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TOMOGRAFIA DI SINCROTRONE BASATA
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La rigenerazione di alcuni distretti ossei craniofacciali ¢ oggi una sfida importante
dell’ingegneria tissutale. Infatti, poiché I’ossigeno necessario per la sopravvivenza cellulare ¢ in
grado di raggiungere una distanza di diffusione massima di circa 150-200 um dal vettore di
vascolarizzazione originale, una ridotta vascolarizzazione spesso ostacola la sopravvivenza a
lungo termine dei tessuti rigenerati. Pertanto, la rapida crescita di nuovi vasi sanguigni, capaci di
fornire ossigeno e nutrienti anche alle cellule all’interno degli innesti ossei, ¢ condizione
necessaria per la loro funzione a lungo termine nella pratica clinica. Sfortunatamente, progressi
significativi in questa direzione sono attualmente ostacolati dalla mancanza di metodi efficaci
attraverso cui visualizzare in 3D i siti rigenerati.

A questo proposito, negli ultimi anni sta prendendo campo un metodo innovativo per I’imaging
3D e I’analisi della microvascolarizzazione e della microstruttura ossea: si basa sull’'uso della
tomografia a contrasto di fase di sincrotrone. Questa tecnica ¢ in grado di identificare
simultaneamente molteplici caratteristiche del tessuto in un sito osseo cranio-facciale (es. la
struttura microvascolare e calcificata del tessuto). Inoltre, supera i limiti intrinseci dell’istologia,
che permette solo una caratterizzazione 2D, e di approcci tomografici convenzionali, che non
risolvono in modo adeguato la rete di vascolarizzazione quando I’agente di contrasto non riesce
a penetrare 1 microvasi di nuova generazione. Infatti, la tomografia a contrasto di fase, essendo
basata sulle differenze di fase tra le onde trasmesse da tessuti diversi, ¢ in grado di discriminare
tessuti con coefficienti di assorbimento simili (come i vasi e il tessuto osseo). L’approccio qui
esaminato si basa sulle esperienze piu recenti applicate alla rigenerazione ossea nella regione
craniofacciale.

I difetti ossei del distretto craniofacciale, dovuti a condizioni congenite, malattie ¢ lesioni,
costituiscono, al giorno d’oggi, un importante problema clinico, spesso risolto con la sostituzione
dei tessuti mediante innesto autologo. Tuttavia, a volte questa procedura non ¢ percorribile per
morbilita del sito donatore. In questi casi, i protocolli di ingegneria ossea potrebbero supportare
il ripristino della funzione tramite sostituzione dei tessuti danneggiati o malati (1).

La funzione a lungo termine dei biomateriali sostitutivi dell’osso dipende fortemente da
un’adeguata vascolarizzazione post-innesto; pertanto la ricerca si ¢ recentemente focalizzata su
approcci di ingegneria ossea cranio-facciale che coinvolgano 1’angiogenesi (2).

Tuttavia, gli attuali metodi di vascolarizzazione spesso non sono sufficientemente rapidi da
permettere un’adeguata fornitura di ossigeno fin dalle prime fasi post-innesto: pertanto, ¢
necessario creare reti microvascolari 3D in vitro, cioé prima dell’innesto del biomateriale (3).

Ancora oggi comunque, non possediamo una piena comprensione dei percorsi di
vascolarizzazione ossea: cio ¢ principalmente dovuto all’assenza di tecniche di imaging idonee a
monitorare questi processi in vivo. Oggigiorno d’altra parte sono disponibili nuove e interessanti
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modalita di imaging. Upputuri ef al. (4) hanno recentemente classificato gli approcci di imaging
vascolare in tre gruppi: tecniche non ottiche (raggi X, risonanza magnetica, ultrasuoni e imaging
a emissione di positroni), tecniche ottiche (coerenza ottica, fluorescenza, ecc) e tecniche ibride
(imaging fotoacustico).

All’interno del gruppo non ottico, i metodi di imaging a raggi X risultano certamente i piu
interessanti. In particolare, la tomografia ad alta risoluzione (micro-CT) (5, 6) € in grado di fornire
una risoluzione molto piu elevata (~ 1 pm) di imaging rispetto all’ecografia (~ 30 um) e alla
risonanza magnetica (~ 100 um), consentendo la visualizzazione e la quantificazione della
microvascolarizzazione. Questa procedura ¢ normalmente ottenuta con ['uso di agenti di
contrasto, che sono filler radiopachi e radio densi. Recentemente, ¢ stato dimostrato che il micro-
CT a media risoluzione (~ 10 um) ¢ in grado di riprodurre con successo i vasi sanguigni di medie
e grandi dimensioni (7). Langer et al. (8) hanno eseguito con successo 1’imaging della
microvascolarizzazione con mezzo di contrasto nell’osso di topo e ratto: pur osservando che
alcune parti della rete non erano visibili (a causa dell’effetto di volume parziale), una parte molto
grande del volume vascolare ¢ stata ricostruita, grazie all’agente di contrasto.

Negli ultimi anni si ¢ diffuso un nuovo metodo per I’imaging 3D e I’analisi combinata della
microvascolarizzazione e della microstruttura ossea: si basa sull’utilizzo della microtomografia a
contrasto di fase di sincrotrone (PhC-micro-CT) e consente, al contrario delle tradizionali tecniche
2D come l’istologia, di identificare in 3D le caratteristiche dei tessuti senza utilizzare agenti di
contrasto. A differenza della micro-CT convenzionale in cui il contrasto ¢ dovuto alle differenze
di attenuazione dei raggi X all’interno del campione, nel PhC-micro-CT il contrasto si origina
dallo sfasamento dei fotoni X che passano attraverso la materia (9, 10). Questa variazione di fase
nei tessuti biologici non mineralizzati puo essere tre volte superiore rispetto all’attenuazione del
fascio (11, 12), e cio spiega |’elevato contrasto che ¢ stato osservato tramite PhC-micro-CT nello
studio di diversi tessuti biologici.

Sono stati studiati almeno tre metodi di imaging a contrasto di fase: la X-ray grating
interferometry (13, 14), la diffraction enhanced imaging (15-18) e la propagation-based imaging
9, 19, 20).

I primi due metodi sono spesso utilizzabili solo presso le sorgenti di sincrotrone perché
richiedono un raggio di raggi X monocromatico e altamente collimato. Infatti, quando si usa la
X-ray grating interferometry nelle sorgenti di raggi X convenzionali, si verifica una riduzione del
flusso importante. A sua volta, questa riduzione del flusso richiederebbe tempi di esposizione pit
lunghi rispetto ai sincrotroni, ostacolando, di conseguenza, la traduzione del metodo in contesti
clinici (21).

Diversamente dalla X-ray grating interferometry, la diffraction enhanced imaging sfrutta i
vantaggi di una risoluzione angolare di prad ottenuta mediante il filtraggio di raggi X deflessi per
rifrazione. Cio ¢ reso possibile utilizzando un cristallo analizzatore dopo il campione per
selezionare i raggi X rifratti dal campione.

Invece, la propagation-based imaging genera contrasto mediante diffrazione di Fresnel o
Fraunhofer: il primo si ottiene posizionando il rivelatore e il campione a una distanza moderata.

In pratica, a risoluzioni piu basse, 1’imaging interferometrico a raggi X ¢ 1’approccio
preferenziale per rivelare strutture poco assorbenti, essendo in grado di percepire anche gradienti
di fase piu piccoli rispetto ai metodi di imaging basati sulla propagazione e sulla diffrazione.

Draltro canto, il metodo di imaging basato sulla propagazione ¢ di grande vantaggio
nell’imaging ad alta risoluzione, perché non sono necessari componenti ottici quando ¢
disponibile una sorgente di raggi X coerente, come nelle strutture di sincrotrone. La possibilita di
ottenere alte risoluzioni ha reso I’imaging basato sulla propagazione la tecnica di scelta nello
studio dell’ultrastruttura e della vascolarizzazione dell’0osso umano, con studi preclinici e clinici
mirati all’analisi di vasi di medio e piccolo calibro.
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Inoltre, I’imaging cerebrale ¢ di fondamentale interesse negli studi di plasticita delle malattie
cerebrovascolari. Tradizionalmente, nel cervello vengono applicati metodi di micro-CT e
microMRI basati sull’assorbimento, utilizzando agenti di contrasto per una migliore
visualizzazione della vascolarizzazione. Molto recentemente, il PhC-micro-CT di sincrotrone €
stato applicato per visualizzare I’intera microvascolarizzazione del cervello del topo, tramite alta
risoluzione (~ 3,7 pm) e senza agenti di contrasto (22). Sono state osservate alterazioni della
microcircolazione nel cervello dei topi C57BL/6 (n = 14) dopo 14 giorni dall’occlusione
transitoria dell’arteria cerebrale media (tMCAQ). La PhC-micro-CT ha dimostrato che il rapporto
del raggio di ramificazione (post/pre-occlusione) dei piccoli vasi (raggio <7,4 pm) nel gruppo
trattato era significativamente inferiore rispetto al gruppo sham. Questo risultato ha rivelato il
ruolo dell’angiogenesi attiva nel recupero cerebrale dopo I’ictus.

In un altro recente studio, Fratini et al. (23) hanno dimostrato che la PhC-micro-CT consente
la visualizzazione simultanea della rete micro-vascolare tridimensionale e dei sistemi neuronali
del midollo spinale ex-vivo. Questo esperimento ¢ stato condotto su scale che vanno da millimetri
a centinaia di nanometri e senza agenti di contrasto. Sono state ottenute immagini della
distribuzione tridimensionale della micro-rete capillare e delle fibre nervose micrometriche, dei
fasci di assoni e del neurone, confermando I’efficacia di questa tecnica anche negli studi preclinici
di patologie neurodegenerative e lesioni del midollo spinale.

Come gia osservato, la micro-CT convenzionale ¢ una tecnica che consente una buona
visualizzazione della struttura dell’osso mineralizzato e dei biomateriali, ma non riesce nel
tentativo di distinguere i tessuti molli, anche ad alte risoluzioni. Al contrario, si ¢ visto che la
PhC-micro-CT, basata sulla propagazione dei fotoni, presenta, ad alta risoluzione, un contrasto
piu elevato del tessuto molle, chiaramente in grado di discriminare le strutture legamentose,
muscolari, neurali e vascolari.

Queste scoperte hanno portato alcuni studiosi ad analizzare la vascolarizzazione 3D del tessuto
osseo ingegnerizzato tramite PhC-micro-CT. Infatti un imaging dettagliato e una descrizione
quantitativa della rete vascolare ¢ di fondamentale interesse al fine di monitorare la relazione tra
formazione dell’osso e vascolarizzazione. In questo contesto, la tomografia di fase ha dimostrato
di discriminare in modo efficiente i tessuti con coefficienti di assorbimento simili tramite ’uso di
un agente di contrasto (8).

Comunque, sebbene un nuovo mezzo a contrasto di fase—le microbolle—sia stato applicato con
successo alle applicazioni angiografiche (24), diversi autori concordano che la PhC-micro-CT ¢
in grado di eseguire una visualizzazione 3D dei capillari piu piccoli (23) nei topi, senza ['uso di
alcun agente di contrasto.

Questo fatto ¢ stato confermato in un altro recente studio (25), in cui ¢ stata utilizzata la PhC-
micro-CT di sincrotrone per visualizzare e analizzare le reti 3D micro-vascolari in costrutti basati
sull’osso, costituiti da scaffold in ceramica porosa caricati con cellule stromali del midollo osseo
(BMSC), in un modello ectopico di topo. I campioni seminati ¢ non seminati con BMSC sono
stati confrontati, con o senza 1’uso di agenti di contrasto. Gli autori hanno ottenuto la distribuzione
3D di entrambe le reti vascolare e la matrice di collagene e hanno ottenuto informazioni
quantitative per i diversi campioni, anche per quelli non marcati.

Esperienze nei distretti craniofacciali

Oggigiorno, I’osso autologo ¢ ancora considerato il materiale di innesto ideale nel distretto
craniofacciale (26, 27). Gli innesti autologhi sono vascolarizzati e contengono osteoblasti vitali,
matrici organiche e inorganiche e fattori di crescita che consentono il rimodellamento e
I’integrazione strutturale con il sito ospite. Tuttavia, vi sono limitazioni significative associate
all’uso di innesti autologhi, compresa la disponibilita di tessuto donatore (poiché deve essere
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ottenuto intraoralmente), la necessita di ulteriori procedure chirurgiche e, di conseguenza,
maggiori tempi e costi operativi (27, 28).

Quando si utilizzano direttamente innesti sintetici e allogenici, solo la periferia dell’innesto
viene efficientemente vascolarizzata. Di conseguenza, si verifica frequentemente una zona
centrale di necrosi, che si traduce in un guscio di ossificazione in superficie, ma con un basso
livello di penetrazione, a causa soprattutto del limitato trasporto di ossigeno (28).

Quindi, una rapida vascolarizzazione degli innesti ossei costituisce un obiettivo clinico di
fondamentale importanza. La creazione una vascolarizzazione matura e funzionale non dipende
solo dalla migrazione e dalla proliferazione delle cellule endoteliali, ma richiede anche
cooperazione e simbiosi tra queste e le cellule perivascolari (28).

Quindi un compito importante ¢ trovare tecniche di imaging avanzate che possano verificare
e quantificare il processo di mineralizzazione e neovascolarizzazione degli innesti, nelle prime
fasi della formazione dell’osso (29).

Le strutture di sincrotrone di terza generazione producono raggi di fotoni X brillanti, con
elevate proprieta di coerenza spaziale. E stato dimostrato che sono adatti a diversi studi di
ingegneria tissutale, rilevando in vitro la matrice extracellulare di recente formazione (30), le
prime colonie di cellule endoteliali (31) e le prime fasi di mineralizzazione ossea (32, 33), tramite
metodi di imaging a raggi X avanzati e basati sul contrasto di fase.

Molto recentemente, alcuni autori (29) hanno dimostrato che le cellule staminali della polpa
dentale umana (hDPSC) possono creare un tessuto osseo pronto per essere innestato per
I’applicazione clinica. Hanno dimostrato che le hDPSC proliferano in-vitro, si differenziano in
osteoblasti ed esprimono geni associati a fattori di angiogenesi, come VEGF e PDGFA.

L’imaging a contrasto di fase a raggi X basato sul sincrotrone ha dimostrato che, dopo 40
giorni di coltura in terreno standard, le hDPSC formavano osso tessuto (WB), cio¢ osso fibroso
con un basso livello di mineralizzazione. L’analisi di PhC-micro-CT ¢ stata eseguita utilizzando
un fascio policromatico, con una distanza da campionario a rilevatore di 150 mm, corrispondente
a un setting di contrasto di fase su distanza singola. Il potenziale osteogenico del WB fabbricato
dopo coltura in vitro di hDPSC ¢ stato avvallato dai dati quantitativi estratti. Tuttavia, non ¢ stato
possibile rilevare alcuna vascolarizzazione utilizzando questa tecnica.

A questo proposito, la tecnica di olotomografia (HoloTomography, HT) ha aggiunto
informazioni fondamentali al precedente studio (29). L approccio olotomografico differisce dalla
PhC-micro-CT basata su una singola distanza in quanto 1’acquisizione consiste in scansioni
tomografiche a quattro diverse distanze di propagazione, seguite da un diverso algoritmo di
ricostruzione. L’analisi HT ha permesso di ottenere una ricostruzione 3D del WB, verificando la
presenza di nuovi vasi. Infatti, a causa del loro basso coefficiente di attenuazione, questi nuovi
vasi risultano trasparenti nelle ricostruzioni tomografiche convenzionali basate sull’attenuazione.
Inoltre, si ¢ visto che il metodo di PhC-micro-CT basato su una singola distanza non ¢
sufficientemente sensibile.

Questo risultato, ottenuto tramite HT, ha confermato con 1’imaging le deduzioni derivate dal
fatto che le hDPSC esprimevano alti livelli di VEGF e PDGF-A. Quest’ultima scoperta ¢ di
fondamentale interesse per la fisiologia ossea nei distretti craniofacciali, poiché soddisfa la
necessita di neoangiogenesi nel sito ingegnerizzato. Pertanto, questi risultati supportano
fortemente la logica che le hDPSC possiedano significative capacita di differenziazione verso
I’osteoangiogenesi, raggiungendo il gold standard di ottenere un osso impiantabile ben
vascolarizzato (29).

Inoltre, altri studi (34) hanno dimostrato che le hDPSC si differenziano in osteoblasti e quindi,
quando seminate su scaffold di collagene di tipo I, contribuiscono efficacemente alla riparazione
dei difetti della mandibola umana. In questo contesto, un altro studio (31) ha mostrato, mediante
HT di sincrotrone, la stabilita e la qualita dell’osso rigenerato con il metodo suddetto e la qualita
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della rete vascolare 3 anni dopo I’innesto. Il tessuto rigenerato nei siti innestati ¢ risultato
inaspettatamente essere costituito da osso compatto, quindi strutturalmente diverso e piu denso
rispetto all’osso alveolare nativo sano dello stesso paziente. Tuttavia, sia nel controllo della
mandibola umana sia nelle biopsie mandibolari umane trattate con hDPSC, in accordo con le
analisi istologiche, dopo 3 anni 1’0sso rigenerato risultava ben strutturato e vascolarizzato.
Sebbene infatti nel controllo la vascolarizzazione sia risultata piu strutturata rispetto alla
mandibola umana trattata con hDPSC, densita compatibili con quelle di neo-vasi sono stati trovate
in diverse aree della biopsia estratta dal sito trattato, confermando in vivo che le hDPSC hanno
notevoli capacita di differenziazione verso 1’osteoangiogenesi (31).

In conclusione, mentre la PhC-micro-CT si ¢ dimostrata in grado di visualizzare la rete di vasi
in 3D in condizioni in-vitro ed ex-vivo e senza alcun sezionamento e preparazione del campione,
I’uso di sorgenti di raggi X di sincrotrone coerenti e altamente brillanti risulta per ora necessario
al fine di raggiungere una qualita dell’immagine superiore e con risoluzione spaziale sub-
micrometrica. Infatti, come riportato in letteratura, il rilevamento di microvasi nell’osso
ingegnerizzato ¢ stato effettuato principalmente in due modi: mediante micro-CT basata
sull’attenuazione, con l'uso di agenti di contrasto o mediante PhC-micro-CT basata sulla
propagazione, senza marcatori radiopachi. Tuttavia, 1’applicazione dell’ultimo metodo ha
richiesto, fino a ora, I’accesso alle strutture di sincrotrone. Questo fatto costituisce una limitazione
rilevante per un possibile utilizzo futuro di immagini a contrasto di fase nella pratica clinica,
poiché la dose radiogena sarebbe troppo alta per il paziente. Pertanto, al momento si propone il
metodo sopra descritto come strumento fondamentale per studi di angiogenesi circoscritti alla
ricerca preclinica e negli studi dei siti ossei post-estrattivi dei distretti craniofacciali.
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