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Riassunto
Sulla base di documentati effetti terapeutici svolti da alcune acque termali nei
confronti di patologie cutanee croniche a carattere infiammatorio, gli Autori
anno condotto un’indagine diretta ad osservare il comportamento in coltura di
fibroblasti e cheratinociti umani in presenza di acqua termale di una nota fonte.
Lo studio ha dimostrato che I'acqua termale non inibisce lo sviluppo di queste
cellule in coltura, né svolge effetti tossici nei loro confronti. | fibroblasti, in terreno
ricostituito con |'acqua termale in oggetto, si sono sviluppati in modo sovrappo-
nibile a quello osservato in presenza di terreno siandcrc?
Nei cheratinociti il terreno (MCDB 153) ricostituito con acqua termale ha indotto
una spiccata differenziazione analoga a quella che si osserva in presenza di sa-
li di calcio.
Questi risultati suggeriscono che le colture celiviari possono rappresentare una
valida metodica per lo studio degli effetti biologici delle acque termali.

Summary

On the basis of the documented therapeutic effects which some thermal waters
have on some inflammatory chronic skin pathologies, the Authors made a resear-
ch aimed to observe the behaviour in culture of human fibroblasts and kerati-
nocytes in the presence of thermal water of a wellknown spring.

The research proved that thermal water does not prevent the cfevelopment of this
cells in culture, nor has it any toxic effect against them.

The fibroblasts, in a culture medium which was reconstituted with thermal water
Rocchetta, developed just like at the presence of a standard culture medium.

As concerns the keratinocytes, the culture medium éMCDB 153) which was re-
constituted with thermal water induced a marked differentiation similar to the
one that can be observed in the presence of calcium salts. These results suggest
that cellular cultures can be a sound methodology for the study of the biclogical
effects of thermal waters.

i sali contenuti nell’acqua termale
possano svolgere un’attivita antiflo-
gogena interferendo con le funzioni
di membrana capaci di modulare gli
effetti di sostanze proinfiammatorie.
L'acqua termale, la cui composizio-
ne ¢ riportata nella Tabella I, presen-
ta caratteristiche non dissimili da
quelle di acque con attivita antin-
fiammatoria sperimentalmente di-
mostrabile ed indicata per un suo
eventuale impiego in situazioni der-
matologiche nelle quali puo essere
utile un tale effetto (Tab. 1).

Con queste premesse ci ¢ sembrato
interessante verificare se I'acqua ter-
male citata, in particolare i sali in es-
sa presenti, fossero capaci di interfe-
rire con lo sviluppo in vitro di cellule
della cute umana.

Per tale motivo ¢ stata condotta
un’indagine intesa a valutare la di-
namica della crescita ed eventuali
modificazioni morfologiche di fi-
broblasti e cheratinociti incubati in
lerreno con e senza acqua termale in
oggetto.

E ormai ampiamente documentato
che alcune acque termali sono in
grado di svolgere un effetto terapeu- |
tico nei confronti di dermatosi quali
psoriasi e dermatite atopica 1. 2 pro-
babilmente in relazione ad un’atti-
vita antinfiammatoria valutabile me- R By e
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Caratteri fisici e costanti chimico-fisiche

Caratteri fisico-chimici dell’acqua termale allo studio

260.1 uS/em
7.41
173.32 mg/l

Gas disciolti in un litro d’acqua (a 0°C ¢ 760 mm Hg)

10.76 mg/l
mg/l
55.13
5.03
3.54
0.50
0.25
171.45
7.92
Q.31
1.95
0.1
5.07

Tab. 1



Materiali e metodi

Terreni

Fibroblasti - E stato impiegato il ter-
reno risultante da una miscela 1:1 del
“Dulbecco’s Modified Eagle’s
(DME)"e del “Ham’s F 12 Nutrient”
tamponato con HEPES.

Tale terreno consente lo sviluppo di
una grande varieta di cellule da solo
o con |'aggiunta di minime quantita
di siero fetale bovino (SFB).

Esso, disponibile in polvere, & stato
ricostituito al momento dell’uso con
acqua bidistillata apirogena e con ac-
qua termale.

In ambedue le versioni ¢ stato ag-
giunto siero fetale bovino nella mi-
sura del 5%.

Cheratinociti - E stato impiegato il
terreno MCDB 153 capace di assicu-
rare la crescita dei cheratinociti in
assenza di siero.

Proprio per questo motivo, tale terre-
no & particolarmente adatto per os-
servare le caratteristiche di crescita
dei cheratinociti in condizioni che ri-
chiedano valutazioni comparative.
Anche in questo caso il terreno di-
sponibile in polvere & stato ricosti-
tuito rispettivamente con acqua bidi-
stillata apirogena e con |'acqua ter-
male sperimentata.

Colture

Fibroblasti - Sono stati allestiti da
frammenti di cute indenne ottenuti
nel corso di interventi chirurgici per
asportazione di neoformazioni cuta-
nee benigne in pazienti di giovane
eta.

Frammenti cutanei della grandezza
di 1-2 mm, sono stati fissati sul fon-
do di dischi di Petri e posti ad incu-
bare in MEM arricchito di SFB 10%.
Dopo 15 giorni, lempo necessario
per ottenere lo sviluppo di un abbon-
dante outgrowth, i fibroblasti sono
stati distaccati e subcoltivati fino ad
ottenere colture in mono-layer che
sono state impiegate per lo studio in
esame.

Cheratinociti - Sono stati allestiti da
frammenti di cute ottenuti in condi-
zioni analoghe a quelle dei fibrobla-
sti.

Strisce di epidermide, prelevate con
il dermatomo Davol sono state poste
ad incubare in tripsina-EDTA fino
ad ottenere un distacco epidermico
in sede soprabasale.

I cheratinociti raccolti mediante
scraping sono stati posti ad incubare
su un feeder layer di fibroblasti mu-
rini (3T3) mortalmente irradiati.

Tali colture, a confluenza, sono state
utilizzate per lo studio in esame nelle
condizioni sperimentali pilt avanti
descritte.

Procedimento

Fibroblasti a confluenza, ottenuti
come sopra descritto, sono stati se-
minati in dischi da 3 cm di diametro
nella quantita di 50.000 cellule per
disco e posti ad incubare rispettiva-
mente in terreno ricostituito con ac-
qua bidistillata apirogena e con ac-
qua termale.

Le colture sono state seguite giornal-
mente con il microscopio invertito a
contrasto di fase.

Ad intervalli regolari (24 ore) 2 o pit
dischi per ciascuna serie sono stati
impiegati per il conteggio dei fibro-
blasti allo scopo di definirne la curva
di crescita.

Per ogni giornata di valutazione ¢
stata considerata la media dei valori
ottenuti.

Agli stessi intervalli di tempo alcuni
dischi sono stati fissati in formolo
tamponato e colorati con metodi di-
versi allo scopo di osservare pit fi-
nemente la morfologia cellulare.
Cheratinociti a confluenza, ottenuti
come sopra descritto, sono stati se-

minati in dischi di 3 cm di diametro,.

nella quantita di 200.000 cellule per
disco e posti ad incubare in terreno
ricostituito con acqua bidistillata
apirogena e con acqua termale,

impiegati per il conteggio dei chera-
tinociti allo scopo di definirne la cur-
va di crescita.

Per ogni tempo di valutazione & stata
considerata la media dei valori otte-
nuti.

Agli stessi intervalli di tempo alcuni
dischi sono stati fissati in formolo
tamponato e colorati con blu di roda-
nile e con ematossilina-cosina allo
scopo di apprezzare meglio gli aspet-
ti morfologici delle cellule.

Altri dischi infine sono stati proces-
sati per la microscopia elettronica a
trasmissione.

Risultati

Colture di fibroblasti

Le curve di crescita osservate nelle
colture incubate con terreno ricosti-
tuito con I"acqua termale citata han-
no fatto registrare un andamento so-
stanzialmente sovrapponibile a quel-
lo osservato nelle colture incubate
con terreno ricostituito con acqua bi-
distillata apirogena.

Le colture colorate con blu di tolui-
dina dimostrano che il colore dei di-
schi, parametrico della densita cellu-
lare, & progressivamente pill intenso
passando dalla prima all’ultima gior-
nata di coltura, senza differenze visi-
vamente apprezzabili tra le due serie
di colture.

Questi dati sono stati confermati dai
conteggi delle cellule riportati nella
figura 1.
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Infatti 1l numero delle cellule nelle
colture con terreno standard da
100.000/disco dopo 24 ore & passato
a 180.000/disco, 350.000/disco e



720.000/disco nelle giornate succes-
sive; mentre 1 fibroblasti coltivati

con terreno ricostituito con "acqua’

termaleallo studio sono passati da
100.000/disco dopo 24 ore a
160.000/disco, 340.000/disco e
750.000/disco nelle giornate succes-
sive.

L analisi statistica mediante la £ di
Student per dati appaiati non ha evi-
denziato differenze significative tra
le 2 serie studiate.

Anche I"osservazione morfologica
delle colture non ha evidenziato dif-
ferenze rilevanti fra le cellule colti-
vate in terreno ricostituito con acqua
bidistillata apirogena e terreno rico-
stituito con acqua termale.

Colture di cheratinociti

[ preparati ottenuti colorando i che-
ratinociti con blu di rodanile, che ha
affinita per le citocheratine, dimo-
strano che il colore dei dischi & pro-
gressivamente pil intenso passando
dalla prima all’ultima giornata di
coltura, con tonalitd pitt francamente
rossastre nei cheratinociti coltivati
con terreno contenente 1’acqua ter-
male.

Questo reperto & stato confermato
dall’osservazione microscopica di
queste colture che hanno rivelato sia
nei preparati a fresco che in quelli
fissati e colorati una cheratinizzazio-
ne pit spiccata rispetto alle colture
di controllo.

Il conteggio delle cellule effettuato
nelle diverse giornate di coltura ha di-
mostrato che il numero dei cheratino-
citi & passato da 250.000/disco dopo
48 ore a 350.000, a 480.000 ¢ a
750.000 per i cheratinociti coltivati in
terreno standard ¢ da 300.000/disco a
340.000, 480.000 ¢ 700.000 per i che-
ratinociti coltivati in terreno ricosti-
tuito con questa acqua termale.
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[ analisi statistica effettuata me-
diante la ¢ di Student per dati appaiati
non ha dimostrato differenze signifi-
cative tra le due serie di colture.

Commento

e conclusioni

Sintetizzando 1 risultati ottenuti pos-
siamo affermare che le indagini in vi-
tro hanno dimostrato che I'acqua ter-
male presa in esame rende possibile
la crescita cellulare.

Se consideriamo le difficolta che

spesso si incontrano in laboratorio per

ottenere un’ acqua idonea all’allesti-
mento dei terreni, questo, a nostro av-
viso, & un dato molto significativo.

In altre parole esso dimostra che I'ac-
qua termale citata non contiene ele-
menti che disturbino la crescita cellu-
lare,

Questo dato & particolarmente evi-

Acqua bidistillata
apirogena

| @ Acqua termale
Rocchetta

Fig.2

dente per le colture di fibroblasti.
Nelle colture di cheratinociti I"acqua
termale in esame non ostacola la cre-
scita, ma induce una spiccata diffe-
renziazione cellulare verso la cherati-
nizzazione.

Questo fenomeno ¢ attribuibile alla
presenza di alcuni sali ed in particola-
re al calcio, che notoriamente € capa-
ce di modulare i livelli di adenilcicla-
si endocellulare e quindi & in grado di
interferire con la differenziazione di
queste cellule verso una piu spiccata
cheratinizzazione.

Questi risultati, in particolare la diffe-
renziazione indotta sui cheratinociti
in coltura, gettano le basi per una uti-
lizzazione dell’acqua termale in og-
getto sia per la balneoterapia, sia per
terapie idropiniche in situazioni der-
matologiche caratterizzate da compo-
nente infiammatoria.
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