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L Ingegneria tissutale (TE) e un settore multidisciplinare, a cavallo tra biologia e ingegneria, che studia I'utilizzo
di cellule e materiali biocompatibili per il ripristino delle funzionalita originali di tessuti e organi danneggiati ).

Negli ultimi anni sono stati condotti numerosi studi per l'introduzione di nuove tecniche di fabbricazione di

tessuti e organi ingegnerizzati:

*%* Deposizione di cellule su matrice extracellulare di origine sintetica o naturale (ECM) o di uno scaffold;

** Decellularizzazione =2 lascia invariata la ECM degli organi interni e rimuove, mediante una serie di lavaggi
successivi, le cellule primarie e il materiale nucleico 3

Gli scaffold per I'ingegneria dei tessuti sono costituiti da polimeri sintetici e naturali, prevalentemente a base di
collagene, in grado di abbattere le risposte immunitarie del paziente e mantenere invariata l'integrita

struttu rale (5)(6)

stimuli

Evaluation of
construct composition
and structure

N

_onstruc .
integration and
tissue repair

N

Le cellule, gli scaffold e gli stimoli interni
sono combinati per produrre tessuti
Ingegnerizzati.

| materiali che attualmente vengono
maggiormente  utilizzati nel  campo
dell’ingegneria tissutale sono la ceramica )
e gliidrogel.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5653442/figure/F1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5653442/figure/F1/
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| biomateriali da ingegneria tissutale, una volta realizzati, devono essere Stimoli
testati e convalidatiin vitro e in vivo: Rattord (i Vleccanic
< " : < 2 g g ¢ : fh {-‘WM”I‘[
%* valutazione proprieta biochimiche, meccaniche e di biocompatibilita

del tessuto neosintetizzato; Biopsia

%* analisi istologiche —> fissazione del tessuto neosintetizzato e

: ®
sezionamento.

Separazione

Valutata la deposizione di ECM | biomateriali devono essere digeriti Tl
cellulare
mediante papaina o proteasi-K 8 mentre il contenuto di glicosaminoglicani

solfati (GAG) viene determinato spettrofotometricamente dal legame del
colorante blu dimetilmetilene .

Queste tecniche prevedono pero la distruzione meccanica o I'elaborazione
del campione > eseguite e testate su diversi biomateriali. Scaffold

Metodi alternativi non distruttivi: / ¢
% risonanza magnetica (NMR) (10

X/

% imaging a ultrasuoni (1):

R/

% imaging a raggi X (12).

Coltvazione cellulare

Proliferazione cellulare



Per una valida valutazione della composizione e della struttura del tessuto ingegnerizzato neosintetizzato,

® puo essere utilizzata la Spettroscopia Infrarossa a Trasformata di Fourier (FTIR) =2 informazioni sulla
composizione e struttura mediante un approccio di tipo non distruttivo {13),

Gli intervalli spettrali utilizzati sono quelli del medio MIR (400-4000 cm ') e vicino NIR (4000-12500 cm-)

INfrarosso:
f %* le bande ' nel —> da transizioni vibrazionali molecolari di specifici legami/gruppi chimici;
\J : . . 5 F it
}) %* le bande nel —> si osservano gli overtoni e le bande di combinazione.
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LVutilizzo della spettroscopia FTIR nel medio infrarosso (FTIRI-MIR) permette

@) di mappare aree ben precise di campioni biologici non omogenei, fornendo
mappe di correlazione relative alle varie componenti macromolecolari del
campione stesso.

Camacho e collaboratori =2 spettroscopia FTIRI-MIR per lo studio della
cartilagine ingegnerizzata dimostrando come l'area della banda Ammide | e
guella del picco a 1338 cm ! (corrispondente alle vibrazioni della catena
g laterale del collagene) siano correlate alla concentrazione del collagene.

O ) La spettroscopia FTIRI-MIR applicata anche in altri campi:

** valutazione del contenuto di proteoglicani nella ECM prodotta dai
condrociti in un bioreattore a fibra cava (HFBR) (14):

+%* studio degli effetti dell’'organizzazione dei tessuti ingegnerizzati;

+%* valutazione della crescita EMC su scaffold di poly(lactide-co-glycolide)
(PLGA) con peptide sintetico della trombina (TP-508) valutando
I'integrita e I'orientamento del collagene dopo e 6 settimane.

Collagen
(Amide 1)
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5653442/figure/F2/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5653442/figure/F2/
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Lutilizzo della spettroscopia FTIR-NIR € molto piu vantaggiosa
nei confronti di altre tecniche > raggiungere maggiore
profondita di penetrazione.

McGoverin e collaboratori 15 > utilizzo della spettroscopia
FTIR-NIR al fine di monitorare, in modo non distruttivo, la
crescita e lo sviluppo di biomateriali di cartilagine artificiale di
condrociti bovini in scaffold di acido poliglicolico (PGA).

Seguita la crescita in coltura dello scaffold per 42 giorni =2
acquisizione spettri NIR sull'intero spessore dello scaffold.
'altezza dei picchi a ; and cm ! e stata usata per
guantizzare il contenuto di acqua, collagene e proteoglicani. Gli
spettri della cartilagine nativa sono riportati per confronto.

NIR Raw Spectra

Day 14 Day 21 Day 42 e Mative Cartilage

i i :
]
6000 5500 | S000 ! 4500 | |

Wawvenumber (ecm-t) |

i 2 Derivative Spectra | ' '
i - Dayld ——Day2l ——Day42 +—— MativeCartilage !
' i : i

Wavenumber (cm-1)



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5653442/figure/F3/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5653442/figure/F3/
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Hanifi e collaboratori !9 hanno osservato una significativa PGA vs. Dynamic Stiffness (No US) RN P N
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correlazione ftra il contenuto di acgua, collagene e

-
-

BEEEERE

proteoglicani e 1a rigidita dinamica dei biomateriali dei

Dynamic Stiffness (Pa)
Dynamic Stiffness (Pa)

condrociti bovini cresciuti in scaffold di acido poliglicolico
(PGA) = identificazione di una correlazione negativa tra il - | |
piCCO NlR del PGA e |a rigidité_ 288 29 ";?:G‘;::m‘:‘:'mi:,} 1 287 288 289 29 291 292 293 294

NIR Collagen Content (at 4610 em™*)

M3wk-ctrl @3wk-BMP MEwk-ctrl @6wk-BMP M3wk-ctrl @3wk-BMP M6wk-ctrl @6wk-BMP

Gli spettri NIR possono valutare in modo non distruttivo le
T x ‘ ; i Water vs. Dynamic Stiffness (No US)
proprieta meccaniche della cartilagine ottenuta da condrociti

- e

bovini cresciti su scaffold di polyglycolic acid (PGA) -2

ETIIE

correlazione positiva fra il contenuto di acqua, collagene e
proteoglicani quantificati sulla base degli spettri NIR e Ia

Dynamic Stifiness (Pa)

R=074

rigidita dinamica misurata mediante test meccanici standard.

189 9 291 292 193 194 285 19 295 3 305 i1
NIR PG Content (at 4310 cm™) NIR Water Content (at 5200 cm!)

m3wk-ctrl @3wk-BMP WEwk-ctrl ®6wk-BMP M3wk-ctrl ®3wk-BMP MWbwk-ctrl ®6wk-BMP



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5653442/figure/F4/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5653442/figure/F4/
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[l tessuto 0sse0 e un tessuto contemporaneamente
dinamico e plastico. Provwede a modificare la propria
struttura a seguito del recepimento di stimoli di natura sia
organica che meccanica. E distinguibile in una porzione
organica e una porzione inorganica:

\/ 5 . G
*%* porzione organica =2 cellule fondamentali del tessuto
0SSe0 e matrice extracellulare;

%* porzione inorganica =2 sali minerali (fosfati di calcio =2
elemento fondamentale di costituzione della porzione

minerale del tessuto).

La formazione di tessuto osseo a livello di scaffold di
ingegneria tissutale viene valutata mediante l'utilizzo di
una colorazione istologica = permette di mettere in
risalto ed evidenziare la mineralizzazione del tessuto
(metodo Von Kossa e Alizarin Red) (17) .
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Uutilizzo della spettroscopia FTIRI-MIR nella valutazione del tessuto 0sseo ingegnerizzato permette una

valutazione in merito alla funzionalita dei biomateriali messi a punto. Limpiego della spettroscopia MIR favorisce,

mediante ['osservazione e lo studio dei picchi emessi, la valutazione della composizione della matrice ossea.

Boyan e collaboratori = spettroscopia FTIR-MIR per la dimostrazione della formazione di apatite ossea e

osservazione che il minerale risulta essere strettamente associato alla matrice. Analizzare la formazione e il grado

di mineralizzazione della matrice ossea in diversi tipi di scaffold 3D, sulla base dell'intensita della banda v3PO4 dei

fosfati.

Gli spettri MIR di cellule staminali mesenchimali di topo
cresciute su collagene denso (DC) e idrogel di collagene
denso iniettabile (I-DC) = mostrano l'assenza dei picchi
dovuti alla componente minerale negli scaffold DC e
una progressiva mineralizzazione negli scaffold |-DC
dopo 14 e 21 giorni di coltura.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5653442/figure/F5/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5653442/figure/F5/
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5653442/figure/F6/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5653442/figure/F6/
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