3.3 EFFETTO DEL PRP SULLA PROLIFERAZIONE E
DIFFERENZIAZIONE DELLE BFP-MSC

E stato precedentemente riportato che il PRP puo indurre
proliferazione nelle MSC derivate da tessuto adiposo.!® Abbiamo
testato, quindi, l'ipotesi che il PRP possa ripristinare la crescita di
BFP-MSC in presenza di un'alta concentrazione di glucosio.
Innanzitutto, l'effetto del PRP sulla proliferazione cellulare e sulla
differenziazione osteogenica € stato caratterizzato in DMEM-F12, che
rappresenta il mezzo di crescita standard per queste cellule. In assenza
di siero bovino, il 10% PRP (volume/volume in DMEM-F12) ha
aumentato il numero di cellule di 1,5 e 4 volte rispettivamente a 48 ore
e 72 ore (Figura 4A). Il PRP ha ulteriormente aumentato la
proliferazione anche quando aggiunto a cellule coltivate in terreno
contenente il 10% di siero (dati non mostrati). Nelle stesse condizioni,
come indicato dalla determinazione dei livelli di mRNA di ALP, il
trattamento con PRP non ha alterato la differenziazione osteogenica

(Fig. 4B).
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Figura 4. Effetto del PRP sulla proliferazione e differenziazione delle MSC-BFP.

A) Le MSC-BFP sono state seminate in piastre di coltura da 12 pozzetti (1 x 107

cellule). 1l giorno seguente le cellule sono state lasciate a digiuno per 9 ore e poi

incubate con gel PRP (10% vol /vol in DMEM F12 1: 1) per 48 ore e 72 ore senza

aggiunta di siero (MEDIO BSA). Come controllo, le MSC-BFP sono state
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incubate con DMEM F12 (1: 1) senza aggiunta di siero. Quindi, le cellule sono
state contate come descritio in “Materiali e melodi” e i risultati sono stali
riportati come numero di cellulla relativo a T0. * denota significativita statistica
su 70 (* P<0.05,; *** P <0.001). # denota significativita statistica contro il 10%
PRP (## P < 0.001); B)Le MSC-BFP sono state differenziate in osteociti come
descritto in “Materiali e meiodi”, i livelli di mRNA di ALP sono stati determinati
mediante analisi RT-PCR su preparati di RNA. I dati sono stali normalizzati su
PPI4 come controllo interno. Le barre mostrano i livelli di mRNA relativi al
controllo indifferenziato. * indica valori statisticamente significativi su T0 (** P <

0,01, ¥*** P <0,001).

Successivamente abbiamo valutato l'effetto del PRP sulla crescita
cellulare e sulla differenziazione osteogenica in presenza di terreno
LG e HG. In LG, 1l PRP ha aumentato il numero di cellule di 2,5 ¢ 4,5
volte, dopo 48 ore ¢ 72 ore, rispettivamente. I interessante notare che
in HG, mentre il 10% di siero non ha quasi avuto alcun effetto, il 10%
PRP ha aumentato la proliferazione cellulare di 2,5 volte a 72 ore

(Figura 5A).
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Inoltre, nel mezzo LG, 1 livelli di mRNA di ALP sono aumentati in
modo simile sia in presenza che in assenza di PRP. Invece, nel mezzo
HG, il PRP ha indotto un aumento significativo dei livelli di mRNA di
ALP rispetto al controllo.
In particolare, in presenza di PRP, non c'era piu differenza
statisticamente significativa nei livelli di mRNA ALP tra le cellule in

LG e HG, suggerendo che, almeno in HG, il PRP potenzia la capacita

di differenziazione delle BFP-MSC.

Figura 5.B
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Figura 5. Effetto del PRP sulla proliferazione e differenziazione delle MSC-BFP
nei terreni LG e HG. 4) Le MSC-BFP sono state seminate in piastre di coltura da
12 pozzetti (1 x 107 cellule) e il giorno successivo incubate con gel PRP (10%
vol/vol in DMEM LG e HG senza l'aggiunta di siero e DMEM LG e HG con
siero) per 48 h e 72 h. Quindi, le cellule sono state contate come descritto in
“Materiali e metodi” e i risultati sono stati riportati come numero di cellule
relativo a TO (¥ P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001). # denota significativitd
statistica contro il 10% PRP (# P <0.05; ## P <0.01); § indica significativita
statistica rispetto a LG ($§ P <0.05; § § P <0.01); B) Le MSC-BFP sono state
differenziaei in osteociti, in presenza o in assenza di gel PRP (10% vol/vol in
DMEM LG e HG) [ livelli di mRNA ALP sono stati determinati al 21 ° giorno
mediante analisi RT-PCR su preparazioni di RNA. I dati sono stati normalizzati
st PPIA come controllo interno. Le barre mostrano i livelli di mRNA relativi al
controllo indifferenziato. * indica valori statisticamente significativi su T0 (¥* P <
0,01, P <0,001). # denota significativita siatistica rispetto al controllo
differenziato (### P < 0.001). § indica significativita statistica rispetto a LG (§ P

<0.05).
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CAPITOLO 6 — DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

L'uso delle MSC in medicina rigenerativa ha molte promesse. In
effetti, le MSC possono essere manipolate per ottenere tessuti maturi e
facilitare la corretta riabilitazione degli organi. La loro potenziale
plasticita rappresenta anche un vantaggio per la ricostruzione dei
tessuti danneggiati. Tuttavia, la disponibilita di MSC potrebbe essere
un passo limitante, a causa della difficile accessibilita alle fonti
principali. Come gia suggerito da altri lavori'®®7! qui mostriamo che
la BFP contiene MSC che possono essere isolate e coltivate per
diversi passaggi. Queste mostrano tutti 1 principali marcatori di MSC
che possono essere trovati nel midollo osseo e nel tessuto adiposo
sottocutaneo. Quindi, hanno una buona capacita di differenziare verso
la linea adipogenica, e osteogenica, fornendo una forte motivazione
per il loro uso nella chirurgia maxillo-facciale. Infatti, sono state
adottate sia per la guarigione delle ulcere orali che per le procedure di
ricostruzione ossea’. Inoltre, sia il prelievo che I'applicazione del BFP
nelle cavita alveolari o sui tessuti molli buccali si sono dimostrati
sicuri e senza alcun rischio per il paziente™. Tuttavia, si dovrebbe

tenere conto del fatto che condizioni patologiche concomitanti
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possono compromettere la guarigione delle ferite e la rigenerazione
dei tessuti.’* Cio si verifica, almeno in parte, influenzando la crescita

delle MSC e il loro potenziale di differenziazione.”

A questo
proposito, il diabete mellito pud influenzare la funzione delle cellule
mesenchimali a diversi livelli. Innanzitutto, la compromissione dei
progenitori adipogenici puo avere un ruolo causale nella progressione
verso il disordine del metabolismo del glucosio.” Infatti, la ridotta
capacita del tessuto adiposo di reclutare pil pre-adipociti pud portare a
un sovraccarico lipidico degli adipociti maturi esistenti, che a loro
volta potrebbero esacerbare la resistenza all'insulina e mobilizzare i
lipidi di altri organi, inclusi fegato ¢ muscoli, contribuendo cosi al
peggioramento della malattia e l'insorgenza di complicanze. In
secondo luogo, le MSC compromesse funzionalmente possono essere
terapeuticamente inefficaci. Ad esempio, le ferite non cicatrizzanti
sono caratteristiche comuni del diabete e uno scarso controllo
metabolico (accompagnato da livelli pin elevati di glucosio nel
sangue) altera ulteriormente la chiusura delle ferite, almeno in parte,
influenzando le MSC.” Esistono prove sostanziali che, oltre alle ben
note complicazioni del diabete, I'aumento del rischio di fratture ¢ una

morbilita importante.”® Questo rischio & probabilmente dovuto al

rimodellamento osseo alterato e ad un alterata funzione delle cellule
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ossee nel diabete.”’” Inoltre, la terapia implantare dentale in pazienti
con diabete ¢ ancora considerata una controindicazione relativa.
Tuttavia, se i livelli plasmatici di glucosio sono normali o vicini alla
norma, il tasso di fallimento dell'impianto osservato nei pazienti
diabetici tende ad essere piu vicino a quello osservato nei soggetti non
diabetici®. Qui, mostriamo per la prima volta che l'esposizione di BFP-
MSC a concentrazioni elevate di glucosio, paragonabili ai livelli di
glucosio rilevabili nell'iperglicemia, compromettono la crescita
cellulare e il potenziale di differenziazione osteogenica. Questa
osservazione suggerisce che il glucosio eccessivo pud essere dannoso
per la formazione dell'osso, anche quando le MSC vengono utilizzate
per le procedure di ricostruzione. Pertanto, negli individui diabetici,
un controllo glicemico stretto ¢ certamente necessario per I'omeostasi
ossea e per un migliore risultato della rigenerazione. Tra le strategie
per migliorare la rigenerazione dei tessuti e la formazione ossea, I'uso
di prodotti derivati dalle piastrine gioca un ruolo importante. Questi
hanno trovato applicazioni in diversi campi della medicina
rigenerativa, dalla chirurgia ricostruttiva a quella estetica,
dall'ortopedia all'oftalmologia.”” Il principio di base ¢ il rilascio di
fattori di crescita e citochine da piastrine attivate, che possono aiutare

a accelerare localmente la guarigione delle ferite e la riparazione dei
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tessuti.”® Diverse procedure sono state implementate per ottenere
fattori piastrinici, con o senza fattorl aggiuntivi rilasciati dai 1eﬁcociti
86 La produzione di fattori specifici pud variare a seconda della
procedura e pud esercitare effetti specifici in singoli tipi di cellule.®® A
livello cellulare, abbiamo precedentemente dimostrato che il PRP
migliora la proliferazione e la motilita delle MSC ottenute dal tessuto
adiposo sottocutaneo.'? Ora forniamo prove che il PRP pud anche
promuovere la sopravvivenza e la crescita delle BFP-MSC, senza
interferire con la differenziazione osteogenica. E interessante notare,
tuttavia, che l'effetto del PRP sulle BFP-MSC ¢ risultato rilevabile
anche in presenza di elevate concentrazioni di glucosio. Questa
scoperta implica che, anche in un "ambiente diabetico", il PRP
potrebbe essere uno strumento utile per arricchire la quantita di MSC

disponibili ai fini della rigenerazione dei tessuti.
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