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RIASSUNTO

Il presente studio & stato condotto per valutare (i) i livelli di interleuchina 16 (IL-1p) nel fluido
crevicolare gengivale (GCF) e nel siero durante la gengivite placca-associata spontanea (S) e
indotta sperimentalmente (I) e (ii) I'influenza di alcuni polimorfismi genici sull'espressione fe-
notipica di IL-1p. I risultati indicano che aspetti relativi all'insulto microbico ai tessuti gengivali
quali I'entita e il rate di accumulo della placca sembrano influenzare i livelli di IL-1 nel GCF nei
soggetti con uno specifico genotipo di IL-1B.

INTRODUZIONE

Durante gli ultimi anni, abbiamo sviluppato e validato un modello di gengivite sperimentale
nell’'vomo (Trombelli et al. 2004, Trombelli et al. 2008) e lo abbiamo utilizzato per identificare al-
cuni fattori che influenzano la suscettibilita individuale all'inflammazione gengivale placca-as-
sociata. Le differenze significative nella risposta infiammatoria gengivale ad accumuli di placca
sostanzialmente identici dal punto di vista quantitativo e qualitativo che sono state riportate
(Trombelli et al. 2004) suggeriscono che |a risposta gengivale all’insulto microbico possa essere
una caratteristica individuale (Tatakis & Trombelli 2004), dipendente da fattori legati all’ospite,
possibilmente genetici in origine (Tatakis & Trombelli 2004, Scapoli et al. 2005, 2007).

La risposta inflammatoria gengivale al biofilm batterico & in parte mediata e regolata da citochine
pro-infiammatorie, tra le quali I'interleuchina-1f (IL-18) svolge un ruolo determinante (Barksby
et al. 2007). Quando i livelli di IL-1f sono stati valutati in condizioni di infiammazione gengi-
vale placca-associata spontanea, i pazienti con gengivite hanno mostrato quantita piu elevate
di IL-1pB nel fluido crevicolare gengivale (GCF) quando comparati a individui parodontalmente
sani senza segni clinici di inflammazione gengivale. Inoltre, Fitzsimmons et al. (2009) hanno
riportato una correlazione significativa tra il livello di IL-18 nel GCF e gli indici clinici utilizzati
per quantificare I'infiammazione gengivale. In modo consistente, la concentrazione di IL-1p nel
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GCF e stata anche associata con |a severita clinica dell'infiammazione gengivale nella gengivite
sperimentale. Dopo 3 giorni di astensione dall'igiene orale, e stata osservata una aumentata
concentrazione di IL-1(3 nel GCF che ha anticipato la manifestazione clinica dell’inflammazione
gengivale (Zhang et al. 2002). L’astensione dal controllo di placca meccanico per intervalli di
tempo pit lunghi (18-28 giorni) induce un aumento nei livelli di IL-1p nel GCF associati con una
risposta inflammatoria gengivale clinicamente evidente. Complessivamente, queste osservazioni
mostrano che la concentrazione di IL-1(3 nel GCF pud essere considerata come un marker atten-
dibile associato con la presenza e la severita dell’infiammazione gengivale placca-associata.
Tuttavia, & stata riportata una elevata variabilita inter-individuale della concentrazione di IL-1f
nel GCF di pazienti con infiammazione gengivale, suggerendo che la produzione di IL-1f3 indotta
dall'insulto microbico possa essere sotto regolazione genetica.

In un precedente studio, abbiamo valutato I'associazione tra la variabilita del gene che codifica
per IL-1p (IL-1B) e i parametri clinici della gengivite. Quando due sottogruppi di soggetti, carat-
terizzati da una diversa risposta infiammatoria gengivale a parita di entita e rate di accumulo
di placca, sono stati confrontati per la frequenza di alcuni polimorfismi genici di IL-1B, una
differenza inter-gruppo statisticamente significativa nella distribuzione dei genotipi ¢ stata os-
servata per il polimorfismo IL-1B-*!! (Scapoli et al. 2005). Ad oggi, tuttavia, I'evidenza scientifica
e ancora insufficiente per definire la relazione tra il genotipo di IL-1B, i livelli di IL-1f nel GCF e
la suscettibilita del paziente all'infiammazione gengivale (Greenstein & Hart 2002).
Recentemente, abbiamo avanzato I'ipotesi che il nostro modello sperimentale possa essere uti-
lizzato per identificare a priori (ovvero in condizioni di gengivite spontanea) soggetti che possono
sviluppare una risposta infiammatoria gengivale bassa o spiccata in condizioni sperimentali
(ovvero dopo il completamento di un trial di 21 giorni di gengivite sperimentale). Sulla base di
questa ipotesi, abbiamo recentemente osservato che soggetti che, dopo due trial di gengivite
sperimentale, mostrano una severita della inflammazione gengivale placca-associata consi-
stentemente bassa o elevata, mostrano anche una infiammazione gengivale consistentemente
bassa o elevata quando osservati nel loro “stato naturale” di gengivite spontanea (Trombelli et
al. 2008). Pertanto, nel presente studio, abbiamo adottato il nostro modello per valutare i livelli
di IL-1p nel GCF e nel siero in condizioni di gengivite sia spontanea che sperimentale. Inoltre, &
stata anche indagata l'influenza di alcuni polimorfismi genici di IL-1B sull’espressione fenotipica
di IL-1p nel GCF e nel siero.

MATERIALI E METODI

Disegno sperimentale e popolazione di studio

Il protocollo di studio e stato approvato dal Comitato Etico della Provincia di Ferrara e tutti i par-
tecipanti hanno fornito il consenso informato scritto prima dell’inizio dello studio. Dopo un primo
trial clinico split mouth, randomizzato controllato di gengivite sperimentale (1° trial), condotto
da Ottobre 2000 a Novembre 2001, due sottopopolazioni di individui parodontalmente sani sono
state identificate e rispettivamente definite come high responders (HR, n=24) e low responders
(LR, n=24) sulla base di una risposta inflammatoria gengivale significativamente differente ad
accumuli di placca sovrapponibili (Trombelli et al. 2004). In Gennaio 2002, abbiamo richiamato



i soggetti HR e LR per verificare la loro disponibilita ed eligibilita per la partecipazione ad un
secondo trial (repeat trial) (Trombelli et al. 2008). | volontari sono stati sottoposti al repeat trial
tra Aprile e Novembre 2002. | dettagli dei protocolli sperimentali sono descritti in dettaglio altrove
(Trombelli et al. 2004, Trombelli et al. 2008). Abbiamo cosi potuto discriminare due sottopopo-
lazioni di soggetti con una risposta inflammatoria (valutata clinicamente) consistentemente
alta (HR/HS, n=10) o bassa (LR/LS, n=10) ad accumuli di placca sovrapponibili dopo la loro
partecipazione al 1° trial e al repeat trial (Trombelli et al. 2008).

In ciascun soggetto, un quadrante mascellare & stato identificato come “test” e il quadrante
controlaterale come “controllo” in accordo ad una lista di randomizzazione. Due settimane prima
del repeat trial, i soggetti sono stati sottoposti ad una prima valutazione, che ha compreso la
registrazione dei parametri clinici e immunologici descritti nei paragrafi successivi. L’accumulo
di placca, I'inflammazione gengivale e gli aspetti quantitativi/qualitativi del GCF sono stati va-
lutati nei quadranti test e controllo quando il soggetto era in condizioni naive (naturali). Queste
condizioni sono state considerate come gengivite spontanea (S). Al momento della prima valuta-
zione, i soggetti hanno anche ricevuto uno scaling sopra e sotto-gengivale e istruzioni di igiene
orale per ripristinare uno stato di salute gengivale (ovvero GI=0 in tutti i denti/siti sperimentali)
in condizioni di ottimo controllo di placca. Dopo 14 giorni, i volontari sono stati sottoposti ad un
trial di 21 giorni di gengivite sperimentale. Nei quadranti test, la gengivite e stata sperimental-
mente indotta mediante I'astensione dalle manovre di igiene orale, mentre nei quadranti controllo
I'igiene orale € stata consentita per assicurare un adeguato controllo di placca (Trombelli et al.
2004, 2008). Dopo 21 giorni di gengivite sperimentale, tutti i soggetti sono stati rivalutati per i
parametri clinici e immunologici. Queste condizioni sono state considerate come gengivite speri-
mentalmente indotta (I). Pertanto, ciascun soggetto & stato valutato in due differenti condizioni di
accumulo di placca e relativa inflammazione gengivale nei quadranti test e controllo: la gengivite
S e la gengivite |.

Parametri clinici

Alla prima valutazione e dopo 21 giorni di gengivite sperimentale, i seguenti parametri sono stati
valutati nei siti vestibolari e mesio-vestibolari degli incisivi laterali, dei primi premolari e dei
primi molari mascellari, nell’ordine seguente: Indice Gengivale (Gl), Indice di Placca (PII), e Indice
di Sanguinamento Angolato (AngBS). Tutti i parametri sono stati registrati da 2 esaminatori cali-
brati con un buono-eccellente accordo intra- e inter-esaminatore (Trombelli et al. 2004, 2008).

IL-1p nel siero e nel GCF

Alla prima valutazione e dopo 21 giorni di gengivite sperimentale, 20 ml di sangue venoso sono
stati ottenuti da ciascun paziente. Il siero e stato isolato per centrifugazione e stoccato a -80°C.
La concentrazione di IL-1p nel siero (sIL-1p) & stata quantificata con un sistema ad elevata
sensibilita (s-Es; Quantikine HS, R&D System, Minneapolis, MI, USA) utilizzando set OptEIA com-
mercialmente disponibili per IL-18 umana (PharMingen, San Diego, CA, USA), in accordo alle
istruzioni del fabbricante.

Alla prima valutazione e dopo 21 giorni di gengivite sperimentale, per ottenere la concentrazione
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di IL-1p nel GCF (cIL-1p) & stato effettuato il campionamento del GCF dai siti vestibolari e mesio-
vestibolari degli incisivi laterali, dei primi premolari e dei primi molari mascellari nei quadranti
test e controllo. Il GCF & stato raccolto dopo le valutazioni di Gl e PIl. Dopo I'isolamento dell’area
(rullo di cotone o garza) e la rimozione della placca sopragengivale con una curette o uno scaler,
il GCF & stato raccolto su strisce di carta assorbente (Perio-paper®; IDE Interstate, Amityville, NY,
USA), come descritto precedentemente (Fransson et al. 1999). Le strisce sono state posizionate
in tubi contenenti un medium (1 ml di PBS e albumina sierica bovina) e stoccate a —70°C fino
all'estrazione del GCF. Per eseguire I'estrazione del GCF, i tubi sono stati sonicati per 5 minuti e
centrifugati a 3500 giri/min a 4°C per 15 minuti. | surnatanti estratti sono stati aliquotati in 5
eppendorf (ciascuna contenente 200 pl) e stoccati a -80°C fino all’analisi.

I campioni di GCF e di siero sono stati analizzati per IL-1(3 con ELISA (ELISA hIL-1p; Bio Source
International, Camarillo, US). Le analisi sono state eseguite in accordo alle istruzioni del
fabbricante. Tutte le valutazioni ELISA sono state eseguite in duplicato. | risultati sono stati
calcolati utilizzando le curve standard create in ciascun saggio. Le concentrazioni della citochina
nel GCF sono state corrette per il volume di GCF ed espresse in pg/ml.

Analisi dei polimorfismi di IL-1B

| metodi per I'analisi dei polimorfismi di [L-1B dal sangue periferico sono stati riportati preceden-
temente (Scapoli et al. 2005). Nel presente studio, sono stati considerati i seguenti polimorfismi
di IL-1B con reazione della polimerasi a catena (PCR):

- [L-1B**%**, La PCR ha interessato la regione 194 bp di IL-1B. | genotipi del polimorfismo del
frammento di restrizione (RFLP) IL-1B+¥*>* (allele 1: C; allele 2: T) sono stati determinati con Taql
(GeneRuler DNA Ladder Plus; Promega, Milano, Italia). Due frammenti di 86 and 108 bp sono
stati osservati in soggetti omozigoti per I'allele 1 e un singolo frammento di 194 bp in soggetti
omozigoti per I'allele 2;

- |L-1B-31. La regione 304 bp sul promoter di IL-1B & stata amplificata e i genotipi del RFLP IL-
1B-%! (allele 1: C; allele 2: T) sono stati determinati con Aval (Amersham Biosciences, Cologno
Monzese, Italia). Due frammenti di 194 e 114 bp sono stati osservati in soggetti omozigoti per
I'allele 1 e un singolo frammento di 304 bp in soggetti omozigoti per I'allele 2.

ANALISI STATISTICA

Il soggetto & stato considerato come unita statistica. Per ciascun parametro, i valori registrati
dai 6 siti selezionati (3 denti; 2 siti per ciascun dente) per ciascun quadrante sono stati mediati
per ottenere un valore medio rappresentativo del soggetto per il quadrante test e per il quadrante
controllo. Pertanto, per ciascun parametro a ciascun tempo di osservazione, il soggetto e stato
rappresentato da un singolo valore per il quadrante test e da un singolo valore per il quadrante
controllo.

Il test di Kolmogorov-Smirnov & stato effettuato per ciascuna variabile per determinarne il tipo di
distribuzione. | dati sono stati espressi come media = deviazione standard (SD) per le variabili
parametriche (PIl, GI) o mediana e intervallo inter-quartile (IR) per le variabili non parametriche
(AngBS, cIL-1p, sIL-1p). | confronti sono stati eseguiti con il test t di Student per dati appaiati e il



test di Wilcoxon per le variabili parametriche e non-parametriche, rispettivamente. Per verificare
I'effetto dei differenti gruppi o del genotipo sui parametri immunologici & stato utilizzato il
test di Kruskal-Wallis. Quando necessario, sono stati effettuati confronti post-hoc multipli per
un test di significativita a due code. | test di correlazione di Pearson e Spearman sono stati
effettuati per valutare |a forza dell’associazione tra le variabili parametriche e non-parametriche,
rispettivamente. Il livello di significativita e stato fissato al 5%.

RISULTATI

Popolazione di studio

37 soggetti (20 maschi e 17 femmine; eta media: 23.7 = 1.8 anni) sono stati sottoposti alla
prima valutazione e hanno completato il trial di gengivite sperimentale. In un soggetto, I'analisi
di IL-1p nel GCF non & stata possibile per motivi tecnici. Pertanto, I'analisi statistica ¢ stata
condotta su 36 soggetti.

Accumulo di placca e infiammazione gengivale nella gengivite S e nella gengivite |

| valori di PIl, GI e AngBS nella gengivite S e | nei quadranti test e controllo sono riportati nella
Tabella 1. Nei quadranti test, un accumulo di placca (PIl, p<0.0001) e una infiammazione gengi-
vale pit rappresentati (Gl e AngBS, p<0.0001) sono stati osservati nella gengivite | rispetto alla
gengivite S. In contrasto, Pll e Gl significativamente pil bassi sono stati osservati nella gengivite
| rispetto alla gengivite S nei quadranti controllo (PIl, p<0.01; GI, p< 0.001). Nella gengivite S,
nessuna differenza significativa in Pll, Gl e AngBS & stata osservata tra i quadranti test e con-
trollo. Nella gengivite |, PIl, GI e AngBS erano significativamente piu elevati nei quadranti test
rispetto ai quadranti controllo (p<0.0001).

clL-1p e sIL-1p nella gengivite S e nella gengivite |

I valori di sIL-1f e cIL-1p nei quadranti test e controllo in condizioni di gengivite S e | sono ripor-
tati in Tabella 1. Valori di cIL-1p significativamente piu alti sono stati osservati nella gengivite |
rispetto alla gengivite S sia nei quadranti test (p<0.0001) che nei quadranti controllo (p< 0.001).
Nella gengivite I, cIL-1p era significativamente piu alta nei quadranti test rispetto ai quadranti
controllo (p<0.0001). Una correlazione positiva statisticamente significativa e stata individuata
tra cIL-1p nella gengivite S e cIL-1( nella gengivite | nei quadranti controllo (Spearman= 0.34,
t,,= 2.12, p< 0.05), ma non nei quadranti test (Figura 1).

sIL-1p era a livelli superiori alla soglia di rilevazione in 6 soggetti nella gengivite S e in 7 soggetti
nella gengivite |, ed & rimasta invariata nel corso dello studio (p> 0.05).

Livelli di IL-1p nei soggetti HR/HS e LR/LS

Quando le due sottopopolazioni di soggetti HR/HS e LR/LS (Trombelli et al. 2008) sono state con-
frontate per cIL-1p e sIL-1p, nessuna differenza significativa & stata osservata nei quadranti
test e controllo nella gengivite S e nella gengivite 1.
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Associazione tra i polimorfismi di IL-1B e la concentrazione di IL-1§3

Nessuna associazione significativa & stata osservata tra il genotipo IL-1B*3%* e |e concentra-
zioni di IL-1pB nella gengivite S. Nella gengivite I, il genotipo IL-1B**%* era significativamente
associato con cIL-1p nei quadranti test (p< 0.01), ma non con clL-1f nei quadranti controllo. |
valori di cIL-1p nei quadranti test nella gengivite | nella popolazione di studio categorizzata per
i differenti genotipi di IL-1B*3%* sono illustrati nella Tabella 2. Il genotipo TT ha mostrato valori
di cIL-1p significativamente piu elevati in confronto al genotipo CC (p= 0.007) e una differenza
statisticamente borderline in confronto agli eterozigoti (p = 0.06).

Nessuna associazione significativa e stata trovata tra il genotipo IL-1B-*!! e cIL-1p sia nella
gengivite S che nella gengivite |. Nessuna associazione significativa é stata individuata tra i
livelli di sIL-1p e i genotipi [L-1B-51! o [L-1B+3%,

CONCLUSIONI

| risultati del presente studio indicano che: (i) i livelli di cIL-1p erano significativamente piu
elevati nella gengivite | rispetto alla gengivite S; (ii) e stata osservata una correlazione intra-
individuale tra i livelli di cIL1p nella gengivite S e nella gengivite | nei quadranti controllo, ma
non nei quadranti test; (iii) & stata osservata una associazione tra cIL-1p e il genotipo IL-1B*+3%*
solo nei quadranti test; (iv) sIL-1p era identificabile solo a livelli molto bassi in un numero
limitato di soggetti, senza differenze significative tra gengivite S e I. Nel loro complesso, tali
risultati indicano che aspetti relativi all'insulto microbico ai tessuti gengivali quali I'entita e il
rate di accumulo della placca sembrano influenzare i livelli di IL-1B nel GCF nei soggetti con uno
specifico genotipo di IL-1B.
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Fig. 1 - Distribuzione dei soggetti (punti) in accordo alla concentrazione (pg/ml) di interleuchina 1 nel fluido crevi-
colare gengivale (cIL-1B) in condizioni di gengivite spontanea (S) e di gengivite sperimentale (I) nei quadranti a. test L

e b. controllo. Linea continua: correlazione lineare; linea tratteggiata: intervallo di confidenza 95%.

XI
Tabella 1 - Indice di Placca (PIl), Indice Gengivale (Gl) e Indice di Sanguinamento Angolato (AngBS), concentrazione =
di interleuchina-1p nel fluido crevicolare gengivale (cIL-1B) nei quadranti test e controllo e concentrazioni di inter- 8 %
leuchina 1P nel siero (sIL-1B) nella gengivite spontanea (S) e nella gengivite sperimentale (I). I valori sono espressi 5 =
come media = deviazione standard (SD) o mediana e intervallo inter-quartile (IR) per le variabili parametriche e non- = =
parametriche, rispettivamente. =
=
Parametro - Quadrante Quadrante
sperimentale Gengivite controllo test P
N Media = SD N Media = SD
o mediana (IR) o mediana (IR)
PIl Gengivite S 36 0.6+0.3 36 0.6+03 p=0=191
Gengivite | 36 05+0.3 36 1.8+04 p< 0.0001
p p<0.01 p< 0.0001
Gl Gengivite S 36 0.4+03 36 0.4+0.2 p=100618
Gengivite | 36 0.2+0.2 36 0.9+0.2 p< 0.0001
p p< 0.001 p< 0.0001
AngBS Gengivite S 36 0(0-0.2) 36 0(0-0) p=0.091
Gengivite | 36 0(0-0) 36 0.3(0.2-0.5) p< 0.0001
p non significativo p< 0.0001
clL-1b (pg/ml) Gengivite S 36 0 (0-20.9) 36 9.8 (0- 19.5) p=0.264
Gengivite | 36 18.1(7.6-225) 36 252(225-31.1) p<0.0001
p p<0.001 p< 0.0001
Parametro Tempo N Media + SD
sperimentale di osservazione o mediana (IR)
sIL-1b (pg/ml) Gengivite S 36 0(0-0)
Gengivite | 36 0(0-0)
p p=0.938




Tabella 2 - Concentrazione di interleuchina-13 nel fluido crevicolare gengivale (cIL-1(3) nei quadranti test in condizioni
di gengivite sperimentale nella popolazione di studio categorizzata per i differenti genotipi di IL-1B+%*. | valori sono
espressi come pg/ml.

* Gli omozigoti TT hanno mostrato concentrazioni di

Genotipo di : Intervallo o e . .
1R N Mediana T ; IL-1B significativamente pill elevate rispetto agli
IL-1B=3%% inter quartlle omozigoti CC (P=0.007) L una differenza statistica-
cT 17 26.7 el mente borderline quando confrontati con gli eterozigati
) ’ ; (P=0.06).
1 4 35.6 32.2-483
66 15 23.0 21.2-29.0
All 36 25.2 225-31.1
J
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RIASSUNTO

La insorgenza della parodontite & strettamente legata a fattori genetici e ambientali. Lo studio
condotto sulle popolazioni isolate del Cilento ha permesso di identificare un nuovo locus, sul
cromosoma 12q, associato a tale patologia. In tale regione sono presenti dei geni, candidati ad
essere coinvolti nella sua patogenesi.

INTRODUZIONE

La parodontite & una patologia infiammatoria causata dall’accumulo di placca muco-batterica
nel solco gengivale che porta alla perdita progressiva dei tessuti parodontali. Studi epidemio-
logici, svolti con criteri selettivi molto rigorosi, mostrano che, in generale, la prevalenza della
parodontite aumenta con I'eta. La parodontite & un esempio paradigmatico di malattia infiam-
matoria multifattoriale ad eziologia batterica |a cui insorgenza e data dall’interazione fra fattori
genetici di suscettibilita e fattori di rischio ambientali. La presenza dei fattori di rischio aumenta
la probabilita che la malattia si manifesti. Il decorso della parodontite puo essere aggravato dalla
presenza del polimorfismo genico dell’lL-1. | soggetti, pari a circa il 30% della popolazione, che
presentano il genotipo IL1+ presentano una maggiore suscettibilita alla malattia. In letteratura
esiste un unico caso di grave parodontite per la quale e stata identificata la presenza di un gene
principale di malattia che segua i principi di Mendel [1]. Si suppone pertanto che la parodontite
sia una patologia in cui varianti genetiche e fattori ambientali rivestono, nella sua insorgenza,
un’importanza determinante [2-3]. Una notevole difficolta nell’identificare i fattori genetici di
suscettibilita delle malattie multifattoriali si riscontra nelle popolazioni aperte poiché e presente
una grande variabilita genetica e degli stili di vita. Le popolazioni isolate, al contrario, condivi-
dono un comune stile di vita, presentano una ridotta variabilita genetica in quanto derivano da
un esiguo numero di fondatori ed hanno una storia demografica caratterizzata da secoli di iso-
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lamento geografico o culturale che ha favorito, nel corso delle generazioni, le unioni tra individui
della comunita senza quindi alcun contributo genetico proveniente dall’esterno [4]. Inoltre per
esse e possibile costruire la genealogia e recuperare informazioni anamnestiche e personali. Le
popolazioni isolate sono state gia utilizzate come sistema modello per |a ricerca di geni correlati
alle patologie complesse. In particolare nelle popolazioni isolate del Cilento (provincia di Salerno),
caratterizzate per la parodontite nel presente studio, sono stati gia individuati locus correlati
a malattie multifattoriali quali I'ipertensione e 'obesita (Ciullo M. et al., 2006; Ciullo M. et al.,
2008).

MATERIALI E METODI

Allo scopo di identificare nuovi fattori di rischio genetici per la parodontite, sono stati raccolti i
dati clinici di 738 individui in due popolazioni isolate dell’entroterra cilentano (Gioi e Cardile) [5].
Sono state raccolte le informazioni anagrafiche di ciascun partecipante (sesso, eta, anamnesi
patologica, fumo, alcool, abitudini di igiene orale, ecc.). Successivamente é stato effettuato
I'esame obiettivo del cavo orale, rilevato il DMFT ed eventuali alterazioni patologiche delle mu-
cose. Si e passato infine alla valutazione dello stato di salute dei tessuti parodontali. Tale analisi
¢ stata effettuata tramite il Periodontal Screening and Recording (P.S.R., American Academy
of Periodontology, 1993). In sintesi, dopo aver diviso la bocca in sei sestanti & stato registrato
il valore pit elevato della profondita di sondaggio in ciascun sestante. Sono stati considerati
affetti da parodontite gli individui che presentavano almeno 3 tasche parodontali profonde. Gli
individui affetti risultavano collegati in un’unica genealogia. Tale genealogia & stata suddivisa
in famiglie e le famiglie ottenute sono state analizzate mediante un’analisi di linkage, utilizzando
il programma ALLEGRO [6], con 1.018 marcatori microsatelliti distribuiti su tutto il genoma ad
una distanza media di 3,6 cM. Il tipo di linkage usato & stato quello non parametrico. Esso, a
differenza di quello parametrico, non richiede nessuna assunzione sulle caratteristiche dell'allele
a rischio e sulla modalita di trasmissione, risulta quindi adatto allo studio di malattie complesse
in cui non & noto il modello genetico associato alla malattia. Il linkage non parametrico si basa
sulla ricerca di un eccesso di regioni identiche per discendenza (IBD) tra individui affetti da una
data patologia. Gli individui affetti presenti in nuclei familiari vengono confrontati a coppie e
per ogni coppia vengono stimate le regioni IBD sulla base dei marcatori genetici disponibili sul
genoma. Tale stima viene confrontata con la proporzione di regioni IBD attesa sulla base della
relazione di parentela presente nella coppia di individui. In caso di linkage ad un dato locus, si
osservera, in quel punto, una distorsione della proporzione di alleli IBD rispetto a quella attesa.
Quindi, un eccesso di IBD tra gli individui affetti da una data patologia in una determinata
regione del genoma, suggerisce che in tale regione vi siano uno o pill geni che possano essere
associati alla patologia. Dall’analisi statistica viene prodotto uno score “ZIr” per ogni marcatore.
Uno score elevato e indicativo di un segnale di linkage in quel punto del genoma. La significa-
tivita dello score viene poi valutata mediante simulazioni. Gli algoritmi utilizzati per la stima
delle regioni IBD nell’analisi di linkage possono essere applicati solo a famiglie di dimensioni
relativamente ridotte. Di conseguenza, genealogie di grandi dimensioni come quelle presenti nelle
popolazioni isolate devono essere tagliate in modo da ottenere dei sub-pedigrees di dimensioni



pill piccole. Esistono programmi che consentono di tagliare la genealogia in modo automatico
come il programma Jenti proposto da Falchi e collaboratori [7]. Tale metodo permette, mediante
la definizione a priori di determinati parametri (ad esempio la relazione di parentela tra gli in-
dividui, il numero di generazioni), di generare famiglie tali che esse siano quanto piu possibile
informative per I'analisi di linkage (es: massimizzazione del numero di individui affetti all'interno
delle famiglie) ed abbiano dimensioni tali da poter essere analizzate dai programmi di linkage.
La significativita dei risultati dell’analisi di linkage & stata verificata mediante simulazioni. In
particolare, sono stati simulati, mediante I'uso del programma Genedrop [8], i dati genotipici
dell'intera genealogia. Le famiglie utilizzate nell’analisi dei dati sono state quindi sottoposte
all'analisi di linkage utilizzando i genotipi simulati ed il fenotipo reale. Tale procedura simu-
lazione dei genotipi/linkage € stata ripetuta un numero n di volte in modo tale da ottenere una
distribuzione di ZIr scores per ogni marcatore. Il “p-value” & stato calcolato applicando il criterio
di Bonferroni: il valore corrispondente al numero di volte in cui lo score ottenuto dalle simulazioni
e superiore al massimo valore di ZIr-score ottenuto nell’analisi dei dati reali & stato diviso per Il
numero delle simulazioni effettuate.

RISULTATI

La Parodontite e stata analizzata nella popolazione di Gioi-Cardile. La popolazione analizzata ha
un eta media di 46,8 anni di cui il 58% & di sesso femminile. Tra i soggetti analizzati, 77 sono
stati definiti affetti da parodontite. L'eta media degli individui affetti & superiore all'eta media
degli individui appartenenti al campione di studio, il 69,3% ha un eta compresa tra i 41 e gli
80 anni, il 14% della popolazione maschile & affetta mentre lo & solo il 9% della popolazione
femminile (Tabella 1).

Gli individui affetti sono presenti in un unico pedigree di 15 generazioni e 2.709 individui. Il taglio
del pedigree ha generato 18 famiglie sulle quali ¢ stata effettuata 'analisi di linkage genome-
wide non parametrica che ha evidenziato un segnale sul cromosoma 12q24.31-32 (Figura 1). Il
valore massimo di ZlIr-Score € stato ottenuto al marcatore D12S1614 (Tabella 2). Per verificare
la significativita del risultato ottenuto sono state effettuate 10.000 simulazioni. Poiché le simu-
lazioni richiedono lunghi tempi di analisi, esse sono state eseguite unicamente sul cromosoma
12 ed hanno prodotto un ZIr_p-value “cromosomico” di 0,0027 (ovvero in solo 27/10.000 si-
mulazioni il valore di ZIr sul cromosoma 12 era maggiore del valore di ZIr trovato sui dati reali,
ZIr=3,65). Dal p-value “cromosomico” e stato ottenuto un p-value “genomico” statisticamente
significativo di 0,042, semplicemente rapportando la lunghezza del cromosoma rispetto a quella
del genoma.

DISCUSSIONE

La scelta delle popolazioni isolate per lo studio della parodontite & giustificata dal fatto che nelle
popolazioni derivate da un piccolo numero di fondatori il network di geni che contribuisce alla
definizione della patologia complessa & ridotto. Inoltre, si ritiene che tutti gli individui affetti della
popolazione abbiano una predisposizione genetica ad una data patologia perché condividono gli
stessi alleli che sono identici in quanto discendenti da un antenato comune. Da qui nasce lo stu-
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dio effettuato sulle popolazioni isolate del Cilento allo scopo di individuare le variazioni genetiche
che predispongono alla parodontite. La parodontite costituisce una patologia multifattoriale, e
dal momento che indagini epidemiologiche sostengono la sua ereditarieta, diversi studi di lette-
ratura si sono concentrati sui geni dei mediatori immunitari, le citochine.

Il presente lavoro & il primo studio sulla parodontite in cui si analizza I'intero genoma mediante
linkage genetico.

L'analisi di linkage ha evidenziato un segnale significativo sul cromosoma 12 nella regione
12q24.31-12q24.32. In tale regione del cromosoma 12 e localizzata, a 3,2 Mb dal segnale di
linkage trovato, il gene che codifica per I'lnterleuchina-31.

L'IL-31 ha una struttura simile alle proteine appartenenti alla famiglia della citochina IL-6 che
¢ stata precedentemente associata alla parodontite [9]. Tale gene quindi & un buon candidato
ad essere coinvolto nella patogenesi della patologia parodontale.



Tabella 1 - Descrizione della popolazione

Parodontite Totale Affetti (%)
728 77 (10%)
Uomini 305 42 (14%)
Donne 423 35(9%)
Eta (media + ds) 46,82 + 22,39 59,71 + 13,46

cromosomi

Fig. 1 - Distribuzione degli ZIr scores dell’analisi di linkage genome-wide

Tabella 2 - ZIr-score nella regione 12q24.31-12q24.32
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Marcatore Posizione (cM) ZIr-score
D12S2073 144.137 2.84
D12S1614 148.984 3.65
D12S324 1518958 3.34
D1252078 155.986 3.32
D1251609 160.719 2.80
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RIASSUNTO

Lo scopo di questo studio randomizzato controllato e di confrontare i risultati a lungo termine
di denti parodontalmente compromessi trattati con gel di amelogenine (test) o rigenerazione
tissutale guidata con membrane riassorbibili in associazione ad 0sso bovino deproteinizzato
(controllo). | risultati hanno mostrato un’alta percentuale di successo in entrambi i gruppi, con
un risultato lievemente migliore nei difetti trattati con amelogenine.

INTRODUZIONE

Lo scopo della terapia rigenerativa parodontale € la ricostituzione del tessuto di supporto del
dente perso per malattia parodontale. La rigenerazione dell’apparato di supporto deve essere
caratterizzata dalla formazione di nuovo cemento con inserzione di fibre collagene, nuovo
0sso alveolare e neoformazione del legamento parodontale. La letteratura mostra come sia il
trattamento con amelogenine (EMD) (Hammarstrom et al. 1997, Rasperini et al. 2000) che la
rigenerazione tissutale guidata (GTR) (Nyman et al. 1982, Gottlow et al. 1986) promuovono |a
rigenerazione del parodonto. Entrambi i metodi hanno dimostrato di ottenere risultati migliori
del semplice lembo di accesso (Tonetti et al. 2004) e recenti revisioni della letteratura hanno
confermato il buon esito clinico della combinazione del trattamento con membrane riassorbibili
e 0ss0 bovino deproteinizzato (Sculean et al. 2008). Alcuni studi hanno gia confrontato I'efficacia
del trattamento con amelogenine con la rigenerazione tissutale guidata, senza evidenziare
differenze significative tra i due gruppi (Silvestri et al. 2003, Sanz et al. 2004), mentre solo uno
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studio di Sculean et al. pubblicato nel 2008 ha confrontato i risultati delle due tecniche a lungo
termine. Scopo di questo studio & quindi il confronto tra i due trattamenti a lungo termine e la
valutazione della possibile influenza delle variabili fumo ed igiene orale sul risultato. Come criteri
di successo sono stati considerati la sopravvivenza dell’elemento dentario e il mantenimento del
livello di attacco clinico ottenuto ad un anno dal trattamento chirurgico.

MATERIALI E METODI

Tra il 1996 e il 2002 sono stati trattati 60 pazienti con 86 gravi difetti infraossei in due centri
clinici. Prima di essere coinvolti nel protocollo di studio ogni soggetto ha sottoscritto il consenso
informato. | criteri d’inclusione nello studio sono stati: eta superiore ai 21 anni, buono stato di
salute generale, non utilizzo di antibiotici nei sei mesi precedenti |a terapia, stato di evidente
malattia parodontale precedentemente trattato con protocollo non chirurgico, indice di placca
(FMPS) e indice di sanguinamento (FMBS) inferiori al 15%, componente infraossea superiore ai
4 mm valutata radiograficamente, livello di attacco clinico di almeno 8 mm, consumo di non piu
di 20 sigarette al giorno.

Tutti | pazienti prima della terapia hanno ricevuto le istruzioni di igiene orale e un trattamento di
igiene professionale. Dopo quaranta giorni da questo primo trattamento sono stati rivalutati ed
inseriti nel protocollo se concordi con i criteri d'inclusione. Prima della chirurgia & stato valutato
per ogni difetto il valore di recessione (REC), di sondaggio parodontale (PPD) e di perdita di livello
di attacco clinico (CAL).

In seguito, secondo criterio di randomizzazione su ogni singolo difetto, i pazienti al momento della
terapia sono stati trattati con gel di amelogenine (EMD) o con rigenerazione tissutale guidata con
membrane riassorbibili e innesto (GTR). Nel periodo dello studio le tecniche chirurgiche attuate
si sono evolute in accordo con le direttive delle pubblicazioni scientifiche. L'accesso al difetto
¢ stato ottenuto mediante Papilla Preservation Technique (PPT), Modified Papilla Preservation
Technique (MPPT) e Simplified Papilla Preservation Technique (SPPT). A partire dal 1999 quando
lo spazio interdentale era inferiore 0 uguale ai 2 mm & stata attuata la tecnica SPPT, mentre
negli spazi interdentali superiori ai 2 mm e stata preferita la procedura MPPT. Nei pazienti
appartenenti al gruppo test (EMD) in un primo momento e stata preparata una sutura Laurell-
Gottlow e la superficie radicolare & stata condizionata con gel EDTA e solo successivamente si
¢ proceduto con I'applicazione del gel di amelogenine sulla superficie radicolare. Nel gruppo
controllo (GTR), dopo I'accurata pulizia del difetto, si & riempito il difetto con dell’innesto di 0sso
bovino deproteneizzato protetto da una membrana riassorbibile sagomata in modo da coprire
fino a 3 mm oltre I'area da rigenerare. Dopo aver completato questa fase si & proceduto alla
chiusura del lembo con una sutura a materassaio interno orizzontale e suture a punti staccati
per le incisioni di scarico mesiali e distali.

Per le prime quattro settimane dopo la chirurgia si & chiesto ai pazienti di risciacquare due volte
al giorno con una soluzione di clorexidina, utilizzando procedure modificate di igiene orale. In
seguito i soggetti sono stati inseriti in un programma quadrimestrale di mantenimento dell’igiene
orale, non tutti hanno partecipato interamente a questa fase terapeutica. La mancanza di
partecipazione ai richiami quadrimestrali di igiene orale & stata valutata nell’analisi statistica.



Il valore di livello di attacco clinico & stato registrato ad un anno dalla terapia e ogni due anni a
partire dalla fase chirurgica.

Le analisi statistiche sono state realizzate utilizzando il software Stata 11 (StataCorp. 2009) e
sono state mirate sia alla valutazione della correlazione tra le variabili analizzate e il successo
a lungo termine sia al confronto tra il gruppo test e il gruppo controllo. Sono state realizzate
analisi Pearson per la correlazione semplice, analisi a modelli misti per 'andamento lineare del
CAL nel tempo e analisi Kaplan-Meier con test Log-Rank e analisi di Cox per la valutazione del
successo nel tempo confrontando i due gruppi. L'avulsione del dente trattato (AV) e la perdita di
2 0 pit mm di attacco clinico, rispetto al valore osservato dopo un anno dalla terapia, (CALfail)
sono stati considerati criteri di fallimento, come precedentemente descritto da Cortellini e Tonetti
nel 2004.

RISULTATI

Quarantanove casi sono stati trattati con EMD e 37 con GTR. L'eta media dei pazienti nel
gruppo test era di 44,7 + 10,6 al momento della terapia, il 6,1 % dei pazienti del gruppo test
erano fumatori e solo 1'81,6 % ha partecipato completamente al programma di mantenimento
dell’igiene orale. Nel gruppo controllo le precedenti variabili erano cosi rappresentate: 45,5 +
10,5 anni, 10.8% fumatori e 83,3% partecipanti al programma di igiene orale. | valori medi di
PPD, CAL e REC nel gruppo EMD erano rispettivamente: 7.7 + 2.0, 8.3 + 2.2 ¢ 0.6 + 1.2 mm,
mentre nel gruppo GTR i valori erano i seguenti: 7.9 + 2.1, 8,3 + 2.3 e 0,4 + 0.9 mm. | difetti
sono stati controllati nel tempo e si e ottenuto il valore di CAL a 7 anni per tutti gli 86 difetti, a 9
anni per 70 casi, a 11 per 55 e a 13 per 21 difetti.

Solo tre denti sono stati estratti, due erano stati trattati con GTR, uno con EMD. Un dente era
di un paziente fumatore (GTR), un altro di un paziente fumatore che non ha partecipato al
programma di mantenimento dell’igiene orale (GTR) e 'ultimo di un paziente non fumatore che
non ha partecipato al programma di mantenimento dell’igiene (EMD) (Tabella 1).

| test Log-Rank e Pearson hanno mostrato significativita statistica tra lo stato di fumatore e
la possibilita di avulsione (rispettivamente p = 0,001 e p = 0,022) e hanno sottolineato la
maggior probabilita statistica di avulsione nei pazienti che non hanno partecipato al programma
di mantenimento (rispettivamente p = 0,022 e p = 0,036). L'analisi di Cox invece non ha portato
a valori statisticamente significativi (p = 0,18 per fumo e p = 0,12 per non mantenimento
dell'igiene orale), ma da tenere clinicamente in considerazione, specialmente se correlati alle
precedenti analisi e ai dati presenti in letteratura.

L'analisi sul valore lineare del CAL ha mostrato un guadagno medio sull'intero campione di 4,16
mm, suddiviso in 4,46 mm di guadagno nel gruppo GTR e 3,94 mm di guadagno nel gruppo
EMD. L'andamento del valore di CAL nel tempo & stato costante in entrambi i gruppi (Fig. 1,
Tabella 1) e analizzando il valore di interazione si ottiene un valore p di 0,37 non statisticamente
significativo, sottolineando come non ci sia differenza significativa tra test e controllo.

'analisi Kaplan-Meier sulla sopravvivenza intesa come non avulsione dell’elemento (Tabella
3) ha mostrato una sopravvivenza sull'intero campione del 98,84% a 7 anni, del 97,45% a
9 anni e del 95,71% a 13 anni. La stessa analisi condotta nei gruppi ha mostrato il 100% di
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sopravvivenza sino a 9 anni e il 96,43% dagli 11 ai 13 per il gruppo test, mentre nel controllo
(GTR) si & ottenuto il 97,30% di successo a 7 anni e il 94,26% dai 9 ai 13 anni.

Lo stesso metodo Kaplan-Meier ¢ stato eseguito intendendo come fallimento I'avulsione del dente
o la perdita di 2 o piu mm di CAL rispetto al valore ottenuto ad un anno della terapia (Tabella 4).
Sull’'intero campione a 7 anni si e ottenuto 189,95 % di successo, a 9 188,18% e a 13 il 75,58%.
L'analisi del gruppo test (EMD) ha mostrato 1'89,9% di successo a partire dai 7 fino ai 13 anni,
mentre il gruppo controllo (GTR) ha mostrato un valore di 89,19% a 7 anni, 86,22% a 9 e 11
anni e 64,66% a 13 anni. La Fig. 2 sottolinea in modo chiaro il diverso andamento dei due gruppi
nel tempo quando & considerato come fallimento I'avulsione o |a perdita del CAL ottenuto con |a
chirurgia.

DISCUSSIONE

Questo studio ha voluto comparare i risultati di 86 gravi difetti infraossei trattati in modo
randomizzato con tecniche EMD o GTR. Le analisi hanno permesso di valutare i risultati a lungo
termine per quanto riguarda la sopravvivenza dell’elemento dentario, il mantenimento del livello
di attacco clinico guadagnato con la chirurgia e la variazione del valore di CAL nel tempo. Non tutti
i pazienti hanno partecipato con regolarita ai richiami quadrimestrali di igiene orale, ma sono
stati comunque richiamati ogni due anni per valutare il livello di attacco clinico. | dati mostrano
come il trattamento rigenerativo dei difetti infraossei sia con amelogenine che con rigenerazione
tissutale guidata porti ad una riduzione statisticamente significativa del CAL e dia |a possibilita
di mantenere I’elemento dentario con ottima possibilita di successo nel lungo periodo, entrambe
le terapie infatti hanno dato il 96% di sopravvivenza a 13 anni. Questo risultato incoraggia
fortemente |a terapia rigenerativa poiché mostra come sia possibile cambiare positivamente
la prognosi di denti parodontalmente compromessi, con alta probabilita di successo a lungo
termine;  stato ottenuto il 100% di successo a 7 anni sull'intero campione e a 11 anni nel
gruppo test con le amelogenine. L'analisi sul fallimento terapeutico (avulsione o perdita di 2
o pit mm del CAL guadagnato con la terapia) mostra 1'88% di successo a 11 anni sull'intero
campione.

Entrambe le tecniche hanno dato un’alta percentuale di successo a lungo termine e non ¢ stato
possibile rilevare differenze statisticamente significative tra il gruppo test e il gruppo controllo,
confermando quanto precedentemente espresso in letteratura (Silvestri et al. 2003, Sculean et
al. 2008). Tuttavia, nonostante I'assenza di significativita statistica, si & osservato un risultato
lievemente migliore nel gruppo test; le amelogenine hanno conseguito una piu alta percentuale
di successo con il 100% a 9 anni rispetto al 94,26% del gruppo controllo e questa differenza
permane nel tempo anche se la percentuale di successo del gruppo EMD decresce al 96,43% a
11 e 13 anni. Valutando il successo con il criterio pit restrittivo legato al CAL, si osserva come
il gruppo test mostri risultati miglior con 1'89,80% di successo a 11 anni contro 1'86,22% del
gruppo controllo della rigenerazione tissutale guidata.

[l valore di CAL osservato dopo la terapia chirurgica risulta lievemente migliore nel gruppo
controllo, ma con I'andare del tempo la differenza tra i due gruppi tende a scomparire. Il gel di
amelogenine e pil adatto ai difetti contenitivi a tre pareti, ma a causa della randomizzazione



¢ stato utilizzato anche in difetti pit ampi; questa considerazione puo giustificare la migliore
performance della GTR ad un anno dalla chirurgia rispetto alle amelogenine. Allo stesso modo
il miglior risultato ottenuto nei casi controllo puo essere motivato dalla migliore capacita di
stabilizzare il coagulo delle membrane riassorbibili associate a innesti.

Riassumendoidati precedentemente espostisi puo affermare chelatecnica EMD sia un’alternativa
valida e affidabile al rigenerazione tissutale guidata, in alcuni casi addirittura preferibile alla
GTR grazie alla minor presenza di rischi chirurgici nel trattamento con amelogenine, quali
I'eventualita dell’esposizione precoce della membrana riassorbibile.

| test di correlazione Log-Rank e Pearson hanno mostrato una significativita statistica tra le
variabili fumo e igiene orale e il successo terapeutico. Confermando i dati presenti in letteratura,
i risultati indicano che i pazienti fumatori incorrono in un maggior rischio di avulsione, mentre i
pazienti che partecipano con regolarita al programma di mantenimento dell’igiene orale hanno
pill probabilita di successo a lungo termine.
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Tabella 1 - Analisi dei fallimenti

Dente | Gruppo |lgiene Orale| Fumo | PPDO0 CALO REC 0 CAL1 | Avulsione

25 GTR Si Si 8 mm 10 mm 2 mm 7 mm 7 anni
43 EMD No No 8 mm g mm 0mm 4 mm 9 anni
11 GTR No Si 6 mm 6 mm 0mm 5mm 9 anni

Tabella 2 - Analisi dell’andamento del CAL

Gruppo | Anno 0 1 3 5 7 9 11 13

Totale | Casi 86 86 86 86 86 70 55 21

CAL [ 83mm |[41mm [39mm [3.7mm |38mm |3.6mm | 3.5mm | 3.7 mm

Dev.Std.| 22mm | 1.2mm | 1.2mm | 1.0mm | 1.0mm | 1.0mm | 0.8 mm | 1.1 mm

EMD Casi 49 49 49 49 49 39 27 9

CAL [ 83mm |[43mm [40mm [ 3.8mm | 3.8 mm | 3.6 mm | 3.5mm | 3.6 mm

Dev.Std.| 22mm | 1.2mm | 1.2mm | 0.8 mm | 0.9 mm | 0.8 mm | 0.7 mm | 0.7 mm

<ZE GTR Casi 37 37 37 37 37 31 28 12
o=
% g CAL | 83mm | 38mm |38mm |3.7mm | 3.6mm | 3.6 mm | 3.4mm | 3.8 mm
a S Dev.Std.| 2.2mm | 1.2mm | 1.2mm | 1.2mm | L1mm | L1 mm | 0.8 mm | 1.3 mm
=
Tabella 3 - Analisi Kaplan-Meier, fallimento inteso come avulsione)
Anni | Casi | Fallimenti | Sopravvivenza | Errore Std. | Intervallo di confidenza 95%
Totale | 7 86 1 98,84% 0,012 92,03 % - 99,84 %
9 71 1 97,45% 0,018 90,11 % - 99,36 %
11 56 1 95,71% 0,025 87,06 % - 98,62 %
13 21 0 95,71% 0,025 87,06 % - 98,62 %
EMD 7 49 0 100% - -
9 39 0 100% - -
11 28 1 96,43% 0,035 77,24 % - 99,49 %
18 9 0 96,43% 0,035 77,24 % - 99,49 %
GTR 7 37 1 97,30% 0,027 83,23 % - 99,61 %
9 32 1 94,26% 0,040 78,87 % - 98,54 %
11 28 0 94,26% 0,040 78,87 % - 98,54 %
13 12 0 94,26% 0,040 78,87 % - 98,54 %




Tabella 4 - Analisi Kaplan-Meier, fallimento inteso come avulsione o perdita di almeno 2 mm di CAL rispetto al valore
ottenuto ad un anno dalla terapia

Anni Casi |Fallimenti| Sopravvivenza | Errore Std. | Intervallo di confidenza 95%
Totale | 3 86 2 97,67% 0,016 91,02 % - 99,41 %
5 86 5 91,86% 0,030 83,68 % - 96,03 %
7 86 2 89,53% 0,033 80,85 % - 94,41 %
9 71 1 88,18% 0,035 79,12 % - 93,47 %
11 56 0 88,18% 0,035 79,12 % - 93,47 %
13 21 3 75,58% 0,074 57,44 % - 86,82 % b
EMD 3 49 1 97,96% 0,020 86,38 % - 99,71 %
5 48 3 91,84% 0,040 79,70 % - 96,86 %
7 45 1 89,80% 0,043 77,21 % - 95,62 %
9 36 0 89,80% 0,043 77,21 % - 95,62 %
11 26 0 89,80% 0,043 77,21 % - 95,62 % é
13 9 0 89,80% 0,043 77,21 % - 95,62 % 8 %
—=
GTR 3 37 1 97,30% 0,027 82,32 % - 99,61 % g =
5 36 2 91,89% 0,045 76,93 % - 97,31 % :‘2>
7 34 1 89,19% 0,051 73,71 % - 95,80 %
9 30 1 86,22% 0,057 69,96 % - 94,03 %
11 28 0 86,22% 0,057 69,96 % - 94,03 %
13 12 3 64,66% 0,012 37,65 % - 82,32 %
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\ ATTI DELLA SESSIONE DI RICERCA PREMIO “HENRY M. GOLDMAN" - 2010 )

RIASSUNTO

Le caratteristiche di superficie di un impianto dentario in titanio sembrano in grado di modulare
I'espressione fenotipica e 'attivita cellulare, influenzando la guarigione dei tessuti perimplantari.
| dati in letteratura inerenti 'effetto della topografia superficiale sulla regolazione cellulare dei
fibroblasti sono limitati. Scopo del presente studio & stato valutare in vitro il comportamento
biologico di fibroblasti gengivali umani coltivati su due diverse superfici in titanio. | risultati
hanno evidenziato differenti effetti della microtopografia di superficie sulla differenziazione ed
espressione cellulare.

INTRODUZIONE

Il successo a lungo termine di un impianto dentario dipende dal raggiungimento di un ottimale
livello di osteointegrazione e da una favorevole interazione della fixture con i tessuti molli cir-
costantil. Studi sperimentali? hanno dimostrato che le caratteristiche di superficie implantare
possono avere un effetto significativo nei confronti del comportamento cellulare, influenzandone
espressione fenotipica ed attivita metabolica. Scopo del presente studio € stato valutare in vitro
il comportamento di fibroblasti gengivali umani (Human Gingival Fibroblasts - HGF) coltivati
su due differenti superfici in titanio attraverso I'analisi di adesione, proliferazione, produzione
di matrice extracellulare ed apoptosi. E’ stata inoltre valutata I'espressione del recettore per il
Granulocyte Macrophage - Colony Stimulating Factor (GMCSF), un fattore di crescita coinvolto nel
controllo dell’attivita metabolica di diversi stipiti cellulari tra cui i fibroblasti gengivali.
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MATERIALI E METODI

Dischi di titanio

Dischi di titanio commercialmente puro (1 cm in diametroe 1,5 mm in spessore) (Biomet 3i, Palm
Beach, USA) con due differenti superfici sono stati impiegati nello studio. | dischi sono stati pre-
parati con una superficie liscia (Smooth - S) o con una superficie rugosa ottenuta con procedura
di doppia mordenzatura acida (Double Acid Etched - Osseotite - 0) con acido cloridrico/solforico.
La rugosita di superficie & stata analizzata con profilometro ottico Micro-XAM (ADE Phase Shift,
Tucson, USA).

L'indice di rugosita Sa della superficie S risultava 0.33 pm, comparata a 0.5 pm della Superficie
0. I dischi sono stati ottenuti da titanio cp di grado 4 (0.05% N, 0.10% C, 0.015% H, 0.5% Fe,
0.4% 0, 98.935% Ti). | campioni sono stati sottoposti a trattamento routinario di decontamina-
zione superficiale ed autoclavati prima degli esperimenti di coltura cellulare.

Colture cellulari

Frammenti di biopsie gengivali umane effettuate nel corso di interventi di chirurgia orale in
soggetti sani, giovani e non trattati farmacologicamente, sono stati preparati sotto microscopia
ottica e poi trattati enzimaticamente con collagenasi per 30 min a 37°C. Dopo ripetuti lavaggi con
soluzione salina fosfato tamponata (Phosphate-Buffered Saline — PBS; Gibco, Grand Island, USA),
i frammenti sono stati coltivati in piastre con mezzo di coltura Dulbecco modificato (Dulbecco’s
Modified Eagle's Medium - DMEM; Sigma, St. Louis, USA) con 50% di Siero Fetale Bovino (Fetal
Calf Serum - FCS; Gibco) inattivato a 37°C in 5% di CO2. Dopo circa 10 giorni ¢ stato effettuato
il primo cambio di mezzo con concentrazioni scalari di FCS. A circa un mese di distanza, le colture
primarie di fibroblasti gengivali umani cosi ottenute sono state coltivate in DMEM supplementato
con 10% di FCS, 200mM di Lglutammina, penicillina (100 mg\ml) e streptomicina (100 mg\ml)
(Gibco). Le piastre sono state incubate in incubatore umidificato con 95% di aria e 5% di C02 a
37°C. Il mezzo e stato rinnovato ogni tre giorni.

Per ogni esperimento 1.5x106 cellule sono state poste in coltura sui dischi in piastre di plastica
di 60 mm di diametro (Sarsted, Newton, USA). Gli esperimenti sono stati eseguiti in quadruplicato
e ripetuti 3 volte.

Microscopia elettronica a scansione

Le superfici dei dischi in titanio sono state analizzate con microscopia elettronica a scansione
(Scanning Electron Microscopy - SEM) a 600 ingrandimenti. Esperimenti preliminari sono stati
eseguiti per valutare morfologia cellulare e tempi di subconfluenza e confluenza su entrambe le
superfici. Le cellule sono state coltivate in triplicato sui dischi fino a 96 ore. | dischi sono stati
rimossi dal mezzo di coltura, lavati lentamente con PBS e fissati ai tempi stabiliti, prima con
I'1% di glutaraldeide in tampone fosfato 0.1M a pH 7.3 per 1 ora ed una seconda volta con I'1%
di tetrossido di osmio in tampone caco dilato 0.1M, pH 7.4 per 1 ora. Sono stati lavati con PBS tre
volte, disidratati in concentrazioni scalari di etanolo (30%, 50%, 70% e 90%), posti in etanolo
100% e risciacquati per 30 min 3 volte. Sono stati essiccati al punto critico, montati su supporti
in rame e dunque introdotti in camera di metallizzazione e ricoperti d’oro. Le superfici sono state



infine osservate con il SEM (JSM-6700F, JEOL Ltd, Japan) ad un voltaggio di 5 kV.

Adesione cellulare HGF sono stati coltivati per due giorni in presenza di 3H-Timidina 10 pCi/
ml su piastre di coltura in plastica di 60 mm di diametro (Sarsted) fino a confluenza del 50%.
Le cellule sono state dunque raccolte e quelle marcate con 3H-Timidina contate con contatore
(Beckman LS 5000, Milano, Italy). Le cellule sono state piastrate sui dischetti in titanio ed incu-
bate per 3 ore a 37°C, 5% CO02. | dischetti sono stati poi lavati con PBS e trasferiti in contatore
a scintillazione liquida (Wallac, Milton Keyes, UK). Il numero di cellule adese alle due superfici
in titanio e stato valutato misurando la radioattivita, espressa in colpi/minuto, normalizzata per
il numero di cellule.

Proliferazione cellulare

La proliferazione cellulare e stata analizzata con test di riduzione dei sali di tetrazolio (3-(4,5-
dimetiltialzol-2-yl)-2,5-difeniltetrazoliobromuro - MTT; Sigma) attraverso analisi spettrofotome-
trica. Le cellule sono state raccolte per tripsinizzazione e piastrate sui dischetti in titanio; il nu-
mero di cellule vitali & stato determinato dal test MTT a 24, 72 e 96 ore, a 7 e 14 giorni. | dischetti
sono stati rimossi dalle piastre di coltura in plastica e trasferiti in multi-well; & stato aggiunto
MTT (5 ng\mL) ad ogni pozzetto e le piastre sono state incubate per 4 ore a 37°C. Il colorante &
stato eluito dai dischetti con isopropanolo acidificato e la densita ottica & stata misurata con uno
spettrofotometro (Beckman DU-40, Milano, Italy) a 570 nm di lunghezza d’onda. | dischetti senza
cellule ed il solo mezzo di coltura sono stati utilizzati come controlli negativi.

Deposizione di ECM: analisi immuno-enzimatica in situ

Un’analisi quantitativa della produzione di alcune proteine della matrice extracellulare come Col-
lagene | (Collagen type | - Col), Fibronectina (Fibronectin - FN), e Tenascina (Tenascin - TN) e stata
condotta attraverso analisi immunoenzimatica (ELISA) in situ. Le cellule HGF sono state piastrate
sulle superfici in titanio e coltivate fino a 14 giorni. A tempi determinati (24, 72 e 96 ore, 7 e 14
giorni) le cellule sono state fissate sui dischetti in titanio con 50% (vol/vol) di metanolo/acetone
per 10 min a temperatura ambiente ed essiccate. | dischetti sono stati incubati in PBS/0.5% di
siero albumina bovina (Bovine Serum Albumin - BSA), per 2 ore a 4°C; successivamente sono
stati aggiunti 50 pl di uno degli antisiero di coniglio, anti-collagene |, anti-fibronectina o anti-
tenascina (Chemicon, Temencula, USA), in PBS/0.5% di BSA e 0.2% di Tween 20 e lasciati reagire
per 1 ora a temperatura ambiente. Le piastre sono state poi lavate con PBS, saturate con 50 pl
di anti IgG di coniglio coniugate a perossidasi di rafano in PBS con 0.2% di Tween 20, lasciate
reagire per 1 ora, lavate di nuovo con PBS ed addizionate con 150 pl di Img\mL o-fenilendiamina,
0.006% di perossido di idrogeno, 0.1 M tampone citrato, a pH 5.0.

Dopo 30 min di incubazione, I'assorbanza a 450 nm & stata misurata con spettrofotometro. Di-
schetti senza cellule e dischetti ricoperti di matrice extracellulare purificata sono stati utilizzati
come controllo.
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Apoptosi cellulare

Per I'analisi dell’apoptosi e stata utilizzata la colorazione con propidio ioduro. Le cellule HGF,
poste in piastre su superfici in titanio e coltivate fino a 96 ore, sono state raccolte per tripsiniz-
zazione, deterse e lavate due volte con PBS, fissate e permeabilizzate con etanolo freddo al 70%,
e poi conservate a 4°C. E’ stato poi aggiunto 1-mL di soluzione colorante di propidio ioduro (50
pg\mL in PBS, pH 7.4) contenente 0.5 mg\mL di RNase DNase-free, ed il contenuto in DNA delle
cellule analizzato con citofluorimetria di flusso (FACScan, Beckton Dickinson, Mountain View,
USA). L'analisi dell’apoptosi & stata ottenuta attraverso I'uso del software CELL LYSIS.

Espressione del recettore GM-CSF mediante Western blot

L’espressione della subunita di legame o del recettore per il GM-CSF é stata valutata mediante
metodica Western blot. Le cellule lisate sono state raccolte dai dischi di titanio e centrifugate a
14000 giri/min a 4°C. Sono stati raccolti i sovranatanti e la concentrazione proteica nelle cellule
lisate & stata determinata attraverso saggio colorimetrico (BioRad, Richmond, USA). Per ogni
campione, 100 pg di proteine totali sono state incubate per 5 min a 90°C in campione tampone
Laemmli e separate con elettroforesi su filtri di polivinildene fluoride (PVDF - Millipore, Bedford,
USA); le membrane sono state bloccate con soluzione contenente 5% di latte in polvere scremato
(BioRad, Richmond, USA), 1% di ovoalbumina (Sigma), 5% di FCS e 7,5% di glicina per 30 min
a temperatura ambiente. Dopo 3 passaggi in soluzione di lavaggio (PBS / 0.1% di ovoalbumina,
0.1% di latte in polvere scremato, 1% di FCS), le membrane sono state incubate per una notte a
4°C con lo specifico anticorpo monoclonale anti-GM-CSFRa (Serotec, Oxford, UK). Dopo 5 lavaggi
di 5 min, a temperatura ambiente, con soluzione di lavaggio, le membrane sono state incubate
per 30 min a temperatura ambiente con anticorpo secondario coniugato a perossidasi di rafano
(Zymed, San Francisco, USA), diluito a 1:3000 in PBS. Dopo 3 passaggi in soluzione di lavaggio
e 3 lavaggi finali in T-TBS (50mM Tris, pH 7.5; 0.5M di NaCl; 0.2% di Tween 20), le membrane
sono state colorate con kit per analisi della chemoluminescenza (enhanced chemoluminescence
- ECL - detection kit; Amersham, Little Chalfont, UK). Un’analisi quantitativa e stata eseguita con
Scanner Densitometrico (Agfa Snapscan 1212, Agfa-Gevaert, Mortsel, BE).

Analisi statistica

| risultati ottenuti sono stati espressi come media +/- D.S. Gli esperimenti sono stati eseguiti in
quadruplicato e ripetuti 3 volte (n=12). L’analisi statistica & stata realizzata con il t-test di Stu-
dent, e le differenze sono state considerate statisticamente significative per valori di p<0.05.

RISULTATI

Morfologia cellulare

L'analisi SEM ha rivelato che i fibroblasti dimostrano una buona adesione e proliferazione su en-
trambe le superfici, pur rivelando alcune differenze. Sulla superficie liscia le cellule si mostrano
appiattite e distribuite con un organizzato network di filamenti di actina; sulla superficie rugosa si
presentano meno distribuite con una ridotta trama actinica ma numerosi corti processi cellulari.



Adesione cellulare

L’adesione cellulare, valutata attraverso marcatura cellulare con 3H-Timidina, ha mostrato a 3
ore un rilevante numero di elementi cellulari su entrambe le superfici con una maggiore consi-
stenza sulla superficie S statisticamente non significativa (Fig. 1A).

Proliferazione cellulare

Per entrambe le superfici il numero di cellule @ aumentato gradualmente durante il periodo di
coltura raggiungendo il picco nell’ultimo giorno di osservazione (14 giorni). L’aumento per en-
trambe le superfici, rispetto alla baseline a 24 ore, ¢ statisticamente significativo a 96 ore, 7
e 14 giorni. Pur essendoci un maggiore incremento di proliferazione sulla superficie liscia, la
differenza tra le curve di proliferazione delle due superfici in esame non risulta statisticamente
significativa (Fig. 1B).

Produzione di matrice extracellulare ed espressione di GM-CSFR o

All'analisi ELISAin situ (Figg. 2A, 2B e 2C) le proteine di matrice Col, FN e TN risultano progressi-
vamente prodotte tra 1 e 14 giorni su entrambe le superfici con una maggiore espressione di Col
e FN sulla superficie 0 ed una maggiore produzione di TN sulla superficie S ma senza differenze
statisticamente significative tra le superfici esaminate. L'analisi Western Blot utilizzata per la
determinazione del recettore per il GM-CSF (Fig. 2D), ne ha evidenziato I'espressione su HGF
coltivati su entrambe le superfici con maggiore rilievo a 14 giorni sulla superficie 0.

Apoptosi

L'analisi dell’apoptosi dei fibroblasti coltivati con propidio ioduro ha evidenziato tale fenomeno
su entrambe le superfici. Il maggior numero di eventi sulla superficie S non ¢ statisticamente
significativo (Fig. 1C).

DISCUSSIONE

Il successo a lungo termine di un impianto dentario dipende dall’integrazione con i tessuti duri
e molli circostanti '. Numerosi studi sperimentali dimostrano che le caratteristiche di superficie
di un impianto sono in grado di influenzare il comportamento cellulare?. Mentre & ben studiata
I'interazione tra osteoblasti e superfici implantari, limitati sono i dati in letteratura concernenti i
rapporti tra fibroblasti e topografia superficiale implantare. La maggior parte degli studi®* verte
su un’analisi istomorfometrica del tessuto connettivo perimplantare e non evidenzia differenze
significative nella morfologia e composizione tissutale della mucosa al variare della microtopo-
grafia implantare. Le indagini in vitro inerenti il comportamento in coltura dei fibroblasti su dif-
ferenti superfici di titanio sembrano mostrare un comportamento diverso rispetto a quello rilevato
per lo stipite osteoblastico. Mustafa et al.> hanno valutato in vitro I'adesione di fibroblasti umani
su superfici in titanio sabbiate con particelle di TiO2 di diametro crescente, dimostrando una piu
alta percentuale di attacco cellulare sulle superfici lisce e su quelle sabbiate con particelle di
minor diametro. Kononen et al.< hanno dimostrato che il numero di fibroblasti a 7 giorni risultava
almeno 3 volte pill elevato su superfici lisce rispetto a quelle trattate.
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Grossner-Schreiber et al.” hanno osservato che la formazione di contatti focali di adesione av-
veniva su tutte le superfici trattate prese in esame, ma diminuiva all’aumentare del grado di
rugosita. Kunzler et al %, in uno studio sulla risposta di osteoblasti e fibroblasti con I'utilizzo
di gradienti di rugosita, hanno evidenziato per gli osteoblasti un significativo incremento del
tasso di proliferazione all’aumentare della rugosita, diversamente dai fibroblasti che presenta-
vano un comportamento proliferativo opposto, con un decremento all’aumentare della rugosita.
Nel presente studio & stato valutato in vitro il comportamento di fibroblasti gengivali umani
su due differenti superfici in titanio: liscia e rugosa per doppia mordenzatura acida con valori
di Sa rispettivamente di 0.33 pm e 0.5 pm. Per quanto concerne I'adesione e la proliferazione
cellulare i nostri risultati hanno evidenziato rispettivamente a 3 ore e da 24 ore a 14 giorni un
maggior numero di cellule sulla superficie S. In particolare I'incremento cellulare a 96 ore, 7 e
14 giorni e statisticamente significativo rispetto al baseline su entrambe le superfici sebbene il
confronto tra le due curve non risulti statisticamente significativo ai tempi sperimentali. Analogo
effetto superficie si e iscontrato nell’analisi dell’apoptosi cellulare. Tali osservazioni potrebbero
essere legate al grado di rugosita della superficie trattata da noi presa in esame che, secondo
la classificazione di Albrektsson & Wennerberg?, si classificherebbe come minimamente rugosa
in quanto con valore Sa compreso tra 0.5 e 1 pm. Allo scopo di valutare la differenziazione cel-
lulare, & stata analizzata la produzione delle proteine dell’lECM Col, FN e TN. Esse sono risultate
progressivamente prodotte tra 1 e 14 giorni di coltura su entrambe le superfici, con una maggiore
espressione, statisticamente significativa, di Col e FN sulla superficie 0, evidenziando su tale
superficie una pit marcata espressione di indicatori di maturazione ed organizzazione strutturale.
La differenziazione cellulare dei fibroblasti @ modulata anche da fattori di crescita tra cui il GM-
CSF, un polipeptide di 127 amminoacidi che promuove e controlla I'attivita cellulare™®. L'espres-
sione della subunita o del recettore per il GM-CSF nelle cellule coltivate sulle due superfici in
titanio sembra indicare una possibile azione di tale fattore di crescita sull’attivita metabolica
dei fibroblasti gengivali umani lasciando ipotizzare un suo probabile ruolo nella regolazione di
specifiche funzioni biologiche nell’ambito del tessuto mucoso perimplantare. In conclusione i
dati riportati indicano che in vitro sia la superficie S che la superficie O mostrano un’interazione
favorevole con i fibroblasti gengivali umani, promuovendone proliferazione e differenziazione
cellulare e suggeriscono che la microtopografia di una superficie a doppia mordenzatura acida
possa favorire una maggiore produzione di Collagene e Fibronectina, indicatori di maturazione ed
organizzazione strutturale. Inoltre I'espressione del recettore per il GM-CSF evidenzia il possibile
ruolo del fattore di crescita nell’interazione tra fibroblasti gengivali e differenti microtopografie
di superfici in titanio. Ulteriori studi sono necessari per confermare queste ipotesi.
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RIASSUNTO

Lo scopo del lavoro & quello di verificare,dopo un follow-up di 10 anni, la perdita ossea margi-
nale di impianti singoli inseriti in pazienti non fumatori parodontalmente compromessi trattati
(PCP) paragonandola con quella dei pazienti non fumatori parodontalmente sani (PHP). Dopo un
follow-up di 10 anni e stata registrata una perdita ossea marginale maggiore ed una survival
rate inferiore per gli impianti inseriti nei PCP rispetto agli impianti inseriti nei PHP.

INTRODUZIONE

Lariabilitazione protesica dei pazienti edentuli,mediante |utilizzo di impianti singoli, & da conside-
rarsi una metodica predicibile nel lungo termine sia nei pazienti parodontalmente sani (Jung et al
2008) che in quelli parodontalmente compromessi (Mengel et al 2007, Ong et al 2008). Sebbene la
sopravvivenza implantare nei pazienti parodontalmente compromessi sia elevata, tuttavia e stato
dimostrato che la parodontite, specie se non trattata, & da considerarsi come un fattore di rischio
e per la peri-implantite (Lindhe & Meyle 2008) e per |a perdita dell'impianto (Renvert & Persson
2009). Dopo 10 anni di follow-up ¢ stata osservata una percentuale di sopravvivenza implantare
pill bassa nei pazienti parodontopatici (90.5%) rispetto ai pazienti sani (96.5%) (Karussis et
al 2003), mentre uno studio condotto da Hardt ha dimostrato che la perdita ossea marginale &
stata maggiore nei pazienti parodontalmente compromessi (2.2 mm) rispetto ai pazienti sani (1.7
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mm) (Hardt et al 2002). Mengel & Flores-de-Jacoby hanno inoltre dimostrato che la perdita ossea
marginale perimplantare varia a seconda del tipo di parodontite ed & maggiore nei pazienti affetti
da parodontite aggressiva generalizzata rispetto ai pazienti affetti da parodontite cronica gene-
ralizzata dopo un follow-up di 3 anni (Mengel & Flores-de-Jacoby 2005). E stato inoltre osservato
che I'associazione della parodontite con altri fattori di rischio come la scarsa igiene orale, il fumo
ed il diabete mellito aumenta il rischio di perimplantite e di perdita dell'impianto (Heitz-Mayfield
et al 2008). Purtroppo non esistono studi a lungo termine mirati che paragonino la sopravvivenza
implantare e la perdita ossea marginale di impianti inseriti in pazienti parodontalmente com-
promessi e in pazienti parodontalmente sani escludendo altri fattori di rischio (es. fumo). Quindi
lo scopo di questo studio retrospettivo controllato radiografico & stato quello di valutare,dopo 10
anni di follow-up, la perdita di osso marginale (BL=bone loss) e la sopravvivenza (SR=survival
rate) di impianti singoli con corona singola, inseriti in pazienti non fumatori parodontalmente
compromessi e trattati (PCP = periodontally compromised patients) confrontandola con pazienti
non fumatori parodontalmente sani (PHP = periodontally healthy patients). La perdita di 0sso
marginale perimplantare (BL=bone loss) & stata considerata come primary outcome.

MATERIALI E METODI

Lo studio e stato disegnato come studio retrospettivo controllato radiografico a lungo termine (10
anni di follow-up). Da un centro universitario (Dipartimento di Scienze Odontostomatologiche e
Maxillo-Facciali, Universita degli Studi di Napoli “Federico Il e da un centro odontoiatrico pri-
vato (Studio Odontoiatrico “Dott. Giulio Rasperini” sono state selezionate le cartelle cliniche e le
radiografie endorali di 80 pazienti (40 pazienti per centro) in cui sono stati inseriti 80 impianti
(1 impianto/paziente). Sono stati inclusi nello studio pazienti parodontalmente compromessi
trattati (parodontite cronica generalizzata trattata) e pazienti parodontalmente sani, ambosessi,
di eta = 18 anni, riabilitati con un impianto singolo sommerso con corona singola (superficie
machined) o transmucoso (superficie TPS) tra Giugno 1997 e Luglio 1997.

Tutti i pazienti arruolati per lo studio dovevano aver ricevuto un carico protesico convenzionale
(3-6 mesi) e dovevano aver seguito in programma di mantenimento parodontale. Per poter far
parte del campione di studio i pazienti dovevano avere una radiografia endorale eseguita con
tecnica del cono lungo e anello di Rinn al momento della riabilitazione protesica e durante il
follow-up. Gli impianti dovevano essere inseriti in selle edentule di un elemento con la presenza
di un elemento dentario mesiale ed uno distale. Sono stati esclusi dallo studio i pazienti con
qualsiasi patologia sistemica, i fumatori e gli ex-fumatori, i pazienti con un FMPS ed un FMBS =
25% (calcolato su quattro siti), gli impianti post-estrattivi e gli impianti inseriti in 0sso rigene-
rato. [l campione di 80 pazienti (un impianto per paziente: totale 80 impianti) e stato suddiviso
in quattro gruppi: PCP-T = 20 pazienti parodontalmente compromessi trattati, riabilitati con un
impianto transmucoso (T) cilindrico (superficie TPS; titanium plasma sprayed); PCP-S = 20 pa-
zienti parodontalmente compromessi trattati, riabilitati con un impianto sommerso (S) cilindrico
(superficie machined); PHP-T = 20 pazienti parodontalmente sani, riabilitati con un impianto
transmucoso (T) cilindrico (superficie TPS; titanium plasma sprayed); PHP-S = 20 pazienti paro-
dontalmente sani, riabilitati con un impianto sommerso (S) cilindrico (superficie machined).



RACCOLTA ED ANALISI STATISTICA DEI DATI

Le lastrine radiografiche degli ottanta impianti (1 impianto per paziente) sono state scannerizza-
te con una risoluzione di 1200 dpi ed analizzate utilizzando il programma VixWin Platinum Ima-
ging Software® (Gendex, Des Plaines, IL, USA). La variabile principale BL & stata calcolata come
differenza tra il livello osseo marginale (mBl= marginal bone level) al baseline e dopo 10 anni
di follow-up (BL= mBI., —mBlI. ). Per evitare errori sistematici, dovuti ad eventuali distorsioni
radiografiche, il software e stato calibrato (per ogni singola lastrina radiografica al baseline
e dopo 10 anni di follow-up) con la distanza tra due spire dell'impianto.ll Bl & stato misurato
dalla spalla dell'impianto al margine osseo radiografico.l’analisi statistica e stata effettuata
utilizzando il software SPSS 13.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Sono state calcolate le medie e le
deviazioni standard di tutte le variabili. Limpianto & stato considerato come unita statistica. Al
baseline I'eterogenicita dei due gruppi rispetto ad eta, sesso, FMPS ed FMBS ¢é stata valutata uti-
lizzando il test di Kruskal-Wallis, mentre |'eterogenicita dei siti implantari (mandibola/mascella
e anteriore/posteriore) € stata verificata utilizzando una cross tabulation con il coefficiente A.
Un p value < 0.05 & stato considerato come statisticamente significativo. La survival rate (SR)
¢ stata calcolata mediante I'analisi Kaplan-Meier. Sia per la comparazione inter-gruppo delle
medie di mBI al baseline ed mBI dopo 10 anni di follow-up,sia per la comparazione del BL tra
PCP e PHP ¢ stato effettuato un unpaired t-test ed anche in questo caso un p value < 0.05 e
stato considerato statisticamente significativo. E stata infine effettuata un’ analisi comparativa
mediante cross tabulation con il coefficiente A tra i gruppi, per valutare statisticamentel le dif-
ferenze tra i siti che mostravano una perdita di 0sso marginale maggiore di 3 mm (BL>3 mm)
dopo 10 anni di follow-up.

RISULTATI

Al baseline i due gruppi erano omogenei per eta, sesso, FMPS,FMBS e posizione degli impianti
(Tabella 1). Dopo 10 anni di follw-up la SR complessiva di tutti gli impianti e stata del 92.5%.
Nel gruppo PCP-T & stato perso un impianto dopo 7 anni di follow-up (SR = 95%),mentre nel
gruppo PCP-S sono andati perduti 3 impianti rispettivamente dopo 3,4 e 7 anni di follow-up (SR
=85%). Nei due gruppi PHP & andato perso un impianto per gruppo dopo 5 anni di follow-up (SR
= 95% per ciascun gruppo) (Tabella 2). Tra i gruppi PCP e PHP non sono state rilevate differenze
statisticamente significative paragonando il mBI al baseline (T0) degli impianti transmucosi
(0.55+0.23 mme 0.47+0.12 mm; p=0.1479).Un risultato analogo lo si & registrato paragonando
al baseline il mBI degli impianti sommersi (1.05+0.19 mm e 1.15+0.12 mm; p=0.06). E stata
invece registrata una piccola differenza statisticamente significative tra gli impianti transmu-
cosi e quelli sommersi all'interno del gruppo PCP (0.55+0.23 mm €1.05+0.19 mm; p<0.0001) e
all'interno del gruppo PHP(0.47+0.12 mm e 1.15+0.12 mm; p<0.0001). Dopo 10 anni di follow-
up (T10) nessuna differenza statisticamente significativa é stata registrata,per quanto riguarda
il mBI, tra gli impianti transmucosi e quelli sommersi all’interno del gruppo PCP (3.34+0.40
mm e 3.38 £0.34 mm; p=0.7367), cosi come nel gruppo PHP (2.40+0.41mm e 2.54+0.36mm;
p=0.2767). Tuttavia una differenza statisticamente significativa e stata trovata tra i gruppi
PCP e PHP paragonando tra loro le medie del mBI degli impianti transmucosi (3.34=0.40 mm
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e 2.40+0.41 mm; p<0.0001) e paragonando tra loro le medie del mBI degli impianti sommersi
(3.38+0.41 mm e 2.54+0.36 mm ; p<0.0001) (Tabella 3). Nella tabella 4 sono descritti i risultati
della comparazione del BL tra gli impianti inseriti nei PCP e nei PHP. Vengono inoltre descritti i
risultati della comparazione tra i siti che hanno mostrato un BL > 3 mm nei PCP e nei PHP. Una
differenza statisticamente significativa & stata registrata confrontando la media di BL degli
impianti transmucosi nei PCP e nei PHP.cosi come una differenza statisticamente significativa
¢ stata registrata paragonando la media di BL degli impianti sommersi tra i due gruppi di pa-
zienti. La media di BL ¢ stata di 2.78+0.48 mm per gli impianti transmucosi inseriti nei PCP e di
1.95+0.42 mm per gli impianti transmucosi inseriti nei PHP (p<0.0001).Gli impianti sommersi
invece hanno mostrato una media di BL pari a 2.32+0.41mm e 1.43+0.38 mm (p<0.0001)
rispettivamente per i PCP ed i PHP. Non sono state riscontrate differenze statisticamente si-
gnificative tra le medie di BL degli impianti transmucosi e sommersi nei PCP (2.78+0.48 mm
e 2.32+0.41 mm; p=0.0046) e nei PHP (1.95+0.42 mm e 1.43+0.38 mm; p=0.0003).Dopo 10
anni di follow-up, una differenza statisticamente significativa é stata riscontrata paragonando il
numero di siti con BL>3 mm degli impianti transmucosi inseriti nei PCP (13 siti) con gli impianti
transmucosi inseriti nei PHP (3 siti) (p=0.03). Anche la comparazione dei siti con BL >3 mm
degli impianti sommersi inseriti nei PCP (9 siti) rispetto al numero di siti con BL>3 mm degli
impianti sommersi inseriti nei PHP (2 siti) ha fatto registrare una differenza statisticamente
significativa (p=0.18) (Tabella 4).

DISCUSSIONE

| risultati di questo studio retrospettivo controllato dimostrano che gli impianti inseriti nei PCP
hanno evidenziato un BL maggiore rispetto agli impianti inseriti nei PHP dopo 10 anni di follow-
up, indipendentemente dal tipo di impianto utilizzato (sommerso o transmucoso) e dal tipo di
superficie (machined o TPS). Questi risultati sono in linea con quelli riportati da Hardt e da Men-
gel (Hardt et al 2002, Mengel & Floreils-de-Jacoby 2005). Tuttavia questi autori non hanno con-
trollato alcuni fattori di confondimento come le malattie sistemiche (es diabete), il fumo,il tipo di
parodontite, il tipo di riabilitazione protesica (corone singole, ponti, cantilever) ed I'inserimento
0 meno dei pazienti PCP e PHP in un programma di mantenimento. Per evitare questi fattori di
confondimento si e disegnato uno studio in cui venissero esclusi tali fattori in modo da avere
un campione di pazienti e di impianti assolutamente omogeneo. La presenza di due variabili
importani come la morfologia di due impianti diversi (sommerso e transmucoso) e |a differenza
di superficie dei due tipi di impianti (machined e TPS) non sono da considerarsi variabili di con-
fondimento, bensi due variabili su cui si & voluto indagare. Infatti, sebbene dall’analisi statistica
si sia evidenziato che non ci sono differenze significative per quanto riguarda la morfologia e le
superfici degli impianti, tuttavia,nei PCP,dopo 10 anni di follow-up, gli impianti con superficie
rugosa (TPS) hanno mostrato un maggior numero di siti con BL > mm (13) rispetto a quelli con
superficie liscia (machined) (9). Questo dato & in accordo con i dati pubblicati da Wenstrémm che
non evidenziano alcuna differenza statisticamente significativa, nei pazienti parodontopatici,
tra impianti con superficie machined e con superficie rugosa (Tioblast®) anche se gli impianti
machined hanno mostrato una perdita ossea marginale (0.33mm) inferiore agli impianti con



superficie rugosa (0.48mm) (Wennstrom et al 2004). In conclusione dopo 10 anni di follow-up gli
impianti singoli inseriti in pazienti parodontalmente compromessi trattati non fumatori,hanno
mostrato una survival rate pill bassa e una perdita di 0sso marginale radiografica pil alta degli
impianti inseriti nei pazienti parodontalmente sani non fumatori, indipendentemente dalla mor-
fologia e dalla superficie dell’impianto.

Tah. 1 - Caratteristiche della popolazione e posizione degli impianti al baseline

PCP PHP
(N=40) (N=40)
T-Implant S-Implant T-Implant S-Implant  Significance* b
N° of patient 20 20 20 20 -
Mean Age + SD 472414 46.5+1.7 475+2.9 48.1+2.1 0.15
Gender 12 (m) 8 () 13 (m) 7 () 9 (m) 11 (f) 8 (m) 12 (f) 0.34
FMPS + SD (%) 19.3x2.1 18.4+2.2 18.2+1.8 19.1+2.1 0.22 -
=
FMBS =+ SD (%) 16.2+2.1 14.4+2.3 15.9+2.3 16.3£1.3 0.26 G T
=] =
LOCATION Coefficiente A* o=
=
. =
Mascella Anteriore 7 6 5 3 =
Mascella Posteriore 6 g 4 7
0.49 =
Mandibola Anteriore 3 4 5 4
Mandibola Posteriore 4 5 6 6
Coefficiente Af 0.37

P<0.05 & stato considerate come statisticamente significativo

PCP = Periodontally Compromised Patients; PHP= Periodontally Healthy Patients;T-Implant = Impianti transmucosi;S-
Implant = Impianti sommersi;m=maschi;f=femmine;FMPS=Full mouth plaque score; FMBS= Full mouth bleeding
score

*Kruskal-Wallis test

#Cross tabulation and lamba coefficient




Tab. 2 - Numero di impianti Persi e Survival Rate (Sr)

Tipo di N° di N° di impianti pesi Survival Rate*
Impianto Impianti | (anno di follow-up) (%)
T-Implant 20 1(7) 95
PCP
S-Implant 20 3 (4,5,7) 85
T-Implant 20 1(5) 95
PHP
q S-Implant 20 1) %5
Totale 80 6 92.5

*Kaplan-Meier Analysis

<Z.: Tab. 3 - Livello di osso radiografico al baseline e dopo 10 anni di follow-up
o=
=0
) PP PHP P-Value*
(o'
a- O (N=40) (N=40)
—
== mBITO (mm)
T-implant 0.55+0.23 0.47+0.12 0.1479
S-Implant 1.05+0.19 1.15+0.12 0.06
P-Value * <0.0001 <0.0001
mBIT10(mm)
T-implant 3.34+0.40 2.40£0.41 <0.0001
S-Implant 3.38+0.34 2.54+0.36 <0.0001
P-Value 0.7367 0.2767

P<0.0001 e stato considerate come statisticamente significativo
mBl,;= marginal bone level al baseline; mBI., = marginal bone level dopo 10 anni di follow-up*Unpaired t-test




Tab. 4 - Perdita di osso marginale (bl) e numero di impianti con bl > 3 mm

PCP PHP P-Value*

(N=40) (N=40)
BL (mm)
T-implant 2.78+0.48 1.95+0.42 0.0001
S-Implant 2.32+0.41 1.43+0.38 0.0001
P-Value * 0.0046 <0.0001
Impianti con Coefficiente A*
BL>3 mm
T-implant 13 3 0.03
S-Implant 9 2 0.18
Coefficiente A* 0.34 0.87

P<0.0001 & stato considerate come statisticamente significativo *Unpaired t-test

#Cross tabulation and lamba coefficient
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RIASSUNTO

La membrana di Schneider & la mucosa che riveste la porzione interna delle cavita sinusali
mascellari. Sebbene sia nota la capacita della membrana di ripararsi spontaneamente dopo un
insulto, non & nota I'eventuale capacita di rigenerare tessuto osseo. Obiettivo del nostro studio
¢ stato I'isolamento e |a caratterizzazione di progenitori mesenchimali presenti all’interno della
membrana Schneideriana e la valutazione della loro capacita differenziativa in senso osteobla-
stico.

INTRODUZIONE

La membrana di Schneider & la mucosa che riveste la porzione interna delle cavita sinusali
mascellari. La superficie libera e formata da un epitelio di tipo psuedostratificato ciliato mentre
la porzione basale ¢ costituita da un connettivo lasso molto vascolarizzato. Sebbene sia nota la
capacita della membrana di ripararsi spontaneamente dopo un insulto (Caylakli et al., 2006),
non & nota I'eventuale capacita di rigenerare tessuto osseo. Nel 2004 Gruber identifico alcuni
progenitori stromali all'interno di mucosa porcina con attivita di sintesi per |a fosfatasi alcalina,
enzima responsabile nel tessuto osseo della calcificazione della matrice extracellulare. Nel 2009
il gruppo di Sroujii dimostro come cellule estratte da mucosa sinusale umana, in coltura con
sostanze osteoinducenti e sedimentate con materiali osteoconduttivi in grado di sostenerne lo
sviluppo e il differenziamento, potevano differenziare in osteoblasti in grado di formare matrice
ossea in modelli animali sperimentali. La composizione di questa matrice é regolata dall’intera-
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zione di due citotipi, gli osteoblasti e gli osteoclasti, le cui proporzioni numeriche sono regolate
da processi di proliferazione e inibizione reciproca. Queste due cellule, sebbene profondamente
legate, provengono da progenitori differenti. Gli osteclasti derivano dalla linea ematico monocita-
ria marcata dalla proteina CD14, mentre gli osteoblasti provengono da precursori mesenchimali
residenti all'interno delle guaine vasali di determinati distretti come il midollo osseo e il periostio.
Questi ultimi, all’inizio esprimono proteine di membrana come c-kit e CD90; attraverso |'attiva-
zione di alcuni geni chiave, tra cui Runx2, differenziano in maniera irreversibile fino a esprimere
proteine e funzioni di un osteoblasta maturo, quali I‘osteocalcina (0C), la fosfatasi alcalina (ALP)
I'osteopontina (OPN) e la bone sialo protein (BSP) (Valverde 2008). Obiettivo del nostro studio
¢ stato I'isolamento e la caratterizzazione di eventuali progenitori mesenchimali presenti all’in-
terno dello stroma della membrana Schneideriana e la valutazione della loro spontanea capacita
di differenziamento in senso osteoblastico, in assenza di fattori osteoinducenti e biomateriali
osteoconduttivi di supporto.

MATERIALI E METODI

Selezione dei pazienti

Sei campioni di membrana di Schneider sono stati prelevati durante altrettanti interventi di rialzo
del seno mascellare in cui si era verificata la perforazione accidentale della stessa. | pazienti,
appartenenti a entrambi i sessi, non presentavano controindicazioni sistemiche e locali all’inter-
vento. Come controllo cellulare sono stati prelevati dagli stessi pazienti 6 campioni di periostio
alveolare. Tutti i campioni, dopo il prelievo, sono stati lavati e mantenuti in soluzione fisiologica
refrigerata (+4°C). La processazione avveniva entro le ventiquattro ore.

Processazione tessutale

| tessuti sono stati immersi in una soluzione digestiva di collagenasi 3mg/ml e dispasi 4 mg/
ml per un’ora a 37°C. La soluzione é stata filtrata su un filtro da 70 micron (Falcon Becton &
Dickinson, Franklin Lakes, NJ). La sospensione cellulare e stata centrifugata; il pellet recuperato
¢ stato messo in coltura in a-MEM medium supplementato con 20% FCS, 100 mM 2-P-ascorbic
acid, 2mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin, 100 mg/ml streptomycin (Invitrogen, ltaly) in 2
flask da 25 ml. Le flask sono state incubate a 37°C a 5% di CO, e il mezzo cambiato 2 volte la
settimana. Le cellule sono state mantenute in coltura con lo stesso mezzo per I'intera durata
dell’esperimento.

Citofluorimetria attivata dalla fluorescenza - FAC

Dopo almeno 5 passaggi le cellule sono state analizzate per la presenza dei seguenti antigeni
di superficie mesenchimali: CD34, CD45, CD14, CD117, CD90, CD31 (BD Bioscence), CD44,
CD105 (AbD Serotec) e CD133 (Miltenyi Biotec). Le cellule sono state staccate con PBS con lo
0,5% BSA, incubate con I'anticorpo in diluizione 1:10 nello stesso buffer per 30" al buio. Dopo
due lavaggi con PBS 0,5% BSA le cellule sono state analizzate con citoflurimetria FAC (Calibur
Becton&Dickinson).



Osteogenicita delle cellule di membrana e di periostio

Negli esperimenti a lungo termine, per verificare |'effettiva osteogenicita, dopo 2 settimane di
coltura le cellule sono state poste in a-MEM contenente il 10% FCS, 100mM 2-P-ascorbic acid,
2mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin, 100 mg/ml streptomycin and b-glycerophosphate (Sigma)
ad una concentrazione finale di 3,5 mM. Le colture sono state fermate a 15, 30, 38 giorni per
I"analisi.

Colorazione con Alizarin Red

Le cellule sono state piastrate a 5.000 cellule/cmZ. Dopo 30 e 38 giorni di coltura in mezzo di
mantenimento le cellule sono state fissate con paraformaildeide al 4% in PBS. | depositi di
calcio sono stati colorati con rosso di alizarina (40 mM 10min a RT e in lieve agitazione). Suc-
cessivamente il colorante & stato solubilizzato in 10% Cetylpiridinium in 10mM phosphate buffer
e la concentrazione di ciascun campione € stata valutata allo spettrofotometro a 562 nm come
descritto da Stanford e collaboratori.

Valutazione PCR e gPCR di espressione genica

L'analisi dell’espressione genica e stata eseguita coltivando le cellule in mezzo nutritivo (fbs
al 20%) per 15 giorni e in mezzo standard (fhs al 10%) per altri 22 giorni. | punti di analisi
sono stati a 0, 15 e 38 giorni. L'RNA totale & stato estratto dalle cellule usando RNeasy Mini Kit
(Qiagen) e digerito con RNase-free DNase (Qiagen) per rimuovere ogni contaminazione di DNA.
La sintesi del cDNA dall’'RNA totale con iScriptT'VI cDNA Synthesis kit (Bio-Rad). L’amplificazione
della PCR amplification & stata effettuata in 25 pl che contengono 2 pl di cDNA, 2 mM di MgClo,
0,2 mM di dNTP’s, 0,025U/pl di Tag DNA polymerase (Platinum Taq Invirogen). L'amplificazione
dei prodotti & stata visualizzata su gel di agarosio dopo colorazione con ethidio bromuro. Per
successive analisi & stata utilizzata una RT-PCR quantitativa usando una Mini-Opticon® Real-
Time PCR System e relativo software (BioRad), ogni campione & stato analizzato in triplicato in
un volume totale di 20 ml di soluzione contenente 20pl amplification mixture containing 2x (10pl)
Brilliant® SYBR® Green PCR Master Mix (Stratagene), 2ul of cDNA, 0,4pl of each primer, 7,2yl
of H,0.

RISULTATI

La membrana esprime sin dal giorno 0 trascritti per antigeni precoci di differenziamento osseo,
come Runx-2. Accanto a questi troviamo trascritti di antigeni pit tardivi come osteocalcina e
osteopontina, oltre a marker generici di differenziamento mesenchimale quali collageno tipo | e
CD90. Negativa in tutti i cloni la banda relativa a BOSP (Fig. 1). L'analisi del trascritto a 14 gg
ha confermato I'espressione di OC e OP , con maggiore omogeneita e intensita rispetto al giorno
0, dato che viene confermato al giorno 38, sebbene con una lieve depressione dell’intensita di
banda per OP. Negativa in tutti i cloni la banda relativa a BOSP anche ai giorni 14 e 38 (Fig. 2).
L'analisi della presenza di HA effettuata mediante colorazione con Alizarin Red ha confermato la
presenza di HA gia al giorno 14 per tutti i 6 cloni, quantita che mediamente aumenta al giorno
38, con la sola eccezione del clone SB in cui non & stato possibile ripetere I'analisi per precoce
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senescenza della coltura e conseguente apoptosi (Fig. 3). L’analisi FAC effettuata al giorno 20 ha
confermato la presenza di popolazioni mesenchimali eterogenee dal punto di vista differenziativo
in senso osteogenico, con presenza di una subpopolazione che esprime , sebbene in percentuali
basse (3,83%), antigeni di staminalita quali c-kit. La quasi totalita delle cellule esprime CD44 e
conferma la presenza dell’antigene CD90, entrambi marker mesenchimali e CD105, marker va-
scolare. Negativi invece i marker di staminalita CD34 e CD133. Negativi per questo tipo di cellule
stromali HLA Il e il CD14 e il CD45 e il CD31 (Fig. 4). Il periostio all’analisi FAC ricalca il pattern
espresso dalle cellule della mucosa sinusale, sia dal punto di vista quantitativo che qualitativo,
con 3 cloni che esprimono antigeni di staminalita c-kit, sebbene in percentuale media legger-
mente minore (3,05%). L’analisi del trascritto al giorno 0 evidenzia per il clone GB una marcata
positivita sia dei marker precoci che tardivi di differenziamento osteogenico, quali Runx-2, 0C
e BOSP. Quest'ultima che invece risulta negativa per MB e RT. Tutti i cloni risultano negativi
per OP. L'analisi del trascritto a 14 gg conferma I'analisi del giorno 0 e trova positiva la banda
relativa a BOSP anche per i cloni MB e RT; I'analisi al giorno 38 conferma le positivita del giorno
14 ad eccezione della banda della BOSP che scompare nel clone RT. Il dato & stato confermato
da analisi Real Time PCR. La banda relativa alla OP permane negativa invece in tutti i cloni sia
a 14 che 38 gg. Il contenuto di HA, gia presente nei cloni al giorno 14, risulta incrementato al
giorno 38 all’analisi Alizarin Red.

DISCUSSIONE

Obiettivo del lavoro ¢ stato |a valutazione delle capacita osteogeniche intrinseche alla membrana
di Schneider. Sebbene sia stata dimostrata I'ossificazione all’interno della cavita sinusale del
seno dopo semplice elevazione della membrana, i meccanismi cellulari e molecolari che sovrin-
tendono a questi meccanismi non sono chiari (Palma 2006). L'identificazione di progenitori ALP
positivi e di cellule che sotto stimolazione possono andare incontro a differenziamento osteoge-
nico indirizza la ricerca verso I'identificazione di popolazioni cellulari sito specifiche in grado
di dare luogo ad osteogenesi. In questo lavoro sono stati identificati progenitori estremamente
indifferenziati, cellule che esprimono c-kit, il recettore per lo stem cell factor. E stata inoltre
dimostrata la possibilita per questa popolazione di cellule indifferenziate di andare incontro a un
self-commitment, auto programmazione in senso osteogenico, in coltura di mantenimento stan-
dard in piastra, senza induzione chimica fisica o meccanica. Cio proverebbe che all’'interno della
membrana esistono dei progenitori “programmati” per strutturare la popolazione cellulare e dare
origine a centri di nucleazione in cui depositare HA. L'origine di questi progenitori sembrerebbe
da ricercare nelle guaine perivasali, come evidenziato dalla marcata positivita al CD105, marker
dell’endoglina, proteina presente in cellule di derivazione vasale. Nel nostro studio abbiamo pre-
ferito evitare I'utilizzo dell’antigene STRO-1 precedentemente utilizzato in quanto ridimensionato
ultimamente il suo ruolo nell’osteogenesi propriamente detta. Il fatto che al giorno 20, quando
all'interno della popolazione totale sono gia ben presenti i marker di differenziamento osseo,
vi sia ancora una subpopolazione, sebbene esigua, che esprime marker di staminalita, testi-
monia un'alta capacita rigenerativa delle cellule da membrana, superiore allo stesso periostio
come risulta dalle percentuali piu alte di cellule c-kit+ a 20 gg (3,83 VS 3,05). La negativita al



CD34 e al CD133 invece ci elimina la possibilita di una pluripotenzialita staminale e restringe il
campo all’ambito rigenerativo mesenchimale, confermato dalla positivita altissima al CD44 e al
CD90. Come dimostrato queste cellule sono in grado di andare incontro ad un differenziamento
osteoblastico, come risulta dai trascritti mRNA a 38gg e dalla sostanziale sovrapposizione dei
risultati con quelli risultanti dal periostio. Di particolare interesse, sebbene necessiti di mag-
giori approfondimenti, & 'espressione differenziale nei due siti di OP e BOSP, la prima presente
nella membrana ma non nel periostio, con pattern opposto la seconda. Queste due proteine
sono marker dei diversi stadi maturativi che un progenitore mesenchimale attraversa prima del
differenziamento osteoblastico. L’assenza sembra indirizzare verso una diversita architetturale
dell'osteogenesi da membrana sinusale e periostio, con un’ossificazione prevalentemente intra-
membranosa nella prima e con una prevalenza di neoapposizione a una matrice preesistente nel
secondo. In altre parole a livello della membrana sinusale I'ossificazione avverrebbe per mezzo
di un’infiltrazione e sostituzione secondo gli schemi Dynamic Bone Formation nella mucosa si-
nusale e della Static Bone Formation a livello periostale. (Palumbo et al, 2003). L'osteopontina
e una proteina chiave per il metabolismo osseo e di altri tessuti; modula I'interazione tra questi
e il torrente ematico, mediando I'adesione cellulare, I'angiogenesi e la risposta inflammatoria
(Denhardt et al, 2001). L'osteopontina costituisce circa il 2% di tutte le proteine non collageniche
dell’osso. Qui le sue funzioni precise non sono ancora state completamente identificate, sebbene
ci sia uniformita di pensiero nel suo coinvolgimento, insieme al CD44, nei processi di deposizione
di HA e nel rimodellamento osseo, mediando I'equilibrio tra osteoblasti e osteoclasti attraverso
meccanismi pro-aptotici mediati dalla concentrazione di calcio (Hu et al.1995). L'apoptosi, che
OP indurrebbe attraverso il legame con le integrine di membrane delle cellule bersaglio & cio
che maggiormente regola i meccanismi di neoapposizione nell’osso in via di sviluppo secondo le
linee dettate dalla Dynamic Bone Formation (DBF). L'importanza di OP & stata messa in evidenza
in topi in cui il gene per OP era stato inattivato dalla nascita: in questi animali si riscontrava il
fenomeno dell’osteopetrosi cosi come di una generale difficolta alla resistenza alle infezioni e ad
un ritardo nei meccansimi cellulari di riparazione delle ferite, compresa la rigenerazione ossea
(McKee & Nanci, 1996,0’Regan & Berman, 2000). Da segnalare inoltre il coinvolgimento di OP
nella formazione della cosiddetta “linea cementante”, la possibilita cioe di un ossificazione “de
novo” su substrati organici o inorganici , fondamentale nei risvolti clinici e di ingegneria tissutale
che questi potrebbero avere. Questi dati, se confermati in un campione pit ampio, pongono una
luce nuova sui meccanismi biologici di sviluppo dello splancnocranio e avrebbe risvolti clinici
per |a pianificazione razionale di procedure clinico chirurgiche quali quelle del cosiddetto rialzo
del seno mascellare. Tecniche chirurgiche rigenerative senza I'ausilio di materiali da innesto
potrebbero trovare un loro razionale biologico.
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Analisi RT-PCR a 0gg in alcuni cloni oi membrana
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Fig. 1 - Analisi RT-PCR a oggi in alcuni cloni di membrana
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Analisi RT-PCR a (gg in alcuni cloni oi membrana
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Fig. 2 - Analisi RT-PCR a 14e 38 gg in alcuni cloni di membrana




Contenuto di HA in cellule di membrana
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Fig. 3 -Contenuto di HA in cellule di membrana

Cellule di Membrana di Schneider
HLADR/HLAABC -H
CD34/CD45 /-
CD14/CD117 +4+(3,5%)
CD44/CD133 +(99 4%)/-
CDY%0 +(99%)
CD105/CD31 +H88%)/-

Fig. 4 - Cellule di membrana di Schneider
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