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TESSUTO ADIPOSO NEI
PROCESSI D1 RIPARAZIONE
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LA STORIA

L’1mpiego del tessuto adiposo 1in Chirurgia Plastica trova le

sue origini gia nel lontano 1893 con 1l tedesco Neuber




In questo primo periodo, tuttavia, 1 risultati non erano stati del tutto

soddisfacenti




v' Dismorfismi congeniti

v' Perdite di sostanza per cause
traumatiche

v' Alterazioni volumetriche successive ad

interventi chirurgici

v' Esiti cicatriziali aberranti




S1 ¢ quindi arrivati a comprendere che all’interno del prelievonon vi €

solamente un tessuto adiposo utile a modellare € riempire ma anche un
prezioso contingente di cellule staminali mesenchimali

PLASTIPAR
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Selective Augmentation of Stem Cell Populations in
Structural Fat Grafts for Maxillofacial Surgery

Luigi Clauser'®, Letizia Ferroni®”, Chiara Gardin®, Riccardo Tieghi', Manlio Galia', Giovanni Elia",
Adriano Piattelli®, Paclo Pinton®, Eriberto Bressan", Barbara Zavan™*
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Espressione genica dei markers di staminalita

in LDL, MDL, HDL

FGF? INS @ POUSF 1 TERT  WNT3A

oLDL eMDL mHDL




Espressione genica dei markers delle cellule staminali
mesenchimali

ALCAM  ANPEP BMP2 CASP3 CD44 ERBB2 @ @ ITGAG ITGAV KDR MCAM NGFR PDGFRB PROM1 THY1 VCAM1

OLDL sMDL mHDL




Espressione genica dei markers delle cellule staminali
mesenchimali

ANXAS BDNF BGLAP BMP7 COL1A1 CSF2 CSF3 CTNNB1 FUT1 GTF3A HGF ICAM1 IFNG IGF1 IL10

olLDL sMDL mHDL

B I

IL1B IL6 TGB1  KITLG ~ MITF MMP2  NES  NUDT6  PIGS  PTPRC SLC17A5 TGFB3 @ @

oLDL eMDL mHDL




Verifica di1 marcatori di staminalita su

cellule delle tre frazioni
LDL MDL

CD73




- ILLIMITATA CAPACITA’ DI RIGENERARSI
- CAPACITA’DI DIFFERENZIARSI IN LINEE CELLULAR S

MULTIPLE SOTTO APPROPRIATI STIMOLI S
CELLULE STAMINALI MESENCHIMALI
MULTI-POTENTI
[ X
0SSO, CARTILAGINE, MUSCOLO e GRASSO L R

Cartilage

- CAPACIIA DI SECERNERE UNA GROSSA VARIETA DI
FATTORI DI CRESCITA: bFGF, KGF, TGF-p, HGF, VEGF



PERCHE LE CELLULE STAMINALI?

NELLA MEDICINA RIGENERATIVA

® capacita di IMMUNOMODULAZIONE

(| citochine pro-infiammatorie, 1 citochine anti-infiammatorie)

® meccanismi PARACRINI e sintesi di FATTORI ANGIOGENETICI, di CRESCITA e ANTI-F

ROTICI

® DIFFERENZIAZIONE in fibroblasti e cheratinociti

-

1 TISSUTALE



LA TECNICA CHIRURGICA

I TEMPI OPERATORI

1. Anestesia locale




1. Anestesia locale

® Le aree scelte come donatrici (addome e fianchi) vengono disegnate e infiltrate
con soluzione di Klein refrigerata (Lidocaina 0,5% 1n rapporto 1:200.000 ad

adrenalina, sodio bicarbonato e soluzione fisiologica)




2. Fase del prelievo

® 11 tessuto adiposo viene prelevato con un movimento di avanzamento-

retrazione dai piani sottocutaner per mezzo di particolar1 cannule a punta

smussa montate su siringhe monouso in cui viene creato 1’effetto vacuum




3. Trattamento del prelievo

® 11 tessuto prelevato viene sottoposto a centrifugazione (1.300 rpm X 5°) per

permettere I’eliminazione delle componenti ematica e oleosa




4. Fase di1 innesto

® 11 tessuto adiposo ¢ pronto per essere iniettato nelle aree in cui vi sia necessita

di integrazione volumetrica




LA TECNICA CHIRURGICA

CARATTERISTICHE

e Tecnica a ridotta traumaticita
* Semplice
e Sicura

* » -




I PUNTI CHIAVE

» Seguire e rispettare tutte le fasi del protocollo

» Impiegare un’alta pressione negativa durante la fase di aspirazione del grasso: un’aspirazione
meccanica provocherebbe un deterioramento € un danno delle cellule!

» Mantenere nelle fasi di prelievo e di innesto la cannula in posizione orizzontale per evitare danni a
nervi € vasi

» Utilizzando una cannula smussa e la centrifugazione non si ha il deterioramento degli adipociti ma
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SCIENCE, TECHNIQUE, AND RATIONALE FOR APPLICATION
IN ULCER AND WOUND HEALING
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5.089 pazienti sottoposti a procedure di chirurgia plastica e maxillo-facciale
COMPLICANZE: 109 casi (3,3% del totale)

41 (2.77%) ) C OMIPLICANZE MIINORI
nodularita e / o indurimento: 93 (1,83%)

o disestesia: 14 (0,26%)

o ematoma: 12 (0,23%)

* infezione superficiale: 11 (0,21%)
* dolore: 7 (0,13%)

* scarso rzsultato estetico: 3 ( 0 06/ )




9.245 donatori di midollo
COMPLICANZE: 5415 casi (3,7% del totale)

125 (1.35% iy ONVIPLICANZE MAGGIORI (36,2%)
116 legate al sito di prelievo

* danno meccanico a tessuti, ossa, nervi: 69 (0,7%)
* anestesia: 45 (0,5%)
 infezione: 1 (0,01%)
pneumotorace: 1 (0,02

70)




Vantaggi dell’uso del tessuto adiposo come sito
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ULCERE VENOSE CRONICHE E




Investigators/
sponsor

Wound type

Cell type

Administration details

Number of
patients

Phase

Outcomes

Badiavas et al.
2003 |53]

Falanga et al.
2007 |55]

Yoshikawa et al.
2008 |56

Dash et al. 2000
[57])

Lu et al. 2011
58]

Various chronic
wounds

Acute surgical

Chronic lower
limb

Intractable
dermatopathies

Nonhealing ulcer
or lower
extremities

Diabetic critical
limb ischemia
with foot ulcers

Fresh BM aspirate
Cultured adherent
BM cells

Cultured and
profiled BM-MSCs

Cultured BM-MSCs

Cultured autologous
BM-MSCs

Cultured autologous
BM-MSCs

Fresh uncultured
BM-mononuclear

Fresh BM aspirate
injected into wound;
3 additional topical
applications of
cultured cells

Topically suspended in
fibrin spray

MSCs on collagen
sponges used as
wound dressings

Single intramuscular
injection and topical
application on
wound with
standard wound
care or standard
wound care alone

Single intramuscular
injection of cells or
normal saline
control

3

Case studies

Case studies

Case studies

Randomized
controlled

study

Randomized
controlled
study

All wounds healed
with 3 applications
or fewer

All acute wounds
closed by 8 weeks

Chronic wounds
healed faster with
more cells

Wound healed in 18 ¢
the 20 patients

By 12 weeks:

Improvement in pain
free walking

Ulcer size decreased
by 72% in MSC-
treated group

Improvementin
painless walking
time in MSC-treate
group

Fastest rate of healing
in MSC treated




MARGOLIS

BIOPSIA

CITOLOGIA
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DOPO 21 gg >0 5 mesi
PRIMA s e DOPO 5 mesi
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Specific proteins Primary function

MMPL, MMP2, MMP3, MMP7, MMP8, MMPS, MMP10, MMP13 Matrix and growth factor degradation, facilitate cell migratig

TIMP1 and TIMP2 Inhibit activity of MMPs, angiogenic

Ang-2, HB-EGF, EGF, FGF-7 (also known as KGF), PIGF, PEDF, TPO, TGF-«, IGF Stimulate growth and migration

bFGF; PDGF AA, AB, and BB; VEGF, VEGF-C, and VEGF-D Promote angiogenesis, also proliferative and migration
stimulatory effects

TGF-B3, HGF Inhibit scar and contracture formation

IFN-a2 Prevent fibrosis by decreasing TGF-£81 and TGF-32

a2-Macroglobulin Inhibit protease activity, coordinate growth factor
bioavailability

Acrp-30 Regulate growth and activity of keratinocytes

IL-1RA Anti-inflammatory

N-GAL Antibacterial

LIF Support of angiogenic growth factors

SDF-13 Recruit cells to site of tissue damage

IGFBP1, 2, 3 Regulate IGF and its proliferative effects

Abbreviations: Acrp-30, adiponectin; Ang-2, angiotensin-2; bFGF, basic fibroblast growth factorEGF, epidermal growth factor; FGF, fibroblast
growth factor; HB-EGF, heparin-bound epidermal growth factor; HGF, hepatocyte growth factor; IFN, interferon; IGF, insulin-like growth factor;
IGFBP, insulin-like growth factor binding protein; IL, interleukin; KGF, keratinocyte growth factor; LIF, leukemia inhibitory factor; MMP, matrix
metalloproteinase; N-GAL, neutrophil gelatinase-associated lipocalin; PDGF, platelet-derived growth factor; PEDF, pigment epithelium-derived
factor; PIGF, placenta growth factor; SDF, stem cell-derived factor; TGF-«, transforming growth factor-«; TIMP, tissue inhibitor of matrix
metalloproteinase; TPO, thrombopoietin; VEGF, vascular endothelial growth factor.
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NANOFIBRE
Materials for seaffolds. 3 SIS SEVASS_

Collagen into which cells are cast or inserted

Collagens modified by chemical cross-linking of the molecules
Artificial molecularly engineered polypeptides

Some polyaminoacids

Hyaluronic acid and related compounds

Agarode

Alginales

Poly-lactide fibre
Poly-glyecolide fibre
Polydioxanone
Polycaprolactone
Polyvinyl alcohols (soluble slowly in body fluids)
Non-degradable polymers such as polyethylene
Stlicones

these four are biodegradable polymers film diameter = 15 mm

Hyvdroxvapatite (the bone mineral)

Biogl:\sses. degmdﬂble or otherwise

Metallic materials, usunllv\; titanium, some stainless steels

D1 Martino A. Sittinger M. Risbud MV. Chitosan: A versatile biopolymer for

orthopaedic tissue-engineering. Biomaterials 26 (2005) 5983-5990.
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" Ingrandimento |Voltaggio di Accelerazione |Distanza di Lavor
wit) 300 x 15 kV 11 mm




SCAFFOLD DI CHERATINA: LE SPUGNE

Sezione

Porosita interconnessa:
93%

Densita vera: 1.32 g/em® R 8 888 i Mo R k. Media =290 um

1
Sponge 1P Photo No.=5441  Detactor= SE1 } 20PN ] Photo No.=5S442 Detactor= SE1

ke P T TR Dev. St. =110 pm

Densita apparente di 0.09

EHT =15 .46 kV d4 nm
PhoLo No.=2658 Datector= SE1 18pm |—| PhuLo No. Detector= SE1




Quali i requisiti degli scatfold ideali nei
processi di riparazione tissutale?

> Sterilizzabilita

> Elevata porosita
> Interconnessione tra 1 pori (contatto fra cellule e

vascolarizzazione)




Obiettivo della ricerca

Modello animale = ““Fijrst in man”
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