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1.0  I Biomateriali

Lo  sviluppo  della  moderna  medicina  è  imprescindibile  dal  contemporaneo 

progresso  tecnologico,  che  le  mette  a  disposizione  conoscenze,  strumenti, 

materiali  per  poter  raggiungere  obiettivi  di  volta  in  volta  più  avanzati  ed 

ambiziosi.  Nell’ambito delle tecnologie biomediche lo studio dei  biomateriali è 

divenuto uno dei capisaldi della ricerca, per le sue molteplici applicazioni e la 

vitale importanza che essi ricoprono nella fabbricazione di protesi o di dispositivi 

biomedici dalle svariate funzioni, sia di utilizzo interno che esterno all’organismo 

ospite. Il sostantivo biomateriale ha insito nella propria radice il suo significato 

che non è tuttavia privo di dubbi e deve essere pertanto chiarito. Nel 1974 il VI 

Simposio annuale internazionale sui Biomateriali li definiva come:

‘’…sostanze  sistematicamente  e  farmacologicamente  inerti,  designate  per  

l’impianto all’interno di tessuti viventi  o per l’incorporazione in essi.’’  (Park, 

1979).  Successivamente  nel  novembre  del  1982  durante  la  Consensus 

Development Conference on the Clinical Application of Biomaterials (Bethesda, 

USA) un gruppo di esperti elaborò la seguente definizione di biomateriale: “Ogni  

sostanza o combinazione di sostanze, diversa da un farmaco, di origine sintetica  

o naturale, che può essere impiegata per qualsiasi periodo di tempo, da sola o  

come parte di un sistema che tratta, fa crescere o sostituisce un qualsiasi tessuto  

o  organo  del  corpo”.  Definizione  quest’ultima  che  pochi  anni  dopo  in  una 

seconda  Consensus  Development  Conference  nel   1986,  stavolta  a    Chester, 
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venne  modificata  in una   differente  più   coincisa   definizione   del  termine 

biomateriale:

‘’…una  sostanza  non  vivente,  utilizzata  nella  fabbricazione  di  un  dispositivo  

medico che ha in qualche punto un’interfaccia con un tessuto vivente…’’  (1). Ne 

deriva  per  tanto  la  necessità  di  un  contatto  tra  biomateriale  e  tessuto 

dell’organismo ricevente. Se deve essere presente un contatto, più o meno intimo, 

tra  biomateriale  ed  organismo,  la  ‘’convivenza’’  di  questi  è  la  base  della 

sopravvivenza di qualsiasi protesi o manufatto . Questa capacità di coesistenza del 

biomateriale  all’interno  dell’organismo  assume  il  nome  di  compatibilità,  o 

biocompatibilità.  Per  compatibilità  si  intende  genericamente  la  capacità  di  un 

oggetto,  un manufatto,  un materiale,  di  coesistere,  coabitare,  integrarsi  con un 

tessuto,  un organo,  un sito ricevente in un organismo vivente.  Un materiale  è 

compatibile se, inserito in un tessuto ospite, non induce effetti avversi significativi 

e nemmeno ne subisce (Williams, 1982).

1.1  La compatibilità di un biomateriale

Il  problema maggiore che s’incontra nella progettazione di un biomateriale è il 

dover far fronte alle diverse e severe condizioni a cui il materiale deve sottostare, 

in quanto deputato a sostituire funzioni molto complesse e delicate in un ambito 

molto complicato ed aggressivo quale il corpo umano. Infatti quando parliamo di 

compatibilità  ci  riferiamo ad  una   compatibilità  biologica  (biocompatibilità )  

intesa  come  l’attitudine  del  materiale  a  non  determinare  reazioni  avverse 

nell’organismo,  che di  fronte  ad ogni  corpo estraneo  impiantato  in  un tessuto 

reagisce  riconoscendolo  come  ‘’non-self’’,  con  modalità  aspecifiche  e 

specifiche.(2)
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Compatibilità chimica,  con questo termine s’intende la proprietà del biomateriale 

di non subire, una volta collocato nel suo contesto biologico di utilizzo, processi 

chimici tali che ne rendano impossibile la funzione o ne vengano a far mancare la 

compatibilità biologica, vale a dire, processi chimici che determino la nascita di 

prodotti tossici per l’organismo; ed infine compatibilità meccanica o fisica,  cioè 

l’idoneità del biomateriale a svolgere la funzione per la quale è utilizzato quindi 

presentare caratteristiche (quali durezza, modulo di elasticità ecc) simili al tessuto 

che  va  a  sostituire  in  quanto  deve  fare  fronte  alle  forze  applicate  nella  sede 

d’impianto.(3)

2.0  I biomateriali in Medicina

Fin  dall’antichità,  i  medici  hanno  provato  a  sfruttare  una  vasta  tipologia  di 

materiali per il ripristino delle funzionalita organiche: gli Egiziani, i Greci e poi i 

Romani usavano spesso fibre vegetali e materiali di origine animale per suturare 

le  ferite,  oppure  il  legno come materiale  di  prima scelta  per  le  prime protesi 

artificiali. L’uso dei metalli, invece, è molto più recente e risale alla guerra civile 

americana (1861-1865),  quando si  inizio  ad utilizzare delle viti  metalliche per 

fissare i capi ossei di arti fratturati e lesi. Con l’inizio del Novecento, la medicina 

comincia  a  sfruttato  i  nuovi  materiali  messi  sul  mercato  dall’industria (come 

acciaio  inossidabile,  leghe  metalliche,  materiali  plastici,  ceramiche  ecc),  per 

quanto non progettati in modo specifico per scopi medicali. Con il crescere della 

domanda,  però,  la  scienza  ha  cominciato  a  tenere  conto  anche  dei  complessi 

meccanismi che regolano le interazioni dei diversi materiali con i tessuti biologici: 

è così nata un’industria dedicata alla ricerca e alla produzione di biomateriali. I 
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biomateriali,  quindi,  sono  frutto  della  collaborazione  fra  diverse  discipline: 

chimica,  medicina,  farmacologia,  biologia  ed  ingegneria,  finalizzata  alla 

realizzazione  di  nuovi  dispositivi  atti  a  ripristinare  forme  e  funzioni 

dell'organismo umano.  Gli  studi  sui  biomateriali  riflettono il  costante  bisogno 

dell'uomo di sostituire od integrare tessuti ed organi compromessi  dal punto di 

vista funzionale, metabolico o danneggiati da eventi patologici o traumatici. Gli 

impieghi  in  medicina  sono tra  i  più  svariati  e  oggetto  di  costante  ricerca  per 

migliorarne le prestazioni.(figura 1)

 Le  sostituzioni  articolari  ad  esempio  richiedono  particolari  caratteristiche 

meccaniche; minor interferenza possibile nella trasmissione dei carichi, resistenza 

allo  scorrimento  plastico,  basso  coefficiente  di  attrito  ad  alta  resistenza 

all'usura(4).  I  materiali  utilizzati  spaziano da polimeri  sintetici   biocompatibili 
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(figura.2)  a  materiali  derivati   del  corallo,  all'utilizzo  di  tessuti  ossei  naturali 

omologhi  ed  eterologhi  fino  ad  arrivare  alle  più  avanzate  bioceramiche  e 

compositi ceramico-polimero, con risultati clinici notevolmente migliorati sia in 

termini di durata che di biocompatibilità e funzionalità.

Figura 2 Esempi dell’utilizzo dei polimeri nella costruzione di materiali biomedicali.

 Patologie  come  stenosi  o  aneurismi  rendono  necessario  l'inserimento  di  una 

protesi  vascolare  interna  al  vaso  arterioso; altre   come  il  bypass  della 

creazione/sostituzione di  un intero vaso e  qualora non fosse  possibile  un auto 

innesto,  di  solito  la  vena  safena,  si  ricorre  alle  protesi  vascolari.  Le  protesi 

vascolari fabbricate con tessuto poliestere (Dacron, polietilentereftalato) sono le 

più usate nella chirurgia vascolare periferica per la sostituzione di vasi di medio e 
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largo calibro  e danno un follow-up di oltre 15-20 anni. La forma espansa del 

PTFE (Goretex, Impra, ecc) , ampiamente utilizzata come sostituto di arterie di 

medio calibro (fino a 6-7 mm), dimostra una bassissima incidenza di trombosi ed 

iperplasia.

2.1  I biomateriali in Odontoiatria

Tra  le  varie  branche  della  medicina  l’odontoiatria  e  forse  quella  dove  i 

biomateriali trovano largo uso e senza i quali questa branca non sarebbe in grado 

di ambire ai risultati che ogni giorno accertiamo con la clinica. Discipline come la 

conservativa, endodonzia (5, 6) dove il ripristino della forma e quindi funzione 

dell’elemento  dentario  si  basa  sulla  sostituzione  di  tessuto  lesionato  con 

biomateriali  come polimeri e materiali  resinosi non esisterebbero in assenza di 

questi ultimi. Lo stesso si può dire in protesi dove i biomateriali come le varie 

leghe in protesi fissa e rimovibile e i polimeri in protesi mobile sono il fulcro delle 

riabilitazione della masticazione, fonetica ed estetica del paziente. 

Il  campo che però beneficia  di  più dei  materiali  biocompatibili  è  sicuramente 

quello parodontale ed implantare, con molteplici valenze: da un lato la costruzione 

di impianti ossei, cioè di strutture inserite nel contesto del tessuto osseo di selle 

edentule a sostituire denti precedentemente perduti, dall’altro la rigenerazione di 

tessuto  parodontale  perso  per  cause  patologiche.  Quest’ultima  applicazione  si 

pone  in  più ampio contesto di  ricerca in  quella  che oggi  viene definita  tissue 

engineering,  cioè  rigenerazione  tissutale  guidata,  una  serie  di  tecnologie  che 

consente di indurre o incrementare i  fenomeni riparativi  di  ricostruzione di un 

tessuto danneggiato, attraverso l’impiego di membrane a permeabilità selettiva, 

10



INTRODUZIONE
__________________________________________________________________ 
per la creazione di spazi privilegiati per la rigenerazione di ligamento parodontale 

o l’utilizzo di analoghi ossei con proprietà :

osteoinduttive  quando  abbiano  la  possibilità  di  indurre  la  neo  formazione  di 

tessuto osseo, anche in altri tessuti (fino ad oggi l’unico materiale di questo tipo è 

rappresentato dall’osso fresco, per la presenza della ormai celebre Proteina Ossea 

Morfogenetica, BMP)

osteoconduttive  qualora  inducano  la  formazione  di  tessuto  osseo  solo  nel 

contesto di tessuto osseo preesistente, come l’idrossiapatite di sintesi o l’apatite 

naturale ottenuta attraverso deproteinizzazione dell’osso eterologo, cioè di origine 

di specie diverse dall’uomo.

2.2  I biomateriali in Implantologia

L’obiettivo  principale  dell'odontoiatria  moderna   e  quello  di  ripristinare  al 

paziente  il  normale  funzionamento,  fonetica,  salute  ed  estetica  dell’apparato 

stomatognatico. In pazienti che presentano perdite di elementi dentari per traumi, 

problemi parodontali o  endodontici gli impianti dentali rappresentano una delle 

soluzioni che piu soddisfano questo obiettivo. In seguito a successi importanti a 

lungo termine l’implantologia ha preso sempre piu piede nella riabilitazione del 

paziente  parzialmente  o  totalmente  edentulo.  Si  è  stimato  che  il  numero  di 

impianti inseriti negli USA si è quadruplicato dal 1983 al 1987, con numero di 

operatori  affacciatisi  a  tale  tipo  di  terapia  addirittura  decuplicati.  Crescita 

ponderale resasi evidente anche in Europa ed in Giappone, vista l’importanza dei 

problemi legati all’edentulismo. È il National Institute of Dental Research (NIDR) 

a  fornire  un  quadro  allarmante  del  periodo  dal  1985  al  1986,  in  uno  studio 
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condotto su americani adulti e su centri di accoglienza per anziani. Infatti, circa il 

42% degli  americani  oltre  i  65 anni  d’età  ed il  4% tra i  35 e  i  64 anni  sono 

totalmente edentuli. Quelli con più di 65 anni e denti propri, ne hanno persi una 

media compresa tra 10 e 28, mentre gli impiegati tra i 55 e i 65 anni si arrestano in 

un  intervallo  compreso  tra  9  e  28.  Se  facciamo  un  salto  veloce  nella  storia 

dell’implantologia per capire i concetti base che hanno portato alle conoscenze 

per il  successo della terapia implantare non possiamo non menzionare  gli anni 

’60, che videro l’esplosione degli impianti osteointegrati, in quel di Goteborg, ad 

opera di  un ortopedico,  Branemark (4).  L’osteointegrazione  rappresentava  una 

connessione diretta tra l’osso e l’impianto, senza strati di tessuto molle interposti 

(5,  6).  Data la povertà strumentale dell’epoca, che non consentiva un’indagine 

istologica accurata riguardo al grado di ancoraggio diretto all’osso, i primi criteri 

per valutare il successo implantare facevano perno sulla sua stabilità: un processo 

grazie  al  quale  si  ottiene,  e  si  mantiene,  nell’osso  una  fissazione  rigida, 

asintomatica clinicamente, di materiale alloplastico durante il carico funzionale. 

Definizione  questa  sconcertante  per  un’ottica  scientifica  ancora  scettica; 

l’impianto  orale  doveva  inglobarsi  solo  nei  tessuti  molli,  non  garantendo  la 

necessaria  stabilità.  Fu  lo  stesso  Branemark,  con  i  suoi  esperimenti 

sull’integrazione ossea negli animali nel ’52 e nel ’65 su mandibola umana, a far 

vacillare  questa  torre  di  convinzioni  (7,  8),  mentre  Schroeder  l’abbatté 

definitivamente  fornendo  le  prime  microfotografie  istologiche  (9).  Il  termine 

osteointegrazione pero fu usato per la prima volta da Albrektsson ( 1981 )(10), 

che la definiva  come una “Diretta connessione funzionale e strutturale tra osso 

vitale e la superficie di un impianto sottoposto a carico”. Lo stesso autore elencò 
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una serie di fattori il cui controllo diventava essenziale per ottenere uno stato di 

osteointegrazione. Questi fattori coinvolgevano:

1) Biocompatibilità;

2) Disegno;

3) Caratteristiche della superficie dell’impianto;

4) Condizione del sito ricevente;

5) Tecnica chirurgica;

6) Condizioni di carico

Il titanio, materiale bioinerte, elemento puro a basso peso specifico, presente in 

natura sotto forma di minerali di titanio, utilizzato sia puro che sotto forma di 

leghe (6% di Al + 4% Va) rappresenta il materiale ideale per la progettazione e 

produzione dei sistemi implantari. L’alluminio migliora la durezza e riduce il peso 

specifico,  migliorando  il  suo  modulo  di  elasticità.  Il  tutto  si  traduce  in  una 

maggiore elasticità e più equa distribuzione del carico nelle zone di passaggio 

osso-impianto, minimizzando, assieme al vanadio, la conducibilità termica (circa 

il 50% in meno) ed aumentando dello stesso valore la resistenza all’usura e alla 

fatica.  Durante  la  lavorazione  del  titanio,  il  contatto  con  l’aria  porterà  alla 

formazione di uno strato di ossido di titanio che, dallo spessore iniziale di 10Å, 

passerà  a  50-100Å.  Tali  ossidi  (TiO,  TiO2,  TiO3)  verranno  ulteriormente 

incrementati dalla successiva sterilizzazione. Il tratto caratteristico degli ossidi è la 

passivazione delle strutture vicine, evitandone la corrosione ed incrementando la 

biocompatibilità  del  titanio  stesso.(Lausmaa 1996;  Eisenbarth  et  al.  2002;  Sul 

2003)   Secondo normative internazionali ASTM (American Society for Testing 
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and Materials)  e ISO (The International Organizzazione for Standardization)  il 

titanio viene classificato come indicato nella Tabella 1.

Tabella 1.Classificazione del titanio

Forma Lega Normativa
I grado Ti (0,15 Fe; 0,12 O2) ASTM F 67 e ISO 5832-2 

II grado Ti (0,20 Fe; 0,18 O2) ASTM F 67 e ISO 5832-2 

III grado Ti (0,25 Fe; 0,25 O2) ASTM F 67 e ISO 5832-2 

IV grado Ti (0,30 Fe; 0,35 O2) ASTM F 67 e ISO 5832-2 

V grado Ti (0,06 Al; 0,04 V) ASTM F 136 e ISO 5832-3 

3.0  Trattamenti di superficie dei sistemi implantari

Al  fine  di  migliorare  l’osteointegrazione,  la  ricerca  si  è  indirizzata  verso  la 

comprensione  delle  interazioni  dinamiche  tra  la  superficie  dei  materiali  e 

l’ambiente biologico in cui sono inseriti e particolare attenzione è stata posta sulla 

fabbricazione  di  dispositivi  in  grado di  stimolare  i  tessuti  biologici.  E’  ormai 

riconosciuto  come  le  proprietà  superficiali  di  un  impianto  influenzino 

l’interazione  con il  tessuto  nel  quale  viene  inserito  e  come materiali  bioattivi 

incoraggiano la formazione di osso e il suo legame con l’impianto (Anselmeet al. 

2000a, Mueller et al. 2002).  La tessitura di superfici gioca un ruolo cruciale nelle 

interazioni biologiche tra tessuto e materiale per le seguenti  ragioni principali: 

1)la superficie del materiale é l’unica parte del biomateriale in diretto contatto con 

l’ambiente biologico 2) la regione superficiale del biomateriale è quasi sempre 

diversa in composizione e morfologia rispetto il corpo del materiale e  3) per i 

biomateriali che non presentano un rilascio di sostanze nell’ambiente la superficie 
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è quella che governa la risposta biologica dei tessuti in rapporto con il materiale 

La  modificazione  della  tessitura  può  portare  quindi  a  miglioramenti  nelle 

proprietà  chimiche,  fisiche  e  meccaniche  aumentando  così  la  resistenza  alla 

corrosione,  biocompatibilità,  l’energia  di  superficie  dei  materiali,   requisiti 

fondamentali  per  l’osteointegrazione  e  quindi  del  successo  in  implantologia 

(Schwartz & Boyan 1994).

Secondo  alcuni  autori  questo  comportamento  diverso  degli  osteoblasti  sulle 

topografie superficiali diverse sarebbe spiegabile attraverso una diversa energia di 

superficie  del  materiale  rugoso rispetto  a  quello  liscio,  che determinerebbe un 

differente assorbimento di biomolecole specifiche di questo fenotipo cellulare dal 

siero al materiale impiantato (30). 

I risultati in vitro hanno una controparte in diversi esperimenti in vivo . Numerose 

ricerche hanno dimostrato che impianti con superficie rugose vanno incontro ad 

una migliore osteointegrazione rispetto a materiali di  pari composizione ma di 

tessitura  superficiale liscia,  che hanno la tendenza più elevata a esitare in una 

guarigione attraverso un incapsulamento fibroso (32, 33). 

La produzione di manufatti implantari si è volta dunque a sperimentare tecniche 

atte  a  produrre  una  superficie  rugosa  che  avesse  caratteristiche  ottimali  per 

l’utilizzo clinico. Diverse sono state le vie seguite. Da un lato l’uso di  plasma 

spray, vale a dire di particelle ‘’spruzzate’’ contro la superficie di titanio, creando 

pertanto delle rilevatezze laddove si è depositata la particella. Questa è, per così 

dire,  una  metodica  per  addizione  di  materiale;  al  contrario  più  usate  sono le 

tecniche che prevedono una sottrazione di titanio, sia per via meccanica, sia per 

via chimica (o combinate): cioè è possibile una mordenzatura acida (con HCl o 
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H2HSO4)  oppure  una  sabbiatura  (sand  blasting)  con  allumina  di  diverse 

dimensioni e durezza, con biossido di silicio o biossido di titanio, che generano 

dei pozzetti, dei pits di geometria differente.

La diversa efficacia della geometria dei pits nel raggiungimento di una migliore 

stabilità implantare è stata indagata dal punto di vista matematico da Hansson e 

Norton (34),  che hanno evidenziato la  superiorità  di  pozzetti  dalla  morfologia 

tondeggiante  (half-spherical shape)  rispetto a quelli  di  sezione irregolare  nella 

creazione  di  legami  più  tenaci  col  tessuto  osseo  a  parità  di  dimensioni  del 

pozzetto. La conformazione della rugosità e soprattutto la sua dimensione sembra 

avere però un’influenza non solo a livello meccanico di solidità dell’ancoraggio 

implantare,  ma  anche  a  livello  cellulare,  sulla  adesione,  proliferazione  e 

maturazione  della  cellula,  come  diversi  esperimenti  in  vitro suggeriscono  in 

maniera inequivocabile (35,36 ). 

Sand-blasting /Sabbiatura superficiale

La  sabbiatura  ha  principalmente  tre  obiettivi: 1)  la  decontaminazione  della 

superficie prima di qualsiasi ulteriore procedimento, 2) aumentare la rugosità  in 

modo da aumentare la superficie di contatto biomateriale-tessuto e non solo, ma 

anche  migliorare  la  risposta  degli  osteoblasti  nella  fase  di  guarigione  post-

chirurgica,  ed  infine  3)  aumentare  i  benefici  in  termini  di  stress  residuo  da 

compressione.  Dalla  letteratura  emerge  che  la  rugosità  (>10  μm)  influenza  le 

proprietà  meccaniche dell’interfaccia, la maniera di distribuzione e trasmissione 

delle forze, l’inteconessione meccanica e la biocompatibilità  del biomateriale. In 

una  scala  minore  la  rugosità   di  superficie  posta  in  un  range  10nm  -10  µm 
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influenza l’interfaccia biologica in quanto e  dell’ordine delle  dimensione delle 

cellule e grandi biomolecole. Infine le variazioni topografiche inferiori a 10nm 

possono influenzare l’adesione di biomolecole sulla superficie dell’impianto.

Tra gli agenti sabbianti più frequenti utilizzati abbiamo l’allumina (Al2O3) con 

particelle di dimensioni sempre inferiori o il silicio  (SiO2), anche se negli ultimi 

anni si stanno vedendo dei nuovi agenti per la sabbiatura quali ossidi di titanio 

(TiO2) e ossido di zirconio (ZirO2) per evitare problemi di contaminazione da 

agenti sabbianti.

Rivestimento in idrossiapatite degli impianti dentali.

Il rivestimento di impianti con idrossiapatite ha suscitato un grande interesse per 

le sue proprietà di legame con l’osso. Alcuni autori hanno dimostrato che questo 

legame non induce fenomeni di tossicità o di natura flogistica (58)(de Groot et al. 

1998; Barrere et al. 2002; (60, 61)Sena et al. 2002). Inoltre,  l’interazione con il 

tessuto osseo si verifica in tempi inferiori rispetto ad impianti non  trattati.  Lo 

scarso legame  pero  presente all’interfaccia fra idrossiapatite e titanio,  ne ha 

ridotto l’impiego.

Titanio Plasma Spray

Il rivestimento di titanio, liscio o filettato con polveri di titanio è una delle varie 

tecniche per ottenere un incremento della rugosità superficiale. Si sfrutta un 

bruciatore al plasma ad arco voltaico, in grado di elevare la temperatura di un gas 

nobile o di N2/H2 con immissione di polveri di idruro di titanio che, grazie alla 

fusione del loro strato più superficiale, aderiscono al corpo del sistema implantare. 
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Il plasma si produce tra un anodo di cromo ed un catodo di tungsteno raffreddato. 

Il risultato è un rivestimento poroso di spessore di circa 50m ed un incremento 

della superficie di legame disponibile di almeno dieci volte (Ungersbo¨ck et al. 

1996). 

Rivestimento polimerico biomimetico

I  dendrimeri  sono  polimeri  ramificati  che  formano  delle  strutture  3D  ben 

organizzate  partendo da monomeri.  La  loro architettura   può essere  finemente 

disegnata cambiando la composizione dei loro monomeri, creando cosi polimeri 

con caratteristiche diverse fisico-chimiche e biologiche. La loro plasticita, quindi, 

le rende idonee  ai  bisogni  della  bio-ingegneria,  in  quanto possono fungere da 

substrato capace di dare un ancoraggio alle cellule, e come matrice artificiale per 

dare supporto alla matrice extracellulare (ECM) depositata dalle cellule stesse. La 

matrice  extracellulare  gioca  un  ruolo  chiave  nel  definire  il  comportamento 

cellulare  all’interno  di  un  tessuto  e  in  contatto  con  un  biomateriale.  L’ECM 

presenta dei gruppi funzionali ai quali le strutture di adesione cellulare possono 

legarsi,  rende  possibile  il  cambio  di  ossigeno  e  nutrimenti  tra  cellule  e  vasi 

sanguigni, funge da riserva di fattori di crescita, che possono presentare quindi 

rilascio lento ed infine fornisce un supporto strutturale ai tessuti.

Biomimetica

La tradizionale definizione di biomateriale inteso come materiale “inerte” per la 

sostituzione di tessuti o parte di organi risulta oggi superata. Infatti, le attuali e 

future  prospettive  di  ricerca  sono  ormai  focalizzate  sullo  sviluppo  di  nuove 

generazioni  di  biomateriali.  Così,  dal  primo  concetto  di  sostituzione  di 
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organo/tessuto  (medicina  riparativa)  si  è  passati  al  concetto  di  medicina 

rigenerativa, dove lo sviluppo di materiali sintetici va verso la progettazione di 

“carrier” di cellule e/o farmaci, di “scaffold” per la riparazione in vitro o in vivo 

di  tessuti  e  organi,  alla  realizzazione  di  materiali  e  superfici  “biomimetici”, 

riconosciuti  da parte dell'organismo come proprio,  e di  materiali  “intelligenti”, 

sensibili a stimoli o a segnali biologici quali cambiamenti di temperatura, pH, o 

concentrazione di particolari biomolecole. La biomimetica nasce dallo studio della 

struttura  e  della  funzione  dei  sistemi  biologici  come modello  per  il  design  e 

l’ingegnerizzazione  dei  materiali.  I  materiali  biomimetici  sono stati  pensati  in 

modo  da  mimare  i  sistemi  biologici  naturali  con  lo  scopo  di  suscitare 

un’appropriata risposta cellulare per la rigenerazione dei tessuti. 

Un approccio biomimetico nell’implantologia come vediamo viene rappresentato 

dai rivestimenti superficiali dei sistemi implantari. L’idea nasce dal tentativo di 

replicare i stimoli biochimici che guidano le funzioni degli osteoblasti, mimando 

le composizioni strutturali e biochimiche dei tessuti biologici.

Lo scopo  di questo studio in vitro era quello di indagare il comportamento delle 

linee  cellulari  murine  e  cellule  primarie  stromali  murine  quando  seminate  su 

superfici  di  titanio  diverse  in  presenza  o  assenza  di  rivestimenti  innovativo 

dendrimerico  di  fosfo-serina/poli-lisina  e  osservare  se  quest’ultima  puo 

influenzare positivamente la risposta cellulare.
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Colture Cellulari

i)MC3T3-E1, 

Questa linea cellulare preosteoblastica murina, ottenuta da American Type Culture 

Collection (LGC Standards S.r.l., Sesto S.Giovanni, MI, Italy), è stata mantenuta 

in coltura in Dulbecco Modified MEM (DMEM, Euroclone) supplementata con 

10%  Siero  Fetale  Bovino  (FBS,  Euroclone),  1%  Penicillina  e  Streptomicina 

(Penstrep, Euroclone) e 1% L-Glutammina (Euroclone). Quando giunte ad una 

confluenza del 70% sono state staccate ed utilizzate per l’analisi dell’espressione 

genica.  Le  cellule  sono  state  seminate  ad  una  concentrazione  di  100.000 

cellule/pozzetto in piastre da 12 pozzetti (Euroclone), in triplicato. Dopo 24 ore 

dalla semina il  terreno proliferativo viene cambiato con terreno differenziativo 

preparato aggiungendo Acido Ascorbico 250 mM (Sigma Chemicals, St.  Louis 

MO, USA). 

ii)C2C12

Le cellule mioblastiche murine forniteci  da European Catalog of Cell  Cultures 

(Health  Protection  Agency  Culture  Collections,  Salisbury,  UK)  sono  state 

coltivate in D-MEM contenente 10% di Siero Fetale Bovino (FBS) e addizionato 

di  antibiotici  in  incubatore  a  37°  C in  atmosfera  umidificata  e  con  pressione 

parziale di  CO2 pari  al  5%. Le cellule sono state seminate sulle placchette  di 

titanio in OptiMEM (Invitrogen, San Giuliano Milanese, MI, Italia), 5% FBS, 1% 
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Penstrep ad una concentrazione di 100000 cellule/pozzetto per il saggio reporter 

ed analizzate a 24 ore dalla trasfezione.

iii)Coltura Cellulare Primaria

In  questa  serie  di  esperimenti,  inoltre,  sono  state  utilizzate  cellule  midollari 

murine  prelevate da topi di 2 mesi con background a prevalenza CD1 gentilmente 

concessi  dall’istituto  di  Istologia,  Università  degli  Studi  di  Reggio  Emilia  e 

Modena. I topi sono stati sacrificati mediante dislocazione cervicale (figura.3 a-i). 

I femori e le tibie sono state prelevate a, b, successivamente le estremità dei capi 

ossei sono stati rimossi c, d per permettere il flushing contenuto midollare. Il tutto 

dopo averlo raccolto in tubi separati viene centrifugato, filtrato, lavato e seminato 

ad una concentrazione di 5 x 106 in piastre da 12 pozzetti. Le cellule sono state 

tenute in coltura in medium arricchito con acido ascorbico ed il terreno è stato 

cambiato per intero al giorno 3 e 8 di coltura mantenendo quindi solo le cellule 

adese. In fine al giorno 10 si è proceduto all’estrazione del mRNA per l’analisi 

dell’espressione genica .
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Figura.3 Protocollo di isolamento di cellule stromali primarie murine.

Tipo Cellulare Saggio eseguito

MC3T3 • Test  di  proliferazione  (MTT 

test)

• Analisi dell’espressione genica

C2C12 • Saggio Reporter

Cellule Stromali Murine • Espressione  dei  geni  target  di 

Wnt signaling

Superfici Implantari

I campioni di titanio puro di grado 4 (ISO5832/2) utilizzati nell’esperimento sono 

stati  gentilmente  forniti  da  Sweden&Martina® (Due Carrare,  PD,  Italia)  sotto 

forma di dischetti tondi con un diametro di 20mm e uno spessore pari a 1mm.

Durante  la  produzione  delle  fixture  dei  sistemi  implantologici  vengono 

riconosciute  diverse  fasi  di  lavorazione  tra  le  quali  il  processo  relativo  ai 

trattamenti/rivestimenti delle superfici occupa un importante spazio proprio per 

l’importanza che riveste. 

I dischetti utilizzati presentano le seguenti caratteristiche di superficie:

Polished  –  finitura  liscia  e  successivamente  lucidatura  con  paste  diamantate 

abrasive e gommini da rifinitura.

ZirTi® –abbreviata nel lavoro SAE (sandblasted e acid etched), nasce nel 2002 

quando si inizia ad utilizzare l'ossido di zirconio ZirO2 come nuovo agente per la 

25



MATERIALI E METODI
__________________________________________________________________ 
sabbiatura.  Le  superfici  sono  state  preparate  secondo  protocolli  brevettati  che 

prevedono  la  decontaminazione  dei  dischetti  con  soluzioni  a  base  di  alcool 

isopropilico ed eteri metil-butilici. Dopo la fase di decontaminazione si passa alla 

sabbiatura con ossido di zirconio, alla mordenzatura acida che prevede passaggi 

alternati nei quali i dischetti vengono immersi in soluzione con idrossido di sodio 

e acido tetrafluoroborico, in seguito un passaggio di immersione di 6 minuti in 

acido solforico. I dischetti vengono lavati con acqua deionizzata ed immersi in 

soluzione elettrolitica con acido solforico e una tensione di 100V per raggiungere 

la saturazione di ossidazione. Al termine di questo processo i dischetti passati in 

soluzione con perossido di idrogeno per 5 minuti ed infine asciugati.

ZirTi® con rivestimento- SAE+Co, per preparare il rivestimento con assemblato 

di polilisina (PL) è stato seguito un protocollo brevettato. E’ stata usata Tenta gel 

NH2(0,5 g Iris  Biotech,  Germania)  come mezzo in  fase solida presentante  un 

legante amidico (Iris Biotech) per permettere la rottura finale dei semidendrimeri 

sintetizzati.

La sintesi dei PL viene iniziata con l’innesto di un amino acido (i.e glicina) al 

legante. Si sono ottenuti allora tre generazioni aggiungendo in sequenza molecole 

di Fmoc-Lys(Fmoc)-oh e terminando la sintesi con Fmoc-Ser(PO(OBzl)OH)-OH. 

Per l’attivazione del gruppo carbossilico amminoacidico ad ogni passaggio della 

protocollo  di  sintesi  è  stato  impiegato  O-(1H-6-clorobenzotriazolo-1)-1,1,3,3-

tetrametiluronium  tetrafluoroborate  (TCTU),  mentre  l’esposizione  del  gruppo 

amminico è stato ottenuta tramite la rottura del gruppo di protezione Fmoc con 

una soluzione 20% (v/v) di piperidina in dimetilformamide. Dopo aver rimosso la 

protezione del gruppo, PS-PL sono stati spaccati dalla resina e caratterizzati per 
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mezzo della  spettroscopia  di  massa  (MS).  La  polvere  liofilizzata  PS-PL viene 

risospesa in soluzione sterile 0,1 M Tris-HCl, pH7.4 a diverse concentrazioni. I 

campioni di titanio sono stati ricoperti per immersione in una soluzione G3 di PS-

PL e deidratati  a temperatura ambiente in condizioni sterili.  Il  potenziale della 

mineralizzazione del rivestimento è stato testato attraverso l’incubazione nell’SBF 

di Vogel a 37°C per 48 ore. Le superfici di titanio sono state accuratamente lavate 

in acqua deionizzata, prima e dopo la funzionalizzazione PS-PL così come la loro 

incubazione in  SBF, quindi asciugate  a  freddo e analizzate al  SEM (Scanning 

Electron Microscopy) e la EDX (electron diffraction by elemental dispersive x-

rays analysis).

Saggio di Proliferazione Cellulare (MTT test) 

L’MTT è un test  colorimetrico che permette di  stimare il numero delle cellule 

aventi ancora attività mitocondriale, e quindi la vitalità delle cellule. Il test MTT 

(Roche Applied Science, Penzberg, Germany) basato su un indicatore metabolico, 

il sale solubile di tetrazolo che, nelle cellule vitali, è ridotto nel mitocondrio ad 

opera di enzimi deidrogenasi attivi, a formare un cristallo insolubile in acqua di 

color viola.
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                    Mtt/sale di tetrazolo   (riduzione enzimatica )      formazan

 I cristalli solubilizzati sono quantificati con metodo colorimetrico alla lunghezza 

d’onda di 570 nm (assorbenza del colorante ridotto) con correzione di background 

a 690 nm. Il test è stato eseguito secondo le indicazioni del produttore. 

Le cellule MC3T3 sono state seminate sui dischetti di titanio posti in piastre da 24 

pozzetti  ad  una  concentrazione  di  50.000  cellule/pozzetto.  Al  fine  di  poter 

osservare una iniziale adesione cellulare e successivamente la proliferazione sono 

stati scelti tempi sperimentali brevi. Il test MTT è stato eseguito a 6, 48 e 96 ore.

Prima di iniziare il saggio è stato rimosso una quantità pari a 500ml di terreno da 

ogni pozzetto, aggiunto 50 ml di substrato MTT e riposto in incubatrice per 4 ore 

a  37˚C.  Successivamente  500ml  di  agente  solubilizzante  è  stato  aggiunto  e 

lasciato overnight per eseguire infine la lettura in piastre da 96 pozzetti di 100μl 

prelevati  da  ciascun  pozzetto  allo  spettrofotometro  Multiscan  Ascent  (Titertek 

Instruments Inc., Huntsville, AL, USA ). 

Saggio Reporter

Per avere un’ulteriore conferma dell’attivazione della via Wnt/βcatenina abbiamo 

trasfettato le cellule mesenchimali non differenziate murine C2C12 con un vettore 

reporter  contenente  la  Luciferasi  Firefly,  sotto  il  controllo  di  una  sequenza 
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promotrice  regolatrice  che  si  lega  al  dimero  TCF/  βcatenina  ed  un  vettore 

controllo che esprime la Luciferasi Renilla sotto il controllo del promotore CMV. 

Il  saggio  TCF-Luc  usato  in  questa  serie  di  esperimenti  è  stato  ordinato  da 

SABioscence  (Frederick,  MD,  USA)  L’attività  della  Luciferasi  viene 

successivamente calcolata come il rapporto tra la Luciferasi Firefly e Renilla. Le 

cellule C2C12 vengono seminate ad una densità di 150.000 cellule/pozzetto e 

dopo la trasfezione secondo le indicazioni del produttore viene fatta la lettura al 

luminometro dotato di doppio iniettore, Glomax 20/20 ( Promega ,Italia) .

Espressione genica

L’RNA totale viene ricavato dalle cellule MC3T3 seminate sui dischetti di titanio 

ad  una  concentrazione  di  120.000  cellule/pozzetto.  Nei  vari  timepoints  viene 

aspirato il medium, staccate e lisate le cellule con 1ml di Trizol (Invitrogen). Al 

lisato  cellulare  viene  aggiunto  cloroformio  in  rapporto  1:5  e  il  tutto  viene 

centrifugato a  13.000 rpm per  15’ in  modo da  separare  le  varie  fasi.  La fase 

superiore  viene  prelevata  per  continuare  la  precipitazione  degli  acidi  nucleici 

mediante alcool isopropilico. Dopo opportuni lavaggi con alcool etilico al 70%, il 

pellet formatesi viene risospeso in un volume adeguato di acqua RNAse free e si 

procede  alla  quantificazione  mediante  NanoDrop  ND-1000  (Celio  SpA). 

Successivamente si passa alla sintesi del cDNA tramite retrotrascizione ed infine 

alla  qRT-PCR  con  le  seguenti  sonde  TaqMan:  Axin2  (Mm01265783_m1); 

Alkaline Phosphatase (Mm00475834_m1); Osteoprotegerin (Mm00435451_m1); 

Wisp-2  (Mm00497471_m1);  b  catenin  (Mm00483039_m1);  Cyclooxygenase-2 
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(Mm01307329_m1); Osteocalcin (for 5'-GCTGCGCTCTGTCTCTCTGA-3'; rev 

5'-TGCTTGGACATGAAGGCTTTG-3'  ;probe  5'-FAM-AAGCCCAGCGGCC-

NFQ-3');  housekeeping  gene,  mouse  ribosomal  protein  S2,  ChoB  (for 

5'-CCCAGGATGGCGACGAT-3';  rev  5'-CCGAATGCTGTAATGGCGTAT-3'; 

probe,  5'-FAM-TCCAGAGCAGGATCC-NFQ-3')  Applied  Biosystems  (Foster 

City, CA, USA).

Analisi statistica

I  risultati  ottenuti  sono stati  analizzati  mediante  Prism 4 (GraphPad,  La Jolla, 

CA).  I  valori  riportati  sono  espressi  come  media  +/-  Deviazione  Standard  di 

esperimenti  eseguiti  in  triplicato.  Le differenze  tra  i  gruppi  studiati  sono stati 

valutati  con  test  statistico  ANOVA e  sono  state  considerate  significative  per 

p<0.05
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PROLIFERAZIONE CELLULARE (MTT TEST)

I dendrimeri aumentano la proliferazione e adesione delle cellule MC3T3 nelle  

prime ore dopo la semina.

Il saggio come precedentemente accennato è stato eseguito a 6, 48 e 96 ore e i 

risultati ottenuti tramite la lettura allo spettrofotometro sono riportati graficamente 

qui di sotto  (grafico 1).  Nessuna differenza significativa è stata osservata tra i 

gruppi  testati  a  6  ore  dalla  semina.  Un  significativo  aumento  (p<0.001)  del 

numero di cellule a 48 ore dalla semina si nota sulla superficie SAE+CO rispetto 

alle  altre  superfici  in  esame.  La  differenza  nella  proliferazione  sulle  superfici 

trattate si riduce a 96 ore ma rimane tuttavia significativa (p<0.001) rispetto alla 

tessitura liscia.
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Grafico.1 Test  di  vitalità di  cellule MC3T3 sulle  superfici  di  titanio testate.  SAE+CO vs  

Polished e SAE, 48 ore (p<0.001); SAE e SAE+CO vs Polished a 96 ore (p<0.001)

ANALISI DI ESPRESSIONE GENICA

I dendrimeri aiutano il differenziamento delle linee cellulari osteoblasastiche  

murine.

Per valutare gli effetti di questo rivestimento innovativo abbiamo scelto le cellule 

MC3T3-E1, cellule osteoblastiche murine isolate dalla calvaria di topi C57/BL6.  

Questo modello cellulare è un modello valido in quanto esprime alti  livelli  di 

marker fenotipici della linea degli osteoblasti in vitro e, ancora più, importante, 

risponde bene a stimoli quali la presenza di acido ascorbico o la topografia di 

superfice.  Abbiamo  seminato  queste  cellule  sui  dischetti  Polished,  SAE  e 

SAE+CO  in  presenza  di  acido  ascorbico  in  modo  da  indurre  un  fenotipo 

osteoblastico  più  pronunciato  ed  abbiamo misurato  l’espressione  genica  di  un 

marcatore precoce fenotipico quale la fosfatasi alcalina (ALP). 

Nessuna differenza significativa si è osservata a 3 giorni dalla semina in termini di 

espressione  della  fosfatasi  alcalina  (grafico.2). Al  sesto  giorno  invece 

l’espressione della fosfatasi alcalina si presentava sulla superficie SAE e ancora di 

più  sulla  SAE  +Co  significativamente  più  alta  rispetto  alla  superficie  liscia 

(Polished). Inoltre abbiamo scelto di indagare l'espressione di un diverso precoce 

marker osteoblastico, Osterix, il quale viene espresso nella fase pre-osteoblastica. 

I livelli trascrizionali di questo marker sono risultati significativamente più alti sui 
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dischetti SAE e SAE+Co rispetto ai dischetti Polished a 3 giorni. Questi valori si 

sono abbassati su tutte le superfici al sesto giorno rimanendo comunque, seppur di 

poco  ma  statisticamente  significativo,  più  alto  sulla  superficie  SAE+  Co. 

(grafico.3)

 Grafico.2 Espressione della Fosfatasi Alcalina  

a 3 e 6 giorni su Polished, SAE e SAE+Co in  

MC3T3

 Grafico.3  Espressione  di  Osterix  a  3  e  6  

giorni su Polished, SAE e SAE+Co in MC3T3

 L’espressione di Osteocalcina (OCN) invece ha mostrato un trend diverso, infatti 

abbiamo notato un aumento dei livelli di mRNA di questo gene dal giorno 3 al 6 

in tutti i gruppi testati. Nessuna differenza statisticamente significativa risultava al 

primo tempo sperimentale,  ma le  superfici  con topografia ruvida presentavano 

livelli significativamente aumentati di Osteocalcina al giorno 6, inoltre la presenza 

di rivestimento dendrimerico ha accentuato questo aumento. (grafico.4)
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Grafico.4  Espressione  dell’  
Osteocalcina  a  3  e  6   giorni  su  
Polished, SAE e SAE+Co in MC3T3

Il rivestimento dendrimerico stimola l’attivazione della via canonica di Wnt

Siccome la  fosfatasi  alcalina è  un noto gene target  della via  canonica di  Wnt 

abbiamo proceduto nel controllare se questa via è influenzata dalla presenza del 

rivestimento dendrimerico nelle cellule MC3T3. Si è analizzato l’espressione di 

Wisp-2  (grafico. 5) e Osteoprotegerina  (grafico. 6), geni sotto il controllo della 

via canonica di Wnt sulle superfici Polished, SAE e SAE+Co e si è notato un 

aumento dei livelli trascrizionali di questi geni sulla superficie SAE+Co dopo 6 

giorni di coltura.

Il rivestimento dendrimerico stimola la regolazione della via Wnt

Poiche la Fosfatasi Alcalina e nota essere un gene bersaglio Wnt, abbiamo proce

duto ad investigare se questa via di segnalazione e influenzata dalla presenza di 

questo biorivestimento superficiale in  cellule MC3T3. Abbiamo analizzato l’e
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spressione di Wisp-2 (grafico.5) e di Osteoprotegerina (grafico.6), geni controllati 

da questa via, sulle superfici  Polished, SAE e SAE+Co. Al giorno 6 di coltura ab

biamo assistito ad un aumento de livelli trascizionali dei geni in esame sui di

schetti con superficie SAE+Co .

Grafico.5 Espressione di Wisp-2 a 3 e 6 giorni  
su Polished, SAE e SAE+Co in MC3T3

Grafico.6 Espressione dell’Osteoprotegerina a  
3 e  6  giorni  su Polished,  SAE e SAE+Co in  
MC3T3

 Inolte, i livelli  di mRNA di β-catenina  (grafico.7), uno dei fattori trascizionali 

necessari per la cascata di segnlazione assieme al TCF, erano piu alti sulla superfi

cie SAE+Co al giorno 6. Successivamente e stata misurata direttamente l’attivita 

trscrizionale b-catenina/TCF mediante un saggio reporter  (grafico.8). Per questo 

saggio e stata scelta una linea cellulare mesenchimale murina non differenziata, 

C2C12, una linea largamente utilizzata per studiare questa via di segnalazione. Le 

cellule sono state seminate sui dischetti di titanio e trasfettate con  vettore reporter 

contenente il gene per la luciferasi Firefly sotto il controlo di un elemento di lega

me per  b-catenina/TCF. Con il legame b-catenina/TCF al promotore, le cellule 
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trasfettate esprimono la luciferasi che emette un segnale luminoso che viene cap

tato e misurato da un luminometro. Per la normalizzazione dei dati.,  le cellule 

sono state cotrasfettate con un plasmide  contenente il gene per la luciferasi Renil

la il quale e sotto il controllo di un promotore costitutivamente attivo.  Stimolando 

le cellule con Wnt3a ricombinante abbiamo osservato un aumento della biolumi

nescenza sulle superfici  SAE e SAE+Co. Valutando questi risultati nell’insieme si 

vede come sulle superfici con rivestimento dendrimerico si osservi un aumento 

della stimolazione della via Wnt/b-catenina ed un aumento dell’espressione dei 

geni target di Wnt nelle cellule mesenchimali murine.
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Inoltre, i  livelli mRna di β-catenina  (grafico.7),  uno dei fattori  di trascrizione 

richiesti per questa cascata di segnalazione assieme al TCF, si presentano più alti 

sulla superficie SAE+Co a 6 giorni. Per poter misurare in modo diretto l’attività 

trascrizionale β-catenina/TCF  (grafico.8) abbiamo scelto un saggio reporter ed 

eseguito il test su cellule non differenziate murine C2C12 le quali presentano un 

modello vastamente utilizzato per lo studio di questa via. Come si nota dai grafici 

abbiamo un aumento della bioluminescenza sulle superfici SAE e SAE+Co. Presi 

nell’insieme questi  dati  mostrano come il  rivestimento dendrimerico aumenta 

l’attivazione  della  via  di  Wnt  e  l’espressione  dei  geni  target  in  cellule 

mesenchimali.

Grafico.7 Espressione di Wisp-2 a 3 e 6 giorni  
su Polished, SAE e SAE+Co in MC3T3

Grafico.8Espressione dell’Osteoprotegerina a  
3 e  6 giorni  su Polished, SAE e SAE+Co in  
MC3T3

I dendrimeri stimolano il differenziamento in cellule murine primarie

In  modo  da  poter  confermare  i  risultati  con  delle  linee  cellulari,  abbiamo seminato 

cellule stromali midollari ossee prelevate da topi CD1 sui dischetti di titanio in presenza 

di acido ascorbico. Come molti studi riportano, la topografia ruvida di superficie induce 
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I dendrimeri migliorano il differenziamento cellulare in cellule stromali murine . 

-Per validare quesa ipotesi abbiamo seminato  sulle superfici di titanio e mantenu

to in coltura per 10 giorni cellule midollari murine prelevate da topi con back

ground CD1. Come ampiamente dimostrate in letteratura, le superfici con topo

grafia ruvida stimolano l’espressione di un fenotipo osteoblastico piu differenzia

to, che si dimostra con l’aumento di espressione di geni quali Fosfatasi Alcalina 

(grafico.9) e Osteocalcina. (grafico.10) In accordo con la letteratura abbiamo in

fatti notato un aumento dell’espressione di questi  due geni nelle cellule primarie , 

sulle superfici ruvide, ed inoltre un maggior aumento sulle superfici ruvide che 

presentavano anche il rivestimento dendrimerico. Questi risultati nell’insieme ci 

confermano l’ipotesi che il rivestimento dendrimerico favorisca il differenziamen

to cellulare in cellule primarie stromali.  

Grafico.9 Espressione della Fosfatasi Alcalina  
a 10 giorni  dalla  semina su Polished,  SAE e  

Grafico.10 Espressione dell’Osteocalcina  a 10  
giorni  dalla  semina  su  Polished,  SAE  e  
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SAE+Co in linee cellulari primarie murine SAE+Co in linee cellulari primarie murine
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Il titanio risulta essere il materiale di prima scelta per impianti endo-ossei ad uso 

odontoiatrico ed ortopedico. Questo materiale possiede buona biocompatibilità e 

proprietà  meccaniche  adeguate  da  fungere  come  sostituto  di  elementi  dentari. 

Protocolli recenti chirurgici, comunque, esigono sempre di più biomateriali con  

capacità  sempre  migliori  in  termini  di  integrazione  nel  tessuto  osseo,  nel 

promuovere  il  differenziamento  di  cellule  mesenchimali  precursori  degli 

osteoblasti  e  formazione  di  nuovo  tessuto  mineralizzato.  Le  superfici 

biomimetiche sembrano essere un approccio promettente nel miglioramento della 

risposta  delle  cellule  ossee  al  biomateriale  e  nel  promuovere  il  loro 

differenziamento.  Le superfici  biomimetiche  mimano la  struttura  della  matrice 

extracellulare  (ECM), un network proteico che circonda le cellule e offre loro 

ancoraggio, supporto e stimoli biochimici. Sono diverse le proteine che agiscono 

come proteine matricellulare, come ad esempio le proteine che stimolano vie di 

segnalazione a cascata all’interno delle cellule legandosi con i loro organelli di 

adesione.  Una  buona  parte  di  queste  proteine  presentano  gruppi  ripetuti  di 

aminoacidi che, come dimostrato in letteratura, vengono riconosciuti dai dimeri 

delle integrine. Ed è proprio per poter mimare questo meccanismo naturale che la 

ricerca ha puntato nella creazione di polipeptidi sintetici come la poli(lisina) in 

modo  da  migliorare  l’adesione  cellulare.  Nel  presente  lavoro  si  è  testato  un 

innovativo rivestimento di superficie implantare.
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I dendrimeri sono dei polimeri ramificati che possono creare un network denso e 

molto simile a quello della matrice extracellulare mettendo così, a disposizione 

delle  cellule  sequenze  ripetute  che  possono  migliorare  le  interazioni  della 

superficie  del  biomateriale  con  l’ambiente  biologico.  La  Poli(lisina)  viene 

largamente utilizzata come rivestimento su biomateriali nell’intento di migliorare 

l’adesione  cellulare.  L’analisi  al  Microscopio  Elettronico  a  Scansione  mostra 

cambiamenti  topografici  delle  superfici  rivestite  all’ordine  del  nanometro 

portando così a cambiamenti non significativi in termini di rugosità di superficie. 

In questo lavoro si è notato come l’espressione dei geni target della via di Wnt 

viene  aumentata  nelle  superfici  che  presentano  il  rivestimento  dendrimerico 

rispetto alle altre. La famiglia delle glicoproteine Wnt risulta come già dimostrato 

fondamentale nella comprensione dei meccanismi intracellulari che governano la 

differenziazione  cellulare.  Sono  stati  individuati  19  geni  umani  Wnt  che 

codificano per isoforme diverse di proteine. Le proteine Wnt secrete e altamente 

modificate in post-traslazione giocano un ruolo chiave nella crescita e omeostasi 

grazie alla  loro partecipazione nella  differenziazione cellulare,  proliferazione e 

apoptosi. Il primo gene Wnt, Wnt-1 murino (Int-1) è stato scoperto per la prima 

volta da Nusse e Varmuss nel 1982, descritto come proto-oncogeno nei tumori 

della mammella attivato dall’integrazione con virus oncogeni murini. Il potenziale 

coinvolgimento  dei  geni  Wnt  nei  tumori  ha  suscitato  molto  interesse  tra  vari 

ricercatori negli anni 80 e 90. Con l’identificazione dell’ortologo dell’Int-1 nel 

segmento Wingless nella Drosophila è stato coniato il nome dall’abbreviazione di 

Wingless e Int-1. Storicamente le proteine Wnt sono state suddivise in due grandi 

classi, canoniche e non canoniche, in base al ruolo che svolgono all’interno della 
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cellula. 

In assenza di Wnt-ligandi, ß-catenina è ancorata a un complesso formato dalle 

proteine Axina e Apc e dalle chinasi CK1α. La fosforilazione di ß-catenina da 

parte dell’enzima GSK3 porta alla sua ubiquitinazione e successiva degradazione 

a  livello  dei  proteosomi  (75)(Liu  et  al.  1999;  Marikawa  & Elinson  1998).  Il 

legame di uno specifico Wnt-ligando ad un recettore della famiglia Frizzled (10 

tipi  nel  genoma  umano)  ed  a  un  corecettore  LRP5  o  LRP6  (low  density 

lipoprotein receptor-related protein 5 o 6) (Mao et al. 2000; Tamai et al 2000) 

permette  la  trasduzione  di  segnali  intracellulari  che  portano  all’attivazione  di 

Dishevelled e alla disgregazione del complesso di degradazione della ß-catenina 

(Moon et al. 2004; Wodarz &Nusse 1998) che si accumula nel citoplasma e poi si 

trasloca nel nucleo attivando i fattori di trascrizione TCF/LEF (73)(Huelsken & 

Berhens 2002). E’ stato dimostrato che l’attivazione del Wnt può essere inibita 

dalla  secrezione  della  proteina  Dickkopf  1  (Dkk1)  legandosi  e  fungendo  da 

antagonista  per  LRP5/6  (Mao  et  al  2001).  Inoltre  le  proteine  transmembrana 

Kremen 1 and Kremmen 2 cooperano con Dkk1 per bloccare l’attivazione di Wnt. 

Kremmen 2 può ulteriormente formare un complesso ternario con Dkk1 e LRP6 

stimolando così l’endocitosi e l’eliminazione del LRP6 modulando così il segnale 

di Wnt. (72)( Mao et al. 2002) (Figura 3).
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Figure.3 Attivazione della via canonica di Wnt

 Per quanto riguarda invece la via non canonica di Wnt o Wnt-Ca²+/PCP pathway

(Planar Cell Polarity), essa coinvolge alcuni ligandi e i recettori Frizzled ma non i 

corecettori LRP. L’attivazione di questo pathway porta al legame di Dishevelled 

con  proteine  che  controllano  il  rimodellamento  del  citoscheletro.(Habas  et 

al.2001, 2003). Anche questa via viene attivata mediante il legame di Wnt con il 

suo recettore Frizzled. La via non canonica si differenzia dalla via di β-catenina in 

quanto dipende molto da tipi di G-protein che necessitano per la loro attivazione. 

La  cascata  di  Dishevelled  è  cruciale  in  questa  via  ma  non  necessita  della 

fosforilazione di  tutti  e  tre  i  suoi  domini.  I  percorsi,  successivamente possono 

essere almeno 2 (figura.4):

1.Via Ca²+-dipendente

2.Via PCP JNK/AP1 dipendente , che portano alla trascrizione di geni diversi
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Figura 4. Attivazione della via non canonica di Wnt

Recentemente abbiamo dimostrato come questa via viene stimolata nelle superfici 

ruvide  di  titanio.  Il  risultato  ottenuto  nel  saggio  reporter,  cioè  l’aumento 

dell’espressione dell’attività del reporter che esprime la Luciferasi Firefly sotto il 

controllo del legame TCF/β catenina sulla superficie SAE rispetto a Polished, era 

un risultato atteso e già dimostrato precedentemente. Ma ciò che è più interessante 

è  che  l’attività  TCF/Luc  si  presenta  ulteriormente  aumentata  nelle  superfici 

rivestite con dendrimeri in esame, come indicano i valori aumentati dei geni target 

di  Wnt  come  Osteoprotegerina,  Wisp-2  e  fattore  di  trascrizione  β  catenina.  I 

meccanismi  tramite  i  quali  il  rivestimento  dendrimerico  aumenta  l’attivazione 

della segnalazione Wnt rimangono ancora sconosciuti.  Questi  dati  possono far 

pensare ad un comportamento dei dendrimeri  in modo analogo ad un resevoir 

legando  così  i  fattori  di  crescita  Wnt  e  dando  un’attivazione  continua  della 

cascata, o in alternativa, che la stimolazione di questa via possa essere associata 

esclusivamente alle caratteristiche di superfici e quindi il nuovo profilo ottenuto 
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mediante  il  rivestimento  dendrimerico  seppur  modificato  nella  scala  del 

nonometro possa ulteriormente promuovere questa via di segnalazione.

Lo  sviluppo  della  moderna  medicina  è  imprescindibile  dal  contemporaneo 

progresso  tecnologico,  che  le  mette  a  disposizione  conoscenze,  strumenti, 

materiali  per  poter  raggiungere  obiettivi  di  volta  in  volta  più  avanzati  ed 

ambiziosi.  Nell’ambito  della  biomimetica,  il  rivestimento  dendrimerico  testato 

può risultare di grande interesse nel migliorare le carattistiche dei biomateriali e 

favorire  all’implantologia  una  ulteriore  spinta  verso  un’osteointegrazione  più 

celere. 
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