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INTRODUZIONE

Il dente come biomateriale per la rigenerazione ossea  stato iniziato a studiare
gi  nel 1967. L’utilizzo del dente, in particolare della dentina, come materiale
da innesto osseo potrebbe rappresentare una valida alternativa nel vasto
panorama dei biomateriali attualmente in uso.  un materiale autologo, il costo
biologico  di gran lunga inferiore agli innesti ossei € presenta una maggiore
capacit  osteoinduttiva e osteoconduttiva rispetto agli innesti allogenici e

xenogenici.

La composizione chimica dei denti e dell’osso  molto simile, in particolare la
dentinache  considerata un tessuto osseo specializzato.

Il dente composto da diversi tessuti: smalto, cemento e dentina. Lo smalto
contiene il 96% di sostanze inorganiche (idrossiapatite) e il 4 % di acqua e
matrice organica, mentre il cemento composto da 45-50% da sostanze
inorganiche e dal 50-55% da sostanze organiche e acqua.

La dentina contiene il 65% di sostanze inorganiche e il 35% di sostanze
organiche e acqua, cos come l'osso alveolare che ~ formato dal 65% di sostanze
inorganiche e dal 35% di sostanze organiche. Quello che cambia tra i due sono
le dimensioni: nel tessuto osseo le stringhe di idrossiapatite sono 10 volte pi
piccole rispetto quelle della dentina. La parte organica della dentina, 35%,
costituita per il 90% da collagene di tipo I, esattamente lo stesso che si trova nel
tessuto osseo. Il restante 10% della componente organica della dentina
costituita dalle stesse proteine che troviamo nell’0sso, essendo la dentina un
tessuto autologo. Tra queste proteine abbiamo 1’osteocalcina, 1’osteonectina, le
fosfoproteine e le sialoproteine, ognuna delle quali con un ruolo fondamentale
nel processo di formazione e mineralizzazione dell’osso. La matrice dentinale
ricca di fattori di crescita, tra cui le BMP, che promuovono la formazione di
osso, favorendo la differenziazione di cellule staminali mesenchimali in
condroblasti e cellule osteogenetiche. Le BMP sono molto solubili e se vengono
utilizzate per scopi rigenerativi si iniziano a disperdere, quindi hanno bisogno di
carrier. In questo caso le BMP sono presenti in un carrier naturale che la

dentina.



Molti studi in letteratura hanno confermato la presenza delle BMP anche dopo il
processo di demineralizzazione dentinale. Questo processo estremamente
importante perch  la demineralizzazione permette il riassorbimento dei granuli,
rinunciando ad una quantit  di idrossiapatite. Lo potremo definire come quel
processo che permette di far assomigliare la dentina, ancora di pi , al tessuto
osseo. La demineralizzazione = importante perch  ci permette 1’utilizzo della
dentina: se la dentina non demineralizzata, gli osteoclasti non riescono, o
comunque riescono poco, ad assorbirla. In questa fase di riassorbimento della
dentina, abbiamo la liberazione delle BMP che sono imprigionate all’interno
della dentina.

Poich 1 protocolli di preparazione della dentina sono di fondamentale
importanza per I’estrinsecarsi delle sue propriet osteoinduttive e
osteoconduttive, in questa tesi  stato studiato e analizzato il miglior protocollo
di demineralizzazione, in termini di tempistiche di demineralizzazione,
utilizzando I’EDTA ad una concentrazione del 12%. La percentuale e la scelta

dell’uso del’EDTA  stata scelta sulla base della letteratura scientifica.



1. DENTINA

La dentina un tessuto connettivo mineralizzato, acellulare e privo di
vascolarizzazione che costituisce la parte pi  ampia di struttura dentale.
ricoperta esternamente da smalto sulla corona anatomica e dal cemento sulla

radice; internamente forma le pareti della cavit  pulpare.

Gli odontoblasti sono cellule responsabili della produzione di dentina derivate
dal mesenchima della papilla dentale che, grazie alle interazioni epitelio-

mesenchimali, vanno incontro a un processo di differenziamento.

A differenza di quanto accade per lo smalto, la produzione di dentina non
termina al momento della formazione del dente, ma prosegue nel tempo
provocando una progressiva diminuzione di volume dello spazio endodontico.

pertanto possibile distinguere:

e Dentina primaria: prodotta durante 1’odontogenesi fino all’eruzione del

dente nel cavo orale;

e Dentina secondaria: si forma fisiologicamente, in modo lento ma

continuo, per tutta la vita del dente, sia nei denti normali erotti sia in
quelli inclusi e afunzionali, riducendo cos 1’estensione della camera
pulpare e dei canali radicolari. Negli elementi posteriori la deposizione
di dentina non uniforme, ma avviene prevalentemente in
corrispondenza del pavimento e del tetto della camera pulpare,
soprattutto a livello dei cornetti;

e Dentina terziaria: rappresenta I’epifenomeno di una manifestazione

reattiva, spesso di carattere difensivo nei confronti di aggressioni intense
o ripetute determinate sostanzialmente dai batteri, da traumi o da
interazioni con materiali da restauro. Questa pu  essere tubulare, se gli
stimoli irritativi che 1’hanno provocata sono blandi, o tubulare, per
I’incapacit  da parte dei fibroblasti e delle cellule mesenchimali

differenziatesi in odontoblasti di produrre nuovo substrato collagenico



debitamente strutturato.
In base al rapporto che contrae con i tubuli dentinali, si possono distinguere due

tipologie differenti di dentina:

- Dentina peritubulare: strato di dentina ipermineralizzata che riveste la
parete interna dei tubuli dentinali.  depositata continuamente. Con 1’et
si assiste ad una graduale riduzione del diametro dei tubuli fino alla
completa obliterazione.

- Dentina intertubulare: strato di dentina presente tra i tubuli dentinali.

meno mineralizzata della dentina peritubulare.

1.1 DENTINOGENESI

Intorno alla diciottesima settimana di vita intrauterina inizia la formazione dei
tessuti duri del dente, attraverso 1 processi di dentinogenesi e amelogenesi. La
dentinogenesi precede sempre I’amelogenesi e avviene attraverso la secrezione
da parte di odontoblasti, della predentina, ricca di fibre collagene e sostanza
fondamentale, e la sua successiva mineralizzazione. La secrezione della
predentina ha inizio in corrispondenza del versante degli odontoblasti che
guarda alla membrana basale, a livello dei siti in cui si formeranno le cuspidi o il
margine incisale. P precisamente, quando nel sovrastante organo dello smalto
le cellule epiteliali dello strato interno iniziano a dividersi e a secernere una
lamina basale formata da GAG e da collagene di tipo I e IV, avviene la
differenziazione odontoblastica, che inizia con la fase G2 della mitosi e

comprende in successione:

1. Lapolarizzazione dei nuclei degli odontoblasti stessi;
2. Lasintesi della matrice della predentina costituita da sostanza
fondamentale amortfa di proteoglicani e di collagene di I tipo;
3. Lacrescita del processo citoplasmatico odontoblastico
4. La comparsa di vescicole intracitoplasmatiche per la distruzione della
lamina basale.
A questo punto i “pulpoblasti” producono fibre collagene giovani, dette di von

Korff, di 600 di diametro medio, dirette con andamento radiale verso la



membrana preformativa e destinate a essere centro di nucleazione per i cristalli
di idrossiapatite, che formeranno il vero e proprio tubulo dentinale. Quando la
predentina avr  raggiunto uno spessore di 10-20 micron, inizier la sua
calcificazione per via globulare con formazione di cristalli di idrossiapatite. In
particolare, si formano la dentina mantellare (le cui fibre collagene sono
perpendicolari alla giunzione smalto-dentina) e la dentina circumpulpare (le cui
fibre collagene sono perpendicolari ai tubuli dentinali). La dentina mantellare
presenta una caratteristica mineralizzazione lineare, con la deposizione di
cristalli lungo un fronte ininterrotto; la dentina circumpulpare si mineralizza
attraverso un processo globulare che consiste nella deposizione di cristalli in
numerose differenti aree della matrice, finch  tali masse globulari aumentano di

volume per fondersi in un’unica massa calcificata.

In ogni modo uno strato di predentina  sempre presente sopra gli odontoblasti, i
quali, man mano che depongono nuovi strati, si spostano all’interno,
prolungando 1 loro processi citoplasmatici all’interno della struttura minerale

appena formata.

Questa caratteristica sintesi incrementale del tessuto dentinale, con fasi alterne
di secrezione e conseguente mineralizzazione, determina al suo interno la
comparsa delle caratteristiche linee di accrescimento, dette di von Ebner o di

Owen.

Contemporaneamente alla dentinogenesi, le cellule mesenchimali della papilla
dentale si organizzano e assumono il caratteristico aspetto del tessuto

connettivo della polpa.

1.2 ORGANIZZAZIONE STRUTTURALE

Fisiologicamente e anatomicamente, la dentina una struttura complessa in
quanto all’interno possiamo trovare diversi tipi di strati di dentina. Le strutture
pi distintive del tessuto dentinale sono i tubuli dentinali: microscopici canali
formati da un intreccio di fibre collagene frammisti a cristalli di idrossiapatite. I
tubuli convergono in direzione della polpa e il numero dei tubuli aumenta

progressivamente verso la camera pulpare: si passa da una densit di 15000
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mm per la dentina superficiale, a 45000mm per quella profonda.
Analogamente al numero, anche il diametro varia da 0,8 micron per i tubuli
superficiali fino a2,5
micron per i

profondi.
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Figura 1. Foto al SEM di tubuli dentinali tagliati longitudinalmente.

Figura 2. Gli stessi tubuli a maggiore ingrandimento.

All’interno ciascun tubulo  rivestito da una guaina propria (detta di Neuman) e
contiene la fibra di Tomes, il processo citoplasmatico periferico degli
odontoblasti, insieme a piccole fibre nervose; fra la guaina e la fibra di Tomes

sembra esistere uno spazio capillare per la circolazione di plasma nutritivo. Tra



il processo odontoblastico e il tubulo dentinale  presente una zona chiamata
spazio periodontoblastico, il cui spessore, molto esiguo in vicinanza della
polpa, aumenta man mano che ci si allontana dalla predentina. In questo spazio
contenuto il fluido dentinale che, per le particolari proteine e ioni presenti, pu
essere considerato un trasudato o filtrato dei capillari della polpa. Lo spazio
periodontoblastico e il fluido dentinale costituiscono una via attraverso la quale

varie sostanze possono raggiungere la giunzione smalto-dentina.

Figura 3. Tubuli dentinali tagliati longitudinalmente: si notano i
prolungamenti citoplasmatici degli odontoblasti (fibrille di Tomes) all interno

dei tubuli.

Ladentinapu essere divisa in tre regioni, ognuna con caratteristiche proprie: la

predentina, la dentina circumpulpare e la dentina mantellare.

LA PREDENTINA

La predentina  uno strato non mineralizzato, di 20-75 m di spessore, posto tra
la polpa e la dentina circumpulpare. Le fibrille collagene di tipo I sono disposte
parallelamente alla linea di confine tra polpa e dentina a formare reti
sovrapposte, ma intrecciate in modo disordinato e multidirezionale. Gli
odontoblasti secernono collagene di tipo I che diventa sempre pi  compatto: in

prossimit  del fronte di mineralizzazione si ha la deposizione di idrossiapatite,



sul collagene neoformato, grazie anche alla presenza di proteine non
collageniche che vengono rilasciate in questa zona, le quali modulano la
crescita e la disposizione dei cristalli (Goldberg et al., 2011). Nella predentina
prossimale, gli odontoblasti sono responsabili della secrezione di collagene
nativo di tipo I, insieme ad alcuni PG (decorina (DCN), bigcanca (BGN),
lumicano (Lu), fibromodulina (Fmod)) implicati nella fibrillazione del
collagene (Goldberg et al.. 2005). Nella predentina prossimale (vicino ai corpi
cellulari) il diametro medio delle fibrille di collagene  di circa 20 nm, mentre
nella parte centrale il diametro medio raggiunge 1 40 nm, e nella parte distale,
vicino al fronte di mineralizzazione, il diametro delle fibrille varia tra 55-75
nm (Goldberg et al.. 2004). La predentina pu essere, dunque, considerata una
zona di maturazione delle fibre collagene e di inibizione della
mineralizzazione. Essa si forma e persiste durante tutta la vita del dente, dal
momento che la formazione di dentina  continua e prevede la primaria e
indispensabile deposizione di predentina, che viene mineralizzata alla stessa
velocit  con la quale si forma (lo spessore della predentina rimane quindi
costante).

Al di sopra della predentina il confine con la dentina circumpulpare  segnato
dalla presenza di strutture globulari, i calcoglobuli o i1 calcosferiti, che
rappresentano il fronte di mineralizzazione della dentina. Durante le prime fasi
della mineralizzazione i cristalli di idrossiapatite vengono depositati dentro e
attorno alle fibre collagene della predentina in forma di ammassi sferici,
destinati ad accrescersi in senso centrifugo e, quindi, a fondersi per formare la

dentina mineralizzata.




Figura 4. Quadro istologico di una polpa normale: si nota chiaramente la

dentina tubulare (D), la predentina (P) e lo strato di odontoblasti (O).

DENTINA CIRCUMPULPARE

La dentina circumpulpale costituisce la parte pi  grande dello strato di dentina.
Sottile durante le fasi iniziali della dentinogenesi, il suo spessore aumenta
continuamente (circa 4 micrometri / giorno) a discapito dello spazio
inizialmente occupato dalla polpa. A causa di questa ritmicit si vengono ad
evidenziare delle linee incrementali, che prendono il nome di linee di Von
Ebner le quali si trovano a una distanza di circa 4-8 m ’una dall’altra (Kumar,

2011).

Figura 5. Linee incrementali di Von Ebner (Schour, 1936).

La disposizione delle diverse tipologie di dentinanon  omogenea.

La dentina intertubulare  la pi  rappresentata e occupa lo spazio che separa i

tubuli dentinali.

costituita da una matrice extracellulare ricca di collagene, con cristalli di
idrossiapatite disposti parallelamente all’asse lungo di queste fibre (Kumar,
2011). La formazione di dentina intertubulare prevede un’iniziale deposizione
di una matrice extracellulare non mineralizzata da parte degli odontoblasti,
nello strato predentinico, che, successivamente, andr  incontro a maturazione.
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La dentina peritubulare forma la parete dei tubuli dentinali e presenta delle

fenestrazioni che consentono il passaggio sia di sostanze dalla dentina
intertubulare all’interno dei tubuli che del fluido dentinale (Gotliv et Veis,
2007).

La dentina peritubulare va incontro a un processo di mineralizzazione passivo
che coinvolge alcune molecole della matrice extracellulare non collagenica, in
particolare lipidi e proteoglicani, le quali fungono da mediatori della
formazione di cristalli di i1drossiapatite attorno agli odontoblasti (Goldberg et
al., 2011). maggiormente mineralizzata della dentina intertubulare, non
contiene fibre di collagene e ha una differente composizione della matrice

(Gotliv et Veis, 2007).

DENTINA MANTELLARE

La dentina mantellare  un sottile strato periferico dallo spessore di 15-30 m.
Differisce dalla dentina circumpulpare per una diversa disposizione e un
maggiore diametro delle fibre di collagene.
Questo principalmente uno strato atubolare. La matrice extracellulare
costituita delle cosiddette fibre di Von Korff (Linde et Goldberg, 1993), le quali
sono formate prevalentemente da collagene di tipo III, presentano un diametro
elevato (0,1-0,2 m) e, una volta secrete, vanno a disporsi perpendicolarmente
rispetto alla giunzione amelo-dentinale (Kumar, 2011). Le funzioni di questo
strato periferico non stato chiaramente stabilite. Tuttavia, alcune ipotesi
possono essere tratte dalle loro propriet  fisiche e chimiche: le misurazioni che
utilizzano la microdurezza di Vickers mostrano un graduale aumento della
durezza andando verso la parte pi  esterna (Wang et Weiner, 1998). Questo
strato mantellare = meno mineralizzato, e di conseguenza la dentina, che quindi
pt  resiliente, pu  essere adattata per dissipare le pressioni o le forze che
altrimenti indurrebbero fessure dello smalto e distacco dello smalto
frammentato dalla giunzione dentina-smalto (Goldberg et al.. 2005).
A livello radicolare la dentina mantellare identificata nei primi due strati

deposti dagli odontoblasti radicolari: ialino di Hopewell-Smith e granulare di

12



Tomes, che insieme raggiungono uno spessore di 30 m (Goldberg et al.,

2011).

1.3 COMPOSIZIONE INORGANICA E ORGANICA

La dentina costituita per il 70% in peso da materiale inorganico (che
rappresenta il 50 % in volume), per il 18% da matrice organica (25% in volume)

eperil 12 % d’acqua (25% in volume).

COMPOSIZIONE DENTINA

MATERIALE 70% in peso 50% in volume
INORGANICO

MATERIALE 18% in peso 25% in volume

ORGANICO

ACQUA 12% in peso 25% in volume

Tabella 1. Composizione strutturale dentina.

Il materiale inorganico  formato principalmente da idrossiapatite pi ~ piccoli
rispetto a quelli che troviamo nello smalto. Sono presenti piccole quantit  di
fosfati, carbonati e solfati. Nei cristalli di idrossiapatite sono presenti pochi ioni

calcio ed un alto contenuto di carbonio (Kumar, 2011).

MATRICE ORGANICA

Il collagene la principale proteina presente nella dentina. Costituisce circa il
90% della matrice organica. La maggior parte del collagene  di tipo I, sebbene
siano state riportate tracce di tipo III e V: circa il 3% delle fibrille di collagene
composto da collageni di tipo Il e/ o di tipo V.

I1 collagene di tipo I  costituito dall’autoassemblaggio di due catene alfa 1 e
una catena alfa 2 (89%), mentre nell’11 %  formato da tre catene alfa 1. Queste

catene si intrecciano in una tripla elica con formazione spirale (Hug et al. 2005).
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Quest’ultima va ad associarsi in una struttura quasi esagonale, formata
dall’unione di cinque triple eliche, andando a costituire una microfibrilla (Orgel
et al. 2006). Le microfibrille, che hanno un diametro di circa 5-6 nanometri
(Bertassoni et al. 2017) si uniscono poi lateralmente in una struttura pi  grande,
la fibrilla, di diametro variabile tra 80 e 100 nm (Habelitz et al., 2002).

Caratteristica di questa fibrilla  la presenza di bande trasversali che si ripetono
ogni 67 nm, dovute alla disposizione sfalsata delle molecole di collagene che le

costituiscono (Bertassoni et al. 2012).

I restante 10% della matrice organica costituita da molecole non
collageniche (PCN), molto importanti per 1’omeostasi del tessuto (Bertassoni
et al.. 2017). Oltre al mantenimento dell’omeostasi sono implicate nei processi
di mineralizzazione della dentina e nella regolazione dell’attivit  cellulare,

regolando I’espressione genica.

Le proteine fosforilate formano un primo gruppo di molecole. La famiglia delle
glicoproteine  (SIBLING, Small Integrin-Binding Ligand, N-linked
Glycoproteins) sembra svolgere un ruolo cruciale nella dentinogenesi.

Sono stati inizialmente trovati nei tessuti mineralizzati (ossa e denti), ma sono
stati anche identificati anche nei tessuti molli come ghiandole salivari, tumori

renali e prostatici.

Nella dentina, la famiglia SIBLING comprende:
1. DSPP (Dentin SialoPhosphoProtein), immediatamente scissa dopo
secrezione in dentina sialoproteina (DSP), glicoproteina dentina (DGP)

e fosfoproteina dentina (DPP);

2. Proteina della matrici di tipo 1 (DMP-1);

3. Sialoproteina ossea (BSP);

4. Osteopontina (OPN);

5. Proteina fosfoglicolare extracellulare (MEPE).
DSPP
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La sialofosfoproteina dentinale (DSPP)  espressa principalmente nella dentina,

ma non esclusivamente. Il gene DSPP si trova sul cromosoma 4 locus q22.1.

Si divide immediatamente dopo la secrezione di MMP2 (metallo proteinasi 2) e

MMP20 (metallo proteinasi 20) in tre molecole figlie:

1.

La Sialoproteina dentinale (DSP). La sialoproteina dentinale
(DSP) proviene dalla parte N-terminale del DSPP. una
molecola poco fosforilata, ricca di acido aspartico, acido
glutammico, glicina e serina, correlata a scialoproteine (acido
sialico al 9%) (Steiglitz et al. 2004). Rispetto alle altre proteine
ECM, il DSP sembra essere un regolatore della mineralizzazione
meno efficace, sebbene inibisca la formazione e la crescita dei

cristalli minerali di fosfato di calcio (Narayanan K et al. 2006).

. La glicoproteina dentinale (DGP). Scoperto nell'estratto di

dentina di maiale (Yamakoshi et al. 2008), non stato
determinato se la molecola sia presente in altre specie e di
conseguenza se abbia qualche ruolo nel processo di
dentinogenesi.
La fosfoproteina dentinale (DPP):  un prodotto di scissione dal
lato C-terminale di DSPP.  una proteina altamente acida ricca di
fosfoserina con un alto contenuto di acido aspartico. DPP
rappresenta oltre il 50% del PCN nella maggior parte della
dentina. DPP si lega a calcio, HA e collagene e induce la
mineralizzazione intrafibrillare.
DPP presenta una regione di codifica del dominio C-terminale,
denominata DMP2 (proteina della matrice dentrinale 2). Questa
parte non  fosforilata e quindi ha una bassa capacita di legare il
calcio.
DPP  coinvolto nella maturazione della dentina mineralizzata.
DPP provoca la nucleazione a basse concentrazioni e l'inibizione
della crescita dei cristalli ad alte concentrazioni (Zhang, Tu, Chen
2009- Chen et al. 1992). La fosfoforina viene assorbita
15



preferibilmente sulla faccia dei cristalli minerali (non fisiologici)
di grandi dimensioni.
DMP-1
La proteina della matrice dentinale di tipo 1 (DMP-1)  un NCP acido altamente
fosforilato potenzialmente glicosilato caratterizzata dalla presenza di domini
acidi, la quale viene processata in tre frammenti: COOH-terminale, NH2-
terminale (Qin et al. 2007). Con un peso molecolare di 53,5 kDa, DMP-1
possiede 93 serine e 12 treonine nel contesto appropriato per la fosforilazione.
La molecola  molto simile alla glicoproteina acida ossea (BAG75). DMP-1
interagisce con altre molecole, regola la trascrizione del gene DSPP (Gorter de
Vrier et al. 1987) ed  downregulato da TGF betal. La molecola  presente in
odontoblasti, tubuli dentinali e ameloblasti. DMP-1 svolge un ruolo nella

dentinogenesi.

Studi in vitro dimostrano che DMP-1 coinvolto nella regolazione della
biomineralizzazione, che pu  essere dovuta alla sua capacit  di legare il calcio.
Si lega anche con grande affinit  alle fibrille di collagene. Ha la capacit  di
indurre nucleazione eterogenea di cristalli di calcio-fosfato e regola la crescita

dei cristalli (Bronckers et al.. 1998).

Studi in vivo sui topi con deficit di DMP-1 suggeriscono che esiste un effetto
diretto della molecola sulla formazione minerale e sulla crescita dei cristalli e
un effetto indiretto sulla regolazione della concentrazione di Ca x P e del
turnover della matrice (Chun et al.. 2006).

La mutazione DMP-1 importante in una forma autosomica recessiva di
rachitismo ipofosfatemico. La regolazione dell'omeostasi del fosfato avviene
attraverso 1l fattore di crescita dei fibroblasti 23 (FGF23) (Holland et al.. 1987).
La delezione di DMP-1 induce il parziale fallimento della maturazione della
predentina in dentina e ipomineralizzazione e provoca l'espansione della polpa

e delle cavit  del canale radicolare durante lo sviluppo postnatale.

BSP
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La sialoproteina dell’osso svolge un ruolo nel processo di biomineralizzazione.
BSP costituisce ~ 1% del PCN totale nella dentina (Somogyi et al.. 2004). La
molecola modificata post-traduzione mediante la glicosilazione,
fosforilazione e solfatazione. Il peso molecolare di questa glicoproteina  di 60-

80 kDa.

BSP caratterizzato dalla ripetizione di diversi segmenti di acido
poliglutammico e da un motivo arginina-glicina-aspartato (RGD) che media
l'attaccamento cellulare. stato dimostrato che promuove la formazione
iniziale di cristalli minerali in vitro, con la capacit nucleazionale che dipende
sia dall'entit  della fosforilazione che dal dominio che si lega alla superficie

minerale (Orimo 2010).
BSP  un marker di differenziazione osteogenica (Orimo 2010).

La BSP si trova solo nella dentina terziaria (Moses et al.. 2006).

ALTRE PROTEINE DELLA ECM FOSFORILATE

Il ruolo di altre molecole di dentina ECM pi  ambiguo, sia perch  sono
molecole onnipresenti, sia perch agiscono come inibitori della
mineralizzazione in molti modelli biologici. Questo il caso di osteopontinA,

MEPE e osteocalcina, e poco si sa circa le loro funzioni nella dentinogenesi.

OSTEOPONTINA (OPN). L’osteopontina una scialoproteina
variamente fosforilata fosforilata, caratterizzata dalla presenza di una
sequenza di acido poliassiale e da siti di fosforilazione Ser / Thr che
mediano il legame HA.

L’OPN non solo una proteina strutturale ma anche una molecola
matricellulare, implicata nei processi infiammatori (Goldberg et al..
2009).

Uno studio mostra come 1’osteopontina sia necessaria affinch  avvenga
la secrezione di collagene di tipo I da parte delle cellule della polpa
durante il processo di produzione della dentina di riparazione (Saito et al.

2016). Si pu  concludere che la fosforilazione delllOPN un fattore
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importante nella regolazione di un processo di mineralizzazione.
MEPE/ OF45 (OSTEOREGULINA). La fosfoglicoproteina
extracellulare della matrice (MEPE) ha una porzione centrale, una
sequenza di attaccamento del glicosaminoglicano (SGDG) e un motivo
putativo che lega il calcio.
Nell'osso, MEPE sembra essere un inibitore della mineralizzazione.
Invitro  stato dimostrato che la proteina intatta fosforilata  un efficace
promotore della mineralizzazione nel sistema di diffusione della
gelatina. MEPE deposforilato e peptide ASARM (acido serina e
aspartato) defosforilato non hanno alcun effetto sulla mineralizzazione
(Waddington et al. 2003).
In vivo  stato dimostrato la porzione centrale di MEPE (dentonina)
efficace nel promuovere la differenziazione delle cellule della polpa in
progenitori di odontoblasti / osteoblasti. L'immunocolorazione con un
anticorpo anti-MEPE colora la predentina, ma non la dentina. La
mancanza di colorazione della metadentina suggerisce che non vi
alcuna influenza della molecola sulla formazione di dentina intertubulare
(Irving 1958).

ALTRE MOLECOLE DI ECM
OSTEOCALCINA (OCN). Una certa confusione sorge tra
l'osteocalcina (BGP) e la proteina della matrice ossea (MGP). Solo i
tessuti mineralizzati sintetizzano la BGP (OC), mentre la MGP
sintetizzata dai tessuti molli, forse come un tentativo di impedire la loro
calcificazione.
La localizzazione immunocitochimica dell'OCN nei denti di ratto mostra
una colorazione pi  positiva nella dentina del mantello e una colorazione
molto minore nella dentina circumpulpale (Fincham et al. 1972).
La microscopia a infrarossi trasformata di Fourier (FT-IRM) suggerisce
che I'OCN  necessario per stimolare la maturazione minerale ossea o il
rimodellamento degli osteoclasti. Studi in letteratura suggeriscono che i

livelli di OCN prodotti localmente non sono sufficienti per influenzare la
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dentinogenesi (Goldberg et al.. 2002). Non  chiaro, tuttavia, perch  una
proteina coinvolta nel rimodellamento e nell'azione degli osteoclasti
dovrebbe essere presente in un tessuto in cui vi poco o nessun
rimodellamento.

PROTEINE SECRETE, ACIDE E RICCHE DI CISTEINA
(SPARC). La proteina secreta, acida e ricca di cisteina (SPARC), una
proteina della membrana basale (BM-40) nota anche come osteonectina.
Questa molecola onnipresente si trova in punti distinti nei numerosi
tessuti in cui si trova. La molecola  composta da 300 aminoacidi, oltre a
un peptide di segnale composto da 17 aminoacidi. Tre domini formano la
molecola: un dominio acido legante Ca2+, un dominio simile alla
follistatina e un dominio extracellulare che lega il calcio (Goldberg et al..
2008).

Essendo una proteina legante il Ca2 ++ e una proteina legante il
collagene, SPARC pu contribuire indirettamente alla mineralizzazione
della dentina, ma questonon  ancora stato confermato.

CA ++ - PROTEINE LEGANTI E METALLO-ENZIMI. La
calmodulina e alcuni membri della famiglia delle annessine sono
presenti sia negli odontoblasti che nella formazione della dentina (Wu et
al. 2002). Complessivamente queste molecole possono essere implicate
nel trasporto di Ca ++ verso la matrice extracellulare e le fosfoproteine in
esse contenute, il ruolo di queste proteine in questo meccanismo non
stato dimostrato.

Altre proteine leganti Ca++ possono anche svolgere un ruolo nella
dentinogenesi; questo  stato suggerito nel caso della nucleobindina, una
proteina legante Ca2 + trovata negli odontoblasti (nucleo, RER,
mitocondri) e all'interno dell'ECM dentina circostante. Pu  contribuire
all'accumulo e al trasporto di ioni Ca2 + sul fronte della
mineralizzazione (Midura et al. 2007).

Enzimi come fosfatasi alcalina, un enzima contenente Zn e Mg e

proteine leganti il catione derivati dal siero del sangue e altre molecole
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elencate nella Tabella 3 sono stati identificati negli estratti di dentina.
L'attivit  non specifica della fosfatasi alcalina tissutale (TNAP) sembra
essere cruciale nella defosforilazione di alcune proteine dell'lECM.
Questo enzima idrolizza il pirofosfato e fornisce fosfato inorganico per
favorire la mineralizzazione (Pentikainen et al. 1997). Anche altri enzimi
svolgono un ruolo nell'odontogenesi. Gli effetti indiretti dell'inibizione
di MMP-2, MMP-9 e MMP-3 sono documentati I due ex enzimi si
trovano nella dentina, principalmente nella giunzione dentino-smalto.
Quest'ultimo presente nella predentina e svolge un ruolo nella

regolazione del proteoglicano (Hall et al. 1999).

1.4 GROW FACTOR DI DERIVAZIONE DENTINALE

I fattori di crescita sono delle proteine capaci di stimolare la proliferazione, il
differenziamento cellulare e di prevenire l'apoptosi. Sono tipiche molecole
segnale usate per la comunicazione tra le cellule di un organismo; ad esempio le
citochine (molecole infiammatorie) o ormoni che si legano a specifici recettori
sulla membrana cellulare dei loro target.
Nella matrice extracellulare della dentina umana 1 principali fattori di crescita
sono:

o TGF- 1 (fattore di crescita trasformante beta 1);

o VEGTF (fattore di crescita dell’endotelio vascolare);

o FGF-2 (fattore di crescita dei fibroblasti);

o PDGEF (fattore di crescita derivato dalle piastrine);

o IGF-1, -2 (fattore di crescita insulino-simile);

o EGTF (fattore di crescita dell’epidermide);

o BMP-2,-4, -7 (proteine morfogenetiche dell’0sso).
Il pi  abbondante il TGF- 1 che pu essere trovato sia in forma attiva che
associato alla proteina di latenza (LAP), al biglicano o alla decorina (Smith et
al. 1998; Sloan et al., 2002). Questo elemento sembra essere responsabile della
produzione di dentina di riparazione e della regolazione dei processi

inflammatori della polpa, fungendo da molecola anti-inflammatoria in
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antagonismo con I’espressione cellulare dei recettori toll-like (TRL) (Mazzoni
etal. 2009).

VEGF, FGF-2, PDGF e EGF sono tutti promotori dell’angiogenesi, sia in modo
diretto, agendo sulle cellule endoteliali, che indiretto, come promotori della

produzione di altri fattori di crescita (Mazzoni et al. 2009).

La dentina contiene inoltre le proteine morfogenetiche dell’osso (BMP),
glicoproteine che fanno parte della superfamiglia dei TGF- |, le quali svolgono

un ruolo fondamentale nel mantenimento dell’omeostasi tissutale (Carreira et

al. 2015).

In particolare, sono stati identificati tre tipi di BMP: 2,4 ¢ 7:

-  BMP-2 promuove la differenziazione delle cellule staminali della polpa
in odontoblasti, stimolandoli a produrre dentina (Iohara et al. 2004);

-  BMP-4, agisce stimolando la differenziazione delle cellule staminali
determinando la sovraespressione della nestina (About et al. 2000);

-  BMP-7 sembra invece essere maggiormente coinvolta nei processi di

mineralizzazione delle cellule staminali del dente (Suzuki et al. 2011).

30
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Growth factor | TGF-B1 | VEGF BMP-2 IGF-1 FGF PDGF BMP-4 | BMP-7
ng/mg DDM | 15.617.9 5.0+2.4 6.2+1.7 24413 5.5+1.0 4715 | 0.12+0.07 | 0.72+0.03
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Figura 6. Concentrazione dei fattori di crescita della dentina (Avery et al.

2017).

Il grafico mostra le concentrazioni dei diversi fattori di crescita tramite saggio
ELISA, dopo demineralizzazione con EDTA: il TGF -1  presente in maggiore
quantit , con livelli pi  del doppio rispetto agli altri, seguito da BMP-2, FGF,
VEGF, PDGF e IGF-1.

Durante la produzione della matrice extracellulare e la successiva
mineralizzazione, 1 fattori di crescita rimangono intrappolati nel tessuto.
Tuttavia, stato dimostrato come questi si conservino inalterati nel tempo,
proprio grazie alla protezione offerta dall’idrossiapatite, anche a distanza di
migliaia di anni e come sia possibile solubilizzarli e renderli di nuovo
disponibili.

In particolare, sono stati solubilizzati, dalla dentina di individui del periodo
neolitico e medievale, 1 fattori di crescita IGF-2, TGF- e BMP-2,
comparandoli con dentina proveniente da denti da poco estratti. Dalle analisi

effettuate  emersa la perfetta conservazione degli stessi (Schmidt-Schultz et

al., 2005).
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2. TESSUTO OSSEO

Il tessuto osseo  una specializzazione del tessuto connettivo caratterizzata dalla
mineralizzazione della matrice extracellulare. Le cellule si trovano dunque
all'interno di una matrice extracellulare costituita da una componente minerale.
L’osso un tessuto notevolmente rigido ma non quello pi  duro presente
all’interno del nostro organismo perch la dentina e lo smalto sono molto pi

mineralizzati dell'osso. Lo smalto ha una mineralizzazione della matrice
extracellulare di circa il 95%, la dentina dell'85% mentre 1'osso intorno al 60-

70%.

Oltre ad essere molto resistente e rigido, il tessuto osseo ha una struttura nel suo
complesso notevolmente leggera. Nonostante abbia doti di resistenza
meccanica molto elevate molto leggero e questo ci consente una serie di

movimenti.

Altra caratteristica fondamentale  quella che I'osso non  un tessuto statico

(come realt non  un tessuto statico nessuno di quelli che possediamo) ma
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forse 1'osso quello pi  dinamico perch il principale deposito il calcio e
fosforo all'interno il nostro organismo. Il calcio  uno ione che viene utilizzato
in grande parte nei meccanismi di contrazione muscolare, di coagulazione e
quindi, essendo molto utilizzato, ¢' una continua mobilitazione di ione calcio
dal tessuto osseo verso il sangue e dal sangue verso il tessuto osseo a seconda

delle diverse esigenze del nostro organismo.

2.1 CRESCITA E SVILUPPO

Durante [’embriogenesi, lo scheletro si forma attraverso il processo di
ossificazione diretta o indiretta. Nel caso della mandibola, della mascella, del
cranio e della clavicola, le cellule progenitrici mesenchimali si condensano e si
differenziamo in osteoblasti, un processo conosciuto come osteogenesi
intramembrosa.
In contrasto a questo, nel condilo mandibolare, le ossa lunghe e le vertebre si
formano inizialmente attraverso una matrice di cartilagine, che gradualmente
viene sostituita dall’osso. La formazione ossea, dipende dalla cartilagine, e il
processo di crescita  conosciuto come osteogenesi endocondrale (Ranly 2000).
FORMAZIONE OSSEA INTRAMEMBRANOSA (DIRETTA):
Durante 1’osteogenesi intramembranosa, si sviluppa un centro di
ossificazione attraverso la condensazione mesenchimale. Con lo sviluppo
e la maturazione della matrice extracellulare, la quale  ricca di collagene,
le cellule osteoprogenitrici vanno incontro a ulteriore differenziamento
osteoblastico. Sulle superfici del centro di ossificazione si forma un
periostio fibroso sopra lo strato di osteoblasti. Mentre 1 nuovi osteoblasti
si formano dal lato inferiore del periostio, avviene la crescita
apposizionale. Una sottopopolazione di osteoblasti viene inglobata nella
matrice che si sta mineralizzando e porta alla formazione di una rete
lacuno-canalicolare osteocitaria. All’interno del complesso cranio-
facciale, la maggior parte delle ossa si sviluppa e cresce secondo questo
meccanismo.
Nella mandibola 1'ossificazione diretta prende il nome di ossificazione

mantellare: qui la cartilagine produce fattori di crescita che vengono
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percepiti dal connettivo circostante, il che d  luogo alla formazione degli
osteoblasti che daranno vita al nuovo tessuto osseo.

CRESCITA OSSEA ENDOCONDRIALE (INDIRETTA): Durante
I’osteogenesi endocondriale, le ossa si sviluppano attraverso la
formazione di una matrice cartilaginea (modella di cartilagine ialina) che
st mineralizza, viene in seguito riassorbita dall’azione degli osteoclasti e
sostituita dall’osso che viene successivamente depositato. Questo
processo ha inizio durante il terzo mese di gestazione. Il processo di
crescita ossea endocondrale porta alla formazione dei centri di
ossificazione primari e secondari, che sono separati da una struttura
cartilaginea conosciuta come cartilagine di accrescimento. A seguito
della formazione del centro di ossificazione primario, la crescita ossea si
estende dal centro dell’asse diafisario verso entrambe le estremit
dell’osso. Le cellule cartilaginee, presenti sui margini dell’ossificazione,
vanno incontro a morte. Gli osteoblasti ricoprono le trabecole cartilaginee
con 0sso spugnoso immaturo (woven bone). Dietro il fronte di
ossificazione che avanza, gli osteoclasti assorbono 1’0sso spugnoso e
ingrandiscono la cavit  midollare primaria. 11 collare periostale si
ispessisce e si estende verso le epifisi per compensare il continuo

svuotamento della cavit  primaria.

2.2 ORGANIZZAZIONE E STRUTTURA

Il tessuto osseo un tessuto connettivo specializzato costituito da elementi
organici e inorganici che va incontro a mineralizzazione ed popolato da

cellule altamente specializzato che regolano la sua stabilit

L’unit  di base del tessuto osseo maturo 1’ osteone (o sistema Haversiano), il
quale  costituito da un canale centrale (canale di Havers), contenente vasi e
fibre nervose, circondato da lamelle concentriche che si dispongono a formare
unit  cilindriche. All’interno di ogni lamella le fibre collagene sono disposte in
maniera parallela e assumono direzioni opposte rispetto alle lamelle adiacenti,

conferendo all’osteone notevole resistenza alle sollecitazioni meccaniche

25



provenienti da diverse direzioni.
I canali Haversiani sono in comunicazione tra loro attraverso canali perforanti
di Volkmann, che permettono anche a vasi e nervi provenienti dal periostio o

dall’endostio di raggiungere 1 diversi osteoni.

Tra gli osteoni vi sono infine le lamelle interstiziali, residui di vecchi osteoni
andati incontro a riassorbimento durante 1 fisiologici meccanismi di
rimodellamento osseo che proseguono per tutta la vita (Ross et Pawlina, 2010;

Lang et Lindhe, 2016).
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Figura 7. Struttura del tessuto osseo.

Il differenziamento e lo sviluppo del tessuto osseo dipendono dal rilascio di
fattori di crescita: il fattore di crescita insulino-simile (IGF), il fattore di
crescita trasformante-  (TGF- ), il fattore di crescita derivato dalle piastrine (

PDGF) e le proteine morfogenetiche dell’osso (BMP).
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Il tessuto osseo  costituito da cellule, da una matrice intercellulare organica e

da una matrice intercellulare inorganica (o minerale).

MATRICE ORGANICA

La matrice organica dell’osso costituisce circa il 30-35% del peso osseo totale

ed  formata per il 90% da collagene di tipo I e per il 10% da proteine non

collagene:

e Proteoglicani: composti da glicosaminoglicani acidi, solitamente

solforati, uniti assieme da brevi catene proteiche. Quelli meglio

conosciuti Sono:

Proteoglicano di tipo I (PG-I), detto anche biglicano in quanto

costituito da due molecole di condroitinsolfato unite ad una estremit
da un polipeptide ricco di leucina; lo si ritrova sia nella sostanza
intercellulare mineralizzata che in quella non mineralizzata adiacente
alle cellule ossee e ai loro prolungamenti, il cosiddetto tessuto
osteoide;

Proteoglicano di tipo I (PG-II), detto anche decorina in quanto tende

ad associarsi alle microfibrille collagene come a decorarle. ~ formato
da una parte proteica analoga a quella del PG-I unita ad una sola
molecola di condroitinsolfato. Lo si ritrova nella sostanza
intercellulare mineralizzata ma non nel tessuto osteoide, per cui si
ipotizza che abbia un ruolo nell’orientare la deposizione dei cristalli

minerali lungo le micro fibrille collagene.

e Glicoproteine: di solito fosforilate o solfatate, includono molecole

diverse alcune delle quali sono ritenute giocare un ruolo fondamentale nel

controllo dei processi di mineralizzazione. Tra queste si annoverano:

Osteonectina, la glicoproteina pi  abbondante (costituisce il 3% della
matrice organica).  dotata di alta affinit  per il calcio, sia come ione
libero che associato in complessi di tipo cristallino. Si ritiene che essa
agisca come elemento di nucleazione dei cristalli minerali, in quanto

ritenuta capace di concentrare il calcio nelle sue adiacenze creando

27



cos le condizioni per avviare la precipitazione del fosfato di calcio. Si
lega al collagene e all’idrossiapatite;

Fosfatasi alcalina, un enzima capace di idrolizzare gruppi fosfato

legati a substrati organici (come il piridossal-5-fosfato) attivo in
ambiente alcalino (pH 8-10). Essa potrebbe giocare un ruolo nei
processi di mineralizzazione, mettendo a disposizione gli ioni fosfato
per la formazione dei cristalli minerali, oppure sarebbe invece
coinvolta nella sintesi della matrice organica dell’0sso;

Fibronectina. Molecola di adesione localizzata prevalentemente nella
matrice pericellulare e caratterizzata da una porzione capace di legarsi
al collagene. Si ritiene che la fibronectina sia coinvolta nei processi di
migrazione, adesione alla matrice e organizzazione delle cellule
dell’osso;

Sialoproteine, o BSP (bone sialo-proteins) Sono glicoproteine

peculiari contenenti residui glicidici di acido sialico. Queste proteine
posseggono una sequenza aminoacidica particolare Arg-Gly-Asp
(sequenza RGD) che media 1’adesione al substrato di svariati tipi
cellulari, incluse le cellule dell’osso. Si ritiene pertanto che le
sialoproteine ossee abbiano la funzione fisiologica di consentire
I’adesione delle cellule alla matrice ossea. Se ne conoscono pi tipi:
osteopontina (o BSP-I), la BSP-II e la glicoproteina acida dell’osso (o
BAG-75);

Proteine contenenti 1’acido g-carbossiglutammico (GLA), un

aminoacido particolare derivato dall’acido glutammico con un
ulteriore gruppo carbossilico legato al carbonio in posizione g. Il GLA
incluso in una proteina possiede, nella porzione del residuo, due
gruppi carbossilici liberi e ravvicinati che a pH fisiologico sono
ionizzati e carichi negativamente, e pertanto capaci di agire come una
sorta di chelanti per i cationi bivalenti quali lo ione calcio. Le proteine
dell’osso contenenti il GLA sono di due tipi: osteocalcina (presenta

un’elevata affinit  di legame per 1’idrossiapatite), o proteina GLA
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dell’0sso, una piccola proteina contenente 3-5 residui di GLA.  stato
ipotizzato che essa possa giocare un ruolo di inibizione della
mineralizzazione in quanto ritenuta capace di legarsi allo ione calcio e
di renderlo indisponibile per la combinazione con lo ione fosfato,
inibendo cos  D’accrescimento dimensionale dei cristalli minerali.
Questa ipotesi avvalorata dalla constatazione che 1’osteocalcina
abbonda nel tessuto osseo maturo ed  invece scarsa nel tessuto osseo
in via di formazione, nonch  dal reperto che questa proteina inibisce
la crescita di cristalli di fosfato di calcio in vitro.

Proteina GLA della matrice presente sia nell’osso maturo che in
quello in via di formazione, nonch  nella cartilagine destinata a essere
sostituita da tessuto osseo, come la cartilagine di accrescimento. Il suo

ruolo biologiconon  chiarito.

MATRICE INORGANICA

La matrice inorganica (o minerale) dell’osso aumenta durante lo sviluppo e
I’accrescimento raggiungendo il 65% del peso secco dell’osso. 11 contenuto in
Sali minerali si abbassa nel rachitismo e nell’osteomalacia. La componente
minerale dell’osso rappresentata principalmente da fosfato di calcio e da
carbonato di calcio nonch da quantit minori di altri Sali. La composizione
della matrice minerale varia con1’et  ed in rapporto a fattori dietetici.

I Sali di calcio sono combinati con il collagene e con 1 proteoglicani della
matrice organica. I minerali sono presenti come cristalli submicroscopici di
idrossiapatite. Al microscopio elettronico 1 cristalli di idrossiapatite appaiono
come aghi sottili, lunghi 20-40 nm e spessi 1.5-3 nm. I cristalli minerali sono
distribuiti come particelle contigue lungo 1 fasci di fibrille collagene ma anche
lungo le singole fibrille e nello spessore delle fibrille stesse con le quali si
combinano. Durante la calcificazione dell’osso, i cristalli di idrossiapatite si
allineano ordinatamente lungo le fibrille collagene, dapprima in rapporto al

periodo di 68-70 nm e successivamente per tutta la loro estensione.
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L’osso decalcificato perde la sua durezza e rigidit , diventa flessibile
conservando tuttavia resistenza alla trazione, la forma macroscopica ¢ la
struttura microscopica.

Quando sono distrutti 1 suoi costituenti organici (fibre e cellule), mediante
macerazione o calcinazione (combustione prolungata con libero accesso d’aria)
che risparmia la componente minerale, I’0sso conserva la forma e le dimensioni
originali ma perde la resistenza alla trazione diventando fragile come
porcellana. Ci  dimostra che i costituenti inorganici dell’osso sono responsabili
della sua durezza e rigidit mentre la resistenza alla trazione e alla pressione
legata alla matrice organica e principalmente alle fibre collagene. Le propriet
di resistenza dell’osso dipendono in larga misura dalla sua organizzazione
lamellare e dalla disposizione ordinata ma con orientamento diverso delle fibre

collagene nelle lamelle contigue.

CELLULE DEL TESSUTO OSSEO

Normalmente, nella formazione dell’osso, le cellule mesenchimali si
differenziano in cellule osteoprogenitrici che proliferano attivamente e si
trasformano in osteoblasti; questi ultimi, dopo aver deposto la sostanza ossea, si
trasformano in osteociti.

Gli osteoclasti appartengono ad una linea cellulare diversa da quella degli
osteoblasti ed osteociti in quanto discendono dalla cellula staminale
emopoietica.

Nel periostio e nell’endostio, al termine dei processi osteoformativi, lo strato
epitelioide di osteoblasti attivi si trasforma in uno strato di cellule
osteoprogenitrici, quiescenti. Questo cambiamento morfologico e funzionale
reversibile  definito modulazione in contrapposizione alla differenziazione che

comporta una trasformazione pi ~ stabile.

Nella vita postnatale permangono nel periostio e nell’endostio cellule
mesenchimali indifferenziate, pluripotenti, le quali possono differenziarsi in

risposta ad appropriati stimoli (fratture, ossificazione metaplastica).
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CELLULE OSTEOPROGENITRICI (PREOSTEOBLASTI).

Le cellule osteoprogenitrici (o preosteoblasti) sono elementi fusati o

leggermente appiattiti e con citoplasma acidofilo o leggermente basofilo e sono
difficilmente distinguibili dai comuni fibroblasti o dalle cellule mesenchimali
indifferenziati. Si riscontrano sulla superficie delle trabecole ossee in via di
ossificazione e nel tessuto connettivo delle cavit  midollari dell’osso; formano
uno strato continuo (strato preosteoblastico) alla superficie interna del periostio
e nell’endostio; rivestono 1 canali di Havers e di Volkmann.

Le cellule osteoprogenitrici derivano dalla cellula mesenchimale e
costituiscono una popolazione di elementi relativamente indifferenziati e
proliferanti. Esse hanno i caratteri di cellule staminali, di elementi cio  dotati
della capacit di dare origine mediante frequenti mitosi a cellule destinate a
differenziarsi nonch ad altre cellule osteoprogenitrici.

Durante 1’accrescimento dell’osso le cellule osteoprogenitrici proliferano
attivamente e si trasformano nelle cellule osteogeniche, od osteoblasti.

Gli stessi fenomeni di attivazione delle cellule osteoprogenitrici si verificano
nell’individuo adulto, durante la riorganizzazione interna dell’osso e nel corso
di riparazione di fratture. La trasformazione di preosteoblasti in osteoblasti
attivi soprattutto manifesta nel periostio e nell’endostio dove lo strato di
preosteoblasti fusati od appiattiti si trasforma in uno strato osteoblastico di

elementi cuboidi con disposizione epitelioide.

OSTEOBLASTI.

Gli osteoblasti partecipano direttamente alla formazione del tessuto osseo,
secernendo i componenti organici della matrice (collagene, proteoglicani e
glicoproteine) e regolando anche la deposizione di sali minerali. Si riscontrano
soprattutto in corrispondenza delle superfici in via di espansione delle ossa e
nello strato osteogenico del periostio e dell’endostio durante tutto il periodo di
morfogenesi dell’osso. In tali sedi, durante la fase attiva di sintesi della sostanza
ossea, gli osteoblasti sono disposti a formare uno strato epitelioide. Sono cellule

piuttosto grandi. Nella parte della cellula rivolta verso la matrice in via di
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mineralizzazione si riscontrano numerose vescicole con contenuto amorfo o
granulare. Queste vescicole a contenuto glicoproteico e proteoglicanico sono
probabilmente espulse dalla cellula nella matrice dove funzionerebbero come
“nucle1” per I'inizio della sua mineralizzazione. Quando la neoformazione di
tessuto osseo si arresta, scompaiono i granuli, la reazione per la fosfatasi
alcalina e la basofilia citoplasmatica si attenuano e gradualmente gli osteoblasti
si trasformano in osteociti.

In corrispondenza del periostio e dell’endostio, invece, assumono forma fusata

permanendo come cellule osteogeniche quiescenti o cellule osteoprogenitrici.

OSTEOCITL.

Gli osteociti sono cellule di forma stellata che si trovano all’interno di spazi
chiamati lacune, nella matrice ossea mineralizzata.

Possiedono dei prolungamenti citoplasmatici, conosciuti come dendriti, che si
estendono in canalicoli all’intero del tessuto grazie ai quali queste cellule
prendono contatto con altri osteociti e cellule di rivestimento. Possono inoltre
comunicare in maniera indiretta con cellule poste a distanza, come gli
osteoblasti, i periciti e altre cellule dell’osso mediante la secrezione di molecole
segnale.

Siviene cos aformare una rete di comunicazione, grazie alla quale gli osteociti
possono rispondere a stimoli meccanici e orchestrare gli eventi di apposizione e
riassorbimento osseo.

Sono dunque cellule molto importanti per il tessuto osseo, in quanto fungono da
meccanocettori e risultano essere fondamentali nel mantenimento

dell’omeostasi del tessuto.

OSTEOCLASTI.

Gli osteoclasti sono cellule giganti plurinucleate, del diametro di 20-100 m,
contenenti decine di nuclei, che si trovano sulla superficie di trabecole ossee in
via di riassorbimento. Sono gli elementi cellulari deputati a distruggere I’ 0sso.
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Appaiono spesso accolti in fossette scavate sulla superficie della trabecola
ossea, definite fossette o lacune di Howship, che si formano proprio per azione
erosiva degli osteoclasti.

L’azione erosiva degli osteoclasti sulla matrice organica ed inorganica si
esercita mediante:

1. L'adesione alla matrice da erodere avviene attraverso recettori integrinici
ed seguita dalla comparsa di podosomi, strutture di adesione che
permettono di isolare l'ambiente in cui avverr il riassorbimento.
L'osteoclasto si affaccia sulla matrice da riassorbire dal lato dell'orletto
striato.

2. Una anidrasi carbonica trasforma anidride carbonica e acqua in ione
bicarbonato e protoni. Lo ione bicarbonato viene scambiato con Cloro.
Cloro e protone vengono portati nello spazio delimitato dall'anello del
podosoma.

3. Una pompa protonica situata nella membrana dell'orletto striato acidifica
lo spazio extracellulare delimitato dall'anello di podosomi, si viene cos  a
creare un pH di 4.5 che solubilizza i sali minerali.

4. A questo punto la matrice organica  libera e avviene la degradazione
enzimatica, tramite il rilascio di enzimi lisosomiali. I prodotti della
degradazione della matrice organica vengono endocitati € poi riesocitati
dalla parte opposta della cellula (transcitosi).

Gli osteoclasti derivano dalla cellula staminale emopoietica e il loro precursore

immediato appartiene alla linea monocito-macrofagica. Pi  precisamente, gli
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Figura 8. Struttura di un osteoblasto.

TESSUTO PERIOSTALE

I periostio la. membrana connettivale fibro-elastica, riccamente
vascolarizzata, che aderisce tenacemente alla superficie esterna delle ossa. Tale
lamina  assente a livello delle superfici articolari e nelle zone di inserzione dei
tendini e dei legamenti.

Lo strato profondo mostra considerevoli variazioni a seconda dello stato
funzionale dell’osso; durante lo sviluppo fetale e postnatale e nel corso di
processi riparativi di fratture, si riscontra sua superficie interna, al limite col
tessuto osseo, uno strato epitelioide continuo di osteoblasti in attiva
proliferazione e con propriet  osteogeniche (strato osteogeno di Ollier o strato
cambiale). Nell’adulto, gli osteoblasti perdono le loro -caratteristiche
citologiche, assumono forma fusata e risultano indistinguibili dai fibroblasti
circostanti; lo stato di quiescenza degli osteoblastinon  per definitivo perch

in caso di lesioni le cellule riacquistano la loro potenzialit  osteoformativa,
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assumono di nuovo i caratteri di osteoblasti ed elaborano sostanza ossea. Questi
elementi con funzioni osteogeniche potenziali che residuano nel tessuto adulto
sono definiti osteoblasti quiescenti o preosteoblasti o cellule osteoprogenitrici.

I vasi sanguigni dello strato esterno del periostio attraversano lo strato
profondo, penetrano nei canali di Volkmann e Fibre di Sharpeyquindi in quelli
di Havers risolvendosi in una ricca rete capillare. Grossi fasci di fibre
collagene (e, in piccola misura, anche elastiche), derivanti dallo strato esterno
del periostio, penetrano perpendicolarmente od obliquamente nelle lamelle del
sistema circonferenziale esterno e dei sistemi interstiziali pi  esterni,
ancorando il periostio all’0sso; sono denominati fibre di Sharpey o fibre
perforanti. Esse sono costituite da fasci collageni o fibroelastici con matrice

non calcificata o soltanto parzialmente calcificata.

Figura 9. Disegno che illustra le fibre perforanti di Sharpey che dal periostio

si approfondano nell osso.

Le fibre di Sharpey contribuiscono, insieme ai vasi sanguigni perforanti, ad
ancorare saldamente il periostio al sottostante osso e sono parzialmente in
continuit  con 1 tendini ed 1 legamenti a livello della loro inserzione sull’osso.
Le fibre di Sharpey sono numerosissime nella guaina periodontale a livello

della radice del dente; esse penetrano da un lato nel cemento, dall’altro
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nell’osso alveolare, assicurando la fissit  del dente.

ENDOSTIO

L’endostio una sottile lamina di cellule pavimentose che riveste le cavit
midollari (sia nelle diafisi delle ossa lunghe sia nell’osso spugnoso) nonch
tutte le altre cavit  dell’osso (canali di Havers e di Volkmann).  formato da un
singolo strato di cellule che durante lo sviluppo e la crescita sono osteoblasti
attivi con funzione osteoformativa e si trasformano in osteoblasti quiescenti o

cellule osteoprogenitrici con potenzialit — osteogeniche nell’adulto.

MIDOLLO OSSEO

Contenuto nelle cavit  midollari delle ossa, i1l midollo osseo (o tessuto
mieloide) il principale organo emopoietico) nella seconda met  dello sviluppo
fetale e durante la vita postnatale; inoltre ha:

o Funzioni osteogeniche, in quanto contiene osteoblasti ed osteoclasti
nonch fornisce 1 vasi sanguigni all’osso in formazione;

o Funzione emocateretica (o emoclasica), in quanto svolge un ruolo
importante nella distruzione delle cellule ematiche invecchiate o
danneggiate ad opera dei macrofagi del sistema reticolo-istiocitario;

o Funzioni immunologiche, in quanto, indirettamente, partecipa alle
reazioni immunitarie dato che fornisce al timo le cellule staminali che in
questo organo si differenziano in linfociti T. Inoltre, produce monociti e
macrofagi nonch linfociti B. Il midollo osseo, pertanto, un organo
linfoide primario (o centrale) e nell’adulto il solo organo in grado di
produrre Dl’intera gamma di elementi figurati presenti in circolo:
eritrociti, leucociti (linfociti, granulociti, monociti) e piastrine;

o Infine, partecipa alle funzioni generali del tessuto connettivo.

Il midollo osseo origina nel secondo mese di vita intrauterina nella clavicola, il
primo osso che si ossifica, e si estende successivamente agli altri segmenti
scheletrici. Occupa tutte le cavit interne delle ossa e cio  la diafisi delle ossa
lunghe e le cellette della sostanza spugnosa nelle epifisi delle ossa lunghe, piatte

e brevi.
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Nel feto, il midollo della maggior parte delle ossa ha funzioni emopoietiche ed
detto midollo rosso per il colore rosso derivante dal gran numero di cellule della
serie eritrocitaria in esso presente.

Durante il periodo di accrescimento la maggior parte del midollo, nella diafisi
delle ossa lunghe e in alcuni territori spugnosi epifisari e di ossa brevi e piatte,
perde le propriet ematopoietiche diventando midollo giallo prima, nel quale il
tipo cellulare preponderante rappresentato da cellule adipose, e midollo
gelatinoso poi.

Nell’adulto il midollo osseo funzionante  limitato alla diploe delle ossa della
volta cranica, alle coste, allo sterno, ai corpi vertebrali e all’0sso spugnoso di

alcune ossa corte e delle estremit  prossimali del femore e dell’omero.

2.3 FUNZIONE

Le principali funzioni dell’osso sono di fornire locomozione, protezione agli
organi ¢ omeostasi minerale. L’equilibrio tra il riassorbimento osseo e la
deposizione influenzato dalla tensione meccanica, dai fattori ambientali locali
e dagli ormoni sistemici. Le propriet = meccanica distintive dell’osso
contribuiscono alla sua resistenza e capacit  di consentire il movimento. Infine,
una intricata serie di interazione tra cellula, matrice e molecole segnali
mantengono 1’omeostasi del calcio e del fosfato all’interno del corpo, che

contribuisce alla resistenza meccanica.

PROPRIETA’ MECCANICHE

Il tessuto osseo  un tessuto altamente dinamico, in grado di adattarsi in base ai
bisogni fisiologici: le sue propriet meccaniche e metaboliche sono influenzate
da fattori ambientali locali, ormoni sistemici e tensione meccanica (Burr et al..
1985, Lerner 2006).

Come accennato in precedenza, la porzione inorganica dell’osso ~ formata da
cristalli di idrossiapatite, contenenti il calcio e il fosfato, che regolano la rigidit

e l’elasticit  del tessuto, nonch la sua resistenza alla trazione.

Il meccanismo di adattamento scheletrico consta principalmente in processi di

riassorbimento e di apposizione ossea, che prendono il nome di rimodellamento
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e, generalmente, si trovano in equilibrio tra loro mantenendo il volume osseo
costante.

A seguito del riassorbimento osseo a opera degli osteoclasti, il nuovo osso viene
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depositato dall’azione degli osteoblasti (Raisz 2005).

Figura 10. Meccanismo di rimodellamento osseo (Lang et Lindhe 2016).

In generale, il tessuto osseo risponde a schemi di carico aumentando la sintesi e
modificando la composizione, organizzazione, e propriet = meccaniche
(Hadjdakis e Androulakis 2006). Le evidenze indicano che lo stesso vale per
I’0osso in riparazione. Quando I’0sso sperimenta un carico meccanico, 1
meccanocettori sono direttamente stimolati, il che d  inizio al processo di
turnover osseo per generare e riparare 1’osso nell’aria. Inoltre, la pressione
aumenta I’espressione di M-CSF, aumentando il differenziamento osteoclastico
nel midollo osseo (Schepetkin 1997).

Gli osteoclasti sono anche indirettamente stimolati dagli osteoblasti e condrociti
che secernono prostaglandine in risposta alla pressione meccanica. La matrice
extracellulare pu  anche promuovere il turnover osseo attraverso la
trasmissione dei segnali. La resistenza ossea  determinata dalla combinazione
di qualit , quantit e tasso di turnover osseo.  ben stabilito che una perdita di
densit , o di qualit ossea, diminuisce la resistenza ossea e determina un
aumento dell’incidenza di fratture. Tuttavia, diverse condizioni patologiche
caratterizzate da un aumento della densit ossea sono anche associate ad una
riduzione della resistenza ossea € un aumento dell’incidenza delle fratture; di

conseguenza la qualit  dell’osso un importante fattore nel determinare la
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resistenza ossea.

PROPIETA’ METABOLICHE

In molti processi fisiologici I’omeostasi del calcio  di grande importanza per il
mantenimento della salute (Bonewald 2002, Harkness ¢ Bonny 2005). Il
meccanismo di deposito del calcio da parte degli osteoblasti include il trasporto
di fosfato e di calcio con I’alcalinizzazione per assorbire gli acidi prodotti con la
deposizione della matrice; la mineralizzazione della cartilagine con il calcio
avviene per diffusione passiva e produzione di fosfato. La mobilizzazione del
calcio, a opera degli osteoclasti, = mediata dalla secrezione acida. Sia le cellule
che formano osso che quelle che lo riassorbono usano i segnali del calcio come
regolatori del differenziamento e dell’attivit  (Sims e Gooi 2008).

Il calcio ottenuto dalla dieta e I’0sso un organo regolatorio chiave per
I’omeostasi del calcio. L.’osso risponde ai segnali calcio-dipendenti provenienti
dalle ghiandole paratiroidee e dai metaboliti della via della vitamina D, tuttavia
pu  direttamente rispondere al calcio extracellulare nel caso in cui la
regolazione paratiroidea venga persa. Si raggiunge 1’omeostasi del calcio
sierico attraverso un complesso processo regolatorio, per cui un equilibrio tra
riassorbimento, assorbimento e secrezione ossea nell’intestino e il
riassorbimento e la secrezione da parte dei reni finemente regolata dagli
ormoni osteotropici (Schepetkin 1997). L’equilibrio della concentrazione
sanguigne del calcio sierico ionizzato determinato da una complessa
interazione tra I’ormone paratiroideo (PTH), la vitamina D e la calcitonina. Gli
altri ormoni osteotropici endocrini che influenzano il metabolismo osseo
includono gli ormoni tiroidei, gli ormoni sessuali e 1’acido retinoico. Inoltre il
fattore di crescita dei fibroblasti aiuta 1’omeostasi del fosfato. La vitamina D
coinvolta nell’assorbimento del calcio, mentre il PTH stimola il rilascio del
calcio dal tessuto osseo, riduce il suo rilascio da parte del rene e aiuta la
conversione della vitamina D nella sua forma biologicamente attiva (1,25-
diidrossicolecalciferolo) (Holik 2007). Una riduzione dell’assunzione del calcio

e della vitamina D e un deficit di estrogeni potrebbe contribuire anche a un
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deficit di calcio (Lips et al. 2006).

I fattori ormonali come gli ormoni retinoidi, tiroidei e steroidi sono in grado di
passare attraverso membrane biologiche e di interagire con 1 recettori
intracellulari per avere un maggior impatto sul tasso di riassorbimento osseo. La
carenza di estrogeni causa un aumento del riassorbimento osseo cos come una
riduzione della formazione del nuovo osso (Harkness e Bonny 2005). In
aggiunta agli estrogeni, il metabolismo del calcio gioco un ruolo significativo
nel turnover osseo, € la carenza di calcio e vitamina D causa una compromessa

deposizione ossea.

L’ormone circolante PTH regola il calcio sierico ed rilasciato in caso di
ipocalcemie. 11 PTH si lega ai recettori degli osteoblasti. Aumentando
I’espressione di RANKL e il legame di questo con RANKL espresso dagli
osteoclasti (McCauley e Nohutcu 2002). Questo segnale stimola il
rimodellamento osseo attivando gli osteoclasti con lo scopo finale di
promuovere il rilascio di calcio dall’osso. Quando somministrato
terapeuticamente in dosi basse e intermittenti, il PTH pu  agire come agente
anabolico per promuovere la formazione ossea, sebbene il meccanismo di tale
azione non sia stato ben capito.

Le cellule T producono la calcitonina, un peptide di 32 amminoacidi il cui ruolo
fisiologico principale la soppressione del riassorbimento osseo. I recettori
della calcitonina sono presenti in alto numero sugli osteoclasti e sui loro
precusorsi (Schepetkin 1997). Perci , la calcitonina in grado di agire
direttamente sulle cellule osteoclastiche in tutte le fasi del loro sviluppo per
ridurre il riassorbimento osseo prevenendo la fusione dei preosteoclasti
mononucleati, inibendo il differenziamento e prevenendo il riassorbimento da

parte di osteoclasti maturi (McCauley e Nohutcu 2002).

2.4 PRINCIPI DI GUARIGIONE

Da un punto di vista istologico, 1 tipi di guarigione di un tessuto danneggiato

POSSONO €SSere:
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Riparazione: guarigione di una ferita da parte di un tessuto, che non
ripristina completamente 1’architettura o la funzione della parte. A
seguito di un danno a carico dell’osso, immediatamente inizia un
complesso processo di guarigione costituito da molteplici fasi con lo
scopo di facilitare la riparazione. La proliferazione tissutale e cellulare
sono mediate, in fasi differenti, da vari fattori di crescita, citochine
infiammatorie e molecole segnali. Sebbene sia un processo continuo,
la riparazione ossea pu  essere suddivisa in tre fasi: inflammazione,
riparazione e rimodellamento (Hadjidakis e Androulakis 2006). La
fase inflammatoria ha inizio subito dopo il danno al tessuto e dura
approssimativamente 2 settimane (Fazzalari 2011). Nel processo di
riparazione la formazione del coagulo sanguigno rappresenta la fase
iniziale. A seguire, il rilascio di citochine da parte delle cellule che
hanno subito il danno richiama nell’area le cellule inflammatorie, dove
1 macrofagi iniziano a fagocitare il tessuto e le cellule danneggiate. Gli
osteoclasti iniziano il processo di riassorbimento dell’osso
danneggiato nell’area per riciclare 1 componenti minerali. Inoltre, le
cellule della linea mieloide e mesenchimale sono richiamate per
differenziarsi in osteoblasti e condroblasti. A questo punto, il rapporto
RANKL-osteoprotegerina (OPG) si riduce. La fase di riparazione

caratterizzata dalla formazione di un callo soffice in cui la nuova
matrice ossea e cartilaginea comincia a formarsi. Osteoblasti e
condroblasti producono un’impalcatura proteica per creare questo
callo, il quale  lentamente mineralizzato per diventare duro. Il callo

costituito da osso immaturo o a fasci intrecciati (women bone).
L’1inizio della formazione dell’osso a fasci intrecciati nella cartilagine
e nel periostio  principalmente mediata da una precoce up-regulation
dell’interleuchina 6 (IL-6), del OPG, del fattore di crescita endoteliale
vascolare (Vascular Endotelial Growth Factor, VEGF) e delle BMP
(Fazzalari 2011). La trasformazione del callo da soffice a duro avviene

approssimativamente 6-12 settimane dopo la frattura ossea.
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Nella fase finale della riparazione, conosciuta come fase di
rimodellamento, la matrice ossea e la cartilagine sono rimodellate in
0sso maturo. L’0sso a fasci intrecciati infine convertito in 0sso
maturo lamellare attraverso il normale turnover osseo mediato
dall’accoppiamento degli osteoblasti-osteoclasti. Adeguati livelli di
vitamina D e di calcio sono critici per una corretta riparazione ossea €
possono in parte dettare il tasso di riparazione. La durata della fase del
rimodellamento dipende dal metabolismo osseo di ciascun individuo,
ma di solito richiede mesi dal trauma.

Rigenerazione: guarigione che conduce a un completo recupero della
morfologia e della funzione.  una “restitutio ad integrum”. Ci in
contrasto con la riparazione tissutale la quale semplicemente
sostituendo 1l tessuto perso con un tessuto immaturo € non consente di
ripristinare completamente la funzione. Nel corso del tempo, I’0sso

in grado di sostenere il danno proveniente dal sollecitamento
meccanico, dal sovraccarico e da altre forme di danno tissutale, che
causano microfratture e altri difetti nell’architettura ossea. Per evitare
un danno maggiore, 1’0osso va incontro a un naturale processo di
rimodellamento per rigenerarsi o rinnovarsi. Ogni singolo osso ha un
tasso di turnover specifico, tuttavia il tasso di turnover medio  del
10% (McCauley e Nohutcu 2002). La rigenerazione del tessuto osseo
coinvolge la formazione e il riassorbimento dell’osso in una unit  di
base multicellulare (Basic Multicellular Unit, BMU) (Sims e Gooi
2008). In questo processo, il riassorbimento osseo a opera degli
osteoclasti avviene prima per un periodo di 3-4 settimane, insieme a
una trasmissione del segnale cellulare per promuovere il reclutamento
degli osteoblasti nell’area. Gli osteoblasti, in seguito, formano 1’0sso
per un periodo di 3-4 mesi, con un periodo quiescente tra
riassorbimento e la formazione ossea, chiamato fase di inversione.
L’osso trabecolare va incontro a un turnover osseo in una percentuale

significativamente superiore (rispetto a quello corticale) (McCauley e
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Nohutcu 2002).
La rigenerazione ossea  un normale processo, ma in alcuni casivi  la
necessit  di aumentare il tasso di rigenerazione ossea o di contrastare
gli effetti di disordini patologici ossei. Le strategie terapeutiche per
promuovere la rigenerazione ossea includono innesti di o0sso
proveniente da varie fonti, membrane di separazione per escludere
I’epitelio, agenti anti-riassorbimento, agenti anabolici e fattori di
crescita per promuovere il differenziamento e la proliferazione degli
osteoblasti.
Quando si verificano delle alterazioni nel turnover osseo, 1’omeostasi
scheletrica distrutta, dando luogo a condizioni con una densit
minerale ossea aumentata o diminuita (Bone Mineral Density, BMD)
oppure necrosi ossea, € spesso si associa una riduzione della resistenza
ossea. Un’ampia variet  di condizioni pu  alterare 1’omeostasi
dell’osso e questo includono tumori, menopausa, farmaci, condizioni
genetiche, deficit nutrizionali, o infezioni. Alcune di queste eziologie,
come la carenza di vitamina D, sono facilmente curabili, mentre altre,
come le mutazioni genetiche, sono tipicamente trattate gestendo i
sintomi. Alterazioni nell’omeostasi ossea causano una variet  di
sintomi, che includono un’aumentata incidenza di fratture, dolore
osseo ¢ altre deformit  scheletriche che risultano in un elevato livello
di morbilit e in alcuni casi morte.

La guarigione di un tessuto pu  essere influenzata sia da fattori sistemici che da

fattori locali.

Fattori sistemici:

- Et :lacapacit diguarigione diminuisce conl’et ;

- Malnutrizione: insufficiente assunzione di cibo, carenze di vitamine
(soprattutto vitamina C), e altre carenze di proteine e vitamine;

- Ormoni (glucorticoidi): determinano un riduzione della reazione

infiammatoria e inibiscono la crescita dei fibroblasti, la produzione di
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collagene e la formazione di cellule endoteliali;

- Disordini sistemici: osteoporosi, osteomalacia, osteonecrosi,
osteomelite e osteogenesi imperfetta.

- Stress;

- Iperparatiroidismo: causato da una sovrappoduzione di PTH, il
quale promuove il riassorbimento del calcio e del fosforo del tessuto
osseo per aumentare il livello del calcio a livello sierico.

Fattori locali:

- Presenza di microorganismi,

- Eccessiva manipolazione del tessuto durante il trattamento,

- Trauma dei tessuti,

- Presenza di corpi estranei,

- Ripetute procedure di trattamento che durante il processo di
guarigione distruggono ’attivit ~ delle cellule pi  anziane,

- Inadeguata perfusione vascolare all’area circostante.

3. DENTINA DEMINERALIZZATA COME
BIOMATERIALE

Le ricerche sulle propriet che inducono la formazione di osso a partire dalla
dentina sono iniziate nel 1967.

Dopo che Urist ha proposto che i BMP della dentina e dell'osso sono importanti
stimolanti con propriet  osteoinduttive, Yeomans e Urist sono stati i primi a
mostrare le propriet  rigenerative della matrice dentinale demineralizzata
(DDM). La dentina demineralizzata induce una nuova formazione ossea, un
lento riassorbimento minerale e un rilascio della proteina morfogenetica
(rhBMP-2).

Nel 2005, Murata han dimostrato che thBMP-2 ha aumentato il potenziale
induttivo osseo del DDM nei tessuti sottocutanei di ratto e ha suggerito che il
DDM riciclato nell'uomo  una matrice unica, assorbibile e osteoconduttiva che

dovrebbe essere un'impalcatura efficace per consegna BMP-2 (Murata et al.
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2011).

Fondamentale il processo di demineralizzazione. Molti studi in vivo hanno
indicato che il DDM  una matrice di induzione ossea pi  efficace della matrice
di dentina calcificata (CDM). Le propriet induttive ritardate della dentina
calcificata possono essere correlate all’inibizione del rilascio di BMP da parte

dei cristalli di apatite.

Al momento, DDM per la rigenerativa  disponibile in due forme, polvere e
blocco. La polvere DDM viene preparata frantumando la dentina in particelle di
dimensioni 300-800 m e possiede micropori derivati dai tubuli dentinale
(diametro: 1,0-3,0 m, circa 50.000 tubuli / mm 2) (Kim et al. 2010). Questi
pori, tuttavia, sono troppo piccoli per l'infiltrazione cellulare e la crescita.
Invece, 1 tubuli dentinali e la matrice di collagene dopo la demineralizzazione
possono servire da canali per il rilascio di proteine essenziali per la crescita e la
differenziazione degli osteoblasti e aumentare l'assorbibilit  della dentina. (Kim
et al. 2014, Murata et al. 2010). Sebbene Reddi e Huggins (Reddi et al. 1973)
hanno documentato l'osteoinduzione con particelle di dentina di dimensioni
74-420 m, Togari et al. (Togari et al. 2011) hanno dimostrato che le particelle
di dentina di dimensioni di 250-500 m erano altamente efficienti
nell'osteoinduzione. Di recente, Koga et al . (Koga et al. 2016) ha raccomandato
I'uso di particelle da 1000 m, a seguito di demineralizzazione parziale con
HNO 3 al 2%, rispetto alla dentina non demineralizzata o completamente
demineralizzata.

Diversi studi che hanno utilizzato il trapianto di blocchi di dentina umana (5-6
mm di diametro; 3 mm di spessore) per difetti dell'osso di coniglio hanno
mostrato un'anchilosi dentina-ossea progressiva dopo 3 mesi, con
riassorbimento osseo sostitutivo e nessun segno di inflammazione (Andersen et
al 2009, Qin et al. 2014 ). Inoltre, 1'uso di scaffold porosi per dentina supporta
una rapida crescita microvascolare, nonch  I'osteointegrazione, evidenziando il

loro potenziale come materiali per 1'ingegneria ossea (In-Woong et al. 2017).

3.1 SOMIGLIANZE CON IL TESSUTO OSSEO
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L'osso e la dentina sono tessuti mineralizzati di composizione chimica quasi
simile. Sono costituiti da 18% di collagene (prevalentemente di tipo 1), 2% di
proteine non collagene (PCN), 70% di idrossiapatite (HA) e 10% di liquidi
corporei (percentuali che indicano peso / volume). La matrice non collagenica
extracellulare secreta dagli odontoblasti e dagli osteoblasti  molto simile, dal
momento che molte proteine sono presenti in entrambi 1 tessuti, sebbene vi

siano differenze quantitative.

La sialofosfoproteina dentinale altamente espressa nella dentina e negli
odontoblasti, ma non in maniera esclusiva. Si trova anche nell’0sso, con un
rapporto di 1:400 rispetto la dentina, e sembra svolgere un ruolo nella

regolazione del turnover tissutale (Qui et al. 2003).
La proteina DMP-1 presente in entrambi 1 tessuti. All’interno del tessuto

osseo regola la maturazione e la funzione degli osteociti e svolge un ruolo

fondamentale nel controllo della mineralizzazione (Feng et al. 2006).

La sialoproteina dell’osso (BSP)  presente in uguale quantit nei due tessuti,

dove ne stimola la crescita e la mineralizzazione (Bouleftour et al. 2016).

L’osteopontina  un promotore dell’angiogenesi e modula la differenziazione

degli osteoclasti (Rittling et al., 1998).

L’osteocalcina e 1’osteonectina sono state localizzate in entrambi 1 tessuti ma
con distribuzione temporale diversa: ON nelle fasi iniziali di sviluppo, mentre

OC quando gi avvenuta la differenziazione (Papagerakis et al., 2002).

Ultimi elementi della matrice extracellulare in comune tra osso e dentina sono
rappresentati da quei fattori di crescita che sono in grado di stimolare la
proliferazione e differenziazione cellulare dei due tessuti (MacDougall et
Javed., 2010) (Murata et al., 2012):

- Proteine morfogenetiche dell’osso (BMP);

- Dal fattore di crescita trasformante beta (TGF- 1);

- Dal fattore di crescita insulino-simile (IGF);

- Dal fattore di crescita dei fibroblasti (FGF).
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Figura 11. Composizione chimica di osso e dentina umana in peso (Murata et
al., 2012).

4.2 L’ IMPORTANZA DELLA DEMINERALIZZAZIONE

Gli studi in vivo hanno indicato che il DDM  una matrice di induzione ossea
pt  efficace della matrice di dentina calcificata (CDM), poich 1 granuli di
CDM inducevano la formazione di una scarsa quantit  di osso dopo un periodo
di latenza di 8-12 settimane. Le propriet induttive ritardate della dentina
calcificata possono essere correlate all'inibizione del rilascio di BMP da parte
dei cristalli di apatite. Nello studio di Bang e Urist del 1967  stata impiantata
nel muscolo dell’addome di ratto sia dentina demineralizzata che dentina
mineralizzata, per valutare se questa potesse essere in grado di stimolare la
formazione di tessuto osseo. A differenza della dentina demineralizzata che gi

a 4 settimane determinava apposizione ossea, si osservata osteogenesi
solamente dopo 8-12 settimane. Inoltre la quantit  di tessuto neoformato era
piuttosto scarsa se confrontata a quella trovata a contatto con I’impianto

costituito da dentina demineralizzata.
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Figura 11. Dentina demineralizzata vista al SEM.

Durante la dentinogenesi si ha inizialmente deposizione di matrice
extracellulare. All’interno di questa si trovano collagene, proteine non
collageniche e fattori di crescita. Con la mineralizzazione successiva questi
ultimi rimangono intrappolati nel tessuto, protetti dai cristalli di idrossiapatite, e
non sono perci  pi  disponibili. La demineralizzazione, mediante eliminazione
della componente inorganica, determina sia un’esposizione della matrice, che
promuove 1’adesione cellulare alla dentina, sia una solubilizzazione delle
molecole bioattive contenute al suo interno, tra cui i fattori di crescita e, in
particolare, le BMP. Queste modifiche all’interno della dentina la rendono
capace di indurre la differenziazione delle cellule mesenchimali in osteoblasti e

la produzione di tessuto osseo.

La demineralizzazione della dentina determina l'eliminazione della maggior
parte della fase minerale e dei componenti immunogenici, mantenendo una
frazione molto bassa di minerali e la maggior parte del collagene di tipo I e dei
PCN, fornendo un impalcatura osteoconduttiva e osteoinduttiva contenente

diversi fattori di crescita. (Kim et al 2014).
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Di recente stato condotto uno studio che ha messo a confronto le capacit
osteogenetiche della dentina umana demineralizzata con quelle della dentina

umana non demineralizzata.

Sono stati creati difetti ossei sperimentali nella mandibola, nella calvaria e nella

tibia di ratti e sono stati utilizzati come innesti 1 due tipi di dentina.

I risultati a 3 settimane hanno mostrato come, a contatto con la dentina
demineralizzata, si avesse neoapposizione di tessuto osseo nella mandibola e
nella calvaria, mentre non era possibile possibile rilevare la presenza di nuovo
0ss0 a contatto con la dentina mineralizzata.

Nei difetti ossei creati nella tibia si osservato un marcato riassorbimento
dell’innesto di dentina demineralizzata e la presenza di cellule adese sulla
superficie, mentre la dentina mineralizzata si ~ mostrata integra e con poche

cellule adese.

Human dentine grafts

Demineralized Mineralized

Mandible

The implantation sites in the rats

Subcutaneous

Tibia
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Figura 12. Analisi istologica di innesti di dentina umana mineralizzata e

demineralizzata a confronto nel ratto (Rijal et Shin, 2017).

Il trattamento con acidi, oltre ad essere causa della demineralizzazione della
dentina, cosa che la rende in grado di stimolare 1’osteogenesi, si ~ dimostrato
efficace  nell’aumentare  1’istocompatibilit dell’innesto  grazie alla

denaturazione delle proteine (Huggins et al., 1970).

OSTEOINDUTTIVITA’ DELLA MATRICE DENTINALE
DEMINERALIZZATA

Esiste tanta letteratura che conferma il ruolo della dentina demineralizzata

come materiale osteoinduttore.

La prima ricerca che ha utilizzato dentina decalcificata, proveniente da
differenti specie animali,  stata impiantata nei muscoli della parete addominale
di ratti e conigli. Dalle analisi effettuate stato possibile individuare, gi a
distanza di quattro settimane, la presenza di osteoblasti e di tessuto osseo

neoformato, circondato da un manicotto fibroso periostale.

Si  wvisto che la neoapposizione di tessuto sulla matrice dentinale avveniva per
la maggior parte all’interno di “camere di scavo” prodotte dalla crescita di
germogli vascolari, macrofagi e cellule mesenchimali, successivamente
sostituite da cellule osteoprogenitrici. L’osso neoformato, una volta deposto,
veniva subito riassorbito da parte degli osteoclasti, andando incontro a un
processo di rimodellamento con conseguente formazione di tessuto maturo
costituito da midollo al proprio interno. Gli autori hanno dunque mostrato come
la matrice dentinale collagenica, similmente a quella ossea, offra un substrato in
grado di interagire con le cellule del tessuto ospite, svolgendo una azione
induttiva. Il riassorbimento dell’impianto costituito da dentina porta alla
creazione di “camere di scavo” che vengono occupate da cellule
osteoprogenitrici, le quali iniziano la deposizione di tessuto osseo (Bang et

Urist, 1967).
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Gomes et al. (2001) hanno riportato che la DDM impiantante nell'osso parietale
di conigli hanno stimolato la formazione di nuovo o0sso e sono state
completamente incorporate nel tessuto osseo appena formato, essendo state

riassorbite durante 1l rimodellamento osseo.

Togari et al. (2011) hanno illustrato che nei difetti del cranio del ratto si

verificata una nuova formazione ossea da singoli granuli DDM bovini
all'interno del difetto e non solo dal suo margine. Hanno concluso che il DDM
funge da impalcatura per la rigenerazione ossea inducendo un alto grado di

nuova formazione ossea subito dopo l'intervento chirurgico.

Murata et al. (Murata et al. 2003 e 2010) hanno confermato che i granuli DDM
derivati dal dente del giudizio umano hanno indotto indipendentemente la

formazione di ossa e cartilagini nei tessuti sottocutanei di topi nudi.

Kim et al. (2013) hanno condotto uno studio in vivo per valutare le risposte dei
tessuti al DDM umano inserito nel dorso dei topi. In 2 settimane, nuove cellule
di rivestimento si erano attaccate alla polvere DDM senza alcuna
inflammazione, suggerendo la sua eccellente biocompatibilit . Kim etal . (Kim
et al. 2013 e 2014) hanno anche mostrato che l'innesto di DDM umano nel
tessuto muscolare di topi nudi ha indotto indipendentemente la cartilagine e la
formazione ossea. Il tessuto osteoide appena depositato sulla polvere di DDM

ne illustra l'osteoinduttivit

Molti studi hanno provato la capacit delle BMP di stimolare la formazione di
tessuto osseo e cartilagine, inducendo la differenziazione di cellule
mesenchimali in cellule osteoprogenitrici o condrociti (Inoue et Melcher,
1986).

Recentemente sono state isolate e quantificate le BMP e 1 fattori di crescita della
dentina ed stata, inoltre, messa in coltura la dentina demineralizzata con
cellule mesenchimali del midollo osseo.

Si  rilevata quindi la presenza preponderante dei fattori di crescita TFG- 1 e
BMP-2 e si  notato come la presenza di fattori di crescita e di biglicano sia

responsabile della chemoattrazione e differenziazione delle cellule
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mesenchimali in osteoblasti.

stato sottolineato dagli autori come il frazionamento e I’eliminazione di
alcuni fattori di crescita determini una riduzione del potenziale osteogenetico,
mostrando come I’intera matrice extracellulare sia importante nel meccanismo

di osteogenesi (Avery etal. 2017).

Trale BMP  stata molto studiata la BMP-2, per le sue propriet — osteoinduttive,
che I’hanno resa I’'unica approvata dalla FDA come innesto osseo (James et al.,

2016).

La sua azione all’interno delle cellule si esplica attraverso il legame con il
recettore che si trova sulla membrana cellulare e fa parte delle proteine
serina/tirosina chinasi L’attivazione di questo recettore determina la
fosforilazione delle proteine Smad le quali formano un complesso che trasloca

nel nucleo e interagisce con i fattori di trascrizione.

Tra questi ultimi molto importante ~ Runx-2, che determina la differenziazione
delle cellule mesenchimali in osteoblasti, 1 quali iniziano a produrre tessuto

osseo (Chen et al., 2004; Lee et al., 2000).
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Figura 13. Meccanismo di azione delle BMP (Chenard et al., 2012).
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Ovviamente nel processo osteinduttivo sono coinvolti non le BMP, ma anche

tutti 1 fattori di cresciti e le altre proteine coinvolte nella matrice.

TGF- , FGF, PDGF, VEGF e IGF sono implicati nella migrazione,
proliferazione e differenziazione di cellule staminali mesenchimali in

osteoblasti (Dimitriou et al., 2005; Roberts et Rosenbaum, 2012).

Direcente  stata rilevata la presenza di una proteina di mineralizzazione (LIM-
1) nella predentina e all’interno delle cellule endoteliali dei vasi (Wang et al.,
2008), la quale sembra essere un regolatore della maturazione e formazione

ossea determinando la differenziazione degli osteoblasti (Boden et al., 1998).

OSTEOCONDUTITIVIT DELLA MATRICE DEMINERALIZZATA
DELLA DENTINA

Gomes et al. (2002) e Carvalho et al. (2004) hanno valutato le propriet

osteoconduttive del DDM autogeno su difetti ossei parietali e difetti di 5 mm
dell'osso buccale mandibolare nei conigli. II DDM stato completamente
incorporato nel tessuto osseo appena formato ed  stato riassorbito durante il

rimodellamento osseo.

De Oliveira et al. (2013) hanno eseguito immunocolorazione BMP-2 ¢ BMP-4
negli osteoblasti durante il processo di guarigione delle cavit molari superiori
del ratto trattate con DDM umano. I risultati suggeriscono che il DDM umano
agisce da impalcatura per la differenziazione degli osteoblasti, producendo
attivamente nuovo 0sso attraverso, almeno in parte, il degrado della matrice e la

conseguente consegna controllata di BMP-2 e BMP-4.

Kim et al . (2013 e Lee et al. 2013) hanno confermato 1'eccellente capacit  di
guarigione osteoconduttiva del DDM umano testandolo in difetti di dimensioni
critiche nel cranio suino. L'eccellente capacit di osteoconduttivit e
rimodellamento osseo del DDM umano potrebbe essere attribuita ai suoi

minerali, come HA e TCP a bassa cristallinit
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Figura 14. Nuova formazione ossea attorno ai granuli di matrice dentinale
demineralizzata. Gli asterischi indicano la matrice di dentina demineralizzata.

Ingradimento x100 (Kim et al.. 2012).

Ci  che emerge da questi, e da molti altri studi, = dunque I’importanza della

demineralizzazione affinch  siabbiano le propriet  osteogeniche della dentina.

4.3 SOSTANZE DEMINERALIZZANTI

I1 processo di demineralizzazione deve avvenire dopo aver rimosso lo smalto e

il cemento del dente.

In letteratura non esiste un protocollo standardizzato di demineralizzazione. Le
sostanze che si possono utilizzare sono diverse. Le sostanze maggiormente

utilizzate sono EDTA e HCL.

L’acido etilendiaminotetraacetico (EDTA) molto utilizzato, ed esiste in

concentrazioni diverse.

Uno studio di Fahaimeh Sadat Tababtabaei mette a confronto il potenziale
rigenerativo di due diversi campioni di dentina: dentina regolare (RD), dentina
demineralizzata con EDTA (DemD). I risultati hanno mostrato che DemD ha il

potenziale pi  alto mentre RD ha mostrato il pi  basso tasso di formazione e di
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deposizione di cristalli di idrossiapatite. A quattro settimane, sono stati
osservati depositi di idrossiapatite sul campione DemD e sono state osservate
numerose masse esagonali di deposito di HA. Il microscopio elettronico a
scansione e le analisi quantitative di reazione a catena della polimerasi in tempo
reale durante la coltura cellulare di 10 giorni sulle polveri di dentina, hanno
mostrato la massima adesione e vitalit  cellulare e una rapida differenziazione
in DemD. Sulla base dei parametri valutati in questo studio in vitro, il DemD ha
mostrato un alto tasso di formazione / deposizione di cristalli di idrossiapatite e
adesione / vitalit / differenziazione osteogenica delle cellule staminali della
polpa dentale umana, che pu  supportare il suo potenziale osteoinduttivo /

osteoconduttivo per la rigenerazione ossea.

L’EDTA mostra la sua massima azione nell’estrarre le componenti non

collageniche della matrice (Tomson et al., 2007).

Parmar e Chhatariya hanno valutato I’effetto demineralizzante del’EDTA a
diverse concentrazioni € pH nel tempo. Hanno suddiviso 20 denti umani estratti
in 4 gruppi, dividendo ciascun dente in due parti in senso longitudinale:

. gruppo 1: trattato con EDTA al 17% conpH a 7.5;

. gruppo 2: trattato con EDTA al 17% con pH 9;

. gruppo 3: trattato con EDTA al 10% con pH 7.5;

. gruppo 4: trattato con EDTA al 10% con pH 9.

Per ciascun gruppo  statarilevata la quantit  di fosforo rilasciatoa 1, 5,10, 15 e

25 minuti.

Dairisultati  emerso che, per ogni intervallo di tempo osservato, si  ottenuta la
maggiore liberazione di fosforo con pH 7.5 rispetto al pH 9 e con EDTA al 17%
rispetto al 10%.

Per quanto riguarda il tempo di demineralizzazione, questo studio ha mostrato
che gi  dopo 1 minuto si sono raggiunti livelli elevati di fosforo rilasciato, che
sono continuati ad aumentare fino a 15 minuti, raddoppiando. Un’esposizione

prolungata oltre questo tempo, tuttavia, non ha mostrato un aumento
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significativo della demineralizzazione.

HCL il demineralizzante pi  utilizzato. La letteratura afferma che la dentina
demineralizzata con HCL determina ottimi risultati in termini di rigenerazione.

Murata et al. 2015 hanno dimostrato 1’efficacia della dentina demineralizzata
con HCL 0,6. I risultati ci mostrano che i granuli di DDM con HCL hanno

potenziale osteoinduttivo.
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Figura 15. Osso indotto (B) a ponte tra granuli di DDM (D).

Figura 16. Fibroblasti sulla superficie del granello DDM con tubi dentinali
originali. Fotografia in DDM (70mg) a 3 settimane.

Tra le altre sostanze utilizzate per la demineralizzazione abbiamo ’acido nitrico
(HNO3). Meno utilizzato rispetto a EDTA e HCL, ma nonostante ci  possiede
ottime propriet demineralizzanti. Murata et al. 2010, hanno demineralizzati i
granuli di dentina umana con il 2% di HNO e successivamente 1i hanno
impiantati nel tessuto sottocutaneo di ratto. A 4 settimane si  dimostrata la

capacit  diindurre cartilagine e osso indipendentemente.
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Altra sostanza utilizzata per la demineralizzazione della dentina I’acido
citrico. Tuttavia sono pochi gli studi in cui viene utilizzato. Ha un’azione pi
blanda e di conseguenza non determina una grande apposizione ossea.

Inoue et al. (1986) hanno confrontato la capacit della dentina di indurre la
cartilagine e la formazione ossea dopo demineralizzazione con HCl 0,6 N
oeAcido citrico 3 M (9 N). Hanno trovato la formazione di cartilagine sulla
superficie interna dei granuli di dentina demineralizzata con acido citrico, ma
significativamente inferiore a quella sulla dentina demineralizzata con HCI. Tra

le soluzione demineralizzanti, I’acido citrico  quello meno raccomandato.

Molto importante, oltre alla sostanza utilizzata, sono le tempistiche di
demineralizzazione ovvero quanto la dentina viene lasciata all’interno della
sostanza demineralizzante. In letteratura non esiste un protocollo standardizzato
di trattamento della dentina, che risulti essere adeguato ed efficace. Non vi

uniformit  di tempistiche di utilizzo dell’acido demineralizzante che garantisca
il rilascio di fattori di crescita e proteine dalla matrice extracellulare, senza
alterarne la struttura e renderle inattive. Il tempo di demineralizzazione deve
essere tale che da consentire il rilascio di fattori di crescita, in particolare BMP.
Un’eccessiva demineralizzazione determinerebbe una perdita di BMP e altre
proteine della matrice, andando a ridurre il potenziale osteinduttivo e
osteogenetico (Pietrzak et al. 2011). Un ridotto tempo di demineralizzazione
determinerebbe una matrice molto mineralizzata con conseguente rilascio di
piccole quantit di BMP e quindi un minore effetto osteoinduttivo e

osteogenetico.

stato effettuato uno studio per valutare come 1’acido possa influenzare il
rilascio di fattori di crescita, in particolare le BMP, nel tempo.  stata utilizzata
la corticale di osso bovino, triturato e ridotto in particolato, successivamente
trattato con acido idrocloridrico a diverse concentrazioni: HCl a 0.125 N, 0.25
Ne0.50 Ned stata misurata la quantit di BMP-7 dopo 0, 5, 10, 20, 45, 90,

270 minuti e 24 ore di contatto con 1’acido.
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Il trattamento con HCI a diverse concentrazioni ha mostrato risultati simili,
evidenziando la massima quantit di BMP-7 a 90 minuti, tempo necessario per
avere una totale demineralizzazione dell’osso con 0.25 N e 0.50 N di HCI. Dopo
questo picco il fattore di crescita era presente sempre in minore quantit , con
diminuzione progressiva della sua concentrazione fino alle 24 ore. L’azione
prolungata dell’acido determina, probabilmente, la perdita della BMP (Pietrzak
etal. 2011).

Da questo di capisce I'importanza di avere un protocollo specifico di
demineralizzazione che preveda 1’uso di una determinata sostanza per un

intervallo di tempo definito.

Al momento  presente un solo studio che ha indirizzato la ricerca verso questo
ambito.
Lo studio in questione ha utilizzato denti umani, ridotti in particolato di tre
diverse granulometrie (200, 500 e 1000 m), e sottoposti a demineralizzazione
con il 2% di HNO
In base alle dimensioni delle particelle sono stati formati 3 gruppi,
ulteriormente divisi in 3 sottogruppi in base al grado di demineralizzazione: non
demineralizzati, parzialmente demineralizzati (al 70%) e totalmente
demineralizzati.
Sono stati successivamente creati dei difetti ossei nella calvaria di alcuni ratti,
che sono stati riempiti con 1 granuli di dentina dei 9 gruppi, ottenuti in base ai
diversi protocolli di preparazione, e sono state effettuate analisi radiografiche e
istologiche.

stata valutata, inoltre, la risposta cellulare degli osteoblasti posti in coltura

con ciascun gruppo di dentina.

A 4 e 8 settimane, nei difetti ossei del ratto, si ~ formato nuovo 0sso a contatto
con 1 granuli parzialmente e totalmente demineralizzati, mentre la dentina non
demineralizzata ha mostrato scarse capacit  osteogeniche. In aggiunta, la
percentuale di osso neoformato  risultata essere statisticamente maggiore nel

gruppo con dentina parzialmente demineralizzata rispetto agli altri, per ciascuna
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granulometria.

Gli osteoblasti, osservati al SEM, sono stati visualizzati adesi alle particelle di
dentina parzialmente e totalmente demineralizzata, ma non a quelle non
demineralizzate.

Per ogni gruppo, infine, si  notato che le particelle di 1000 m fossero le pi
osteoinduttive. Questo studio ha mostrato dunque come la demineralizzazione
sia necessaria affinch  la dentina acquisisca la capacit di stimolare
neoformazione ossea e come il grado di demineralizzazione influenzi
notevolmente le sue propriet . Una demineralizzazione parziale, al 70%,
sembra indurre una migliore risposta osteoblastica e, di conseguenza, una

maggior quantit  di tessuto osseo (Koga et al., 2016).

4. PARTE SPERIMENTALE

4.1. OBIETTIVO
Lo studio condotto in questa tesi si pone 1’obiettivo di andare ad analizzare il

grado di demineralizzazione dei granuli di dentina, ottenuti tramite estrazione di
un elemento dentale sottoposto ad agente demineralizzante per differenti

intervalli di tempo.

Studiare le propriet e il comportamento di questo tessuto, utilizzato come
biomateriale, di fondamentale importanza al fine di ottenere una buona

guarigione del sito post estrattivo.

La dentina e il tessuto osseo hanno composizione chimica similare. Per questo
motivo, il dente autogeno pu  essere considerato come biomateriale per la

rigenerazione ossea.

In questo studio i granuli di dentina sono stati sottoposti a 4 differenti tempi di
demineralizzazione. Le analisi che sono state condotte hanno previsto ’utilizzo

della spettroscopia infrarossa, che studia I’interazione tra la materia e la
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radiazione infrarossa; in particolare  stato utilizzato il vicino infrarosso (NIR,
Near Infrared Spectroscopy) e il medio infrarosso (MIR, Mid-Infrared
Spectroscopy).

Inoltre, con il Microscopio Elettronico a Scansione (SEM)  stata effettuata la
valutazione morfologica della superficie dei granuli di dentina. Infine, con la
spettroscopia EDS (Energy Dispersive X-ray Spectrometry)  stata valutata la
composizione chimica dei campioni. Nello specifico, gli obiettivi della tesi

sono stati:

1. Valutare e paragonare la composizione chimica della dentina sottoposta a 5
differenti protocolli di demineralizzazione;
2. Analizzare e paragonare la morfologia di superficie della dentina sottoposta

a 5 differenti protocolli di demineralizzazione.

4.2 MATERIALI E METODI

4.2.1. PREPARAZIONE DEI CAMPIONI
Previo consenso informato, sono stati estratti due elementi dentari, da due
pazienti sani. I denti erano privi di patologie ed  stato rimosso tutto lo smalto

attraverso ’utilizzo di una fresa diamantata (Figura 17).
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Figura 17. Denti estratti utilizzati per lo studio, privati dello

smalto attraverso l'utilizzo di una fresa diamantata.

Successivamente, gli elementi sono stati lavati con soluzione fisiologica,

asciugati con una siringa ad aria e conservati in frigorifero a -20 .

Per la fase seguente, quella della triturazione del dente, stata utilizzata la
macchina Smart Dentin Grinder (KometaBio Inc., Cresskill, NJ, USA), un
dispositivo creato appositamente per questa procedura (Figura 18). I denti sono
stati posizionati all’interno di una camera sterile di triturazione (Figura 21) e

triturati per 3 secondi.

Dopo averli passati al setaccio, stato possibile ottenere due tipologie di
granulometria differenti: in un contenitore sterile sono stati raccolti granuli di
dimensione inferiore a 300 m (A), mentre in un secondo contenitore sterile
sono stati raccolti granuli di dimensioni comprese tra 300 m e 1200 m (B)

(Figura 19).

Figura 18. Macchina Smart
Dentin  Grinder (KometaBio
Inc., Cresskill, NJ, USA).
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Figura 19. Denti posizionati
nella camera  sterile  di

triturazione.

Figura 20. (4) Dentina triturata
con granulometria inferiore a
300 m (B) dentina triturata con
granulometria compresa tra 300 m

el1200 m.

In questo studio  stata utilizzata solo dentina con granulometria compresa tra

300 mel200 m(B).

4.2.2 PROTOCOLLI DI DEMINERALIZZAZIONE

Il particolato ottenuto stato posizionato in un contenitore di vetro sterile e
immerso per 10 minuti in alcol basico seguendo le istruzioni della macchina.
La composizione dell’alcol basico 0.5 M di NaOH e 20% di etanolo. Nella
fase seguente il particolato  stato rimosso dal contenitore e, lavato due volte
con soluzione salina sterile (PBS) tamponata con fosfato (3 minuti per ciascun

lavaggio) (Figura 21).
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Figura 21. Particolato di dentina sottoposto a soluzione salina sterile (PBS)

in un contenitore sterile.

stato poi eseguito un lavaggio con soluzione fisiologica e il particolato  stato

asciugato, cercando di lasciare la dentina il pi  secca possibile.

Il processo di demineralizzazione  stato eseguito con EDTA Sale Disodico,

sciolto in acqua distillata, ad una concentrazione di 12%.

Pi  precisamente 1,7 g di EDTA Sale Disodico  stato sciolto in 10 ml di acqua
distillata ad una temperatura di 25 .  stata ottenuta una soluzione satura, per
cui, seguendo la scheda tecnica della sostanza, stato prelevato solo il
surnatante, ottenendo una concentrazione del 12 %. La percentuale di EDTA

stata scelta sulla base della letteratura scientifica. Ad ogni campione  stato
aggiunto 1,1 ml di EDTA e lasciato agire, agitando attraverso il Vortex, per il

tempo stabilito da protocollo.

I granuli di dentina cos trattati sono stati suddivisi in 6 gruppi (0.075 g di
dentina per ogni campione), in base al tempo di demineralizzazione (Tabella 2).

Per ogni gruppo sono stati analizzati 5 campioni.

Nomenclatura  Campione

T0 Dentina triturata e non demineralizzata
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™ Dentina triturata e demineralizzata per 2 minuti in EDTA al 12%
75 Dentina triturata e demineralizzata per S minuti in EDTA al 12%
T10 Dentina triturata e demineralizzata per 10 minuti in EDTA al 12%
T20 Dentina triturata e demineralizzata per 20 minuti in EDTA al 12%
T60 Dentina triturata e demineralizzata per 60 minuti in EDTA al 12%

Tabella 2. Campioni analizzati nello studio.

Dopo la demineralizzazione, ’EDTA  stato prelevato e conservato. Ciascun
campione  stato lavato con soluzione fisiologica (400 L soluzione fisiologica

per due volte). Dopo di che la soluzione fisiologica  stata aspirata.

Per la valutazione allo spettrofotometro i campioni devono essere privi di acqua
al fine di non avere interferenze nello spettro. Tutti i campioni, a questo punto,
per 30 minuti sono stati posizionati all’interno di una centrifuga per
I’eliminazione dell’acqua residua. (SpeedVac Concentrator, Savant SPD111V)

(Figura 22).

Figura 22. [ campioni sono stati inseriti all'interno della centrifuga

(SpeedVac Concentrator, Savant SPDI11V), per [’eliminazione
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dell’acqua residua.

4.2.3 ANALISI STRUMENTALI

Analisi del peso dei campioni

Ciascun campione  stato pesato (peso espresso in grammi) a tre tempistiche
differenti (Tabella 3 A-B, in cui  indicato il peso medio dei 5 campioni per

ciascun gruppo):

e Dentina triturata e centrifugata (D1);
e Dentina triturata e demineralizzata (D2);

e Dentina triturata, demineralizzata e centrifugata (D3).

T2 T5 T10 T20 T60

D1 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075
D2 | 0.093 | 0.081 | 0.051 | 0.036 | 0.024
D3 | 0.061 [ 0.057 | 0.034 | 0.029 | 0.014
(4)

Analisi peso

m D1 D3
0.07 0.07 0.07 0.07

T5 T10 T20 T60

(B)
Tabella 3.
(A) Peso dei campioni (gr) registrato in DI (dentina triturata e centrifugata), D2

(dentina triturata e demineralizzata), D3 (dentina triturata, demineralizzata e
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centrifugata).
(B) Grafico rappresentante la riduzione del peso della dentina D3, rispetto al peso

iniziale uguale per ciascun campione in D1.

Analisi FT-MIR Medio infrarosso

L’analisi stata condotta attraverso ’utilizzo dello strumento FT-IR Perkin
Elmer Spectrum One (Figura 23), in dotazione presso il laboratorio di
Spettroscopia Infrarossa, Dipartimento SIMAU, Universit  Politecnica delle

Marche.

L’analisi di tutti i campioni  stata effettuata in modalit UATR, Attenuate Total
Reflection, in riflessione, con un range di acquisizione compreso nell’intervallo

tra 4000-600 cm! (risoluzione spettrale 4 cm™!, 16 scansioni) (Figura 24).

Figura 23. FT-IR, Perkin
Elmer Spectrum One, Medio
infrarosso. Range di

acquisizione 4000-450 cm™ .

Figura 24, Supporto
utilizzato per la modalit
UATR, attenuate total

reflection.
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- ]
Analisi FT-NIR Vicino infrarss.}o
Valutazione della composizione chimica attraverso [’utilizzo dello

Spettrofotometro FT-NIR Spectrum One (Perkin Elmer).

Gli spettri sono stati acquisiti in riflessione con un range di acquisizione

compreso tra 10000-4000 cm! e risoluzione di 4 cm™! (Figura 25-26).

Figura 25. Spettrofotometro FT-
NIR Perkin Elmer Spectrum
Orne.

Figura 26. Supporto utilizzato
nello Spettrofotometro FT-NIR
per ['analisi in riflessione. 1l

campione  viene  posizionato
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— all’interno dell’apposito

= alloggiamento (NIRA).

Lo spettrofotometro  composto da:

1. Una lampada alogena con filamento di tungsteno riscaldato fino a
2600 C che funge da sorgente di luce infrarossa. Tale sorgente copre un
intervallo spettrale che va dalla regione dell’ultravioletto fino a quella
dell’infrarosso;

2. Un interferometro di Michelson, composto da una serie di specchi fissi e
mobili, che genera I’intera gamma delle radiazioni NIR;

3. Un detector, del tipo DTGS, che permette di registrare 1’intensit  dei

segnali assorbiti o trasmessi dal campione.

La radiazione infrarossa NIR, prodotta dalla sorgente, entra nell’interferometro

e viene quindi fatta passare attraverso il campione.

Le radiazioni prodotte dallo spettrometro che provocano transizioni
vibrazionali nel campione nell’intervallo spettrale del NIR vengono assorbite
dal campione stesso; I’intensit  di tali assorbimenti viene registrata dal detector

e riportata nello spettro.

Analisi microscopio elettronico a scansione

Sono stati, successivamente analizzati i campioni attraverso il microscopio

elettronico a scansione (SEM). I campioni sono stati sottoposti a doratura, al
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fine di renderli conduttivi per I’analisi. Attraverso 1’utilizzo del detector SE2
stata valutata la morfologia di superficie di ciascun campione a differenti

ingrandimenti: 400x, 2000x e 8000x (Figura 27).

Figura 27. Microscopio
elettronico a scansione (Supra

40, Zeiss).

a attraverso la spettroscopia EDS

La spettroscopia EDS (Energy Dispersive X-ray Spectrometry)  una metodica
analitica strumentale che sfrutta 1'emissione di raggi X generati da un fascio
elettronico accelerato incidente sul campione e permette di rilevare gli elementi
chimicidicui  formato il campione.

I dati generati dall'analisi EDX sono costituiti da spettri con picchi
corrispondenti a tutti i diversi elementi presenti nel campione. Ogni elemento
presenta picchi caratteristici di energia unica, che si possono trovare nella
bibliografia.

Inoltre, ’EDX pu  essere utilizzato sia nell’ analisi qualitative (le tipologie di
elementi) che quantitative (la percentuale di concentrazione di ogni elemento
nel campione). Nella maggior parte dei SEM, software dedicati consentono
I’identificazione di picchi e il calcolo della percentuale atomica di ogni
elemento che viene rilevato.

In questo studio stato utilizzato il microscopio a scansione di elettroni
TESCAN VEGA3 (Figura 28), equipaggiato con il dispositivo per la
microanalisi EDAX Element, in dotazione presso il dipartimento SIMAU,

dell’Universit  Politecnica delle Marche.
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Figura 28. Microscopio SEM
TESCAN VEGAS3.

Figura 28a. Campioni
disposti nei supporti e
dorati per I’analisi

EDS.

5. RISULTATI

Per ogni campione sono stati acquisiti gli spettri MIR, nell’intervallo spettrale

4000-600 cm™!, e NIR, nell’intervallo 10000-4000 cm~'. Le principali bande di

assorbimento MIR, considerate in questo studio, sono indicate in Figura 31, in
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cui  riportato lo spettro della dentina non sottoposta a demineralizzazione (T0).
Sulla base di studi precedenti (Kolmas et al., 2010; Iafisco et al., 2012), le

principali bande di assorbimento analizzate in questo studio sono state:

e Labandaa 1649 corrispondente alla componente proteica della dentina
(banda A);
e Labandaa 1021 attribuibile allo ione fosfato PO43- (banda B);

e Labandaa 872 attribuibile allo stretching del carbonato COs?- (banda

Q).
TO dentina non trattata con EDTA
N
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Figura 29. Spettro acquisito attraverso [’analisi FT-MIR del particolato di dentina non

sottoposta a demineralizzazione con EDTA.

Nella Figura 30 riportata la variazione dei profili spettrali dei campioni

testati.
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Figura 30. Variazione del profilo spettrale MIR dei campioni analizzati (T0, T2,
75, T10, T20, T60), acquisiti nell 'intervallo spettrale 4000-600 cm™!. Le principali
bande di assorbimento, analizzate in questo studio, sono indicate da linee

tfratteggiate.

Normalizzando gli spettri ottenuti rispetto alla banda a 1649, che rappresenta
la componente proteica della dentina, la quale rimane costante anche dopo il

trattamento di demineralizzazione,  possibile notare 1’andamento del gruppo

PO4*- e del gruppo COs?- (Figura 31).
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Figura 31. Spettri dei campioni analizzati normalizzati a livello della banda

1021

1600 1400 1200 1000 800
om-1

a 1649, corrispondente alla componente proteica della dentina. Si nota la
riduzione della banda a 1021, corrispondente al gruppo fosfato e quella a

872, corrispondente al carbonato.

La riduzione della componente inorganica della dentina (gruppo PO43- ¢ CO3%)
aumenta con I’aumentare del tempo di esposizione all’agente demineralizzante.
La quantit di componente mineralizzata nella dentina maggiore in TO,
seguito da T2, TS5, T10. T60 mostra la minor quantit di componente
mineralizzata, essendo sottoposto al maggior tempo di demineralizzazione. La
percentuale di mineralizzazione di ciascun campione stata calcolata
eseguendo il rapporto tra la banda B, rappresentante la percentuale di PO4* ¢ la

banda A (componente proteica che rimane invariata).

In seguito,  stata rapportata la banda C, corrispondente alla percentuale CO32",
con la banda A (Figura 32). Come riferimento  stato considerato TO, dentina

non trattata con EDTA 12%, al quale  stato assegnato il valore di 100% di
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Figura32. (A) Rapporto tra la banda B (1021 cm™), rappresentante il gruppo POy

3, e la banda A (1649 cn!), rappresentante la componente proteica. (B) Rapporto
tra la banda C (872 cm!), rappresentante il gruppo CO5*", e la banda A (1649 cm

1), rappresentante la componente proteica.

mineralizzazione. Cos  facendo stata calcolata, in percentuale, per ciascun

campione, la quantit  di PO43- ¢ di CO3?- (Tabella 4).
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campioni analizzati. In blu: quantit (%) del gruppo PO £, in arancione: quantit

(%) del gruppo CO3* -.

Successivamente stata eseguita al SEM una valutazione morfologica dei
campioni (Figura 33). Dalle immagini acquisite a differenti ingrandimenti
(400%, 2000x e 8000x) sono visibili i tubuli dentinali. A parit  di superficie, il
numero di questi tubuli visibile nelle immagini a 2000x di ingrandimento,

aumenta passando da TO<T2<T5<T10<T20<T60.

possibile notare una differenza a livello della superficie confrontando
I’immagine a 8000x di ingrandimento di TO con quella di T60: in TO la
superficie della dentina ~ ruvida e non omogenea, mentre quella in T60  pi
liscia ed omogenea. Concludendo quindi che la rugosit  di superficie tende a

ridursi aumentando il tempo di demineralizzazione (Tanoue et al., 2018).
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Figura 33. Immagini acquisite al SEM dei campioni T0, T2, T5, T10, T20,
T60 a differenti ingrandimenti: 400x, 2000x e 8000x.

Dai dati ottenuti dalla microanalisi emerge che la quantit  di calcio e fosforo

rilasciata tende ad aumentare con I’aumentare del tempo di demineralizzazione
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(Figura 34). Considerando che ’EDTA  un chelante del calcio, la riduzione
diCa maggiore rispetto a quella di P, aumentando il tempo di

demineralizzazione.
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Figura 34. Grafico rappresentante la percentuale di calcio restante nella

dentina sottoposta a demineralizzazione in funzione del tempo (min).

possibile notare che la demineralizzazione presenta un andamento non
lineare, dal momento che = maggiore nei primi 10 minuti, e poi tende a ridursi,
fino a mantenere un andamento costante.
Dopo i primi 10 minuti la demineralizzazione continua del 10% circa ogni 10

minuti.
Dall’analisi dei dati ottenuti  stato possibile riassumere i risultati come segue:

e Il gruppo carbonato (componente inorganica della dentina, riferito al
picco spettrale a 872) si riduce all’aumentare del tempo di
demineralizzazione: la sua quantit decresce passando da
TO>T2>T5>T10>T20>T60;

e I gruppo fosfato (componente inorganica della dentina, riferito al
picco spettrale a 1021) si riduce all’aumentare del tempo di

demineralizzazione: la sua quantit decresce passando da
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TO>T2>T5>T10>T20>T60;

Il numero di tubuli dentinali esposti a parit  di superficie aumenta
con I’aumentare del tempo di demineralizzazione;

Il peso D3 di ciascun campione  risultato inferiore rispetto al peso
iniziale D1;

Aumentando 1l tempo di demineralizzazione la superfice del
campione diventapi  omogeneaepi liscia;

La quantit di Ca contenuta nei campioni tende a ridursi con
I’aumentare del tempo di demineralizzazione, soprattutto nei primi
10 minuti;

La demineralizzazione del 70 % della dentina, come riportato in
letteratura, il valore ottimale grazie alla quale si ha il maggior
rilascio di fattori di crescita e proteine, in particolare BMP-2, e di
conseguenza e la percentuale migliore per la rigenerazione. Questa
percentuale corrisponde a circa 30/35 minuti di demineralizzazione

con EDTA al 12%.
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6. DISCUSSIONE

In questo studio I’obiettivo principale  stato quello di analizzare il grado di
demineralizzazione della dentina triturata e sottoposta ad agente
demineralizzante (EDTA sale disodico al 12%) per differenti intervalli di

tempo.

L’obiettivo finale stato quello di fornire consigli al clinico sul tempo di

demineralizzazione ottimale della dentina con EDTA sale disodico al 12%.

La componente minerale del dente, come descritto precedentemente,
costituita principalmente da calcio fosfato sotto forma di cristalli di

idrossiapatite (HA).

Questi ultimi contengono una piccola quantit  di elementi quali CI, Mg, Cu, K,
Fe, Sr e una grande quantit di ioni carbonato (Teruel et al., 2015).

L’idrossiapatite contenuta nella dentina rappresenta il 70% in peso.

Il carbonato si pu trovare incorporato in HA, al posto dello ione idrossile
(OH), formando I’idrossiapatite carbonato tipo A (CHA), oppure pu  sostituirsi
al gruppo fosfato PO4*- e diventare idrossiapatite carbonato tipo B (Barralet et
al., 1998; Ortiz-Ruiz et al., 2018). L’EDTA  solitamente utilizzato in ambio
endodontico, si tratta di un agente chelante utilizzato per consentire
’allargamento dei canali radicolari, data la sua capacit  di rimuovere lo smear

layer. (Parmar et Chhtariya, 2004).

Nella realizzazione di questa tesi  stato utilizzato EDTA sale disodico ad una
percentuale del 12% per demineralizzare 1 granuli di dentina in 6 differenti
intervalli di tempo. L’EDTA ha la capacit  di legarsi agli ioni Ca dei cristalli

di idrossiapatite e formare dei sali solubili. L’EDTA  un chelante del Ca.
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La demineralizzazione ottenuta  stata rilevabile:

e Dal punto di vista quantitativo, in quanto il peso (gr) della dentina
demineralizzata risultato inferiore rispetto alla dentina non
demineralizzata;

e Dal punto di vista spettroscopico, in quanto le bande relative alla
componente inorganica (gruppo CO32- e gruppo PO4*) si riducono nel
tempo rispetto alla componente proteica che rimane costante;

e Dal punto di vista morfologico, in quanto al SEM  possibile notare un
aumento dell’esposizione dei tubuli dentinali e una superficie pi  lisciae
pi omogenea man a mano che aumenta il tempo di demineralizzazione.

e Dal punto di vista quantitativo, attraverso la microanalisi, in quanto la
percentuale in peso di Ca tende a ridursi con I’aumentare del tempo di
demineralizzazione.

La superficie pi  liscia, rilevata nei campioni T10 - T20 - T60, rispetto a TO

una caratteristica rilevante, perch  una superficie liscia e regolare ~ pi  adatta
per la proliferazione e differenziazione degli osteoblasti, mentre una superficie
rugosa pu dare inizio una risposta da parte dei macrofagi, con risultante la

perdita di osso (Kim et al., 2014; Tabatabaei et al., 2016).

Il network di distribuzione di nutrienti pu  essere svolto dai tubuli dentinali
(Kim et al., 2010) e di conseguenza, la crescente esposizione dei tubuli, facilita

la liberazione di fattori di crescita.

Secondo quanto riportato in letteratura, la dentina parzialmente demineralizzata
(70% di demineralizzazione), induce migliori effetti durante il processo di
rigenerazione ossea, dal momento che possiede una superficie pi  adatta per
I’attaccamento cellulare. Inoltre, stato dimostrato che possiede un ottimo
equilibrio tra riassorbimento ¢ formazione ossea. Per questo motivo, potrebbe

essere considerata come un’alternativa come biomateriale.
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Questo studio permette di fornire al clinico indicazioni su come utilizzare
’EDTA (12%) come agente demineralizzante. Infatti, per avere una
demineralizzazione efficace bisogna demineralizzare la dentina per 30-35

minuti.

L’EDTA richiede un tempo di demineralizzazione maggiore, se confrontato
con altri agenti come 1’acido nitrico al 2%. Infatti, nell’articolo di Koga et al.,
2016, gli autori riportano che 1l tempo ideale per ottenere una

demineralizzazione del 70%  di circa 20 minuti in acido nitrico al 2%.
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7. CONCLUSIONI

Sulla base dello studio compiuto,  stato possibile osservare come il tempo di
demineralizzazione dentinale sia fondamentale nei processi di rilascio dei
fattori osteogenici. Tuttavia, un protocollo di demineralizzazione inadeguato

produce innesti con propriet  osteoinduttive e osteoconduttive basse.

La nuova frontiera  I’impiego di elementi dentari recuperati da estrazione,
tritati e opportunamente processati prima dell’utilizzo clinico, come innesti,
anche se generalmente vengono considerati rifiuti e non utilizzati. La dentina,
ha caratteristiche del tutto favorevoli nel suddetto impiego, alcune delle quali

sono I’assoluta biocompatibilit , ricchezza biologica e sostenibilit

La ricerca al giorno d’oggi non ha identificato un protocollo standard da seguire
nel processo di demineralizzazione. Il tipo di sostanza demineralizzante da
usare, come neanche il tempo di demineralizzazione specifico per ottenere la
liberazione dei fattori di crescita. Non vi sono, inoltre, studi che dimostrino

quale sia la granulometria giusta per ottenere un’efficace e veloce guarigione

I risultati ottenuti in questo studio preliminare in vitro hanno permesso di capire
cosa avviene durante il processo di demineralizzazione con EDTA al 12%. In
definitiva, il tempo di demineralizzazione ha un impatto sia dal punto di vista
morfologico di superficie che dal punto di vista molecolare. Il passo successivo
corrisponde alla valutazione della risposta cellulare degli osteoblasti a contatto
con dentina demineralizzata per intervalli di tempo differente. Sar  possibile
cosi definire il tempo di demineralizzazione ottimale che consenta una valida

risposta cellulare.
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