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1. INTRODUZIONE

1.1 Ingegneria tessutale: cenni storici

L’ingegneria tessutale (TE) e stata definita “uc@sza multidisciplinare che applica
i principi dellingegneria e della medicina alloogo di realizzare sostituti biologici
in grado di ripristinare, mantenere o migliorarefd@zioni di un tessuto o di un
intero organo” (Skalak and Fox, 1988). Essa prewha tipi di approcci: quelli
sostitutivi il cui scopo €, appunto, quello di costruasevivotessuti o organi del tutto
simili a quelli utilizzati nei trapianti, e quelistioconduttivio istioinduttivi in vivo,
con lo scopo di ottimizzare la struttura e la cospione di materiali di origine
naturale o (semi)sintetica, di indurre la prolifacae di cellule in vivo, utilizzando
fattori di crescita altamente specifici e citoch{iéaus-J. Walgenbacét al.,2001).
L’ingegneria tessutale rappresenta una valida meti@nte alternativa al trapianto di
organi, perché questi, pur recuperando integralnenfunzionalitd del’organo da
sostituire, si scontrano con due limiti: nigetto, ossia la risposta immunitaria
negativa dell’'organismo, e la scarsa disponibditargani, basti pensare che solo nel
2000 negli Stati Uniti 72000 persone erano in Ig&ttesa per un trapianto, ma ne
sono stati eseguiti solo 23000 (Port, 2002).

La stretta collaborazione tra le scienze dei maligria biologia (cellulare,
molecolare e genetica), la medicina (embriologiaatamia, fisiologia) e
limprenditoria industriale € un prerequisito fomdentale per sviluppare materiali
applicabili alla TE. Soltanto una conoscenza apprdita dei diversi componenti
coinvolti (biomateriali, cellule, geni, citoching)ud portare al successo nella
manipolazione dei processi riparativi (Langer aratahti, 1993, 1999).

Charles Vacanti, direttore del laboratorio di ingega dei tessuti al Massachussets
General Hospital di Boston rappresenta, insienfeglid Joseph, il pioniere, nonché
il fondatore, della “Tissue Engineering Society'odBon, 1994).

Vacanti considera il passo della GenesiSignore Iddio fece cadere un sonno
profondo sulluomo e mentre dormiva prese una dastia lui e al posto di essa
formo di nuovo la carne. E il Signore Iddio dellastola tolta alluomo formo la
donna..” la piu antica testimonianza scritta con riferir@mll'ingegneria tessutale
(Vacanti, 2006).



In realta, l'utilizzo di materiali prodotti dal’uno per la sostituzione di parti del
corpo ha origini ben pit antiche di quelle crisdalE intuitivo pensare che, in ogni
tempo, colui che ebbe la sventura di subire unaegtasione invalidante abbia
tentato di provvedersi di una protesi adatta a ersare il danno anatomico e
funzionale ricevuto e, di conseguenza, a ovvianeeab in parte alla incapacita di
guadagno da essa derivante...” (Bonora F., 1965).

Sebbene gli ideali di forme armoniose e di bellenzgenere, nelle civilta greche e
romane, portavano a mal tollerare descrizioni dgafazioni di gravi e deturpanti
infermita, sono state tuttavia reperite isolateizidtdi qualche autore: Erodoto
(Storie, 1.IX, cap. 38) narra che I'indovino Egésaso, dopo essersi tagliato un piede
per sfuggire alla prigionia dei Lacedemoni, si &aplun piede di legno; Plinio
(Historiae naturali libri VII, cap. 28) raccontaechi bisnonno di Catilina, M. Sergio,
si fece costruire una mano di ferro per sostitlairgropria, perduta in seguito a ferite
riportate durante la 11° Guerra Punica.

Presso il Louvre & in mostra un vaso greco itatieblV° secolo a.C. raffigurante il
“Satiro storpio”, figura di fauno priva della gamibastra, amputata a livello del
ginocchio, e del piede sinistro; la prima & so#g#twda un bastone che passa
attraverso i fasci muscolari, il piede é sostituitouno zoccolo.

Per quel che riguarda i reperti archeologici reiadi protesi degli arti, si ha notizia
del ritrovamento, a Capua nel 1858, di una gambaramzo, legno e ferro venuta
alla luce durante alcuni scavi in una tomba rigale I11° secolo a.C.. | ritrovamenti
di protesi artificiali modellate in legno risalerdgli egizi (fig. 1.1) e di protesi
dentarie, in particolare etrusche, sono numerdsitdresse di quest’'ultime risiede
sia nella raffinata tecnologia impiegata (ponti asule di fattura moderna), sia
nelluso dei materiali piu vari, come, ad esempiesemplare di una capsula fatta
con un dente naturale conservata al Museo-Documemtell'lstituto di Storia della
Medicina dell’'Universita di Roma.

La scarsita di dati riguardo all'utilizzo di protedurante 'Eta Classica continua
anche durante il primo Medioevo; mentre tra il XI&l XIV° secolo esistono diverse
raffigurazioni di protesi usate essenzialmentetdgose lebbrosi, come nel battistero
di Parma, in quello di Firenze realizzate da AndPésano, e nelle varie opere di
Brueghel, Cornelius, Mastys e Gerolamo Bosch.

E solo nel secolo XVI°, in piena Eta Rinascimentalke il mutilato, lo storpio &
circondato da un nuovo interesse che tende a tlagtiall'isolamento nel quale era



confinato, non pitabbandonato alla pieta cristiana del Medioevo opteramente

ignorato come nel Periodo Greco-Romano.

Fig. 1.1:mummia egiziana di 3000 anni fa con alluce in legno

Le protesi realizzate in questo periodo, oltre sskee piu elaborate e piu funzionali
di quelle molto grezze dei secoli precedenti, defano accanto al miglioramento
tecnologico anche una differenza piu profonda d@eutina nuova mentalita.

Prove in tal senso vengono date da diverse opetePantateuchon Chirurgicum
(Acquapendente G.F., 1616) viene annesso il disednoGerolamo Fabrizi
d’Acquapendente intitolato “Uomo delle protesi”’,véoé rappresentata una forma di
uomo le cui membra e parti del corpo sono sostitdd apparecchi protesici.
L’aspetto piu importante va ricercato nelloperaAinbrogio Paré, intitolataDe
Deficentium supplemeritonella quale per la prima volta il problema detérvento
protesico diventa un problema medico, sebbenecsira sempre all’artigiano del
ferro per la realizzazione pratica. In questa steggera vengono trattate e discusse
una serie di protesi che riguardano occhi artificraoro, nasi corredati o0 meno di
labbro superiore, protesi dentarie, protesi pgalato, per la lingua, per I'orecchio
esterno, per l'apparato genito-urinario, oltre arg@te soluzioni riguardanti arti
artificiali tra cui & di particolare importanza“t@ano del piccolo Lorense”.



La protesi venne costruita da un artigiano dellacba e abbinava alla raffinatezza
dei dettagli anche una certa funzionalita. La maamiva collegata per mezzo di due
aste e di corregge di cuoio e risultava rigidavallb del polso, poteva perd muovere
le dita grazie all'utilizzo di molle, che ne pertestano I'estensione, e di piccole

ruote dentate, grazie alle quali avveniva la fessi(fig. 1.2).

Advwiiear foquess Spiera extermam manam fafiriam, quogerplam
L ez If_;_-b,., pd wiiiir s thera ok adnerTery

Fig. 1.2: “Mano del piccolo Lorense”. Si possono valutateattaglio i particolari delle molle e delle
piccole ruote necessarie al movimento dell'artoificigle (modificato da De Deficentium
supplemento).

| passi successivi furono la nascita dell’'ortopeaiiriconoscimento della necessita
di affiancare al chirurgo e all’ortopedico il tecaiadatto a studiare, con i primi, il
modo di fabbricare una protesi idonea alle esigeletenalato.

Per secoli, il ferro, il legno, il cuoio sono stadminatori incontrastati in queste
applicazioni. In rare occasioni si osserva I'appane anche di metalli nobili ai quali
non si & cercato alternative; cio significa che esistevano biomateriali, ma solo
materiali confinati a opere all'esterno dell’orgsmb.

Quello che mancava per il raggiungimento dei bi@mal era essenzialmente il
patrimonio cognitivo; uomini come Lister, Paustéiebs o Koch aprirono una nuova
pagina della medicina e indirettamente crearonorimip presupposti perché
I'“interno” delluomo diventasse una terra di comgja per la tecnologia al servizio
dell'uomo stesso.

Negli ultimi 35 anni, lo sviluppo e la diversificane di dispositivi e impianti
medicali basati sui biomateriali ha portato il mordella medicina verso quella che é



stata la piu grande rivoluzione terapeutica deitmasmpi. Tale sviluppo e stato
possibile grazie al forte aumento delle conoscerddative alle interazioni tra
organismi viventi e materiali.

E chiaro che I'impiego di materiali all'interno debrpo per la sostituzione di organi
o tessuti naturali € tanto piu sicuro e da risuliato positivi quanto piu chiare e
prevedibili sono queste interazioni.

Il problema nell'utilizzo del biomateriale non el@aa ricercarsi nella “tollerabilita”
del materiale da parte dell'organismo ma ancharsia funzionalita.

Un biomateriale deve essere in grado di interagasitivamente con i tessuti ed

esplicare quelle funzioni per le quali e stato pttago ed impiegato.

1.2 | biomateriali

La premessa di base dellingegneria tessutale stensgiel combinare la giusta
tipologia cellulare con il giusto materiale, in dmoni che permettano la
formazione di un tessuto. La natura del materidéeseie proprieta chimiche e fisiche
sono fondamentali per creare le condizioni favolieaia formazione del tessuto (E.
Lavik and R. Langer , 2004).

L'utilizzo dei biomateriali &€ cresciuto rapidameraka fine del 1800, in particolare
dopo l'avvento delle tecniche chirurgiche antiséii sviluppate dal Dr. Joseph
Lister nel 1860. | primi dispositivi metallici pezorreggere fratture ossee furono
introdotti agli inizi del diciannovesimo secolo; larima protesi sostitutiva di
un’intera anca fu impiantata nel 1938 e tra il 1950 1960 furono introdotti i
polimeri per la sostituzione della cornea e deii \&guigni. Ai nostri giorni i
biomateriali hanno applicazioni che riguardanotém corpo umano (fig. 1.3) e
consentono ogni anno il miglioramento della quatitavita di milioni di persone;
guello dei biomateriali € un campo di ricerca instemte crescita dove nuove
applicazioni vengono continuamente sviluppate. Ntamtte cid, molto resta ancora
da capire, in particolare la risposta biologicaedsi scatenata e il loro ruolo nel
guidare la rigenerazione dei tessuti: cid contimuanotivare i ricercatori nello
sviluppo di nuovi prodotti (Kuhn L.T., 2005).

Una delle prime definizioni descriveva il biomaédei come: “Una qualsiasi sostanza
(diversa da un farmaco) o combinazione di sostaipeigine naturale o sintetica,



che possano essere impiegate per un qualsiasdpeatiagempo, da sole o come parte
di un sistema che tratta, aumenta o sostituiscequalunque tessuto, organo o
funzione del corpo” (Galletti Fet al, 1983).

Tale definizione venne proposta nel Novembre d8B1i& occasione d€lonsensus
Development Conference on Clinical Application dbrBaterials ma aveva Il
problema di essere troppo ampia e non permettevistihguere tra un materiale
tradizionale, che pud occasionalmente trovare yneigo in campo biomedico, ed un

materiale che invece interagisce positivamente’ooganismo vivente.
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Fig. 1.3: Applicazioni dei biomateriali.

A tal proposito, durante lI° Internetional Consensus Conference on Biomatsri
nel 1991 Cheser U.K.), venne formulata una piu completa definmgo di
biomateriale, che vedeva questo come “un matec@heepito per interfacciarsi con
I sistemi biologici per valutare, dare supportmetsuire un qualsiasi tessuto, organo
o funzione del corpo”.

| biomateriali hanno risposto al bisogno delluodisostituire o integrare tessuti ed
organi, non piu attivi dal punto di vista funziomab metabolico, danneggiati da

eventi traumatici o patologici.



Il numero delle loro applicazioni e cresciuto natievente in questi ultimi anni e la

portata delle innovazioni terapeutiche ha conseatimolti pazienti la sopravvivenza

o la restituzione di funzionalita compromesse degjanismo.

Le principali funzioni richieste ai biomaterialirso (Salernitano E., 2002):

La trasmissione del carico e distribuzione delloras: il dispositivo deve
interferire il meno possibile nella trasmissione cirichi. La progettazione
del materiale deve essere tale da tener preseltte, alle caratteristiche
meccanico-statiche, anche il comportamento a fatigaresistenza allo
scorrimento plasticocteep, le proprieta meccano-dinamiche e la resistenza
alla frattura.

La capacita articolare: la sostituzione totale rzip#e di un’articolazione con
un biomateriale deve necessariamente consentiogrgtto movimento, avere
un basso coefficiente d’'attrito ad un’alta resisteall’'usura.

Il controllo del flusso sanguigno: € molto impot&ita corretta progettazione
di dispositivi che riproducano il pompaggio del ga® servano come
condotti per il flusso sanguigno e ne controlliaaihidirezionalita.

Il riempimento di cavita: ci si riferisce essenmighte a dispositivi utili nella
chirurgia estetica, che garantiscono il mantenimedélle caratteristiche
funzionali delle parti del corpo coinvolte. | digiivi di questo tipo sono
dettifiller, letteralmente “riempitivi”.

La generazione ed applicazione di stimoli elettridispositivi impiantabili
che ripristinano o sostituiscono tali funzioni deagogarantire il processo di
trasmissione degli impulsi.

La correzione della funzione visiva: i dispositpiu frequenti in questo
ambito sono le lenti a contatto.

La correzione della funzione uditiva: si fa rifeanto alle protesi acustiche
che si interfacciano con il sistema nervoso.

Carrier di farmaci o altre sostanze: biomateriali realizzdlo scopo di
veicolare i farmaci, garantendone un rilascio aust& controllato a livello di
organi bersaglio.

La rigenerazione guidata dei tesstaie funzione é principalmente biologica
ed € molto complessa perché implica processi mitabo



In questo quadro non é difficile pensare come a@ggino vi sia una sempre piu
elevata richiesta di tali dispositivi.

E un mercato, quello dei biomateriali, in contirespansione che, solo nel 2000, ha
avuto un fatturato, a livello mondiale, di 160 mitii di euro. L’'Europa é€ il secondo
mercato in termini di fatturato dopo gli Stati Unitel 2000 il suo valore di mercato,
nel settore dei dispositivi medici, e stato pasPamiliardi di euro (fig. 1.4).

A causa di questa continua crescita, la Comunitd@aa ha avvertito I'esigenza di
conformare i dispositivi medici dellindustria epea ad elevati standard di
sicurezza. La direttiva 93/42/CEE da la definiziaindispositivo medico e disciplina
guesto settore di prodotti ed e ripresa dalla lagisne italiana con normative che
regolano il settore della produzione e del comnoedsi dispositivi medici con lo
scopo di tutelare la sicurezza e la salute deivcoasori e degli operatorll mercato
italiano dei biomateriali e il terzo in Europa do@ermania e Francia, e mostra un

bilancio di import/export sfavorevole (fig. 1.5)g8rnitano E., 2002).
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Fonte: www.eucomed.be

Fig. 1.4:dati relativi al mercato mondiale ed europeo dgpasitivi medici (davww.technica.ngt

1.2.1 Classificazione dei biomateriali

In base alle loro applicazioni mediche, i matenanivano classificati in tal modo
(H. Suh, 1998):

- Materiali di | classenon sono utilizzati a diretto contatto con i tesslel

corpo.
- Materiali di Il classe prendono contatto con i tessuti solo in un primo

momento o in momenti diversi ad intermittenza.

- Materiali di lll classesono costantemente a contatto con i tessutiodgite.
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Fig. 1.5: dati relativi al’importazione ed esportazione depositivi medici nelle principali nazioni
europee (da www.technica.net).

Sono proprio i materiali della 11l classe quelliecbggi vengono definiti biomateriali
o materiali biomedicali e ulteriormente suddivisitre categorie in base alle loro

interazioni biologiche con i tessuti circostantbldamo cosi:

- Materiali Bio-inerti non producono una risposta immunitaria nell esgtla

loro struttura rimane inalterata nel corpo dopmpianto.
- Materiali Bio-attivi hanno funzioni biologiche mediante le quali mimah

tessuto in cui sono stati impiantati
- Materiali Biodegradabili vengono lentamente degradati dallospite e

rimpiazzati con tessuto naturale rigenerato (Wilka 1987).

Un’altra piu tradizionale classificazione e quelle suddivide i biomateriali in base
alle loro caratteristiche chimico-strutturali. Sedo tale classificazione (fig. 1.6) e
possibile raggruppare i diversi materiali in cinqoategorie: metalli, ceramici,

naturali, polimeri sintetici, materiali composiBgrbucci Ret al, 1994).



Classificazione dei Biomateriali

Mat. derivati
biologicamente
5%

Compositi
15% Polimeri sintetici

45%

Ceramici
5%

Metalli
30%

Fig 1.6: classificazione dei biomateriali (Barbuccid.al, 1999.

Materiali metallici sono stati i primi materiali usati per la sostitum di parti del

sistema scheletrico. L’'acciaio inossidabile (316US}, grazie alla sua elevata
resistenza alla corrosione, fu il primo materiaiepiantabile di natura metallica

utilizzato a partire dal 1926 per costruire viterpi, piastre con cui legare e
immobilizzare le ossa.

Il fenomeno della corrosione porta alla liberaziatiesostanze che riducono la
biocompatibilita di un materiale, come nel caso delmo cobalto nella sua forma
legata che, pur avendo proprieta meno corrosivaltdi metalli, € caratterizzato

tuttavia da fenomeni di corrosione a lungo termioen conseguente rilascio di
sostanze che ne riducono la sopportabilita nelitespl suo utilizzo era legato ad

impianti di trasmissione del carico e distribuziatedlo sforzo a livello dei fianchi e

delle giunzioni delle ginocchia.

| coefficienti elastici di questi materiali risulta essere circa 10 volte piu grandi di
quelli del’'osso naturale, 200 GPa contro 20 GRa,comporta diversi problemi in

relazione alla compatibilita meccanica di questpianti, con fenomeni di atrofia o

iperplasia che si verificano dopo I'impianto (Suh H998).

Ai giorni nostri, il titanio (Ti) e la sua forma data sono i materiali che piu
frequentemente vengono scelti in diverse applicazliniche, grazie soprattutto alle

loro caratteristiche di tollerabilita.
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E stato dimostrato che tali materiali, una voltgimmtati, legano direttamente il
tessuto scheletrico dell’'ospite senza indurre is@osta immunitaria. La deposizione
sulla superficie di titanio di uno strato ossidateviene attivamente la corrosione
causata dai fluidi del corpo e il rilascio di ianetallici verso i tessuti circostanti.
Dopo l'impianto, gli atomi di ossigeno presenti uraimente nei liquidi del corpo
reagiscono con gli atomi di Ti formando uno strassidato di TiQ (ossido di
titanio); a questo punto I'organismo forma nuovestdo osseo mineralizzato e lo
deposita direttamente a contatto con la superfisietallica, senza alcuna
interposizione. Tale fenomeno e detto osseointégrazd indica un diretto contatto

biochimico tra il tessuto osseo e la sostanza adurale (fig. 1.7).

Ti implant

paricles 9k,

Fig. 1.7: diagramma schematico del processo d’osseointeg@zdivello di un impianto di titanio.
Gli osteoblasti proliferano all'interno dei poriltienpianto e I'osso maturo viene fissato direttarte
alla superficie di titanio. Le particelle di idraegsatite (HAp), poste sulla superficie metallica
dell’impianto, vengono chimicamente legate dalugsssseo (Suh H., 1998).

Il coefficiente elastico del Ti € meno della metayaello dell’acciaio inossidabile e
della forma legata del cromo cobalto. In questossemn impianto di Ti riduce |

problemi biomeccanici e, inoltre, la percentualdraiture dovute al continuo sforzo
fisiologico risulta essere molto pil bassa rispettb impianti fatti con altri noti

metalli (Cochran D.Let al, 1998).
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Gli svantaggi relativi all’utilizzo del titanio itampo medico sono da ricercare in
alcune caratteristiche intrinseche del metallo weggione. E’ noto che il titanio ha

una bassa forza di taglio, scarsa resistenza edbane, € difficile da trattare a causa
dei movimenti attivi degli atomi, inoltre lo stratossidato superficiale tende a
demolirsi sotto l'azione degli ioni rilasciati dahetallo che inducono fenomeni
immunitari, ma la sua tollerabilita resta comungue alta rispetto ad altri metalli

(Suh H., 1998).

Materiali ceramici:sono tutti quei materiali caratterizzati da unautstrra in cui le

molecole sono regolarmente allineate a formareadiiisninerali. La rete regolare in
cui sono disposti gli atomi é alla base della talidita biologica dei ceramici. Non
rilasciano ioni e quindi non inducono risposte inmitarie nell'ospite e allo stesso
tempo hanno un’elevata compatibilita biomeccanica.

La struttura reticolata limita 'uso di tali mataki a livello delle aree del corpo
sottoposte a forze di carico; il regolare allineatoedelle molecole rende i ceramici
soggetti a facili rotture se sottoposti a piccalezé esterne (Suh H., 1998).

Proprio la fragilita risulta essere la piu impottaoaratteristica fisica dei biomateriali
ceramici e per accrescerne la resistenza é neessf@ttuare un ri-arrangiamento
del reticolo o renderlo mono-cristallizzato.

Negli anni 60 fu introdotto nellambito medico bsido di alluminio (AJO,), il
primo materiale bioceramico. Esso era carattemzdat una bassa forza tensile e da
una elevata fragilita, mentre la sua forma monstalizzata risultava possedere una
maggiore forza tensile ed una minore fragilita.

La superficie di un impianto d’ossido di allumingoricoperta da un sottile strato
d’acqua dovuto all’'elevata idrofilicita del matdeaQuesto strato gli conferisce una
elevata biocompatibilita, oltre a caratteristichielubrificazione (Hench L.et al,
1993).

L’idrossiapatite € il materiale ceramico piu rapgaetativo e viene largamente usato
nelle applicazioni cliniche; € ormai noto come istalli di apatite, fatti di calcio e
fosfato, siano I'elemento minerale principale dedbo.

Vari composti di idrossiapatite sono stati sintediz e commercializzati gia a partire
dagli anni “70. La superficie dell'idrossiapatiopo I'impianto, si lega all’apatite
naturalmente presente nelle ossa e tale legameocchppnomuove il sistema 0sso-
impianto. Le caratteristiche meccaniche dell'idragatite possono essere modificate
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attraverso il controllo della temperatura durantepiocesso di sintesi e di
sinterizzazione. L'idrossiapatite viene solitamesiaterizzata per aumentarne la
forza, ma quella sintetizzata al di sotto dei 10@°Sinterizzata a 800°C dimostra una
minore forza e subisce una graduale degradaziope kimpianto (Bloebaum R.D.
et al, 1998).

Oggi giorno lidrossiapatite viene utilizzata comempitivo di deficienze ossee o
come osso artificiale per rimpiazzare quello ndéutpualora non sia impegnato in
funzioni di carico fisiologiche (ad es. il settosa&); inoltre, alcune giunzioni
metalliche artificiali vengono ricoperte da idr@gstite per promuoverne la
osseointegrazione (fig. 1.7) (Suh H., 1998).

Materiali naturali vengono prodotti dagli organismi viventi (animalp@ante) e sono
tipicamente piu complicati chimicamente e strutimente rispetto ai sintetici. Le
proteine e i polisaccaridi sono esempi di polinmeiurali utilizzati per la creazione
di dispositivi medici. | legami altamente direzitingresenti nelle proteine
conferiscono elevate proprieta meccaniche, ad eseladorza tensile della seta e
pit elevata di quella del nylon, uno dei piu resigit polimeri sintetici; allo stesso
modo, il modulo elastico della seta é tredici valiperiore a quello del nylon.

Ci sono materiali ceramici naturali, costituiti qpripalmente da calcio, come i
cristalli ossei di calcio-fosfato, i coralli fattli carbonato di calcio o le conchiglie
marine. | ceramici naturali sono piu resistenta dtattura di quelli sintetici, poiché
hanno una microstruttura altamente organizzata

Nella categoria dei materiali naturali rientranclaa tessuti provenienti dagli stessi
pazienti (autoinnesti), da donatori (alloinnesbi)da specie differenti come bovini e
suini (xenoinnesti).

| materiali naturali hanno una bassa incidenzaskitita e inflammazione rispetto ai
sintetici, ma spesso sono troppo costosi da predarisolare. L’isolamento e la
purificazione richiedono l'utilizzo di solventi pestrarre i componenti desiderati dal
resto del tessuto; ad esempio, il collagene vispkato con trattamento enzimatico
con la pepsina da tessuti naturali come la cresgaltb. Il collagene fibrillare viene
preparato da tessuti naturali come i tendini, @rso successivi passaggi di
estrazione dei sali, dei lipidi e degli acidi penuovere le proteine e le molecole non
collagenose, lasciando intatte le fibre del coltege
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| biopolimeri possono anche essere prodotti daitebat Ad esempio, |l
poliidrossibutirrato (PHB) viene prodotto attrawersn processo di fermentazione: i
batteri producono il polimero in granuli all'intexrdel loro stesso citoplasma quando
vengono alimentati con glucosio e acido propioniedle giuste proporzioni; le
cellule vengono poi distrutte e i granuli lavatraecolti per centrifugazione e poi
asciugati.

| biopolimeri possono inoltre essere prodotti attrao la polimerizzazione chimica
di monomeri naturali: cio li rende biocompatibitipn tossici e biodegradabili. |
polimeri a base di acido lattico sono stati ampiat®eutilizzati per molti anni per
realizzare diversi dispositivi medici, dalle sutus@degradabili a veri e propri
“scaffold per applicazioni di ingegneria tessutale. L'acildtico, che é presente
naturalmente nel sangue e nei muscoli, viene ptodoimmercialmente attraverso la
fermentazione batterica di zuccheri come il glucosipolimeri dell’'acido lattico
sono frequentemente utilizzati in combinazione kaeido poliglicolico (Kuhn L.T.,
2005).

Materiali compositi sono formati da due o piu costituenti chimicamestitinti e

separati da un’interfaccia. Esempi di materiali positi con applicazioni
biomediche sono il polietilene rinforzato con fiecarbonio e i polimeri di acido
lattico rinforzati con particelle di idrossiapatientrambi utilizzati per curare fratture
ossee. Molto interessanti sono i materiali compasitlizzati negli ultimi anni:
cellule prelevate dalla porzione sana di un tessidgoneggiato possono essere
coltivate su supporti sintetici biodegradabili (fig8 A), in modo da ottenere un
biomateriale ibrido; in questo modo, dopo lI'impante cellule possono crescere e
rigenerare il tessuto, mentre il polimero, che m primo momento garantisce il
supporto alle cellule, successivamente viene lemtéendegradato dall’'ospite.

Le componenti degradabili piu utilizzate sono agdlae, acido lattico e polimeri
sintetici.

In alcuni tipi di impianti, come nel caso dei vasinguigni artificiali, € necessario
che la componente sintetica non sia degradabge 18 B).

Il lume del vaso deve essere rivestito da endoirlimodo tale che il sangue che
fluisce lungo di esso non venga mai a contattol@muperficie non vitale, causando
la formazione di coaguli; in questo modo vengonoragtie le proprieta
antitrombogeniche (Suh H., 1998).
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Biodegradable Matrix while the matrix is degraded

Grafted endothelial cells

s s S e e .
Implantation

Synthetic Polymeric The endothelial cells provide biocompativility
ariificial biood vessel and the polymeric arificial vessel supporis
the mechanical resistance against
the pulsative blood fiow.

(B)

Ultrafiltrative membrane

Antibody _
(C} Complements {made by agarose)
Leukocyg:ygen Cultured Langerhans islet cells
Neutrients

Fig. 1.8: tre diversi tipi di materiali ibridi. (A) le cellel impiantate inducono la rigenerazione del
tessuto circostante andando a rimpiazzare la meatbiodegradabile che viene gradualmente
riassorbita. (B) le cellule ibridate forniscono fenzioni biochimiche allimpianto, mentre la
componente non vitale garantisce il supporto bi@aeico necessario per resistere alla forza pulsante
del sangue che scorre. (C) in questo caso la coemperacellulare protegge la coltura cellulare da
eventuali reazioni immunologiche (Suh H., 1998).

La superficie di supporto all’endotelio deve aveeagatteristiche meccaniche tali da
resistere alla forza pulsate del sangue fluentezasesubire cedimenti di natura
biomeccanica.

Il polimero non deve andare incontro a deteriordamendeve possedere proprieta
compatibili con I'organismo ospite; i candidaticalscopo sono il polietilene, il
poliuretano e il politetrafluoroetilene (fig. 1.@anza R.Pet al, 1997).

Le arterie artificiali sono solo un esempio dellgplcazioni che i biomateriali
compositi possono avere per la cura di determidefieienze.

Anche se non si e ancora riusciti ad ottenere orgamplessi perfettamente

funzionanti, le ricerche continuano a dare risufitedmettenti.

15



E il caso del “bioreattore”, un apparato che miméuhzioni del fegato, permettendo
la detossificazione temporanea del sangue dei mazper almeno due settimane
(Suh H., 1998). Il sangue, attraversando le fitmeecdella membrana porosa del
bioreattore viene filtrato a contatto con gli em#ioche circondano la stessa
membrana (Davis M.W. and Vacanti J.P., 1996).

Per la cura dei pazienti affetti da diabete di tipmllito e stato studiato un
biomateriale composito in grado di sostenere unticoo rilascio d’insulina e

prevenire eventuali reazioni immunologiche (fi8 C).

L--“-— porous/non-porous PU

PEC
Collagen/RGD

Heparin
S04
Endothelial Cell

Plasma Protein

Designs of the Artificial Vessels

Fig. 1.9: in alto il modello generale di un vaso sanguigntificiale. Per evitare fenomeni di
coagulazione del sangue, il lume interno pud esdeestito da cellule endoteliali ibridate ad un
supporto esterno acellulare, eparina (enzima agidante), oppure pud essere rivestito da sulfonato
(SO,) legato chimicamente al supporto di PU attraverstink d’ossido polietilene (PEO) (figura in
basso)da Suh H., 1998).

bY

L'idea base e quella di incapsulare cellule etemegedellisola di Langerhans
attraverso l'utilizzo di una membrana sintetica gmmmeabile, che permetta il
continuo e graduale rilascio dell'insulina, ma ehéempo stesso protegga le cellule
impiantate dal contatto diretto con gli anticorpelldspite, evitando reazioni

immunologiche.
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Utilizzando lo stesso principio, nel maggio del 799n laboratorio americano ha
annunciato la possibilita di incapsulare gli eitbattraverso una membrana di
polietilenglicole allo scopo di evitare fenomenrigjetto trasfusionale.

Questo potrebbe aprire le porte a trasfusioni éipeenza tenere in considerazione |l

gruppo sanguigno del donatore e del ricevente (5uh998).

Polimeri_sintetici tutti gli organi del corpoeccetto I'apparato scheletrico, sono

costituiti da tessuti molli che garantiscono i riagioprocessi fisiologici e biochimici.
Non esiste un materiale artificiale che possa ®relde stesse funzioni biologiche di
un tessuto naturale, per questo la ricerca di naditeshe creino un ambiente
favorevole alla rigenerazione di un tessuto o adirdtura ne mimino la funzione e
orientata continuamente allo sviluppo di poliméntetici.

La scelta dei polimeri sintetici & giustificata d&dtto che, durante la fabbricazione,
se ne possono modificare facilmente le proprietanichie e meccaniche adattandole
alle caratteristiche che il materiale dovra posseger svolgere al meglio le funzioni
per le quali e stato progettato (Suh H., 1998).

| polimeri si ottengono per polimerizzazione di roareri dello stesso tipo
(omopolimeri) o di monomeri differenti (copolimeri)a polimerizzazione puo
avvenire peraddizione(chain reactiof), nella quale i monomeri sono attaccati uno
alla volta finché la catena non viene terminat@aeocondensazionéstep reactioh

in cui parecchie catene monomeriche sono addiz@oeaih cui viene generato un
sottoprodotto di reazione come l'acqua (L. T. Kukb@)5).

Tra gli “omopolimeri” ricordiamo il polimetil-metadato (PMMA), conosciuto
commercialmente come Plexigfas Lucité®. Le sue caratteristiche di idrofobicita,
trasparenza, resistenza e consistenza vitrea aetatopa ambiente lo rendono adatto
per la produzione di lenti intraoculari e lenti@ntatto di tipo duro (Suh H., 1998).

Le lenti a contatto morbide, invece, sono fatt@-itirossietil metacrilato (HEMA),
ottenuto a partire dal PMMA al quale viene aggiuhtpuppo metilene-idrossido
(-CH,OH); per evitare che il polimero si dissolva undtaddratato, il polyHEMA é
crosslincato con etilenglicol dimetilacrilato (EGDM

Il polietiiene (PE), nella sua forma ad alto pesolavolare che non si deforma a
temperatura di sterilizzazione, viene utilizzata fge sintesi di cateteri e tubi di
drenaggio (Chinn J.A. e Sauter J.A., 1998). Esigteulteriore tipo di PE,
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caratterizzato da un peso molecolare ancora piatledel precedente, che viene
impiegato nelle giunzioni artificiali dei fianchs(h H., 1998).

Il politetrafluoroetilene (PTFE), comunemente cano® come “teflon”, si distingue
dal PE per la sostituzione di un idrogeno con wmat di fluoro. E’ molto stabile sia
termicamente che chimicamente e la sua eccellahifobicita e capacita di
lubrificarsi lo rendono particolarmente adatto par realizzazione di impianti
vascolari; la sua forma microporosa & chiamata ®»e(Bujan and Garcia-
Honduvilla, 1998).

Il cloruro di polivinile (PVC) nella sua forma putaa proprietd meccaniche di
durezza e fragilita, ma puo essere trattato in mtade da renderlo morbido e
flessibile attraverso I'aggiunta di materiale pilgsinte (Suh H., 1998); solitamente
viene utilizzato per la fabbricazione di tubi pertrasfusioni di sangue, flebo e per
dialisi.

Il polidimetilsiloxano (PMDS) e un polimero piuttosversatile e data la sua struttura
principale di ossido di silicone (Sjpé comunemente denominato “silicone”.

Le sue proprieta meccaniche variano in base al paslecolare, si va dalla fase
oleosa alla gomma o alla fase di resina; la suazemaale flessibilita e stabilita lo
rendono utile per la produzione di giunzioni dediéa, valvole cardiache, protesi
mammarie, impianti nasali, protesi dell'orecchiteeso, etc. (Suh H., 1998).

Tra i1 copolimeri va ricordato il poliglicolattidePGLA), prodotto attraverso una
reazione di apertura dell’anello del glicolide, chea volta impiantato, subisce una
graduale degradazione favorita dalla scissioneletgimi esteri presenti nella sua
struttura.Viene utilizzato come vite biodegradabitdia fissazione delle ossa: la vite,
in un primo momento, serve al mantenimento delbosslla giusta posizione per
favorire la corretta riunione della frattura, sussigamente I'organismo la degradera
gradualmente.

Il poliuretano (PU), invece, € un copolimero coetete una particolare fase avente
caratteristiche separate, infatti alterna bloceini d morbidi.

| blocchi duri sono composti da diisocianato e egm da rinforzo cristallino o semi
cristallino nella struttura, mentre i morbidi soc@mposti da polioli (tipicamente un
glicole polietilenico o poliesteri) e danno al Paratteristiche di gommosita.

| blocchi duri conferiscono caratteristiche di ifiroicita, mentre i morbidi di
idrofilicita; tale fenomeno é strettamente connealladesione delle proteine che

tendono ad aderire alla superficie idrofobica mesfuggono a quella idrofilica (Suh
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H., 1998). Il poliuretano e un robusto elastometiizaato nella ricostruzione di
arterie soggette a continue pulsazioni del sanguelante. La sua caratteristica fase
separata previene l'adesione delle cellule del sarsy di essa, escludendo cosi la
formazione di trombi (Kim Y.H. and Park K.D., 1997)

1.3 | polimeri in medicina

Numerosi polimeri, sia naturali che sintetici, veng attualmente impiegati nella
realizzazione di dispositivi medici. | campi in @ssi trovano maggiore applicazione
sono il controllo del flusso sanguigno e di altuidi corporei (cateteri, cannule,
drenaggi, ecc.), le superfici articolari nelle m®itortopediche, lenti a contatto ed
intraoculari, membrane per la somministrazioneadinaci, rivestimenti per sensori e
dispositivi elettronici impiantabili, rigeneraziortessutale, riempimento di cavita,
valvole cardiache, protesi vascolari, organi bibarali (dispositivi medici in cui si
ha combinazione di materiali sintetici e di celloléessuti viventi).

| principali vantaggi che i polimeri presentanopago alle altre classi di materiali
sono una maggiore biocompatibilita, la possibilda modificarne ampiamente
composizione e proprieta fisico-meccaniche, bassifficienti di attrito, facile
processabilita e lavorabilitd anche in forme e tgira complesse, possibilita di
modificarne chimicamente e/o fisicamente la suprfipossibilita di immobilizzare
cellule o biomolecole al loro interno o sulla suée. Gli svantaggi principali sono
la presenza di sostanze che possono essere tiéasmdorganismo (monomeri,
catalizzatori, additivi, ecc.), la facilita di asbonento di acqua e biomolecole
dall'ambiente circostante (anche nelle applicaziorgui non € richiesto), le basse
proprieta meccaniche e, in alcuni casi, la dift&adi sterilizzazione. Le proprieta
finali del dispositivo dipendono sia dalla strugtumolecolare intrinseca del polimero
che dai processi chimici e fisici a cui & sottopost possono essere ampiamente
manipolate intervenendo sulle condizioni operativiali processi e sulla reazione di
polimerizzazione.

Nellambito di questa ampia classe di biomaterilioccuperemo principalmente di
due tipologie di polimeri sintetici, gli “hydrogélgonosciuti anche comgynthetic
injectable fillers e utilizzati soprattutto per applicazioni in chgia plastica e
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ricostruttiva, ed ipoliuretanq che grazie alla sua eccellente emocompatibiligne

utilizzato per la realizzazione di dispositivi cangascolari.

1.3.1 Ifillers

La pelle umana é sottoposta a specifici cambianssstociati all'invecchiamento. |
segni clinici di tale processo includono la compaissecchezza, ruvidita, perdita di
elasticita, ingiallimento, iper- e ipo-pigmentaziore la tendenza a sviluppare
neoplasie pre-maligne o maligne (Coopmann ®tAal, 1996); questi cambiamenti
sono accentuati dal rimodellamento delle ossa endscoli facciali che determinano
la formazione di rughe pit 0 meno profonde.

| fattori responsabili dell'invecchiamento cutansmssono essere suddivisi in esterni
e interni. | primi sono strettamente collegati adtibiente, alle condizioni di vita
quotidiane, al tipo di alimentazione, allo stress,elementi climatici (polveri
ambientali) ed allesposizione alle radiazioni so(@hotoaging, mentre i secondi
sono dipendenti dal patrimonio genetico, dalle ttarigtiche chimico fisiche della
cute e dalle condizioni del microcircolo cutaneo.

Per venire incontro alle esigenze legate alla dada pelle, negli ultimi anni sono
state introdotte tecniche dkin-caremeno traumatiche delle tradizionali tecniche di
chirurgia estetica, qualpeelschimici e laser CO2 resurfacingle quali offrono
buoni risultati e risultano meno invasive.

Tra queste tecniche trova sempre piu spazio batlideifillers (Johl S.Set al,
2006).

| fillers, letteralmente “riempitivi’, sono materiali impiag per il trattamento delle
rughe, delle cicatrici infossate o per aumentaveliime di alcuni distretti anatomici,
come le labbra. Per contrastare il processo d’iciveecnento cutaneo i cosiddetti
dermal fillerspossono, in molti casi, dare una risposta immadatse somministrati
con regolarita, possono avere una buona duratatemapo senza creare effetti
collaterali.

L'obiettivo & stimolare il derma, migliorandonetirn-over cellulare in modo da
incrementare la produzione di elastina e collagdre andranno a riempire le aree

by

depresse; inoltre € necessario cercare di ottimazdancremento dell’acido

hY

ialuronico e di altri componenti come i glucosoamgjlicani. Assieme a cio e

20



importante combattere la formazione dei radicdledi prodotti dal metabolismo
cellulare che accentuano l'invecchiamento cutaneo.

Una donna su dieci fra i 30 e i 60 anni fa ricoadler al fine di attenuare le rughe,
aumentare il volume delle labbra, modificare glyani o attenuare la cicatrici
introflesse.

Dati rilasciati dallaAmerican Society of plastic SurgedAsSPS) mostrano come nel
2004 si siano avute 1.097.046 procedure d’iniezidindlers e 872.060 nel 2005.
Tali valori, in realta, sono una sottostima in doawengono riportate solo le
procedure d’iniezione effettuate da membri delld&SJohl S.Set al., 2006).

1.3.2 Composizione della pelle

Un uso razionale ddillers € possibile solo conoscendo il lot@rget, la pelle. Essa
consiste di tre strati: 'epidermide, il derma gnhsso sottocutaneo (fig. 1.10).

Lo strato piu superficiale della pelle, I'epidermjdsvolge il ruolo di barriera contro
gli agenti esterni ed e costituito da cellule samente impacchettate, sottoposte ad
un costante rinnovamento. Tale processo rallental’awanzare degli anni, la pelle

tende a rilassarsi e compaiono le rughe.

epidermidi
ghiandola
sebacea derma
follicolo
pilifero

vaso s | |poderma
sanguigno Pl
neurone
sensoriale

ghiandola
sudoripara

muscola
grettore del pelo

Fig. 1.10: i tre strati di cui € composto l'apparato teguraent L'epidermide € un epitelio
pavimentoso stratificato cheratinizzato che sidreepra il derma, una regione di tessuto connettivo
che contiene anche ghiandole, follicoli piliferirecettori sensoriali. Sotto il derma c’é lo strato
sottocutaneo che contiene tessuto adiposo e Vagilisgi.

21



Sotto all'epidermide troviamo il derma, uno straer lo piu acellulare costituito
essenzialmente da una matrice extracellulare dutesconnettivo comprendente
collagene, tessuto elastico e componente amorfa.

Il collagene e I'elemento strutturale principald derma e si dispone a livello piu
esterno in modo da formare una fine trama di fibbecciate, mentre nello strato piu
profondoforma spessi fasci (Ardnt K.Aet al, 1996). Ben undici dei 18 tipi di
collagene conosciuti sono stati trovati nella palleana (Baumann let al, 2004).

Il collagene di tipo | rappresenta '80% di quelwesente nella pelle umana e
fornisce alla pelle forza tensile (Ardnt K.Aet al, 1996); quello di tipo Il
rappresenta il 15% del collagene totale, & stateato al di sotto della membrana
basale dell’'epidermide e ha la funzione di ancofemdermide al derma (Uitto &t
al., 1996). Le fibre elastiche costituiscono il 3% dekp secco del derma, giocano
un ruolo importante nel dare elasticita e resilieafta pelle. La componente amorfa
riempie gli spazi tra la componente fibrillare eeti@ cellulare del derma; dona
turgidita alla pelle ed € composta da mucopolisadicaproteine plasmatiche,
elettroliti e acqua. | mucopolisaccaridi sono dagtida glicosaminoglicani e acido
uronico; nel derma i piu comuni glicosaminoglicammino l'acido ialuronico e |l
dermatan solfato. Questa struttura chimica altaenarimplessa € in grado di
assorbire acqua per un massimo di 1000 volte iveliame (Uitto Jet al, 1996).

| fillers possono essere inseriti nel derma supeité (illers superficial), andando
cosi a correggere le rughe meno profonde, oppwssopo essere iniettati nel derma
profondo o nel tessuto sottocutanétiefs profond), per correggere le depressioni,
gli svuotamenti o i veri e propri solchi della gell

L'ultimo strato e costituito da tessuto adiposo cHa volume alla pelle.
L’invecchiamento riduce la quantita di tale tessmimvocando la comparsa di
ulteriori inestetismi (Johl S.®t al, 2006).

1.3.3 Classificazione dei fillers

Sebbene ne esistano in commercio una notevolet&algnuno di essi presenta
pregi e difetti specifici. Ifillers iniettabili attualmente disponibili permettono
correzioni piu o meno efficaci, ma presentano amah®erosi inconvenienti. Tutti i

fillers vengono iniettati localmente nell’area da trattaré&a maggior parte di essi
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permette di ottenere solo un effetto limitato nempo, di durata variabile e
dipendente dal tipo di sostanza utilizzata.
Sono varie le classificazioni diliers che si possono trovare in letteratura. Alcune si

basano sulla durata dell'impianto, per cui distiagup:
-filler di tipo riassorbibile;
-filler semi permanenti;

-filler permanenti.

| fillers riassorbibilihanno il pregio di essere facilmente tollerati’dedanismo, ma

danno un aumento di volume temporaneo (da 4 a &).newateriali riassorbibili
sono essenzialmente due: il collagene e l'acidoraaico. Queste sostanze sono
proteine naturalmente presenti nella nostra cuteostituiscono la componente
strutturale principale dei tessuti connettivi. Ur@ta iniettati, il collagene e l'acido
ialuronico vengono progressivamente metabolizzagumdi riassorbiti con tempi
che variano da poche settimane a 6 mesi. | tempadsorbimento dipendono dal
volume delle particelle e dai legami intermolecolehe le case farmaceutiche
riescono a sintetizzare. | prodotti commerciali pid@muni contenenti acido
ialuronico sono: "Restylane", "Perlane", "Juvederm'Hylaform", "Vital",
"Restylane subQ", mentre quelli contenenti colla&geono: "Zyderm" e "Zyplast"
(entrambi di origine bovina), "Cosmoderm” e "Cosilasp)' (piu recenti e piu sicuri

perché non di origine animale).

| fillers semipermanentianno il pregio di dare un risultato estetico qguwaturo (dai

12 ai 36 mesi, a volte anche anni), ma generalmeote sono ben tollerati
dallorganismo. | materiali semipermanenti sono eagslmente tre: [lacido

polilattico, il collagene associato al polimetilmetilato oppure l'acido ialuronico
associato ad un idrogel acrilico.

| materiali semipermanenti sono costituiti da uamponente riassorbibile nel giro di
alcuni mesi e da una minima componente permanémedotti commerciali piu

comuni sono: "New fill* o "Sculptra”, "Artecoll",Dermalive” e "Reviderm intra".

| fillers permanenthanno il pregio di dare un risultato estetico migfio ma talvolta

possono provocare una reazione di rigetto non pibNe e difficiimente
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controllabile e correggibile. Derivano da polimeon legami alchil-ammidici e
poliacrilamide e sono costituiti da molecole naassiorbibili. Il silicone in forma di
gel iniettabile & un filler permanente il cui usetato vietato dalla legge italiana agli
inizi degli anni '90 per i numerosi effetti colleaé cui pud dare adito.
Attualmente i prodotti piu comuni ammessi in comoi@rsono: "Bioalcamid” e

"Agquamid”.

Un’altra classificazione viene fatta in base &l® origine:

-filler eterologhi;
-filler omologhi;
-filler autologhi;

-filler di sintesi.

Una terza classificazione e quella che distindiilkeiis in:

-filler naturali;

-filler sintetici.

In questo lavoro di tesi prenderemo in consideraziquesta ultima classificazione

per analizzare uno per uno i diversi fillers athoahte disponibili sul mercato.

1.3.4 Fillers naturali

Collagene

Come abbiamo detto in precedenza, € un componénitusale della pelle la cui
quantita decresce e le cui caratteristiche si nwadib con I'avanzare del tempo (il
rapporto tra il tipo | e il 1l si abbassa) (ArdKtA. et al, 1996). L'esposizione a
sole, tabacco e inquinamento aumentano i livelballagenasi con una conseguente
accelerazione dei processi d’invecchiamento (Baunhaet al, 2004).

L'utilizzo di fillers a base di collagene sembra essere il modo migime

rimpiazzare il collagene endogeno che viene persd'avanzare degli anni.
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Il collagene bovinofu il capostipite defillers iniettabili di natura eterologa ed in
particolare la sua prima versione commercialeZyoerm fu approvato nel 1981
dalla FDA americana per il trattamento delle rugtdaei solchi profondi.

Purtroppo, il collagene bovino dopo [infiltrazioneriene immediatamente
riconosciuto dal sistema immunitario come sostaagianea all'organismo ed
eliminato in 2-3 mesi circa. Molti studi hanno ititfadimostrato la completa
scomparsa del collagene a distanza di 3 mesi ddhmnento, con la conseguente
necessita di ripetere le infiltrazioni per mantenen risultato soddisfacente.

Ecco perché qualche anno dopo, la INAMED Aestketic Santa Barbara, L.A.
(U.S.A)), gia produttrice delldyderm propose sul mercato una nuova formulazione,
lo Zyplast

Lo Zyplaste stato sviluppato per fornire effetti piu duratlello Zyderm infatti, le
fibre di collagene di cui € composto sono staitesslinkedcon glutaraldeide in modo
tale da inibirne la degradazione per opera delllagenasi (Baumann Let al,
2004).

Nel 1985, la U.S. FDA approvo l'uso di questo nugrodotto basato su collagene
bovino. Il collagene in entrambi i casi deriva dalg di bovino isolata da mandrie
selezionate americane (Murray Cei.al, 2006).

Lo Zyderme disponibile in due versioni: Byderm I,costituito per il 3,5% del suo
peso totale da collagene (35 mg/ml in PSB con OiBYglocaina) e loZyderm I|
costituito per il 6,5% da collagene (65 mg/ml).

L’introduzione di lidocaina in tali impianti diminsce la sensazione dolorosa dovuta
all'iniezione; inoltre sembra che inibisca I'attarane degli eosinofili, i quali giocano
un ruolo cruciale nella formazione di lividi ed etk (Baumann Let al, 2004).

Lo Zyderm lé utilizzato per iniezioni superficiali, [Byderm llper quelle nel derma
medio-profondo, mentre [Byplastper impianti nel derma profondo (Murray CeX.
al., 2005).

Il collagene bovino, una volta iniettato, vieneonosciuto come materiale estraneo
dall'organismo, che attiva sistemi di difesa immana allo scopo di eliminarlo. Si
attiva la produzione di collagenasi e si espleta nigposta infiammatoria che spesso
comporta formazione di edema con un conseguentergontel volume dell’area
soggetta allimpianto. Per questi motivi &€ necdssaffettuare un test allergologico
attraverso una piccola inoculazione sottocutaneagpdi effettuare il trattamento.

25



E stato stimato che il 3-5% della popolazione n#osima ritardata ipersensibilita al
prodotto (Owens J.Met al, 2005).

Molti raccomandano un’ulteriore test allergologmache settimane dopo il primo, a
causa di un possibile evento di sensibilizzaziate colpisce I'1-2% della
popolazione (fig. 1.11) (Glavas I.P., 2005).

Fig. 1.11:formazione di noduli in risposta all'ipersensildilial trattamento codyplast;nonostante i
test allergologici avessero dato risultato negafiMatarasso S.Let al, 2006).

Numerosi test hanno mostrato come la risposta intamia contro il collagene
bovino si sviluppi in tutti i pazienti sottopostl'miezione, anche se la severita varia
da persona a persona. E anche possibile una igéssizmazione al prodotto nella
successiva ripetizione dell'iniezione (Owens Jetal, 2005).

Per ovviare ai problemi derivanti dal collagene iboy la INAMED Aesthetics
propose due nuove formulazionifdier basate swollagene umang Cosmodermne
Cosmoplast

Le due nuove formulazioni sono state approvate®@8 dalla FDA americana per |l
trattamento delle rughe d’espressione, di cicatdovute allacne e per |l
rimodellamento delle labbra.

| prodotti sopraccitati contengono collagene poaifo da linee cellulari di fibroblasti
umani (Glavas I.P., 2005), inoltre sono opportunamdrattati in modo da rendere il
materiale libero da cellule del sistema immunitaimelanociti (Baumann let al,
2004).

L’origine endogena del collagene rende inutili ta#rgologici preventivi. Come lo
Zyderme lo Zyplast il Cosmoderme il Cosmoplastvengono pre-impaccati in
siringhe che contengono lo 0,3% di lidocaina comestetico locale. ICosmoplast
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come lo Zyplast contiene fibrille di collagenerosslinkedcon glutaraldeide per
aumentarne la durata dopo I'impianto.

L'utilizzo del collagene umano appare piu semplide quello bovino, con
un’iniezione piu scorrevole e una sensibile dimiooe della formazione di grumi
(Baumann Let al, 2004).

Accanto a queste formulazioni troviamo prodotti lquesolagen Alloderm e

Dermalogen
L’ Isolagené collagene umano derivato da colture cellulafitdbblasti isolati dalla

pelle del paziente al quale verra effettuata liioee. Questa formulazione senza
dubbio evita risposte allergiche ma risulta espartosto costosa.

L’ Alloderm e il Dermaloge] cosi come Isolagen,sono prodotti dallaVoodlands
(Texas).

Il primo é costituito da derma umano trattato, eriente da cute di donatore. Il
trattamento biochimico rende Alloderm completamente acellulare e sterile,
rimuovendo tutti i possibili antigeni potenzialmentesponsabili di reazioni
allergiche. Trattandosi non di una vera sostanedtabile ma di una vera sezione di
derma umano, Allodermtrova indicazione soltanto nel trattamento declsohaso-
labiali e nellincremento del volume delle labbrdda, inoltre, un’ottima
biocompatibilita ed &€ molto efficace nel correggere@mperfezioni cutanee, ma e
molto costoso e di difficile conservazione.

Il Dermalogel € un nuovo preparato iniettabile a base di coflageeslastina e
glicosamminoglicani provenienti da donatore umaRer quanto molto simile al
collagene bovino nellimpiego e nelle indicazio@iprivo dei rischi di complicanze
allergiche e pare, in base agli studi disponildiiessere in grado di garantire una
durata maggiore. Il processo di produzione prevkgefasi: una di inattivazione dei
virus ed una dei prioni, piu un’ultima fase di diexazione.

La FDA statunitense ne ha approvato il pieno widiztuttavia in Italia non € ancora
diffuso nella pratica clinica.

Cymetra(LifeCell Corporation, Palo Alto, California), ampvato nel 2000 dalla U.S.
FDA, rappresenta la forma iniettabile dell’ Allode{Bclafani A.Pet al, 2002). Esso
deriva da tessuto di donatore opportunamente timattaprimo step prevede la
rimozione dell’'epidermide, seguita dall'eliminazeodelle cellule del derma e dalla
stabilizzazione della matrice attraverso [linibizéo delle metalloproteinasi; il

materiale ottenuto viene poi criofratturato in maatle che vengono impacchettate
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nelle siringhe, rendendo necessario idratare legpelal momento dell’'uso. Pur non
scatenando alcuna risposta immunitaria (le cellddéd complesso maggiore di
istocompatibilita | e Il sono state rimosse), préado svantaggio di essere costituito
da particelle di grandi dimensioni (>1Q), per cui le iniezioni sono dolorose per il
paziente. Dunque, le dimensioni delle particelleatate e degli stessi aghi non
permettono di effettuare iniezioni intradermichennci sono studi clinici che
dimostrino che la sua durata € maggiore rispettaltadimpianti di collagene (Barry
L.E. et al, 2005).

Acido ialuronico

E la componente piti abbondante della matrice dutesconnettivo che si trova nel
derma. Forma la matrice fluida elasto-viscosa inletibre di collagene ed elastina
sono immerse (Baumann &t al, 1996). A differenza del collagene, la sua stinatt
chimica appare conservata tra le diverse specientiljvabbassando cosi la sua
immunogenicita.

La natura idrofilica dell'acido ialuronico (HA) téama e trattiene I'acqua all’'interno
dello spazio extracellulare, determinando un aumel® volume del derma e una
maggiore compattezza. La pelle invecchiata mostrdivello piu basso di HA
rispetto alla pelle giovane, con il risultato diauperdita di idratazione del tessuto;
guesto potrebbe spiegare la successiva disorgaimmneadelle fibre di collagene ed
elastina che caratterizza la pelle invecchiata figan L.et al, 1996).

Tra ifillers naturali, I'acido ialuronico € in grado di riorgamare e di integrare la
matrice extracellulare, dando maggiore compattezzagore al tessuto. Interagendo
con i fibroblasti, stimola la produzione di nuovemllagene, elastina e acido
ialuronico endogeno e contrasta i radicali liberi.

L'utilizzo di HA come dermal filler nella sua forma naturale comporta nella zona
d’iniezione una rapida degradazione (1-2 giornina successiva trasformazione di
guesto in acqua e G@ livello del fegato (Murray C.Aet al, 2005); per aumentarne
la permanenza lo si rende piu stabile attraversprooesso dirosslinking

L'HA crosslinkedprende il nome dnylanso acido ialuronico gelificato; esso viene
rigonfiato d’acqua per il 95% del suo peso ed hatteristiche uniche di viscosita

dinamica, infatti la sua viscosita decresce all'antare delle forze di taglio (Narins
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R.S.et al, 2005). Sotto la pressione dell'iniezione (fddeza di taglio), il gel passa
facilmente attraverso il fine ago della siringagnanto la viscosita decresce; nel
momento in cui I'iniezione e terminata e con essssa la forza di taglio, filler
acquista viscosita e difficilmente migra al di fudel sito d’'impianto.

Un’altra caratteristica che rende unico I'HA é lasiddetta degradazione
isovolumetrica (Narins R.&t al, 2005); in altre parole, sebbene alcune moledoble
HA vadano incontro a degradazione, quelle restmmio in grado di assorbire ancora
pit acqua in modo da mantenere inalterato il voldelegel.

Clinicamente é dimostrato che l'impianto tende antmaere piu del 95% del suo
volume iniziale sino a che non viene riassorbititato (Narins R.Set al, 2005).
Sono quattro le formulazioni dillers basati su HA ad essere state approvate dalla
U.S. Food and Drug Administration (FDA). Per ognuna gses € stato approvato
'impianto sia nel derma superficiale che nel prafo, allo scopo di correggere tutti i
tipi di rughe facciali, dalle moderate alle piu e e i solchi come quelli naso-
labiali. Inoltre vengono utilizzate per il rimodathento delle labbra o per il loro
aumento, per le cicatrici infossate, per le maffazioni congenite o traumatiche
(Johl S.Set al, 2006).

Il Restylane(Q-Medical, Uppsala, Svezia), approvato dalla FBwericana nel
dicembre 2003, € prodotto da coltureStlieptococcus equi.

L’acido ialuronico cosi ottenuto viene chimicamengtabilizzato attraverso
crosslinkingpermanenti con epossidi. | bassi livelli di impayi’'alta concentrazione
di HA e una minima percentuale cliosslinking(1%) aiutano ilRestylanead avere
una alta biocompatibilita (Matarasso Set.al, 2006).

La formulazione dRestylaneapprovata dalla FDA statunitense ha concentrazione
HA di 20 mg/ml e dimensione delle particelle di ge00um. Sono state, invece,
scartate altre due formulazioni che presentavarstelssa concentrazione di HA (20
mg/ml) ma dimensioni delle particelle del gel diffeti. Si tratta deRestylane Fine
Lines,indicato per impianti molto superficiali, aventengénsioni delle particelle piu
piccole di 400um e il Restylane Perlanandicato per impianti profondi, ma avente
particelle di dimensioni piu grandi di 4@0n (fig. 1.12) (Narins N.Set al, 2006).
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RESTYLANE Fine Lines
200,000 particelle di gel
per mil

g RESTYLANE
100.000 particelie di gel
per mi

g PERLANE:
10,000 particelle di ge

B per mi

Fig. 1.12:le tre diverse formulazioni di Restylane e le |dieerse sedi d’applicazione nel derma (da
Scimé I., 2003).

Bisogna ricordare come la viscosita, caratteristtt® rende unico I'HA, e
direttamente proporzionale con le dimensioni dederticelle del gel, per cui
dimensioni troppo grandi potrebbero risultare irpadge allimpianto (Glavas I.P.,
2005).

Un’altra formulazione approvata dalla FDA americanell’aprile del 2004 e
I' Hylaform (INAMED Aesthetics). E acido ialuronico purificatottenuto da creste
di gallo e chimicamenterosslinkedcon divinil sulfone (Narins N.Set al, 2005).
Contiene una piccola quantita di proteine avianea concentrazione di HA di 5
mg/ml con una percentuale a@psslinkingdel 20%.

La percentuale elevata chiosslinkingche caratterizzaHylaform potrebbe ridurne la
biocompatibilita una volta nel derma, inoltre lanmie concentrazione di HA rispetto
a quella delRestylanecomporta una minore durata dellimpianto (Raoetl.al,
2005).

Esistono tre formulazioni che si differenziano perdimensioni delle particelle:
Hylaform finelinesha particelle molto piccole (3Qdm) ed e usato per il trattamento
delle rughe periorbitaliHylaform regular con particelle di 50@um, e lideale per
trattare le rughe periorali e di espressidtgaform plus con particelle di 75Qm, é
indicato per il trattamento dei profondi solchi edsbiali (Hotta T., 2004).
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Il Captigue(INAMED Aesthetics), come iRestylaneé un’altra formulazione di HA
di origine non animale, ottenuto dalla fermentaeidmatterica. Al contrario del
Restylaneha una concentrazione di HA inferiore, 5 mg/mure percentuale di
crosslinking maggiore, 20% (John Sebal, 2006).

L'ultimo prodotto della INAMED Aesthetia base di HA, approvato dalla FDA
americana, é I|duvederm Anch’esso € di derivazione batterica, ma diffexisagli
altri prodotti perché & un gel omogeneo, privoaltioelle e altamente purificato; cio
aumenta potenzialmente la biocompatibilita e laathudell’'impianto (Baumann let

al., 2004). Le catene di HA dellluvedernmsono chimicamente stabilizzate mediante
reticolazione con 1,4-butanediol-diglicidil-eter&BE).

Gli effetti degli HA{illers potrebbero perdersi dopo circa 9 mesi dallimpmant
Prove cliniche con iRestylanehanno dimostrato come, nei casi in cui I'iniezione
abbia completamente corretto il difetto, piu deederzi della correzione permane
per 6-8 mesi dopo il trattamento (Matarasso 8tlal, 2006).

La successiva iniezione nei pazienti precedentesrteattati richiede una quantita di
Restylananferiore per garantire il mantenimento dell’eféeestetico.

Comparando le differenti preparazioni di HA, risuévidente come Restylanesia
pil viscoso e meno elastico rispettotdyllaforme questo potrebbe essere la causa di
un aumento delle infammazioni locali nella sedigeianto (fig. 1.13) (Murray
C.A. et al, 2005).

Fig. 1.13: la paziente presenta una risposta infiammatonie dicattamento con acido ialuronico (da
Scimé I., 2003).
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Grasso autogeno

Lipofilling

| primi impianti di tessuto adiposo descritti negfini ‘80 hanno dimostrato come la
microiniezione di tessuto adiposo sia una tecnitiaage per la correzione delle
depressioni cutanee. | difetti principali di quedtxnica sono costituiti dalla
necessita di un intervento di prelievo del grassua(piccola liposuzione) e dalla
necessita di ripetere il trattamento piu volteo fad ottenere la correzione desiderata.
Purtroppo, solo pochi casi ottengono un risultaédite nel tempo poiché, come si
vede da indagini istologiche, gli adipociti che sofvivono sono molto pochi. Gli
adipociti sono, infatti, cellule molto fragili chal di fuori dall'organismo, hanno vita
molto breve, inoltre non tollerano le manipolaziencessive e sono molto sensibili
alle infezioni.

La tecnica si basa sull'estrazione del grasso megliaspirazione prevalentemente in
regione trocanterica e/o addominale. Quando il sgragene estratto, lo si lascia
decantare in siringa formando tre strati visibilt@erdistinguibili: uno strato
superiore, costituito essenzialmente da tri-glaieruno intermedio, costituito da
adipociti e uno piu profondo, costituito da sangutuidi.

Il grasso da usare va quindi ripulito dal sangwagetri-gliceridi e immediatamente
iniettato nelle aree depresse. Si possono iniegate piccole quantita di grasso
poiché i grossi frammenti tendono a dare necrositrai. Il tessuto adiposo
prelevato va manipolato il meno possibile e vatiate in tessuto sand&¢ime |.,
2003)

In alcuni casi la durata dell'impianto puo esseoeparata a quella del collagene
bovino a causa del riassorbimento, in altri caffdtto estetico pud durare anche piu
di 7 anni (Murray C.Aet al, 2005), come nel caso del trattamento dei solakD-
labiali.

Negli ultimi anni questa metodica e stata sosstudtalla nuova tecnica di
lipostruttura secondo “Coleman”.
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Lipostruttura

La lipostruttura & una tecnica che si € evolutdigafilling, attraverso la modifica e
il perfezionamento di tutte le fasi del trattamento

Il prelievo del grasso viene effettuato in anestdscale con una microcannula
(disegnata da Coleman) collegata ad una siringénaldi aspirare grasso ancora
vitale e ideale per il trapianto. Dopo il prelievMbgrasso nella siringa viene fatto
sedimentare e poi centrifugare per ottenere grpsso, scartando i tri-gliceridi e il
sangue.

L’iniezione viene effettuata con siringhe molto qute (1ml) collegate ad una
cannula sottilissima (1,5 mm), che consente dirctlate meglio le piccole quantita
di grasso che vengono depositate nella zona riteven

Il grasso viene depositato prevalentemente in sgdeEmuscolare, in modo da creare
un aumento strutturale della zona e favorire il smae attecchimento. Con le
tecniche dilipofilling tradizionali il grasso non viene centrifugato etdgnica di
deposito prevede meno passaggi e una distribuznmme strutturale nei tessuti
riceventi.

Il problema maggiore nel trapianto di grasso e Ua sopravvivenza. Con la
lipostruttura il grasso viene manipolato con maiteenzione e depositato in piccole
guantita nei tessuti riceventi.

Questa stratificazione crea un’ampia superficieahtatto tra i tessuti e garantisce
un’ottima nutrizione delle cellule di grasso trapgae. Cio € fondamentale per
permettere al grasso di sopravvivere prima chersnifio nuovi vasi sanguigni che
lo nutriranno adeguatamente.

Tutte le zone del viso possono essere sottopodteasto di grasso autologo: gli
zigomi, il solco naso-giugale situato sotto la i@, il cui riempimento produce la
scomparsa o l'attenuazione delle occhiaie, i soh&so-labiali che col passare del
tempo si svuotano, le labbra, che con l'innestogidisso ottengono una forma
naturale, le atrofie facciali come nella sindrom@arry Romberg o nei pazienti HIV
positivi.

Le complicanze possibili sono quelle legate a glttinterventi chirurgici: ematomi,

infezioni, edema persistente, macchie cutanee €ktin2003.
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1.3.5 Fillers sintetici

Olio di silicone

Con il termine “silicone” si fa riferimento ad urserie di polimeri di sintesi
contenenti per I'appunto silicone, il settimo elewepiu abbondante nell’universo e
addirittura il secondo nella crosta terrestre.ilit@ene puo esistere in forma solida
(elastomeri), di gel, di schiuma e liquido, in mdme al grado di polimerizzazione.

Il silicone liquido e stato utilizzato per 'aumentei tessuti molli per almeno 40
anni in tutto il mondo e si stima che, solo in US$meno 200000 pazienti siano stati
trattati con questo filler sintetico (Duffy D.M.0@5).

L'uso del silicone liquido per infiltrazione (olidi silicone o olio silossanico) e stato
abolito nel 1991 dalla FDA americana che ne habjimi’'utilizzo per qualsiasi uso
estetico, determinandone cosi la quasi scompatsaataato sanitario.

Tuttavia, lI'introduzione di un nuovo prodotto a éad silicone liquido, approvato
per il solo uso oculistico (trattamento del distaaella retina), consente oggi di
disporre di silicone di grado medico, che vieneddtevusato anche per finalita
cosmetiche, in contrasto con le disposizioni im.aBsistono tre diverse qualita di
silicone:

- Medicg, non piu disponibile sul mercato;

- Oftalmicg, approvato per 'uso sulluomo, limitatamente altdixo della retina (si
tratta delSilikon AlconLabs, Fort worth, Texas, U.S.A. e datfatoSi] Baush and
Lomb, Claremont, California, U.S.A. (Jodt al, 2006);

- Industriale per uso tecnico non idoneo alluso nelluomo.

Il silicone, cosi come tutte le sostanze chimiclom metabolizzabili dal nostro
organismo, quando viene introdotto nel corpo attimgorocesso di granulazione che
ingloba il materiale estraneo. L'entita volumetridal granuloma pu® variare da
soggetto a soggetto e non pud essere programmpéitanto in caso di introduzioni
di grandi volumi ne consegue la possibilita di pattcorrezione che pud essere
corretta solo chirurgicamente.

Il silicone che si usava comunemente un tempo Brailicone molto purificato che
veniva iniettato in piani molto profondi (ipodeicaio sopra fasciale) per limitare i
danni di una eventuale risposta fibrotica esaggtattavia, I'introduzione su piani
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profondi portava a due conseguenze: la prima eea @br correggere una piccola
ruga, si doveva introdurre una grande quantiteodiasza, la seconda, conseguente
alla prima, era che il prodotto infiltrato in granduantita poteva migrare, scivolando
lungo la fascia muscolare in distretti diversi daelfj inizialmente trattati. Tutto
guesto ha portato a sconsigliarne 'uso da pattendado scientifico ufficiale.

Per cid che concerne la possibilita che possa tisdarcomparsa di una neoplasia
maligna, non esiste nessuna letteratura scientfi@acolleghi il silicone al cancro.
Quando il silicone viene iniettato in grandi quentnel tessuto adiposo, puod
determinare la comparsa di masse pseudo tumorfalitde‘siliconomi”. Questo ne
ha determinato la sospensione da parte del Mioisdeila Sanita. La stessa FDA
americana non condanna l'uso di questa sostanzapmasprime parere perché non
giudica sufficienti le sperimentazioni attuali. A&lmente l'olio silossanico e usato in
molti paesi del Sud America e in molti paesi dedt Europeo per il trattamento delle
pieghe nasolabiali, per il riempimento delle rugled volto e per I'incremento del
volume delle labbra (Scimé 1., 2003).

Particelle di acido polilattico

L’'acido polilattico € un polimero sintetico appartéte alla famiglia deglo-
idrossiacidi. E' un materiale biocompatibile e immiogicamente inerte ed é stato a
lungo tempo impiegato per usi medici diversi (plee@er fissaggio 0sseo, suture
assorbibili e sistemi impiantabili di rilascio cawitato dei farmaci).

Sculptra (Dermik Laboratories, Berwyn, Pennsylvania, U.$.A. la sua forma
iniettabile. Questa formulazione é stata approvetiiagosto del 2004 dalla FDA
americana per la correzione dei segni di lipoatrédcciale associata ad infezione da
HIV (Johl S.Set al, 2006).

Fuori dagli Stati Uniti d’AmericaSculptra veniva gia usato conidler dal 1999
sotto il nome commerciale tiew-Fill.

Le microparticelle d’acido polilattico iSculptrahanno un diametro di 40-68n e
sono sospese in un gel di carbossimetilcellulosasatiio; queste particolari
dimensioni permettono di evitare la fagocitosi dat@ dei macrofagi del derma e ne

impediscono il passaggio attraverso i vasi capijlleggaar D., 2005).
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Puo essere iniettato nel tessuto sottocutaneo demeia profondo; dopo I'impianto
le microsfere d’acido polilattico vengono degradaeadualmente e alla fine
metabolizzate in CQe acqua. Durante questo processo viene proddtegene, che
garantisce una correzione del volume a lungo tegmioon un graduale aumento
dellarea depressa gia nei primi mesi dopo lire® (Vleggaar D., 2005). Per
guesto motivo & necessario evitare la completaezimme dell'inestetismo durante
l'iniezione, specialmente durante il primo trattanee(fig. 1.14).

L’effetto estetico potrebbe perdersitra i 18 d i@esi dall'iniezione dell'impianto.

Fig. 1.14:un granuloma si € sviluppato in questo paziente&i ihopo l'iniezione dbculptra

Il suo utilizzo puo essere tecnicamente difficadtos causa della formazioni di
occlusioni durante le iniezioni effettuate con agbppo piccoli, mentre l'utilizzo di

aghi piu larghi € spesso causa di ematomi (Voclizl|l004).

Microsfere di calcio idrossiapatite

Radiesseconosciuto anche confi®adianceo RadianceFN (BioForm Medical, San
Mateo, California, U.S.A.), é stato approvato d&l@A americana per la correzione
di difetti maxillo-facciali, corde vocali insuffienti e comemarker tissutale
radiografico (Johl S.St al, 2006).
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Il suo uso coméfiller cosmetico e vietato in America, tuttavia sono Orso
esperimenti per approvarne l'utilizzo per il trateento di lipoatrofie facciali e solchi
naso-labiali (Johl S.&t al, 2006).

La principale componente &adiesse la calcio idrossiapatite, presente sottoforma
di sfere di dimensioni che variano dai 25 ai 4% di diametro, sospese in un gel
acquoso con glicerina e idrossicellulosa di sodio.

L’idrossiapatite € la componente minerale dellgsper cui ha un’eccellente
biocompatibilita e non richiede preventivi testeadologici. Essa agisce come
struttura che sostiene la crescita al suo intesi@allagene (Narins N&t al, 2005)
nei tessuti molli.

Il prodotto & particolarmente viscoso, ma puo esgaettato con opportuni aghi in
distretti subdermali e intramuscolari; € importantedellare il prodotto, una volta
iniettato, tramite massaggi (Flaharty P., 2004).

Il materiale iniettato € molto pit denso rispettdessuto che lo circonda e risulta
palpabile per 2-3 mesi; successivamente la cresici@llagene ristabilisce nella
zona trattata le caratteristiche naturali di moebih.

Dopo liniezione, il gel in cui le sfere di idroapatite sono immerse viene
gradualmente assorbito e degradato dallazionecitag@ dei macrofagi nel giro di
6-8 mesi; contemporaneamente i fibroblasti, arrivatisposta del nuovo impianto,
incapsulano le sfere attraverso la produzioneldefdi collagene, impedendone la
migrazione (Flaharty P., 2004).

Le particelle di idrossiapatite vengono completai@ethegradate in calcio e ioni
fosfato nel giro di alcuni anni. L'effetto estetidara in media da 2 a 3 anni.
Evidenze radiografiche mostrano la presenza di niaggeanche 7 anni dopo
limpianto, ma escludono fenomeni di calcificaziooe di formazione di ossa
(Flaharty P., 2004).

E indicato per il trattamento delle rughe profondejchi e grinze della pelle;
sconsigliato per impianti nelle labbra a causa addignificativa incidenza di

formazioni nodulari nella sottomucosa (Johl &tXal, 2006).
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Microsfere di polimetilmetacrilato

Le microsfere di polimetiimetacrilato (PMMA) venia usate in Europa gia dal
1993 per 'aumento del volume facciale sotto il ooommerciale dirtecoll (Artes
Medical, San Diego, California, U.S.A.); lo stegsodotto fu approvato nel febbraio
2003 dalla FDA americana con il nomeAdteFill (Johl S.Set al, 2006).

Le microsfere di PMMA, di cuArteFill € composto, sono sospese in una soluzione
di collagene bovinodtelo-collagen al 3,5%, lidocaina allo 0,3% e NaCl allo 0,3%
in PBS (pH 7,3). Complessivamente le microsferepmagentano il 20% della
formulazione, mentre il collagene 1'80%.

Le microsfere hanno diametro compreso tra i 3@@}im; non piu piccole in modo
da poter essere iniettate con aghi, né piu gramdi grevenire la fagocitosi
macrofagica (Thaler M.Ret al., 2005).

L’ atelo-collagen, che serve a veicolare le microsfere di PMMA, éostaattato
chimicamente in modo da ridurne l'antigenicita; amtinque opportuno effettuare
test allergologici prima dell'iniezione (Murray C.At al, 2005).Molti autori hanno
riportato reazioni allergiche al collagene bovind leanno descritto complicanze
inflammatorie e granulomi da corpo estraneo in egaosnza dell'uso dirtecoll.

Il collagene é rapidamente degradato dalla collagiem fagocitato dai macrofagi nel
giro di 1-4 mesi; in questo stesso periodo le nsfen@ di PMMA cominciano ad
essere incapsulate dalle fibre di collagene secdze fibroblasti dellospite,
impedendone cosi la migrazione (Johl ®iSal, 2006).

ArteFill deve essere iniettato nel derma profondo o nebsatthneo, non é indicato
per il trattamento delle rughe superficiali.

La correzione iniziale fornita dal prodotto lentarteediminuisce, man mano che il
collagene viene degradato. Normalmente il 50-75% derrezione viene mantenuta
per un lungo periodo grazie alla permanenza dellerosfere. La completa
correzione dell'inestetismo richiede da 2 a 4 sessli trattamento a intervalli di 3-4
mesi 'uno dall'altro (Murray C.Aet al, 2005).

| pazienti sottoposti al trattamento devono evitam@vimenti mimici nei primi tre
giorni dopo liniezione, in modo da impedire chedantrazione muscolare possa
spingere la sostanza in profondita, nel tessuto@ataneo (Narins R.#t al, 2005).
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Il successo dArtecoll, come quello di altriller sintetici, sta nella quantita di tessuto
connettivale che viene prodotto dal paziente ipasta allimpianto; IRArtecoll
sfrutta la naturale predisposizione del corpo umadoincapsulare corpi estranei
tramite la formazione di tessuto connettivo.

Le microsfere di PMMA rimangono quindi nei tess@ti non potendo essere
fagocitate e non potendo migrare per le loro dinmemsdeterminano un duraturo
aumento del tessuto ma anche purtroppo la tendefaranare granulomi.

Piu il paziente € giovane, maggiore € la rispostbodganismo, che si riflette in un
migliore e piu duraturo effetto estetico.

In Europa é stato osservato che i risultati, iruail@azienti, durano per piu di 10

anni.

Gel di poliacrilammide

Il Formacryl é il capostipite del gruppo dei nudiliers a base di poliacrilammide
(PAA).

E un polimero acrilato iniettabile, creato e pradahizialmente in Russia, che ha la
capacita, come tuttifillers a base di PAA, di richiamare acqua dai tessutbsiranti

e di non essere riassorbito.

Viene iniettato profondamente ed e pertanto indicatitanto per il trattamento dei
solchi nasolabiali o per I'ingrandimento delle ledb

Puo essere rimosso dalla sede dellimpianto comcisione di 1-2 mm circa. In
gualche caso ha dato origine ad infezioni tardavehe 3-5 anni dopo I'impianto.
Contiene il 95% di acqua e circa lo 0,4% di acritage monomero, sostanza
irritante e probabilmente mutagena.

La Bioform che lo produceva lo ha adesso sostitaito 'Argiform. L'equivalente
del Formacryl prodotto in Italia e ilBioformacryl Quest’ultimo ha presentato gli
stessi problemi dell’'originale ed é stato a suaavebstituito da nuove formulazioni.
Tra queste troviamo: Aquamid,prodotto in Danimargacomposto per il 2,5% da
polimero reticolato poliacrilammidico e per il rimente 97,5% da acqua apirogena,;
il Dermalivee il Dermadeep

Questi ultimi rientrano nella categoria déller miscellanei di natura semi-

permanente.
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Il loro meccanismo d’azione e simile a quello Aitecoll, salvo che, anziché
utilizzare il collagene, la soluzione é costitudeacido ialuronico che ha funzione di
carrier per le particelle di acrilammide. Questa soluzigieme assorbita dopo alcuni
mesi.

Dermadeepcontiene molte piu particelle di acrilato rispettbDermaliveed é per
questo destinato ad essere impiantato soltantd sggti piu profondi, vicino al
periostio; viene utilizzato per aumentare le stingttossee della faccia ed impiantato
in sede epi-periostea; e efficace nel riempireoksd canina, la regione nasolabiale,
per 'incremento del mento e della guancia.

Tuttavia, una volta usato per riempire i difetth giescritti, le particelle e le capsule
che si formano possono determinare la formazioneumli nodulo rilevabile
palpatoriamente e a volte anche visibilmente. Thaliluli possono essere presenti
anche per i primi sei mesi dopo il trattamento espmo essere eliminati tramite
iniezioni di corticosteroidi. Alcuni autori ripoma nella loro esperienza clinica, sia
con Dermalive che conDermadeep,un indurimento notevole, se iniettato nel

muscolo o nella mucosa profonda del labbro o idganicamente (Scime I., 2003).

Destrano

Il Reviderm-Intracome ilDermalivee Dermadeepe¢ unfiller di tipo miscellaneo, in

cui le microsfere di destrano vengono miscelateamo ialuronico.

Si tratta di un gel sterile, di natura visco-elstche, dopo liniezione, stimola la
nuova sintesi di collagene endogeno da parte teolflasti dell’ospite. L’acido
ialuronico agisce come un regolatore dellumidigdlal pelle, restituendole volume
ed elasticita.

E un filler che garantisce una buona durata delleffetto twoe ma risulta
scarsamente biocompatibile ed ha una spiccata neadalla formazioni di
granulomi.

Questofiller dovrebbe essere iniettato nello spessore intradermer cui risulta
indicato per la correzione dei solchi nasolabialj & alcuni casi, nei trattamenti
mirati di aumento del volume delle labbra.

Tra le complicanze sono state riportate la compdirgaanulomi, 'indurimento della

pelle, 'edema della parte infiltrata e arrossarmtalizzati, inoltre, il destrano é
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contro indicato ai pazienti che presentano unacera a sviluppare cheloidi (Scimé
l., 2003).

Gel di polialchilimmide: Bio-Alcamid’

Proprieta chimiche e fisiche

Il BioAlcamid™, risultato della ricerca dei laboratori italiaRblymekon,nonché
oggetto di studio di questa tesi di dottorato, dnwarogeltraslucido composto per |l
4% da polialchiimmide (PAI) e per 96% da acquar@gena; rappresenta
un’evoluzione delBioformacryl, dal quale si differenzia poiché non contiene
poliacrilammide (Pacini St al, 2003, 2004).

Gli hydrogelssono deinetworktridimensionali idrofobi, insolubili in acqua ausa
della presenza darosslinkschimici e/o fisici (Fournier Eet al, 2003).

Le molecole di cui € composto BioAlcamid sono fisiente e chimicamente stabili.
E’ un gel insolubile in acqua anche ad elevate tatpre, ha un elevato grado di
elasticita, non e allergenico (Casavantes Le€Cal, 2004), ha un pH intorno a 6.9 e
non presenta monomeri (O ppm) (Lafarge ClaquetBl, 2004).

La sua caratteristica chimico-fisica principale siste nel fatto che, dopo l'impianto,
non viene integrato nei tessuti che lo circondanpes questo motivo, pud essere
facilmente rimosso.

Dunque, e umydrogelnon riassorbibile, utilizzato per ricostruzioniumgo termine
del tessuto danneggiato grazie alle sue propribta lo rendono simile ad una
endoprotesi (Pacini St al, 1997): subito dopo l'iniezione all'interno dedssuto
sottocutaneo, l'organismo ospite sviluppa una nramd molto fine di collagene
(0,2 mm circa) che avvolge il biopolimero, rendelodsimile ad una vera e propria
protesi.

Test comparativi deBioalcamid con altri hydrogels non riassorbibili ne hanno
escluso la capacita di indurre la formazione dnglami in risposta ad un processo
inflammatorio; inoltre, & stato osservato comerddotto, una volta impiantato, non

diffonda al di fuori dell'area d’'iniezione (Lafarg&aque Bet al, 2004).
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Indicazioni del Bio-Alcamid ™

Il BioAlcamid € stato utilizzato per aumentare dllwme sia di piccole e medie aree
del viso che di zone molto estese del corpo. Heéatfi, € disponibile in commercio
in tre versioni (Lafarge Claque Bt al, 2004):

- Lips, studiato per 'aumento del volume delle labbra;

- Face per la correzione degli inestetismi del viso elf@mento di zigomi;

- Body, adatto a grandi riempimenti.

Il suo utilizzo € indicato per la correzione di iadumetrie causate da traumi post-
operativi, malformazioni congenite, lipoatrofia otth da farmaci come nei pazienti
HIV* (fig. 1.15), nei casi di Sindrome di Poland e,lamé¥ledicina Estetica, per
correggere ipovolumetrie inerenti labbra, zigorichi e cicatrici.

La FDA americana ne ha riconosciuto l'utilizzo petrattamento della sindrome

d’atrofia emifacciale di Perry-Romberg (fig. 1.16).

Fig. 1.15:correzione di deficit tissutale in un caso di lipofia farmaco-indotta in soggetto HIV

Il Bioalcamid non da reazioni allergiche, pertammn € necessario fare il test di
sensibilizzazione come per il collagene. L'infedoé una complicanza infrequente,
ma si puo verificare a distanza di 1-2 mesi daffiamto; in questi casi € necessario
rimuovere la sostanza iniettata e drenare la recadetta.

Le ricerche condotte dal dott. Giovanni GuaraldirniCa delle Malattie Infettivee
Tropicali Policlinico Universitario di Modenanembro Nadir Onlus — HItetament
group) sull'utilizzo della polialchilimmide come riempib per la correzione di
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alcune delle manifestazioni morfologiche che caragtano la sindrome
lipodistrofica, fenomeno frequente nei pazientetiffda HIV trattati con una terapia
anti-retrovirale, descrivono linsorgere di alcuneomplicanze dovute a
contaminazione batterica del prodotto o alla cosgati granulomi da corpo

estraneo.

Fig. 1.16: correzione di deficit tissutale in caso di atradfaifacciale (sindrome di Parry-Romberg).

Uno studio multicentrico condotto da diversi ospiedauniversita italiane ed estere
su 2000 pazienti ha dato, invece, risultati motddsfacenti: soltanto in 12 casi
(0,6%) si sono verificate complicanze post-opeeaiinfezioni da Stafilococco) e
soltanto 3 di questi erano direttamente imputabilolimero; gli altri erano dovuti

ad inadempienze tecniche durante l'iniezione o acaaza di attenzione dei pazienti
nel seguire i suggerimenti del medico nel periodstypperatorio. | pazienti che non
avevano manifestato alcuna complicanza (1988/20869no completamente
soddisfatti del trattamento chirurgico: allesamedio i risultati estetici apparivano
eccellenti poiché gli impianti sembravano uniforneere distribuiti, senza segni di
migrazione o dislocazione, inoltre si osservavaemas di granulomi, risposta

allergica o di qualunque tipo di intolleranza (Pa8. et al, 2002).
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Alcol polivinilico: Bioinblue™

Proprieta chimiche e fisiche

Il Bioinblue™, anch’esso prodotto dai laboratori italiaolymekon & un filler
sintetico a lenta degradazione, costituito per il 6% da algolivinilico (PVA)
crosslinkatocon metodo fisico (cicli successivi di congelamestongelamentog
per il restante 94% da acqua apirogena (fig. I(Rifi et al, 2005).

Concept of PVA Hydrogel

Polyvinyl alcohol (PVA) @ Dried gel
Water r-CHz-ClH-CHz-CIH—

CH OH
Drying T l‘ﬂ’ater dipping

il Cross linkage
Irradiation b, recombination “
a of radicals
Molecular chains ____.:-""' I?r:z::a

of PVA
Keeping form of hydrogel

Radical

Fig. 1.17:la formula chimica del PVA e le varie tappe dello sohdli sintesi

Le sue proprieta fisiche dipendono dal metodo épprazione, a seconda che si tratti
di idrolisi totale o parziale del polivinil acetateariando la lunghezza della catena
inziale di polivinilacetato e il grado di idrolign condizioni alcaline o acidiche, si
ottengono prodotti con differente peso molecola28.q00-400.000), solubilita,
flessibilita, forza tensile (DeMerlis C.@t al, 2003).

La proprieta che distingue il PVA dagli altri pokm di sintesi & la sua solubilita in
acqua, dovuta all’alta concentrazione di gruppidrsgi presenti nella sua catena. Il
PVA &, quindi, un polimero altamente igroscopicd’a&qua ha un ruolo molto
importante nella determinazione delle proprietardateriale, che variano al variare
della quantita d’acqua assorbita (Nagaokat@&l, 1990).

E unfiller interamente biodegradabile che viene metabolizinesmido aceto acetico
nell'organismo (Isolyser, 1998). Studi istologi@rmo dimostrato che, subito dopo
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limpianto, il gel subisce una lenta degradazioneviene sostituito in maniera
isovolumetrica da collagene neoformato.

La lenta degradazione e favorita dalla strutturancda delfiller che ne garantisce
tempi d’assorbimento piu lunghi rispettofiélier di origine naturale, assicurando un
effetto estetico piu duraturo.

Indicazioni del Polivinilalcol

Il polivinilalcol appartiene ad una classe di paimsintetici che venivano utilizzati
gia a partire dal 1930 per applicazioni industriatimmerciali, mediche e alimentari
(food packaginp(DeMerlis C.Cet al, 2003).

Per la sua inerzia e la capacita di non indurngoste di tipo immunitario, l'alcol
polivinilico sottoforma di microsfere € ampiameniglizzato in medicina per |l
rilascio controllato di farmaci orali (DeMerlis C.@t al, 2003) e perfino come
sostituto del plasma, di cui ha la stessa pressiosmotica. La sua elevata
permeabilita all’ossigeno e flessibilitd lo rendomarticolarmente adatto alla
costruzione di lenti a contatto morbid€IBA daily disposable lepgNakamuraet
al., 2001) ed inoltre rientra nella preparazione aluzoni oftalmiche come ad
esempio le lacrime artificiali (Wade and Weller949%.

Fig 1.18:correzione dei solchi nasolabiali con Bioinblue.

Nel campo della Medicina Estetica,Bloinblue & indicato per la correzione degli
inestetismi del volto come solchi naso-labiali (figl8), aumento degli zigomi,
riempimento di cicatrici atrofiche, incremento delolume delle Ilabbra,
modellamento del naso e per il sollevamento deliitx sopraccigliare. Per quanto
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riguarda la tecnica di impianto, si puo iniettaneviari livelli cutanei: nel derma

superficiale, nel derma profondo e nell'ipoderma.

| poliuretani

Un’altra classe di polimeri sintetici, oggetto dudio di questa tesi, € quella dei
poliuretani la cui storia inizia nel 1937, quanddtoOBayer sintetizza il primo
poliuretano, ma € nel 1961 che questo polimeroevigtilizzato per la prima volta
come biomateriale, cioé come componente di un dispo biomedico (Mirkovitch
V. et al1961). Questo utilizzo ha dato pero deludentitasiued & stato abbandonato
perché si innescavano, dopo l'impianto dei polamétfenomeni di biodegradazione
e riassorbimento a livello della superficie del enatle a contatto con i tessuti, con
conseguente perdita delle caratteristiche origegndriforma e resistenza (Eberarth A.
et al. 1999). Negli ultimi anni, grazie ai progressi gouati in campo chimico, sono
stati realizzati nuovi poliuretani “biostabili” (Rthuk L., 1994), con migliori
proprieta elastomeriche e che hanno dimostratopinalta resistenza meccanica e
allabrasione, minor attrito, buona compatibilitéstitale e facilitd nell'essere
processati.

Il problema della biodegradazione dei poliuretaimtedizzati in passato e stato
superato introducendo un appropriato rapporto dcentrazione tra i segmeihard
(costituiti da diisocianatojispetto a quellisoft (poliesteri o polieterinella catena
polimerica. Recenti osservazioni sperimentali haginwstrato che polimeri con una
minore concentrazione di segmehiard hanno un numero maggiore di gruppi
carbossilici esposti sulla superficie, per cui ko maggiormente esposti a
fenomeni degradativi (Santerre J&.al 1997); per questo, poliuretani con alta
concentrazione di segmemiard vengono utilizzati con successo nella realizzazione
di ventricoli per cuori artificiali (fig. 1.19), \Weole cardiache biomorfe, protesi
mammarie, cateteri e palloni da angioplastica.

Il fenomeno della facile degradazione del PU avegibituto rappresentare un rischio
per la salute umana, dal momento che molti tipiPdi contengono diisocianati
aromatici che nellorganismo vengono convertitidiamine aromatiche che sono
tossiche e potenzialmente carcinogene per l'uonati€B Cet al, 1989; Szycher
M., 1988).
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Fig. 1.19:cuore artificiale AbioCdt (Abiomed Corp.) approvato dalla U.S. FDA nel setiee 2006.
Le membrane allinterno dei ventricoli sono in poitano (Angioflex).

Tuttavia, negli ultimi anni sono stati sviluppatlUPbiodegradabili a base di
diisocianati alifatici (Spaans CJ., 2000) che ndasciano prodotti di degradazione
potenzialmente tossici; questi elastomeri trovanpiego nell’ingegneria dei tessuti
molli per la realizzazione di impianti riassorbilml semi-permanenti (Gretzer €t
al., 2003).

| poliuretani vengono utilizzati, in particolaregrpla fabbricazione di dispositivi che
devono entrare in contatto con il sangue e, in tguasbito, si sono sviluppati
poliuretani in grado di rilasciare farmaci, comepkrina o l'aspirina, che ne
migliorano I'emocompatibilita. L’utilizzo di questinuovi elastomeri per la
fabbricazione di condotti vascolari ha permesse#dizzazione di protesi in grado di
attivare moderatamente i processi coagulativi e cdggiungono proprieta di
resistenza ed elasticita simili a quelle dei vestiurali (Miyamoto K.et al 1999,
Eberhart A.et al. 1999, Doi K. et al 1996, Okoshi Tet al 1995); inoltre, i
poliuretani utilizzati per la realizzazione di pest vascolari possono fornire un
substrato potenziale per la crescita di celluleogsidali (fig. 1.20), in modo da
ottenere un condotto vascolare in grado di simulErefunzioni biologiche
dell’'endotelioin vivo (Baumgartner J.Net al 1998; Doi K.et al1997; Liu S.Qet al
1992).
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Fig. 1.20:valvola cardiaca in poliuretano endotelizzato

I miglioramenti apportati con queste modifiche sawmunque ancora lontani dal
risolvere il problema in maniera definitiva.

La ricerca € orientata alla realizzazione di priotascolari di piccolo diametro, che
troverebbero un ampio impiego clinico nel settoedled malattie cardiovascolari
(Van Oeveren Wet al 1995).

1.4 Risposta immune all’impianto di un biomateriale

L'impianto di materiali biomedici innesca una risp® infiammatoria che e il
risultato della presenza del biomateriale e deinra chirurgico a livello tissutale.

Il materiale, riconosciuto come corpo estraneofes@auna prima inflammazione
locale non specificairimunita innaty, a cui puo far seguito una reazione
infammatoria sistemicairimunita adattativih che e diretta verso uno stimolo
e/organismo estraneo specifico ed e caratterizzataambiamenti stressogeni nel
sistema neuroendocrino e nel sistema immune (&f)1(Khansari D.Net al 1990;
Kushner l.et al 1982).

L'entita della reazione dipende soprattutto dabeatteristiche chimiche e fisiche
dellimpianto; ad esempio, quando il biomaterialiascia detriti sottoforma di
particelle di varie dimensioni, le cellule del sista inflammatorio aderiscono ad esse
ma non riescono a fagocitarle perché troppo gréidistrated phagocytosise cio
scatena il rilascio di enzimi e di mediatori chimprostaglandine, citochine, ecc.)

che danneggiano i tessuti che circondano il mdéeinapiantato.
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Fig 1.21: rappresentazione schematica della risposta infatoma innescata dall’impianto di un
biomateriale (da Thomsen €t al.2001).

In altri casi, se il materiale € inerte, viene tdaso da sottile capsula composta di
collagene e fibroblasti e non si osservano evafiitmmatori (Schoen F.J., 2004).

Le interazioni tessuto-biomateriale possono essmystrollate modificando la
chimica della superficie (ad es. addizionando $pegruppi chimici che stimolano
l'adesione o la formazione dellosso negli impiaattopedici), aumentandone la
ruvidita o porosita per facilitare il legame fisiadtessuti circostanti o introducendo
agenti surface activeche leghino chimicamente i tessuti o, ancora, zaalhdo
componenti riassorbibili che vengano sostituite tégbuto rigenerato (Schoen F.J.,
2004).

L'intensita e/o la durata della risposta infiammato caratterizza la
“biocompatibilita” di un biomateriale, intesa conikabilita di un materiale di
eseguire una specifica applicazione destando um@pigata risposta nell’ospite”(ll
Consensus Conference on Definition in Biomateri@kester, UK, 1991): fino a
pochi anni fa si riteneva che un materiale biocdibga non dovesse innescare

alcuna reazione nell'organismo ospite, né di rifin€ di riconoscimento.
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Tale concetto di inerzia totale é stato oggi abbaatb, poiché nessun dispositivo
medico che sia tollerato passivamente dallorgaojsme non stimoli
un’incorporazione ed un riconoscimento, puo asaieurla stabilita delle sue

prestazioni nel lungo periodo.

1.4.1 L'inflammazione

L’inflammazione generalmente & definita come lazi@ae di un tessuto vivente
vascolarizzato ad un danno locale. Essa servesplare, neutralizzare, eliminare gli
agenti responsabili di tale danno. In aggiuntaa essatena una serie di eventi che
possono portare alla guarigione e alla ricostitoiodel tessuto danneggiato
attraverso la rigenerazione delle cellule parenahimative, attraverso la formazione
di tessuto cicatriziale (fibroblasti) o con la candzione di questi due processi
(Anderson J. M., 2004).

Questa complessa sequenza di eventi, che coinvolgarteine ematiche, cellule del
tessuto ospite e la superficie del biomaterialemitga con la restaurazione
dellomeostasi attraverso meccanismi locali e sigteed € caratterizzata da due
stadi principali: lo stadio acuto e lo stadio comi

La risposta infammatoria di fase acute\fte phase respons@PR) rappresenta la
difesa immediata che I'organismo attiva controoitpo estraneo; si sviluppa nel giro
di pochi minuti, ore o al massimo giorni e la suzrada e intensita dipendono
dall'estensione del danno provocato dall'impiantodalla forma, dimensioni,
topografia, proprieta chimico-fisiche del biomaadgi Si parla di risposta
inflammatoria di fase cronic&lironic phase respons€PR) per indicare la risposta
che subentra quando lo stimolo inflammatorio pegsisale reazione spesso Si
sovrappone all’APR (fig. 1.21).
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Infiammazione acuta

L’APR é caratterizzata da un rapido cambiamentdinelli di proteine plasmatiche
conosciute come proteine di fase acudaufe phase proteinsAPPs). Le APPs
rappresentano un gruppo estremamente eterogenpmtéine coinvolte in varie
funzioni biologiche; in particolare, queste svolgonn’azione modulatoria sulla
risposta immune, sulla coagulazione, sulla fibigipkull'attivazione della cascata
del complemento, dei processi chemiotattici e dBomfzzazione e della proteolisi
(Koj A., 1985).

INFLAMMATORY RESPONSE TO IMPLANTS
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Fig. 1.22: andamento della risposta infiammatoria nel temga Anderson J.M., Biomaterials
Science, 2 Edition, 2004)

Durante 'APR si assiste ad un aumento nella priothezdelle APPs cosiddette
“positive”, capaci di amplificare l'infammazionesiéro amiloide-A, proteina C,
fibrinogeno, antitripsinan-1, proteine del complemento come il fattore B e C3
aptoglobine) e contemporaneamente ad una diminezaelle APPs cosiddette
“negative” come l'albumina, la transferrina e lartstiretina (Rihova B., 1996).

In questa fase si verifica il rilassamento delleepaarteriolari con un conseguente
dilatamento del lume dei vasi che comporta un faffieisso di sangue nel tessuto
danneggiato; inoltre, aumenta la permeabilita Viasece cio facilita la migrazione
dei leucociti, soprattutto neutrofili, nel sito imMnmatorio. Tale fenomeno & mediato
dall'adesione dei leucociti alle pareti dei vasgaie all'interazione con tre principali

famiglie di recettori: le selettine, le integrinengembri della superfamiglia delle
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immunoglobuline (Jones D.Aet al, 1996). L'azione principale dei neutrofili
consiste nel fagocitare microrganismi e corpo astrala fagocitosi € un processo
in suddiviso in tre fasi che comprendono il ricatiogento e la formazione di un
coniugato con lagente inflammatorio, a cui fannegwEto I'engulfment
(internalizzazione) e la degradazione o [luccisiodello stesso. Sebbene i
biomateriali generalmente non vengano fagocitatingautrofili o dai macrofagi a
causa delle loro grandi dimensioni, si verificamananque le fasi di riconoscimento
e attacco al corpo estraneo: infatti, il biomaterigiene ricoperto da proteine
plasmatiche chiamate “opsonine”, in particolare uwmaglobulina G (IgG) e la
frazione C3b del complemento, che vengono riconbsaila recettori presenti su
neutrofili e macrofagi. Altre proteine plasmatictyeali fibronectina, fibrinogeno e
vitronectina favoriscono l'adesione cellulare allgerficie del biomateriale.

La fase acuta, inoltre, e caratterizzata dalla almegazione dei mastociti con
conseguente rilascio di istamina (Zdolse&t Al, 2007; Tang Let al, 1998), che
media il reclutamento di fagociti e la loro adesiaila superficie dell'impianto, e
delle linfochine IL-4 e IL-13, che promuovono lasione dei macrofagi in cellule
giganti multinucleate (FBGCs) (Chang Dék.al, 2008).

| neutrofili hanno una breve emivita (24-48 h), wmotper cui vengono rapidamente
sostituiti dai monociti che hanno differenziatormacrofagi, la cui migrazione nel
tessuto danneggiato continua per un periodo pigduda giorni a mesi, a seconda
della persistenza del danno e degli stimoli cheattiot (fig 1.23) (Anderson J.M.,
2004).

MONOCYTE MACROPHAGE  FOREIGN BODY GIANT CELL
BLOOD TISSUE ~ TISSUE/BIOMATERIAL BIOMATERIAL
- s L
e

e — > @‘ —_— () — o

CHEMOTAXIS CHEMOTAXIS ADHESION ACTIVITY

MIGRATION MIGRATION DIFFERENTIATION PFHENOTYPIC
ADHESION SIGNAL TRANSDUCTION EXPRESSION

IMFFERENTIATION ACTIVATION

Fig 1.23: percorso dei monociti dal sangue periferico finbirérfaccia tessuto-biomateriale e
successivi stadi del loro differenziamento fino acnofagi e FBGCs (Anderson J al,, 2007).
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La fase acuta si risolve rapidamente, generalmanteeno di una settimana; in ogni

caso cio dipende dall’estensione dell'area danmggiall'impianto.

Inflammazione cronica

La risposta infiammatoria cronica e caratterizzatalla presenza di cellule
mononucleate ossia monociti, macrofagi, linfociplasmacellule e dalla formazione
di vasi sanguigni e tessuto connettivo. Essa pudficasi quando lo stimolo
inflammatorio persiste, come nel caso di un biomteche non venga fagocitato a
causa delle sue dimensioni: i macrofagi che falhsc nella fagocitosi possono
fondersi tra loro dando origine a cellule giganuliimucleate (FBGCs) (fig 1.22)
che, insieme ai fibroblasti, al collagene rilasziata quest’ultimi e ai capillari
neoformati, formando il cosiddetto “tessuto di gramione”. La formazione di
questo tessuto € un indice di guarigione: il calag e i proteogliani rilasciati
incorporano il biomateriale all’interno di una calas fibrosa che impedisce al
materiale di diffondere nellambiente circostantall® stesso tempo garantisce |l
rifornimento di ossigeno e nutrienti alle cellulelld capsula.

In altri casi, ben piu rari, il tessuto danneggidédl’impianto pud essere sostituito da
cellule parenchimali dello stesso tipo e riacquesteompletamente la sua struttura
originaria: cio dipende dalla capacita proliferatigellulare e dalla estensione del
danno (Anderson J. M., 2004).

Se il materiale impiantato diventa uno stimolo pemente, poiché subisce una
degradazione molto lenta e tanto meno viene cimndalla capsula, esso pud
indurre la formazione di un “granuloma”, che sitthigue dal tessuto di granulazione
di cui detto sopra in quanto & formato da macrofagdificati chiamati “cellule
epitelioidi” (Anderson J. M., 2004). Se il mateeia tossico, quest’ultimi falliscono
nel digerire le particelle che hanno incorporat@rcp muoiono e rilasciano
nellambiente circostante enzimi che provocanodarasi dei tessuti (Fournier Et
al., 2003).
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1.4.2 Assorbimento proteico sulla superficie del biomateale

Modulazione dell’attivita leucocitaria

In seguito al contatto del sangue con una superédificiale, il sistema emostatico
puo rispondere in diversi modi a seconda dellaraatudella durata dello stimolo.
Dalla letteratura € noto che il primo evento scattemlal contatto del sangue con una
superficie artificiale € un rapido fenomeno di ‘@fsmento proteico” che sara un
prerequisito per la successiva adesione e attimazdei leucociti e per i processi
infammatori da essi mediati. La composizione dellcato proteico € influenzata
dalla natura del biomateriale e dal tempo di egpwse. E’ stata dimostrata la
presenza di diverse proteine; alcune sono implicetenomeni di adesione cellulare
quali fibrinogeno, fibronectina, trombospondina,ttdee di von Willebrand,
vitronectina, collagene, laminina, albumina-globulina; altre sono le proteine del
complemento e fattori della coagulazione come ttofe XI, il fattore XII,
chininogeni ad alto peso molecolare e precallieeif’ stato dimostrato che
'assorbimento proteico dipende dalla chimica doesticie dei biomateriali, ed in
particolare lo strato di proteine assorbite, il ofipla quantita e lo stato
conformazionale delle proteine stesse a loro vaiftluenza il comportamento
macrofagico in termini di adesione, attivazioneusidne in FBGCs e quindi, in
ultima analisi, I'entita e la durata del processfiammatorio. E’ noto che alcune
proteine plasmatiche come il fibrinogeno, la fibgotina e I'immunoglobulina G
(IgG) hanno la capacita di promuovere vitro e in vivo adesione e rilascio di
citochine, mentre l'albumina e altre proteine temal@ rendere inerti le superfici su
cui sono adsorbite (Collier T.@t al 2001).

Recentemente é stato dimostrato che I'assorbindirilorinogeno causa un aumento
nella produzione monocitaria delle citochine pranfmatorie IL-I e IL-18 e anti-
inflammatorie come IL-10, oltre a modulare l'esmiese dell’antigene CD14 e
I'apoptosi/necrosi (Gretzer @t al 2000). Inoltre, anche la fibronectina pud ingurr
un significativo aumento nella produzione di ILfldellule macrofagiche (Schmidt
D.R. et al 2006); e stato osservato che un ruolo criticolegahme tra i recettori
integrinici e le proteine plasmatiche si esplicakaaerso un aumentato livello di
fosforilazione tirosinica di una proteina di 76 kQ@p76), che risulta associato ad un
aumento nell’espressione dellmRNA codificante perl (Lin T.H. et al 1994).
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Questa interazione proteina-recettore e in gradaedérminare l'attivazione del
fattore di trascrizione nucleare kappa B (RB) e la fosforilazione tirosinica della
tirosin chinasi Syk, eventi molecolari che potrabbavere un ruolo cruciale nella
cascata di trasduzione del segnale che determimasierizione del gene di IL-1 (Lin
T.H. et al 1995).

L’effetto dell'assorbimento proteico sulla formaaeodelle FBGCs resta da definire;
e stato osservato che le FBGCs tendono a formausifgeilmente su superfici
sintetiche ruvide e idrofobiche e piu difficilmentel caso di superfici anioniche
(Behling C.A. et al1986). Inizialmente, non sembrava esservi corn@i@z tra la
formazione delle FBGCs e la presenza di determipadéeine (come ad esempio
albumina, C3b, fibronectina, 1gG, trombospondinapwectina e VWF), tuttavia uno
studio piu recente supporta I'esistenza di un rungtta formazione delle FBGCs da
parte delle proteine assorbite, in termini di prmdoe sia citochinica che di
espressione dei recettori di membrana integrihu@ 2; tali proteine sono implicate
nelle interazioni cellula-cellula che favoriscor fusione (McNally A.K.et al
2002).

Le interazioni specifiche tra le proprieta chimiigiehe dei materiali e |l
comportamento macrofagico restano ancora da chiajr solo attraverso una
maggiore conoscenza dei meccanismi alla baseadfaabmeno, si potra ottenere un
miglioramento dei biomateriali utilizzati per lastauzione ddevicesbiomedici.

Un importante studio in questo ambito e stato cttodmodificando chimicamente
una superficie base di polietilene tereftalato (PEAr indagarne gli effetti in vitro su
monociti  umani: tali modificazioni sono state reafite mediante
fotopolimerizzazione che ha consentito di ottersengerfici idrofobiche, idrofiliche,
anioniche e cationiche, che hanno dimostrato uadyzione citochinica selettiva da
parte di monocitimacrofagi (Brodbeck Wek al 2002). E’ stato dimostrato che
l'espressione della citochina anti-infiammatoria-1Q risulta significativamente
aumentata nelle cellule aderenti alle superficiofolbiche e anioniche, mentre
l'espressione di IL-8, citochina ad azione notoeste proinflammatoria, risulta
significativamente diminuita; inoltre, le superfidrofobiche e anioniche hanno
indotto un aumento nella percentuale di cellulepapiiche e una diminuzione nella
percentuale di adesione e di fusione in FBGCs e tgle ragione, risultano avere
notevole capacita anti-inflammatoria che potreblb@sentire un aumento nella

biostabilita e biocompatibilta ddevicessintetici
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Ruolo delle proteine del complemento

Il sistema del complemento, costituito da oltrep80teine plasmatiche, rappresenta
un effettore critico nella risposta inflammatoriaceinvolge tre distintpathways
classico, alternativo ed il piu recentemente désctiectin pathwa).

La via classica € attivata dagli anticorpi legdfaatigene e quindi fa parte della
risposta umorale acquisita.léictin pathwaye indipendente dagli anticorpi in quanto
viene innescato dal legame della lectina legantmahnosio (MBL) o ficolina a
specifici carboidrati presenti sulla superficie dacrorganismi (Nilsson Bet al,
2007). La via alternativa pud essere attivata efiérun componente del sistema,
attivato spontaneamente, lega la superficie diampa estraneo; questa reazione fa
parte dellimmunita innata.

L’attivazione della cascata del complemento avviégmeseguito al contatto del
sangue con il biomateriale e ha un ruolo fondanentel reclutare cellule
fagocitiche che possano distruggere e digerirenfriiso”; e stato osservato che,
inizialmente, l'attivazione si realizza tramiteM&a alternativa che puo essere seguita
da quella classica.

La via alternativa (fig 1.24) e innescata da unlmamento conformazionale di una
piccola porzione di molecole C3 che risulta netbiisi di un gruppo tioestere e nella
formazione di una forma attivata di C3, chiamatédHz®) (“C3-water”), che leghera

il fattore B. Il complesso C3@#®)-B e un substrato per il fattore D, una serina
proteasi che taglia la proteina B formando la C3#@h&vertasi che tagliera molte
molecole C3 a formare C3b. Quest’ultime si legaovatentemente alla superficie
del corpo estraneo, soprattutto materiali a baseltlilosa o nylon; il riconoscimento
di C3b da parte del fattore B ed il successivoidadg parte del fattore D generano la
cosiddetta fase di amplificazione in cui vengonodotte moltissime C3 convertasi
e, di conseguenza, moltissimi frammenti C3b cheairseinno la superficie del
biomateriale e richiameranno le cellule fagociticlheoltre, la C3/C5 convertasi
agisce sulla proteina C5 generando i frammenti €5@5b. C5a & un potente
mediatore dellinflammazione: insieme a C3a fa @adelle anafilotossine che
stimolano il rilascio di istamina da parte dei no&#i e causano la contrazione dei

muscoli lisci che determina 'aumento della perni@&abvascolare; in aggiunta C5a
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si lega a specifici recettori su neutrofili e momipcstimolando la chemiotassi di

gueste cellule nel sito danneggiato.

Alternative Pathway

active site thinester

Biomateriul

Fig 1.24: rappresentazione schematica dei processi coinvdifiattivazione del sistema del
complemento indotta dall'impianto di un biomateziéda Gemmel C.H., 1997).

La produzione di C5b determina la formazione dcamplesso macromolecolare di
proteine chiamato MAQmembrane attack complexche distruggono il doppio
strato lipidico determinando la morte della celldarsaglio. In alcuni casi C5,
piuttosto che essere converito in C5b dalla C5 edasi, pud essere modificato da
agenti ossidanti (MD,, anione superossido), originando Gide-che si lega a C6; il
complesso ossidato C5-C6 puo legare C7, C8 e Gfmafe la forma litica di MAC
(Johnson R.J., 2004).

In relazione alla natura della superficie del mater la proteina C3b, in alternativa,
pud andare incontro a un processo di inattivazioawlizzato dal Fattore | in
presenza del Fattore H che porta alla formazion€2hb, inibendo la conversione di
C5 che terminerebbe nell’attivazione del complement

La via classica del complemento si distingue dallgy®ecedentemente descritta
poiché é iniziata dall'attivazione del complesso, ®a comporta in ogni caso
'assemblaggio delle convertasi classiche C3/C5opsbnizzazione dell'agente
inflammatorio (Johnson R.J., 2004).

| prodotti di attivazione del complemento modulateerse funzioni macrofagiche e
processi inflammatori: le proteine C3b o iC3b, ab#e sulla superficie del
materiale, risultano ligandi per i macrofagi ateeso i recettori di membrana CD35
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0 CD11/CD18 e CD11c/CD18 rispettivamente. | fatsolubili come Cb5a, d’'altra
parte, sono in grado di stimolare la chemiotassicdeitaria, l'adesione e la
secrezione di specie reattive dellossigeno e dbchine durante la risposta
inflammatoria (Kao W.J. 1999).

L'importanza dell'assorbimento delle proteine deimplemento sulla superficie del
biomateriale deriva anche dalla recente dimostn&zidi un loro coinvolgimento
nella formazione di trombi in seguito allimpiantda reazione trombotica al
biomateriale, che si verifica soprattutto nel cdsprotesi cardio-vascolari, richiede
oltre al sistema del complemento, l'attivazione sistema estrinseco ed intrinseco
della coagulazione, del sistema fibrinolitico, distema di generazione della chinina
e la presenza delle piastrine (Anderson &ial, 2007).

Le piastrine, o trombociti, sono elementi cellulamatici privi di nucleo, di forma
discoidale, con diametro compreso tra 3am(fig. 1.25); esse non sono cellule vere
e proprie, ma frammenti citoplasmatici dei megaxati, precursori di grosse
dimensioni presenti nel midollo osseo (Gorbet MeBal, 2004).

Fig 1.25: fotografia al SEM (Scanning Electron Microscopepidstrine adese alla superficie di un
biomateriale.

La principale funzione delle piastrine e quellantintenere lintegrita della parete
vasale. A tal fine, esse sono capaci di attivarseguito di modificazioni del flusso
ematico o della matrice sub-endoteliale dei vasaderire alla parete vasale,

aggregarsi tra loro (aggregazione omotipica) escite all’esterno il contenuto dei
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loro granuli citoplasmatici (ADP, serotonina, adikma). In passato, il meccanismo
alla base dell'attivazione piastrinica in rispostabiomateriali si riteneva fosse
innescato o dalla produzione di trombina, dovutatéVazione della via estrinseca
della coagulazione, o dal rilascio di ADP da paté globuli rossi danneggiati e
delle stesse piastrine. Negli ultimi anni si € o&s® che le piastrine hanno un
recettore per la proteina del complemento C1q;redettore puo indurre attivazione
delle glicoproteine GPIlIb/llla e I'espressione dis&lectina (Peerschke Egdt al
1998), una proteina di membrana che interagendoilqgmoprio ligando (PSGL-1,
CD162), presente sulla superficie di neutrofili enociti, favorisce il formarsi di
aggregati eterotipici tra piastrine e globuli bianc

La formazione di questi coniugati ha come effetioindrementare la reazione
cellulare inflammatoria ed il danno tissutale lecain quanto linterazione tra
piastrine e fagociti aumenta su questi ultimi l'egsione del complesso integrinico
CD18/CD11b e, come conseguenza, ne favorisce l@aesll'endotelio infammato
e la migrazione all’interno dei tessuti.

L’interazione eterotipica tra piastrine e altriitiellulari pud svolgere un ruolo anche
nelle fasi iniziali della risposta immune; infatéi, stato recentemente osservato che
I'espressione del CD40-ligando sulla superficigidstrine attivate puo servire come
precoce segnale co-stimolatorio per la rispost@edlule dendritiche ad antigeni
tissutali. Queste evidenze inducono a ritenerelaliermazione di aggregati leuco-
piastrinici possa avere un significato fisiopatadage prognostico nell’evoluzione di
alcune condizioni cliniche caratterizzate da uend#a reazione infiammatoria
tissutale (ad esempio, al momento della riperfusianiocardia dopo circolazione
extracorporea).

E’ stato osservatan vivo che l'assenza di adesione piastrinica sulla supertli
dispositivi artificiali non preclude il processo ditivazione (Gemmel C.Het al
1995); infatti, le strategie adottate per minimizd&adesione, come ad esempio
'immobilizzazione sulla superficie del materialepdlietiiene ossido (PEO) in grado
di ridurre l'assorbimento proteico, non si sono astnate sufficienti nel prevenire

fenomeni trombogenici.
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1.4.3 Cellule effettrici della risposta inflammatoria

| monociti

| monociti rappresentano circa il 5-10% dei leutiade| sangue periferico e derivano
da un precursore mieloide nel midollo osseo (Feigal., 2006); essi vengono liberati
nel torrente circolatorio e da qui migrano nei téiss’emivita dei monociti nel
sangue é relativamente breve, circa un giornoam {Van Furth and Cohn, 1968) e
tre giorni nelluomo (Whitelaw, 1972); cio € dovuab fatto che essi si trasformano
continuamente in macrofagi o cellule dendritich€}@er garantire il mantenimento
del’lomeostasi durante I'inflammazione, svolgendoruolo critico sia nellimmunita
innata che in quella acquisita (Ziegler-Heitbro2800).

Tuttavia, numerosi studi evidenziano che i macrofagalcuni organi si auto-
rinnovano senza l'introduzione di precursori dalgae (Gordon and Taylor, 2005).
Ad esempio, i macrofagi presenti nei polmoni e enelie aeree non vengono
rimpiazzati dai monociti del sangue in seguito @cpdure di irradiazione in cui si sia
avuta cura nel non danneggiare la vitalita deiymsari locali radiosensibili (Tarling
et al, 1987); allo stesso modo, la deplezione dei mindel sangue non influisce
sulla quantita dei macrofagi alveolari (Sawyetr al, 1982). Al contrario, la
ripopolazione dei macrofagi polmonari con monodél sangue si osserva soltanto
guando viene effettuata l'irradiazione totale delpo, in seguito alla quale vengono
eliminati i precursori locali (Gordon and TaylorQ@5). Quindi, il concetto che i
monociti diano luogo ai macrofagi in tutti gli orgadel corpo durante
un’inflammazione é stato abbandonato.

Recentemente molte ricerche si focalizzano sull@prensione dei meccanismi e
delle molecole coinvolte nel reclutamento dei mathemel loro differenziamento in
vari tessuti (Imhof and Aurrand-Lions, 2004; Gordand Taylor, 2005). Il destino
differenziativo dei monociti si divide essenzialrteeim due strade: molti diventano
macrofagi, mentre altri si sviluppano in cellulendatiche (Leoret al, 2005).

| macrofagi degradano i materiali che ingeriscddelémarreet al., 2005), non sono
capaci di presentare gli antigeni o iniziare urgpasta mediata dalle cellule T
(Albert et al, 1998; Junget al, 2002; Zammitet al, 2005), rilasciano una grande
quantita di citochine quando vengono attivati elgwo un ruolo importante

nell’eliminazione a livello locale delle cellule me nei tessuti inflammati e non
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(Savill et al, 2002). Al contrario, le cellule dendritiche hanana scarsa capacita
proteolitica (Delamarret al, 2005), ma sono in grado di internalizzare gtigani,
processarli e presentarli tramite le molecole deimglesso maggiore di
istocompatibilitd (MHC) ai linfociti T (Trombettet al, 2003).

Macrofagi e DCs hanno distinte proprieta migratorienacrofagi rimangono piu
facilmente nei tessuti, le DCs invece migrano dastiti periferici agli organi linfoidi
per interagire con le cellule T e indurre la riggasamune (Randolpét al, 2005).
Recentemente e stato dimostrato che I'adenosinaucleoside endogeno rilasciato
nello spazio extracellulare in condizioni di stre@sstabolico associate ad ischemia,
infammazione e danno cellulare, influenza la matione dei monociti umani
(Hasko G.et al, 2007). La prima evidenza di cid0 & stata la dimazsone che
ladenosina deaminasi incrementa la sua attivitéaambe gli stadi precoci del
differenziamento monocitico, mentre la sua inibmaacausa un ritardo nel processo
di maturazione di queste cellule (Fischer al, 1976). Sembra che elevate
concentrazioni di adenosina esogena prevengantieitehziamento dei monociti in
macrofagi e provochino l'arresto dei monociti inoustadio in cui sono caratterizzati
dallavere molte funzioni accessorie ed un fenotgmile a quello delle cellule
dendritiche (fig 1.26) (Najaet al, 1990). L'adenosina influenza la maturazione dei
monociti anche promuovendo la formazione di cellgganti multinucleate
attraverso la stimolazione del recettorg #entre l'interazione conAmpedirebbe
la formazione delle cellule giganti (fig. 1.26) (Mket al, 1997).

Proliferation Giant cell

A;::Ienusine

{
Dendriticcell .=
i__:'_;E'L__‘_

Fig 1.26: effetti dell'adenosina sulla maturazione dei matigda Hasko Get al, 2007).
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| meccanismi intracellulari attraverso i quali ice¢tori adenosinici influenzano la
maturazione dei monociti rimangono ancora da al@agirappresentano proprio per
guesto un’importante area di ricerca per il futurea conoscenza piu profonda della
funzione di questi recettori potrebbe portare alduppo di nuove terapie per le
malattie infiammatorie (Hasko @t al, 2007).

Gli eventi trascrizionali che controllano tdmmitmeritdei monociti in macrofagi o
cellule dendritiche sono poco conosciuti. Recenteene® stato proposto che |l
differenziamento in cellule dendritiche potrebbsegs stimolato da elevati livelli del
fattore di trascrizione PU.I, appartenente alla ifgim Ets, insieme alla down-
regulation del fattore bZip specifico dei monoait#crofagi (Bakri Y.et al, 2005;
Kelly I.M. et al, 2000). Inoltre, esperimenti in vitro hanno ditmato che il
differenziamento dei monociti in macrofagi e asatiiall’attivazione delle caspasi,
che non si osserva nei monociti che diventano DN&s.topi la delezione del gene
della caspasi-8 nei precursori mielomonocitici bbbda formazione dei macrofagi,
senza influire sul numero delle cellule dendritiehdei granulociti (Kang T.Eet al,
2004). Le caspasi, proteasi aspartato-specifiche@lgeno un ruolo fondamentale
nella morte cellulare per apoptosi ma non solo:e eagiscono anche nella
maturazione delle citochine, nell'attivazione dedlellule T, nella migrazione e
motilita e nel differenziamento cellulare (Launaye$al, 2005).

La differente espressione di marcatori cellularneal CD14 (parte del recettore per
il lipopolisaccaride) e il CD16 (anche chiamatoyRil) ha portato i ricercatori a
suddividere i monociti del sangue in due sottoclasscosiddetti “classici”
CD14/CD16, che rappresentano pitl del 95% della popolazidrlante in un
individuo sano, e i monociti “non classici” CD14CD16" (Passlick Bet al, 1989;
Ziegler-Heintbrock H.W.et al, 1993). Queste sottoclassi differiscono in diversi
aspetti, compresa I'espressione di diverse moled@ldesione e di diversi recettori
per le chemochine (CCR).

| monociti “classici” esprimono CCR2, CD62L (L-selma) e FgRI (CD64),
mentre l'altra sottopopolazione manca del CCR2esgmta un alto livello di MHC-II
e di FgRIl (CD32) (Ziegler-Heintbrock H.Wet al, 1993; Weber Cet al, 2000;
Geissmann Fet al, 2003; Ancuta Pet al, 2003; Gordon S. e Taylor P.R., 2005).
Entrambe le sottoclassi esprimono il recettore Ipefractalking CX3CR1, ma i
monociti CD1#"/CD16" ne esprimono livelli piti elevati (Ancuta Bt al, 2003;
Geissmann Fet al, 2003).
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Esiste una terza popolazione intermedia tra le shyga citate, CDI4CD16’, che
differenzia in vitro diversamente dai COY4CD16" (Grage-Griebenowet al, 2001)

e probabilmente si tratta del subset di monocitl6Trhe esprimono CCR5 (Ancuta
P.et al, 2003).

L’interesse per i monociti CDI& in parte alimentato dallosservazione di un loro
aumento nel sangue durante i fenomeni inflammataranche nei soggetti affetti da
HIV (Pulliam L. et al, 1997), arterosclerosi (Schlitt Aet al, 2004), artrite
reumatoide (Baeten C.kt al, 2001) e cancro (Saleh M.t al, 1995).

Il loro aumento durante la risposta inflammatorafatto presupporre il loro attivo
coinvolgimento nel processo ed erroneamente inlguiari si fa riferimento a tale
classe chiamandoli monociti inflammatori (Tackefd Randolph G.J., 2006).
Tuttavia tale definizione appare inappropriata; toglo la controparte dei CD16
detta Ly6C/Gr-1°", non migra verso il sito bersaglio in seguito aflammazione
(Geissmann Fet al,, 2003; Sunderkotter @t al, 2004; Qu C.Fet al, 2004).

Studi in vitro hanno dimostrato una certa predisposizione dee pdet monociti
CD16 a differenziarsi in cellule dendritiche presentafiaintigene (Grage-
Griebenow Eet al, 2001; Randolph G.&t al, 2002).

Senza maggiori conoscenze circa la localizzaziongivo di tale sottoclasse di
monociti risulta difficile contestualizzare i risati ottenutiin vitro. Capire quale
delle diverse sottoclassi di monociti umani diffegi@o in DCin vivo e piuttosto
complesso; risulta evidenie vitro che un importante ruolo in tale fenomeno e svolto
dal fenotipo della coltura monocitaria testata ifat#ori introdotti.

| monociti CD14/CD16, coltivati su un modello modificato di tessuto
ingegnerizzato equivalente all’epidermide umanagdd@o a differenziarsi in cellule
di Langerhans (Schaerli Ret al, 2005), tipiche cellule dendritiche epidermali,
caratterizzate da un’importante funzione nel preser’antigene.

Al contrario, in assenza di rivestimento epidermatea in presenza di cellule
vascolari endoteliali, i monociti CD1@liventano DCs (Randolph Gek al, 2002).

| macrofagi
Sono una popolazione eterogenea di fagociti moreatic e si trovano
ubiquitariamente in tutto il corpo; svolgono un lkuamportante nellorganizzare ed

eseguire diversi processi omeostatici, immunologecinflammatori (Mosser, 2003;
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Stout & Suttles, 2004). Proprio grazie alla lorestdbuzione in diversi tessuti
corporei, rappresentano una linea di difesa immadi@ntro l'attacco di agenti
estranei, prima ancora che si verifichi la migraei@ei granulociti neutrofili nel sito
danneggiato. | macrofagi neo-formati, chiamati nwimo originano da cellule
staminali progenitrici presenti nel midollo oss&afto et al, 1996; Valledort al,
1998). Dopo aver differenziato, in seguito al'esp@ne alle citochine locali come
il GMCSF (granulocyte-macrophage colony-stimulatfagtor), IL-3 (interleuchina
3) e MCSF (macrophage colony-stimulating factaasclano il midollo osseo ed
entrano nel sangue, dove vengono ulteriormententatto con una grande quantita
di molecole regolatorie (citochine, chemochine, @mmn acidi grassi,
immunoglobuline) che influiscono sulle loro caratigiche funzionali e fenotipiche
(Hasko G.et al, 2007). Dopo una permanenza media in circolo -8i diorni, i
monociti trasmigrano attraverso i pori delle cal@ndoteliali per “diapedesi’ e si
infiltrano nei tessuti dove differenziano in ma@agit Qui assumono caratteristiche
tessuto-specifiche indotte da stimoli locali: sidwsi una grande varieta di macrofagi
tissutali, per ragioni storiche definiti in varioonho (ad es. cellule di Kuppfer nel
fegato) o con denominazioni che ne indicano la ibme primaria (ad es. cellule
microgliali nel tessuto nervoso, osteoclasti neBo).

Le funzioni biologiche dei macrofagi attivati somumerose e ben analizzate
(Gordon S., 2003; Mosser D.M., 2003; Stout R.Du#l&s J., 2004).

Sono gli elementi cruciali della cosiddetta rispostmunitaria innata, inoltre, grazie
alla cattura e al processamento degli antigenijtevarincipalmente dalle cellule
dendritiche, attivano altri meccanismi di difesa. darticolare, I'esposizione sulla
superficie dei fagociti del complesso maggioretdéempatibilita, di molecole co-
stimolatorie e il contemporaneo rilascio di medistome citochine e radicali liberi,
inducono [lattivazione dei linfociti (Unanue E.R1984), che rappresentano
'elemento specifico della risposta immunitaria @perano con i macrofagi nel
riconoscere ed eliminare i patogeni. La successigaluzione del processo
inflammatorio € coordinata da mediatori endogeniagerso una via altamente
organizzata (Duffield J.S., 2003; Gilroy D.\&t al,, 2004; Wells C.Aet al, 2005).

Tali fattori bloccano la migrazione dei leucocitierso l'area inflammata,
diminuiscono la vasodilatazione e la permeabili@scolare ed effettuano la
rimozione dei neutrofili, del’'essudato e dellariita, ristabilendo cosi l'integrita

funzionalita del tessuto infiammato.
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Il ruolo dei macrofagi nello sviluppo del tessutogdanulazione e nella guarigione
della ferita intorno allimpianto non e stato are@ompletamente chiarito e merita
ulteriori studi. | macrofagi vivono molto di piuspetto ai leucociti polimorfonucleati
(PMN) e si stanziano nellinterfaccia tessuto-inmpéaper lunghi periodi di tempo.
Alcuni studi clinici hanno dimostrato che la lorermanenza nell'interfaccia con
protesi ortopediche, vascolari e cardiovascolagstende per oltre 15 anni (Miller
K.M. and Anderson J.M., 1988).

| macrofagi sono particolarmente ricchi di enzimosomiali e questo spiega la loro
capacita deliminare il materiale organico che ha terminatrdprio ciclo vitale (ad
esempio cellule senescenti) o che presenta alberiadistruttura (ad esempio globuli
rossi rivestiti da autoanticorpi) e diegradare i microrganismi ingeriti

Queste funzioni richiedono l'adesione a cellule iateddalle molecole CD11b e
CD11c, ladesione alla matrice extracellulare ntediglal recettore per la
fibronectina, fenomeni di endocitosi, fagocitosamtidody-dependent cell mediated
cytotoxicity (ADCC) mediate dal recettore per il frammento FclleddgG
monomeriche (R®RI o CD64) e per il frammento Fc delle IgG moditea formare
immunocomplessi (FRIII, CD16).

L'endocitosi e la fagocitosi sono favorite anchéadaresenza sulla membrana dei
recettori per le frazioni C3b e C3d del complemengpettivamente CR1 (CD35) e
CR2 (CD21).

Altri importanti markers macrofagici (fig 1.27) soil CD14, il CD31, iICD36 e il
CD68.

I CD14 e una glicoproteina di 50-55 kDa ancoralla auperficie macrofagica
mediante una molecola di glicosil-fosfatidil-inadd e rappresenta il recettore per il
lipopolisaccaride (LPS) e per la proteina legaritd3 (LPS binding proteih
(Grunwald U.et al.1996), oltre ad essere un marker di differenziamé@tegler-
Heitbrock HWL et al,1993). Tale recettore viene utilizzato dai maagofnel
riconoscimento ed eliminazione delle cellule aptiphe (Flora P.K. and Gregory
C.D., 1994; Devitt Aet al, 1998; Molfatt O.D.et al, 1999; Schlegel R.Aet al,
1999). Il CD14 ha la capacita di interagire coosfélipidi (Yu B.et al, 1997; Wang
P.Y.et al, 1998; Wang P.Y. and Munford R.S., 1999; Sugiydmand Wright S.D.
2001) e sfrutta tale capacita per riconoscere aréetp fosfatidilserina (PS) espressa
sulla superficie delle cellule apoptotiche (Deittet al, 2003).
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E’ necessario ricordare che l'apoptosi rappresemtapossibile meccanismo per
modulare la presenza e l'attivita delle cellule radé al biomateriale e quindi, in

ultima analisi, per influenzare I'esito dell'impian
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Fig. 1.27:alcuni dei diversi recettori espressi sulla supgfidei monociti/macrofagi.

E’ stato dimostrato che la chimica di superficidluenza lo strato di proteine
assorbite che, interferendo con l'espressione gemonocitaria, regola non solo
l'adesione e lattivazione ma anche il processopépao (Brodbeck W.Get al
2002). In particolare, un ruolo rilevante nellirmone di apoptosi e stato attribuito al
TNF-0, mentre IL-4 é stata individuata come principagerde responsabile della
resistenza all'apoptosi. Il meccanismo d’azione lidi4 infatti, da una parte,
comporta una diminuzione nella produzione di TiNFe dall'altra favorisce la
fusione dei macrofagi in FBGCs, fenomeno osservat@orrelazione con una
riduzione del livello apoptotico delle cellule adeti (Brodbeck W.Get al 2001).
Inoltre, la fagocitosi delle cellule apoptoticheppdame il rilascio di mediatori
dellinflammazione, inducendo la secrezione deitaahina proinfammatoria IL-10
(Gretzer Cet al, 2002).
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In letteratura, il ruolo dell'apoptosi in assoc@zé all'impianto di biomateriali
controverso. Per la maggior parte degli autori tpugsotrebbe avere un ruolo
nettamente positivo se intesa come un meccanismocohsente di ottenere un
aumento della biostabilitén vivo dei materiali impiantati (Brodbeck W.&t al
2001). Altri autori, al contrario, assumono una ipoge totalmente opposta
ritenendo I'apoptosi dei monociti aderenti un pssmedeleterio per la buona riuscita
dellimpianto; [leliminazione di fagociti al livedl della sede di impianto
comporterebbe, in effetti, un abbassamento defieselidell’organismo ospite da
eventuali infezioni batteriche (Shive M.&.al, 2002).

I CD36 e una glicoproteina di membrana espressgli netadi tardivi del
differenziamento macrofagico, ma anche in altii¢gdlulari ossia cellule endoteliali
della microvascolatura, eritrociti, piastrine elalel del tessuto epiteliale mammario
(Greenwalt D.Eet al, 1992). Si tratta di un polipeptide di 53 kDa slelge diverse
funzioni, a seconda del tipo di cellula da cui eeespresso; ad esempio nelle
piastrine agisce come recettore per le proteinia aehtrice extracellulare collagene
e trombospondina, mentre negli eritrociti infetdai Plasmodium falciparunmedia
'adesione alle cellule endoteliali dei capillaun fenomeno che contribuisce alla
mortalita per malaria negli uomini.

Recentemente e stato scoperto che il CD36 macpafagicoinvolto nella fagocitosi
di neutrofili e linfociti T apoptotici, agisce daaettore per le lipoproteine ossidate di
bassa densita e per gli acidi grassi. La regolazaeil'espressione di CD36 durante
il differenziamento monocitico in termini di attziane genica, di modificazioni
post-trascrizionali e post-trasduzionali e di tasp intracellulare non sono state
ancora del tutto chiarite; nelle linee cellularimaitarie 'espressione di CD36 viene
indotta con gli esteri del forbolo, anche se stamrano cinetiche differenti in base
al tipo di linea utilizzata: cido indica che la rdagione dipende dallo stadio
differenziativo cellulare (Alessio Met al, 1996).

Il CD31 (Platelet Endothelial Cell Adesion MolecoleRECAM-1) viene espresso
soprattutto dalle cellule endoteliali, ma la supressione € ben documentata anche
nei macrofagi. La sua funzione principale & quéilamediare I'adesione cellula-
cellula; un recente studio ha dimostrato la suagmea nei macrofagi intratumorali,
rendendolo un potenziale marker diagnostico psaitoma vascolare (McKenney
J.K.etal, 2001).
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Il CD68 o0 macrosialina € una proteina macrofagltan@ente glicosilata localizzata a
livello intracellulare, precisamente nella membradai lisosomi; essa infatti
appartiene alla famiglia delle proteine LAMRy§osomal-Associated Membrane
Glycoprotein). E’ stato dimostrato che le sue proprieta funzibeono associate a
cambiamenti nel grado di glicosilazione (da Silv& Rt al, 1999); riveste un ruolo
importante nella fagocitosi specializzata da pa®e macrofagi tessutali, sia nel
metabolismo lisosomale intracellulare, che a livedktracellulare nelle interazione
cellule-cellula e cellula-patogeno (Holness Getal, 1993).

Presumibilmente lo stadio differenziativo terminalei macrofagi, peraltro non
obbligatorio, € rappresentato dalle cellule gigamtitinucleate che si osservano nel
tessuto di granulazione.

La formazione delle MGC coinvolge diverse molecté cui IL-4 e fattori come
TREM2, CD44 e il recettore nucleotidiceX® (Lemaire L.et al, 2006).

In risposta alle diverse citochine e ai diversidmthi liberati durante un’infezione, i
fagociti mononucleati esprimono diverse proprietinzfonali ed una diversa
polarizzazione (Gordon S., 2003; Gordon S. anddréyIR., 2005; Meghari &t al,
2007; Helming L. and Gordon S., 2007).

E per questo che si tende a classificare i macrafagellule M1 o M2 (fig. 1.28),
quasi per rispecchiare la nomenclatura che distinglinfociti T CD4 in Thl
(infammatori, attivano i macrofagi) e Th2 (adiutarattivano le cellule B). La
classica attivazione dei macrofagi M1 e guidataN&y da solo o in aggiunta a
stimoli microbiali (es. LPS) o ancora in presenzaitbchine (es. TNF: e GM-
CSF). IL-4 e IL-13 non sono solo semplici inibitaiell'attivazione macrofagica in
senso M1, ma anzi inducono l'attivazione in sensb(Meghari Set al, 2007).

Con il nome M2 si vuole descrivere tutti quei mdago che non hanno subito la
classica attivazione M1, ossia quelli attivati @eposizione a IL-4 o IL-3, immuno-
complessi, IL-10, glucocorticoidi o0 ormoni secostdr (Gordon S., 2003; Gordon S.
e Taylor P.R., 2005).

Si e visto recentemente che [lactivina A e IL-21duoono un’attivazione
macrofagica in senso M2 (Gallina @t al, 2006; Kzhyshkowska &t al, 2006;
Ogawa K.et al, 2006; Pesce &t al, 2006).

Un ruolo importante nella diversa polarizzazionecrogagica € anche svolto dal
recettore per le chemochine CCR4; i macrofagi CCR@no indirizzati verso la
polarizzazione M2 (Ness T.kt al, 2006).
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In generale le cellule M1 e le varie forme di M2hha chemochine e recettori per
chemochine differenti (Mantovani &t al, 2004).

Le cellule M1 hanno un fenotipo IL-19 1L-23"9" |L-10°". Sono efficienti
produttori di molecole effettrici (reattivi dell'sgyeno e intermedi dell’azoto) e
citochine inflammatorie (IL-g, TNF-u, IL-6), inoltre partecipano come induttori ed
effettori nella polarizzazione dei linfociti T CDdaive in senso Thl e mediano la

resistenza contro parassiti intracellulari e tuniptantovani A.et al, 2007).

M1 polarization M2 polarization |
LPE + [FNy IL-4/1L-13, glucocarticoids, TGFR
Type | inflarmmaticn Type Il inflammation
Tesue destruction Tessue remadelling and angicgenesis
Killing of mntracebular parasites Parzsite encapzulation
Tumar resistance Tumer promation

L= 20 [ -2afeh, TREheh. g ghak )y g
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JL=127 IL-25"™ TMF"™: IL-1¢a"™; IL-107;
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Fig. 1.28:la diversa polarizzazione macrofagica. A sinidtcassico differenziamento in senso M1, a
destra quello in senso M2. Sono anche riportaagaiori effetti sulla funzione del macrofago, olaie
marcatori molecolari ed effettori. (ROIl: intermediattivi dell'ossigeno; RNI: intermedi reattivi
dell’azoto) (da Mantovani Aet al, 2007).

Le varie forme di macrofagi M2 mostrano un fenotipel 2%, 1L-23°%, IL-10"" e
possiedono una capacita variabile di produrre hitec in relazione al segnale
utilizzato per lattivazione. Hanno generalmentg @telli di scavenger recettori
mannosio e galattositype inoltre il metabolismo dell'arginina € spostaterso la
produzione di ornitina e poliamina (Mantovanigt.al, 2007).

Esistono alcune differenze anche per quel che miguée componenti del sistema
regolatorio dell'IL-1: i macrofagi M2 esprimono Isasvelli di IL-1p e di caspasi-1 e
alti livelli di IL-1ra e del recettore IL-1 di tipdl, le cellule M1 I'esatto contrario
(Mantovani A.et al, 2007).

| macrofagi polarizzati in senso M2 svolgono dieerfsinzioni: partecipano alla
polarizzazione dei linfociti T CDd4naive indirizzandoli verso la forma Th2,

promuovono l'uccisione e l'incapsulamento dei psitagNoel W.et al, 2004), sono
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presenti nei tumori e ne promuovono la progressighignn T.A., 2004), hanno
funzioni immuno-regolatorie (Gordon S., 2003).

Stabilin-1 (STAB-1) € un recettoseavengerespresso nei macrofagi M2; esso lega
una proteina della matrice cellulare, SPARC, e nedian I'eliminazione
(Kzhyshkowska J.et al, 2006). Cio aggiunge ulteriori elementi riguarda |
connessione tra i macrofagi M2 e il rimodellamedédla matrice extracellulare nei
tessuti normali e tumorali (Sangaletties.al, 2003).

Studi di espressione genica hanno chiarito il pamar di geni coinvolti nella
polarizzazione macrofagica, tra cui Fizz e YM-1 Kalsashi H.et al, 2004;
Ghassabeh G.Het al, 2005; Desnues Bet al, 2005; Martinez F.Oet al, 2006;
Biswas S.Ket al, 2006).

Meghariet al (2007) hanno recentemente riportato che il genein/a controlla la
formazione del granuloma e la polarizzazione magich durante l'infezione da
Coxiella burnetij un batterio che sopravvive nei macrofagi, causaadfebbre Q
nell'uomo; Vanin-1 &€ un enzima che controlla i livedi glutatione e lo stato ossido-
riduttivo cellulare attraverso il rilascio di cist@ine.

| risultati ottenuti da Meghari sono in linea coprecedenti dati che affermavano
limportanza dello stato ossido-riduttivo nella @otzazione macrofagica (Zhu &t
al., 2004).

Le cellule M2 esprimono alti livelli della proteinahitinasi-simile, YM-1. Le
chitinasi rappresentano una strategia anti-pasagsitonservata durante I'evoluzione
ed é ormai evidente come la chitinasi acidica danmiferi indotta da IL-13, sia un
importante mediatore della risposta infammatofiau(Z. et al, 2004).

Cellule dendritiche

Le cellule dendritiche sono cellule presentantntigene (APC) e come tali sono
specializzate nella “cattura” e nella processazidn@antigeni (Ag) in frammenti
peptidici che sono successivamente complessatiecolecole del sistema MHC e
presentati alle cellule T per iniziare la rispastanunitaria.

Esse hanno la peculiare capacita di stimolare raa sellule T-memoria ma
soprattutto linfociti T CD4naive Quindi, le DC hanno un ruolo centrale come

“coadiuvanti naturali” per 'induzione di una risgf@a immune Ag-specifica.
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Le DC sono cellule distribuite ubiquitariamente gekpo umano, particolarmente
nei tessuti che fungono da barriera con 'ambient®mstante (per esempio, le cellule
di Langerhans nella cute e a livello delle mucosehegli organi linfoidi (DC
interdigitate), dove agiscono come “sentinelle” nenfronti degli agenti patogeni
con cui I'organismo entra in contatto.

Stimoli inflammatori, come TNF:e IL-18, batteri, prodotti batterici (LPS) e virus,
inducono la migrazione delle cellule dendritichee ©xanno “caricato” 'antigene, dai
tessuti periferici agli organi linfoidi secondafurante la migrazione, le DC
subiscono un processo di maturazione, che le paoriacrementare enormemente la
propria capacita di attivare le cellule T (fig. 9)2 Questo processo consiste
nellaumentata espressione di membrana di alcuneawmie chiave nellinterazione
tra APC e linfocita: molecole di adesione, moleaddd sistema HLA e molecole di

costimolazione (Bancherauet.al, 1998; Metha Damani.A1994).

Lymphocyte

Fig. 1.29: attivazione del linfocita T da parte di una DCc#lula dendritica matura prende contatto
con un linfocita (wwwpathmicro.med.sc.ed.)

L'attivita funzionale delle DC deriva da una sede caratteristiche peculiari di
queste cellule. La loro forma, caratterizzata damenose estroflessioni
citoplasmatiche, e I'elevata espressione di mengbdaalcune molecole di adesione
ed integrine (LFA-3, ICAM-1, ICAM-3) estendono l&a di contatto con le cellule
effettrici del sistema immunitario. Le DC esprimointensamente gli antigeni HLA
di classe Il (HLA-RD,-DQ,-DP) e le molecole di costlazione (CD80, CD86,
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CD40), le quali interagendo con il proprio ligandaesente sui linfociti T (CD28,
CTLA-4, CD40L), forniscono il “secondo segnale” dispensabile per indurre al
momento del riconoscimento antigenico una risppstéiferativa (Bancherau &t
al., 1998).

Inoltre, le DC producono un vasto numero di citaehitra cui IL-12, che ha la
funzione di promuovere una risposta immunitariipld citotossico attraverso la
differenziazione delle cellule ThO in cellule Thdroducenti interferon (IFN)y e
IL-2 (Macatonia S.Eet al, 1995; Cella Met al, 1996).

Recentemente é stato dimostrato che, duranteeoicimento antigenico, i linfociti
T-helper attivano le DC mediante l'interazione CBAD40L e le DC cosi attivate
sono capaci di stimolare una risposta T-killer (B=nS.R.M.et al 1998; Ridge J.P.
et al, 1998; Schoenberger Sd#t.al,1998).

Le DC si trovano nei tessuti periferici in uno ‘tstammaturo” e sono incapaci di
attivare i linfociti T perché mancano di tutti igs&li di membrana necessari per la
loro attivazione. A questo livello di differenziane, tuttavia, sono estremamente
efficienti nel catturare antigeni solubili, antigeparticolati e microorganismi
mediante fagocitosi, macropinocitosi e attraverbarecettore macrofagico del
mannosio ed i recettori ff@ Fe (Bancherau Xt al, 1998).

La cattura dell'antigene induce le DC a maturardessprimere piu intensamente
sulla membrana cellulare le molecole MHC e queileastimolazione, nonché gl
antigeni associati al differenziamento in sensoddéco (CD83 e p55). Nel
contempo, viene progressivamente perduta la ca@pagitcatturare e processare
lantigene. Tuttavia, la completa attivazione ddll€ dipende dal contatto con le
cellule T attraverso l'interazione CD40-CD40L, chduce la produzione di IL-12.
Pertanto, le funzioni principali delle DC (cattucel’antigene, attivazione dei
linfociti T) sono rigidamente associate a stadicessivi di differenziamento. A
qguesto proposito, e interessante notare come I(Kdrk F. et al, 1996) eil
vascular endothelial growth facto(VEGF), secreto dalle cellule neoplastiche
(Gabrilovich D.I. et al, 1996), ostacolino la maturazione delle DC, inden
I'efficace attivazione delle cellule T.

Evidenze recenti in modelli sperimentali e nellunmmanno mostrato il potenziale
ruolo delle DC in strategie di immunizzazione diet stimolare un’immunita

specifica antitumorale.
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| linfociti

Il ruolo dei linfociti nella risposta biologica @olimeri sintetici € poco conosciuto,
nonostante sia stata dimostrata la loro preserzapus transiente, nel sito di
impianto del biomateriale (Chang D.gt al, 2008).

Nelle co-colture di linfociti e macrofagi, i linf@ac aderenti sono associati
prevalentemente ai macrofagi piuttosto che allasgigie del biopolimero; cio sta ad
indicare il verificarsi di interazioni molecolaniat i due tipi di cellule (interazioni
giustacrine). Esperimenti in vitro hanno dimostratee tali interazioni stimolano
l'adesione e la fusione dei macrofagi, cosi comepraliferazione dei linfociti
attraverso meccanismi paracrini (Brodbeck Wetzal, 2005).

La popolazione dei linfociti, costituita da linfeicT (cellule T), linfociti B (cellule B)
e dalle cellule natural killer (NK), risponde agtimoli infiammatori utilizzando vari
meccanismi d'azione. Le cellule B sono coinvoltd neonoscimento di corpi
estranei e nella produzione degli anticorpi petlinimazione degli antigeni. Le
cellule NK inducono [lapoptosi delle cellule berbag | linfociti T, che
rappresentano la percentuale maggiore, sono dividile sottopopolazioni, i CD8
‘citotossici” e i CD4 “helper”. | CD8 distruggono le cellule infettate da
microrganismi intracellulari con meccanismo simalgjuello utilizzato dalle NK; i
CD4" sono a loro volta suddivisi in Thl, che attivananacrofagi che hanno
fagocitato, e Th2 che inducono l'attivazione deifdciti B a produrre anticorpi
diretti contro microrganismi extracellulari.

Queste cellule T possono comunicare con altridigiellule attraverso il rilascio di
fattori solubili come le citochine (Chang D.at al, 2008).

| linfociti T interagiscono con i macrofagi che,moaver fagocitato e processato il
materiale estraneo, lo presentano ad essi; conéats di cio, i linfociti T stimolati
producono IL-2 che media la loro attivazione e iigodzione. L’attivazione cellulare
determina la secrezione di altre molecole effeftdd esempio, le cellule T di tipo
Thl producono INF IL-2 e TNF$, mentre le Th2 producono IL-4, IL-5, IL-10 e
IL-13 (Romagnani S., 1999). Inoltre, I'attivaziodei macrofagi da parte dei linfociti
innesca la produzione di specie reattive del ossid®OS), ossido nitrico (NO), IL-
1B e TNFe (Romagnani S., 1999; Burgerddal.,2002).

| linfociti T e i macrofagi non sono solo capaciattivarsi gli uni con gli altri; essi
esercitano anche effetti soppressivi sulla rispostaune. Ad esempio, l'interazione
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del TCR (T-cell receptor) con il complesso maggidirestocompatibilita (MHC) sui
macrofagi, in assenza di un segnale costimolasmimndario, pud rendere i linfociti
T inattivi (anergia) e impedirne la proliferaziofRoncarolo M.G.et al, 2001).
Inoltre, i macrofagi possono guidare il differema@nto di cellule T regolatorie
capaci di sopprimere attivamente la risposta immatieaverso l'espressione di
molecole di superficie inibitorie o attraverso laguzione di IL-10 e TGB-(Hoves
S.etal, 2006).

E’ noto che le proprieta fisico-chimiche dei maaériinfluenzano in modo
significativo l'adesione e [lattivazione monocitriche a loro volta si sono
dimostrate capaci di influenzare l'attivita linftica a lungo termine (MacEwan M.R.
etal. 2005).

1.4.4 Mediatori chimici della risposta immune

Le citochine

Le citochine sono piccole proteine solubili (15-BDa) prodotte dalle cellule

dellimmunita innata e adattativa in risposta atjsessione da parte di
microrganismi o0 antigeni estranei allospite. Esgervengono, oltre che nella fase
attivatoria, stimolando la crescita, la maturaziomela differenziazione delle

componenti cellulari, anche nelle fasi effettrielld risposta immune, regolando
linflammazione, la produzione anticorpale e I'eirazione dell’antigene.

Le citochine svolgono un’azione “pleiotropica”’; gte termine si riferisce alla
capacita di una singola citochina di agire su ddfifi tipi cellulari e produrre effetti

biologici multipli. Un altro aspetto che carattedz la funzionalita del sistema
citochinico e la sua “ridondanza”, vale a dire tagrieta di differenti citochine di

determinare lo stesso effetto funzionale. Le citoehinoltre, possono interagire tra
loro antagonizzandosi, oppure avere effetto addiov sinergico (vale a dire un
risultato maggiore della somma degli effetti disciana delle due).

La maggior parte delle citochine svolge la pro@zone localmente, nel punto di
produzione. L’'effetto biologico pud riguardare kessa cellula produttrice (effetto
autocrino), oppure cellule vicine (effetto paracjinQuando prodotte in grande

quantita, in seguito ad un’intensa attivazione imaolagica, le citochine possono
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passare nella circolazione sistemica ed agiretardia dal sito di produzione (effetto
endocrino) (fig 1.30).

Da un punto di vista funzionale le citochine vengaociassificate in mediatori
dellimmunita innata, mediatori dell'immunita spica e fattori di crescita del
sistema ematopoietico. | recettori per le citochamdoro volta possono essere
raggruppati in cinque famiglie, in base allomolgstrutturale tra i domini
extracellulari.

Alcune proteine recettoriali sono membri della sufaeniglia  delle
immunoglobuline, altre fanno parte della categaiea recettori ematopoietici, altri
sono membri del gruppo dei TNF e, infine, un grugppartiene alla famiglia dei
recettori delle chemochine.

Ciascuna famiglia recettoriale & diversa dalleeadtrciascun membro all'interno di
una famiglia € una variante proteica con carattehis strutturali proprie e capace di

indurre una determinata funzione nella cellulalohespone.

/ L
1
e

\ J/'I _fl 5ol
. b

Autocrine action

s ""\. £ F s -"'\._
' - \
i , \'| [~ .l-- o m ::
\\. l‘““-huf"! 4 . b K‘--_a—FJll o
SIS : e
Paracrine action Mearby cell
e S,
r!, . .. Gl £ \
Il' -:"I'-,:l- - e sl . Il'l 'lI
[ L o s —2[eEEgR a8 —:l.ll
N 7 . " L \ /
e 'l L ] . » ;
b Gt Circulation \h___ i
Endocrine action Distant cell

Fig. 1.30:meccanismi d’azione delle citochine.

Nella famiglia dei recettori ematopoietici la caien spesso € responsabile per la

specificitd del legame con la citochina, mentrecddena e responsabile della
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trasduzione del segnale. Nel gruppo dei TNF, indigpossono rimanere associati

alla membrana piuttosto che essere secreti (Abbdas2000).

Fattore di necrosi tumorale (TNF-)

E’ il principale mediatore della risposta dell'aspad agenti infettivi batterici gram
negativi ed e responsabile di gran parte delle diocagioni sistemiche che fanno
seguito a gravi infezioni. Viene prodotto dai fafjoanononucleati attivati
(soprattutto da LPS), ma anche da linfociti T attiivcellule NK e mastociti.

Questa citochina e codificata da un singolo genealiczato nelluomo sul
cromosoma 6, all'interno del locus MHC. Essa svddgsua azione legandosi a due
distinti recettori con differente peso molecolaispettivamente di 55 kDa (recettore
tipo I, TNF-RI) e 75 kDa (recettore tipo I, TNFRIpresenti sulla membrana della
maggior parte dei tipi cellulari.

L’interazione del TNF con i propri recettori sultzllula target pud avere come
effetto finale l'attivazione di fattori nucleari diascrizione, in particolare NF-kB e
AP-1, oppure l'induzione di un processo apoptotigediato dall’attivazione delle
caspasi; recentemente e stato dimostrato che il @ K¥sponsabile dell’'apoptosi dei
macrofagi aderenti alla superficie del biomater{@sdbeck W.Get al, 2002).

Il meccanismo molecolare che determina il diveigo ti risposta cellulare al TNF
non e stato ancora completamente chiarito; essbraeoomunque dipendere dalla
trasmissione di specifici segnali intracellulari g¢earte di differenti proteine
adattatrici @dapter proteing legate alla porzione citoplasmatica del recettore
Quando prodotto in piccole quantitd (concentraziptesmatica <18), il TNF
esercita un’azione locale pro-infammatoria, cortivatione leucocitaria ed
endoteliale. In particolare, le cellule endoteliséngono stimolate ad aumentare
'espressione di molecole di adesione (E-selectifselectina) che costituiscono i
ligandi per le integrine leucocitarie. Le celluledeteliali e i fagociti mononucleati
sono stimolati a produrre anche chemochine, fawren tal modo la chemiotassi
dei leucociti ed il loro reclutamento nel sito dfiammazione. L'azione locale sui
fagociti mononucleati si esercita anche attravénsguzione della produzione di IL-
1, i cui effetti biologici, simili a quelli del TNFamplificano con effetto a cascata
'azione di quest’ultima citochina (Dinarello C.At al. 1986). Le azioni del TNF sui
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leucociti e sullendotelio sono essenziali per Woluppo di un’efficace risposta
inflammatoria localizzata. Infatti, come dimostracanimali da esperimento privati
del gene per il TNFtopi knockou, oppure trattati con anticorpi neutralizzantiiant
TNF, un’inadeguata disponibilita di questa citoehimende impossibile una
delimitazione del processo infettivo.

Daltra parte, in corso di gravi infezioni, la pradone di TNF aumenta
significativamente, fino a raggiungere concentmaiziplasmatiche >10M, con la
comparsa di manifestazioni sistemiche quali febpreduzione di proteine epatiche
di fase acuta, coagulazione intravascolare, ipeqlia, disfunzione della contrattilita
miocardica, ipotensione e shock (Feldman Aellal 2000). Queste complicazioni si
ritrovano associate in quella che viene definitadsome da shock settico (o shock
endotossico), osservata in corso di gravi sepgjetani gram-negativi e dovuta alla
produzione massiva, indotta da LPS, di TNF e alttechine (quali IL-12, IL-1 e
IFN-y). In tal caso la misurazione dei livelli plasmatic TNF puo essere utile per il
monitoraggio della malattia.

Interleuchina 1

L’IL-1, come il TNF, esercita la sua azione nekmolazione della risposta immune
innata e nellinflammazione. Entrambi sono constierpotenti markers di
attivazione macrofagica indotta dal contatto capblimeri, soprattutto a causa dei
loro effetti associati alla guarigione del tessdemneggiato in seguito allimpianto
del biomateriale (Miller K.M. and Anderson J.M.,88).

IL-1 viene prodotta, oltre che dai fagociti monoleati, anche da altri tipi cellulari
quali neutrofili, cheratinociti, linfocitiB stimotg fibroblasti e cellule endoteliali.
Esistono due forme principali di IL-1 denominate 1 e IL-18, prodotte da due
geni diversi, ma con attivita biologiche e legastettoriali identici.

Entrambe le citochine, sintetizzate come precurpofipeptidici di 33 kDa (con
omologia strutturale tra le due forme minore de%30sono secrete dalle cellule
come proteine mature di 17 kDa.

L'IL-1 B esercita la sua funzione biologica soltanto nédlana a piu basso peso
molecolare, mentre I'lL-4 € attiva in entrambe le forme. L'azione di clivagg
proteolitico sulla forma originaria di ILBlL al fine di produrre la forma
biologicamente attiva della citochina, avviene gukra di una proteasi cisteinica,
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appartenente alla famiglia delle caspasi, chiamatama di conversione dell'ILfL
(ICE, IL-1p converting enzyme La maggior parte di IL-1 presente in circolo e
rappresentata da ILB1

Sono stati caratterizzati due differenti recetrimembrana per I'lL-1, entrambi
appartenenti alla superfamiglia delle immunoglateelill recettore di tipo |, espresso
su quasi tutti i tipi cellulari, € quello che medjaan parte degli effetti biologici della
citochina. Il recettore di tipo II, presente cadiitamente sui B linfociti e inducibile
su altri tipi cellulari, non e coinvolto nella trassione dei segnali intracellulari
dell'lL-1, ma semplicemente inibisce in maniera petitiva il legame dellIL-1 al
recettore di tipo I. La porzione intracitoplasmatidel recettore per I'IlL-1 mostra
omologie con quella deToll like receptoy presenti sulla superficie delle cellule
fagocitiche e coinvolti nella risposta immune velsdanfezioni batteriche. Come nel
caso del TNF, anche il legame dell'lL-1 al recedtdr tipo I, porta all’attivazione dei
fattori nucleari di trascrizione NF-kB e AP-1.

Gli effetti biologici delllL-1 sono simili a quelldel TNF e anch’essi dipendono
dalla quantita di citochina prodotta. Infatti aska concentrazioni, I'effetto
principale dell'IL-1 e quello di agire sulle cekuendoteliali e favorirne I'espressione
di molecole superficiali coinvolte nelladesioneud®citaria e nel processo
coagulativo. Quando secreta in quantita elevall;1I'entra in circolo con effetti
sistemici simili a quelli causati dal TNF. Inoltl-1 a basse concentrazioni regola
la crescita dei fibroblasti, ne stimola la prol@eione e la produzione di collagene,
controllando cosi la durata e l'estensione delgpasta fibrotica al materiale
impiantato (Miller K.M. and Anderson J.M., 1988).

L'IL-1 é l'unica citochina verso la quale siano tstalentificati degli inibitori
naturali. Il piu noto di questi e I'antagonista etoriale dell'lL-1 (IL-1ra, IL-1
receptor antagoni3t il quale viene secreto dai fagociti mononucleatsi lega al
recettore dell'lL-1 comportandosi come inibitorengeetitivo della citochina (Abbas
A.K. 2000).

Interleuchina 6
Viene sintetizzata dai fagociti mononucleati, dakdlule endoteliali, dai fibroblasti e
da altri tipi cellulari in seguito a stimolazionatochinica, soprattutto da parte

dell’'lL-1 e del TNF.
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La forma funzionalmente attiva dell'lL-6 é rappretsa da una proteina di 26 kDa.
Questa si lega ad una struttura recettoriale caspleostituita da una proteina di
legame di 60 kDa e da una sub-unita di 130 kDa 3gpteputata alla trasduzione
intracellulare del segnale. L'effetto delllL-6 sgistema dellimmunita innata e
quello di stimolare la sintesi di proteine di faseuta (proteina C reattiva,
fibrinogeno, ecc.) da parte del fegato e cosi daunite agli effetti sistemici della
risposta di fase acuta. L'IL-6 costituisce anchefattore di crescita per i linfociti B
in uno stadio avanzato della loro sequenza mataratifavorendone Ila

differenziazione in cellule producenti anticorpi.

Interleuchina 8

Appartiene alla famiglia di chemochine CXC e rieesin ruolo importante nella
modulazione di numerose funzioni biologiche nekdlude endoteliali contenenti |
recettori CXCR1 e CXCR2. Le chemochine fanno paiteina super-famiglia di
proteine a basso peso molecolare (8-13 kDa), dwisguattro gruppi (CC, CXC,
CX3C, XC), a seconda della configurazione dellenprdue cisteine (Fernandez E.J.
et al, 2002). IL-8 agisce in modo diretto, promuoveridosopravvivenza delle
cellule endoteliali e stimolando la produzione ditalloproteinasi della matrice che
regolano lI'angiogenesi. Inoltre, quando si verificadanno alla parete degli endoteli
vasali, come per esempio in seguito allimpiantailiibiomateriale, IL-8 accelera il
reclutamento di neutrofili e di linfociti T nell’'aa sub-endoteliale, stimola I'adesione
dei monociti al’'endotelio (Gerszten R.Et al, 1999) e regola la migrazione delle
cellule muscolari liscie dei vasi (Yue T.kt al, 1994). Sembra che IL-8 sia legata
alla reazione trombotica all'impianto; infatti, nemosi studi (Ueno Aet al, 1996;
Okada M.et al, 2006) hanno dimostrato che la trombina increméaspressione di

IL-8 da parte delle cellule endoteliali, aumentatastato inflammatorio.

Interleuchina 10

Omodimero di 34 kDa prodotto prevalentemente dasrofagi attivati (un esempio
di feedback negativo, dal momento che la sua azoasplica proprio sulle funzioni
macrofagiche), ma anche da cheratinociti e linfoEit Differisce dalle citochine

trattate finora in quanto la sua azione sulla Ws@oimmune € principalmente
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inibitoria. In particolare, essa inibisce la pramune di IL-12 e TNF, come pure
l'espressione di molecole costimolatorie e di MHCdla parte dei macrofagi.
Pertanto, poiche I'lL-12 e essenziale per la séonezdi IFNy, I'effetto inibitorio
dellIL-10 si estende anche sulle risposte immualluto-mediate dirette verso
microrganismi intracellulari (Trinchieri G. 1997).

Di significato un po’ oscuro appaiono altre sue zioni come [linduzione
dellapoptosi, lo stimolo alla proliferazione etti@azione dei linfociti B.

Uno studio recente (Chang D.€t al, 2008) ha dimostrato che le superfici dei
biomateriali con caratteristiche di idrofilicitacationicita promuovono la produzione
di IL-10 e della metalloproteinasi 9 (MMP-9), risfzealle stesse superfici idrofiliche
neutre o anioniche; quest’'ultime promuovono rispgsinfiammatorie e riducono
la degradazione della matrice extracellulare, neeletrprime inducono una risposta
antinfiammatoria ed un potenziale disfacimentoladdECM, facilitando la
migrazione cellulare attraverso la matrice e lasegmente progressione da uno stato
anti-inflammatorio verso la fase di guarigione de$suto danneggiato (fase di

rimodellamento della matrice).

Radicali liberi dell'ossigeno (ROS) e ossido nitdo (NO)

Il rilascio di specie reattive dellossigeno da tpardei neutrofili attivati
dall’'esposizione al materiale impiantato € un betomeccanismo di difesa nei
confronti di uno stimolo infammatorio. Il radicatdasciato in quantita maggiori €
'anione superossido (&), che viene prodotto dalla NADPH ossidasi a partia
ossigeno e NADPH (Babior BMt al, 2002). E’ stato dimostrato che una prolungata
esposizione ai biomateriali determina un rallentatmedella catena respiratoria
(Giridhar G.et al, 1995; Kaplan S®t al, 1992; Hoffstein STet al, 1985); cio
compromette la risposta a stimoli battericidi asgo@ll'impianto (ad esempio la
comune infezione d&taphylococcus epidermidliperché la prematura attivazione
dei neutrofili da parte dei biomateriali determiti@asaurimento delle risorse
ossidative cellulari per il continuo rilascio diO

Recentemente € stato individuato un altro impoetantediatore citotossico
dellinflammazione acuta e cronica, I'ossido nirifNO), il cui aumento si osserva
in pazienti con sepsi, endotossinemia (ossia lagmza nel sangue di endotossine
derivate da batteri gram-negativi), reazioni a cegtranei (Anstey NMet al, 1996;
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Ochoa JB, 1991; Langrehr Jiét al, 1992). Clinicamente si e riscontrato un
aumento, nel corso dell'infezione, dei livelli dONmisurati sottoforma di nitriti e
nitrati nel siero e nell'urina dei pazienti (Anstiiy/l et al; Ochoa JB, 1991). L'NO
prodotto ha una potente azione battericida, infattbizione della sua produzione
determina l'aggravamento dell'infezione microbic&tgnger Set al, 1996;
MacMicking J.D.et al, 1997).

Gli effetti dei biomateriali sul rilascio di ossidutrico non sono stati ancora chiariti.
L’NO viene prodotto a partire dallamminoacido Lgarina in una reazioneulti-
step catalizzata dall'ossido nitrico sintasi (NOS); stsno tre isoforme di questo
enzima, una inducibile (INOS) e due costitutive Q®%), ossia quella endoteliale
(eNOS) e quella neuronale (nNOS). Quest’'ultime,@empresenti nelle cellule, sono
regolate dallaumento di €& intracellulare e dal legame con la calmodulina
(MacMicking Jet al, 1997). INOS, d’altra parte, viene espressa sttan presenza
di citochine pro-infammatorie e/o tossine batteei@ produce grandi quantita di NO
per lunghi periodi di tempo (Stuehr D., 1999; Qet al, 1997); inoltre, si & visto che
questo enzima € coinvolto anche nella produzioneOdi(Xia Y., 1997). Le
interazioni dell’ossido nitrico con lI'anione supssao determinano la formazione di
perossinitrito (OONQ, un potente agente citotossico che agisce sudlitargets
biologici, inattivando canali ionici, danneggiandl®NA, addizionando molecole di
azoto su residui tirosinici in enzimi bersaglio eterferire con la trasduzione del
segnale (Ye Y.Zet al, 1996).

L'importanza dell'ossido nitrico risiede, non sofei suoi effetti citotossici, ma
anche nell'azione vasodilatatoria che eserciteestdillule muscolari lisce dei vasi;
una volta rilasciato nell’endotelio, I'NO diffondeel sangue e inibisce I'adesione e
'aggregazione delle piastrine, promuovendo laditai del sangue e prevenendo la
trombosi (Moncada & Higgs, 2006).

1.5 Valutazione della biocompatibilita

La caratterizzazione dei biomateriali e dei dispasdestinati ad un contatto sul
medio e sul lungo termine con 'organismo (fluidblbgici, tessuti e organi) non puo

essere completa senza una valutazione circa la “leioccompatibilita”. Questa
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valutazione va condotta allo scopo di esaminarprésstazioni del biomateriale in
condizioni simili a quelle dell’'ambiente biologico.

La biocompatibilita di un materiale, infatti, nooresiste unicamente nell'assenza di
effetti tossici sui tessuti con cui viene a comatina piuttosto, come abbiamo
evidenziato in precedenza, nella sua abilita aggrella funzione per la quale e stato
progettato, innescando una risposta appropriatas@te (Williams D.F., 1987).

Un dispositivo deve essere realizzato in funzioakadoroblematica medica che si
vuole risolvere: un materiale utilizzato in mododdsfacente per una data
applicazione e quindi considerato biocompatibilemncerto ambito, puo, se usato in
modo differente o impiantato in un sito diverso gaello solito, indurre una
differente risposta dell'organismo, cioé puo, ifinigva, dar luogo ad un risultato
insoddisfacente.

La biocompatibilita di un impianto, dunque, vienalutata sulla base di diversi
parametri relativi sia alle caratteristiche chimfiche del materiale, che alle
caratteristiche dell’'ospite (Fournier &.al, 2003).

| principali fattori dipendenti dallorganismo o$pisono la specie, il corredo
genetico, il sito dellimpianto e il suo microambie, mentre quelli che dipendono
dal materiale sono la forma, le dimensioni, la dbandi superficie, la ruvidita, il
design la morfologia e la porosita, la composizioneteleniche di sterilizzazione, le
procedure di applicazione, la durata del contatta &acilita o0 meno a degradarsi
(Laurencin C.Tet al, 1994; Gentile F.Tet al, 1995; Babensee J.Et al, 1998).

La ruvidita riveste un ruolo importante nel deterare I' “emocompatibilita” di un
materiale dal momento che il sangue coagula piiinfeate e piu velocemente su
superfici ruvide piuttosto che su quelle lisce. ésempio, la superficie di alcune
protesi valvolari meccaniche viene finemente Iluddasia per limitare la
coagulazione, sia per facilitare il distacco dinfiazioni trombotiche microscopiche,
prima che raggiungano dimensioni pericolose. Unleata sterilizzazione del
dispositivo impiantabile € fondamentale al fine elitarne la colonizzazione
batterica; anche il fattore tempo e rilevante neligterminazione della
biocompatibilita: una membrana per emodialisi dizazébile soddisfacentemente
perché rimane a contatto con il sangue per poclke am contatto prolungato
comporterebbe danni per il paziente; analoghe derszioni possono essere fatte

per un catetere che puo rimanere inserito al pitupa settimana, o per una protesi
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ortopedica, che puo invece rimanere impiantatatptta la durata della vita del
paziente.

La degradazione di un materiale da parte dell’osyao pud essere considerata un
“cattivo” effetto, in termini assoluti, a causa discio di molecole potenzialmente
tossiche, ma la biodegradazione di una suturanatba sicuramente aspetti positivi
nel determinare la guarigione di una ferita.

La biocompatibilta e strettamente connessa ai fembmi superficie, rappresentati
dalle interazioni cellula-cellula, cellula-polimenmolimero-proteina (Laurencin C. T.
et al, 1994). Da questo punto di vista, un vantaggievmie e offerto dai “polimeri
sintetici” poiché possono essere facilmente modalificsoprattutto nella chimica di
superficie, in modo da ottenere variazioni nelimsita e nella durata della reazione
tissutale che innescano.

Sfortunatamente la biocompatibilta non €& una geamd misurabile e di
conseguenza non esistono metodi per effettuare daelbure precise. Il giudizio
finale per stabilire la biocompatibilita rimane awlente la verifica di una
soddisfacente prestazione clinica.

In ogni caso, prima che un dispositivo medico posssere commercializzato e
dunque utilizzato in ambito clinico, & necessatie ta sua biocompatibilita venga
acquisita con certezza (testata e documentata)i eagyovata dagli organismi
deputati (FDA, marchio CE, ecc.).

Questo e quanto prescritto dalle leggi nazionaliredrnazionali che, in generale,
richiedono la prova della sicurezea efficacianell'utilizzo dei dispositivi medici
sotto le circostanze previste.

La valutazione della biocompatibilita viene di nareondotta all'interno di centri di
ricerca accreditati, seguendo ben precise procedtaedard, facendo ricorso a
strumentazione particolare e a personale adeguataraddestrato: di fatto, queste
condizioni fanno si che le valutazioni di biocombiiita esulino dalle possibilita
economiche e dalle priorita scientifiche dei gruppiricerca e delle imprese di
medio-piccole dimensioni.

Il primo passo nella valutazione della biocompéti consiste nella
caratterizzazion@ vitro delle proprieta chimico-fisiche delle materie peicon cui
verranno costruiti i “prototipi” dei dispositivi bmedici; questi dati vanno comparati
con i risultati che si hanno al termine di ogni efadel processo produttivo
(manifattura, sterilizzazione, confezionamento¢cGaggio).
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La verifica della biocompatibilita, intesa come l@iadelle interazioni materiale-
organismo, viene eseguita sui soli dispositivi @iano superato queste prove
preliminari e consiste nell’'applicazione di t@stvitro (con cellule e tessuti), test
vivo (su modelli animali) ¢rials clinici.

A questo scopo, le organizzazioni nazionali edrivdeionali che si occupano di
standardizzazione come ASTMrfierican Society for Testing and Mater)alsSO
(International Standards OrganizatiprFDA (Food and Drug AdmistrationNIH
(National Institutes of Healjhhanno gia sviluppato ed adottato specifiche linee
guida e specifiche procedure (Ratner B.D., 2004).

Testin vitro

| principali vantaggi dei tesin vitro sono legati ai costi contenuti, alfgccole
dimensioni delle apparecchiature richieste e ilativa velocita di esecuzione che
permette di valutareapidamente, e confrontare, molti materiali e maisipositivi.
Solitamente si utilizzano come modelli sperimentalflinee cellulari stabilizzate”
disponibili presso banche cellulari nazionali eteinazionali (come, ad esempio,
I’American Type Culture Collectio®TCC); esse, a differenza delle colture primarie
(cellule appena isolate dagli organi), garantiscama maggiore riproducibilita,
efficienza e disponibilita (Northup S.J. 2004).

| testin vitro comprendono principalmente saggi di citotossiaiitgcompatibilita,
mutagenicita, emocompatibilita.

| test di citotossicita, in accordo con lo “star@laBO 10993-5", rappresentano un
“metodo di valutazione dei danni biologici acutbpocati dalle sostanze rilasciate
dai dispositivi medici tramite 'osservazione degffetti che queste producono su
cellule coltivate in vitro in un mezzo nutriente”.

Tali test possono basarsi sull'utilizzo diretto d®dteriale oppure sull'utilizzo di un
estratto ricavato con il metodo dell’'eluizione (fig31) (Northup S.J., 2004).

Nel primo caso, il campione da esaminare e qudlloferimento vengono posti
direttamente nel mezzo di coltura; nel secondo ,cgboestratti ottenuti vengono

utilizzati come nuovo nutriente delle colture ckshi
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Estrazione con un Saggio diretto in vitro o
opportuno solvente in vivo

/ e %
Materiale \[}—\

aﬁ\x / Saggio in vitro
X

Estratto

. Fig 1. 31:schema dei test di citotossicita.

| monostrati cellulari, se si tratta di cellule agesione come i fibroblasti di topo
L929, vengono quindi osservati al microscopio p&Epsire I'insorgere nel tempo di
eventuali segnali di un’azione tossica (cambiameetie dimensioni o nell’aspetto
dei componenti cellulari, lisi cellulare, ecc.).

La vitalita cellulare, oltre ad essere valutata iae osservazioni morfologiche, puo
essere esaminata con l'analisi della funzionaligdladcellula; in questo caso si
eseguono test colorimetrici che permettono di efeee dosaggi degli enzimi o delle
proteine totali.

| test piu comunemente utilizzati sono:

- Test del Neutral Red\eutral Red Uptake Asspysi basa sulla capacita dei
lisosomi perfettamente funzionanti nelle cellulevevidi incorporare il
coloranteNeutral Redassumendo una tipica colorazione rossa, la cengita

puo essere misurata spettrofotometricamente. \iisa\&e i lisosomi cellulari
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sono danneggiati rilasceranno nel citoplasma enzidrolitici che

provocheranno la distruzione della stessa celfigaX.32).

Fig. 1.32: cellule THP-1 vitali che hanno incorporato il NeutRed (A). Cellule THP-1
dopo trattamento con agente citotossico (B). imdiraento 40X.

- Test MTT: si basa sulla capacitd dellenzima mitmh@ale succinato
deidrogenasi, presente nelle cellule metabolicaenatitve, di trasformare il
sale MTT (3-[4,5-Dimetiltiazol-2-il]-2,5-Difenilteazolio Bromide) in sale di
formazano di colore blu-viola. L'intensita del codo proporzionale al
numero di cellule vitali, viene determinata spdtitometricamente (fig.
1.32).

Fig 1.33 cellule Hela vitali contenenti il sale di formazafd) e dopo trattamento con agente
citotossico (B). Ingrandimenti 40X.

- Test del Kenacid Blue (KB): permette di valutaredimero di cellule vive

attraverso un dosaggio delle proteine totali. HBttei basa sulluso di un

86



colorante che, aggiunto alle cellule dopo che gusisino state fissate, si lega
specificamente alle proteine. Dopo l'aggiunta diauspecifica sostanza
decolorante, il KB viene rilasciato e quantificatdtraverso la misura

spettrofotometrica dell’assorbanza.

Tra i saggi di mutagenicitié vitro quello piu utilizzato é il “test di Ames”(fig 1.34
messo a punto nel 1975 dal professor Ames dell&lsita di Berkeley, California, e
successivamente modificato (Maron e Ames, 1983).

In questo caso, il modello sperimentale non e egmtato da linee cellulari, bensi
da ceppi diSalmonella typhimuriunresi auxotrofi per listidina (cioé istidina-
dipendenti), che, quindi, non sono in grado di @ees in un terreno privo di questo
aminoacido, essendo divenuti geneticamente incagagintetizzarlo. Pertanto,
possono fungere da indicatori dell'attivita mutagei agenti genotossici poiché, in
loro presenza, i geni alterati deputati alla singkl'istidina riprendono la loro
primitiva funzionalita fetromutaziong consentendo ai batteri di crescere formando
colonie visibili. Il numero delle colonie battergelcresciute in assenza di istidina
(revertent) fornisce una misura dell’attivita mutagena demposto (per es. un

biomateriale) o della miscela in esame.

Megative
result: a few
sponkansous

revertants

plates
avernight at
e,

\

Minimal medium - histidine Positive result:
increased revertants s, ®
near kest chemical

Filter digk containing
test chemical

Inoculabe plake

with besther sirain
(histidine

auxoroph)

Fig. 1.34 test di Ames
Infine, tra i testin vitro vanno ricordati quelli di emocompatibilita che pm3s
essere eseguiti in condizioni statiche o dinamiine flusso), a seconda della

destinazione d'uso del materiale/dispositivo bioimed Tali test valutano le
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alterazioni morfologiche e funzionali a carico dedlellule del sangue e di quelle
endoteliali.

Le analisi morfologiche (osservazioni al microscopittico o a quello elettrico a
scansione) implicano lo studio di eventuali alteraz strutturali, quali
degenerazione, lisi o morte che possono verificarsseguito ad applicazione
dellimpianto. Le analisi funzionali riguardano lavalutazione di alcune
caratteristiche delle cellule endoteliali come é&pacita di adesione, il loro indice
mitotico, la loro attivita secretiva in presenzdl’'ohapianto. L'emocompatibilita di
materiali e dispositivi viene determinata, inoltverificando la formazione di coaguli
sulla superficie, l'adesione delle piastrine, Razione del complemento e dei
leucociti.

| test in vitro sono attualmente considerati efficper una valutazione preliminare
della biocompatibilita dei materiali. Come per quedi altro modello, anche in
guesto caso va prestata parecchia attenzione ntedpretare i risultati, evitando
rischiose estrapolazioni. Tali test ci consentorngtutliare le funzioni e i meccanismi
di singole linee cellulari e questo comporta evidémiti in considerazione della
notevole complessita dell’ambiente biologico re@atner B.D., 2004). Per queste
ragioni, i dati dei test in vitro vanno integratrci risultati che si devono ottenere
attraverso studi su modelli animali per fornire w@Eegazione piu adeguata dei
meccanismi che dirigono, mediano e controllanaterazioni tra materiali e tessuti,

in un ambiente che e di per sé estremamente cosoplieserattivo e dinamico.

Testin vivo

Sono sicuramente i test piu validi per verificadiocompatibilita dei materiali e dei
dispositivi, ma la loro applicazione spesso risdifficile a causa di problemi etici,

alti costi, tempi lunghi.

Inoltre, risultati positivi non necessariamente yammo la compatibilita sulluomo:

come e notodifferenze nelle specie animali compromettono tagsblazione degli

esiti delle prove in vivo fra modelli diversi. Inrtl della loro omologia con 'uomo,

sono i primati non umani i modelli animali piu atdioili.

L'utilizzo di animali in laboratorio per la ricerca per le prove di biocompatibilita
implica una grande responsabilita e dovrebbe egs®® in considerazione solo
dopo una completa caratterizzazione preliminare rdateriali/dispositivi, dopo
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adeguate simulazioni al computer ed esaurienteficgerin vitro. | ricercatori
dovrebbero identificare, di volta in volta, la sgeanimale piu adatta al tipo di
studio, selezionando il minimo numedb individui che possa condurre a risultati
statisticamente significativi.
| test su animali utilizzati per la valutazione ldebiocompatibilita dei materiali
possono essere suddivisi in tre principali categ@ritp://www.dpci.unipd.it).

- Test non funzionali

- Testex-vivo

- Test funzionali

Nel caso di_test non funzionalcampioni di forma arbitraria sono impiantati nei

tessuti molli (per esempio, per sotto cute, nel golts nella cavita peritoneale)

mediante interventi chirurgici poco invasivi. Hanbeve durata (giorni-mesi), ma
forniscono significative informazioni circa le imgzioni locali tra materiale e tessuto
e le eventuali complicanze sistemiche.

| dati sono raccolti in assenza di carichi mecdamicnancano di ogni valutazione
circa la funzionalita della protesi.

| test ex-vivo si basano sull'utilizzo di derivazioni arteriange e vena-vena che
permettono al sangue dell’animale di fluire attrawei materiali da testare in un
circuito

esterno. In questo caso si valutano 'accumulordigine, I'adesione delle piastrine,
la formazione di coaguli, allo scopo di verificdeecompatibilita del materiale con il

sangue.

L’esecuzione di test funzionaprevede l'inserimento nellanimale del dispositivo
che si vuole testare in scala appropriata (ad esemuma protesi d’anca o una
valvola cardiaca opportunamente dimensionate),spelgere la funzione prevista
nellanimale, in condizioni analoghe a quelle pstiper I'impiego nelluomo. Si

tratta di studi a lungo termine che richiedono sgdegrogettazioni e risultano

pertanto assai costosi e complessi.
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DEVICE CATEGORIES BIOLOGICAL EFFECT

BODY CONTACT CONTACT DURATION =
&
:
A = Limited o E
(<24 Hours) o g
<. @ B
= 2 = o
m = =
= L]
B = Prolonge 5%|% HEBEE
5 - 20 Days) E|E|F c|B|S|S|E|=
) Elals A HEBEIE
= | 8]E BElE|lR]l 2| TR
el &l 6 m | o i = = L
Elale Elglelc|g|a
= a5 m E E % g _ﬁ
834 BlE|IE|E|Q|R
= 1 Ela | £ 5 =
a E E 0 E|IZ|G|8 |2 |m
A x| x| x
Skin B x| x| x
C x| x| x
A ¥l x| x
SURFACE DEVICES | Mucosal Mambrana 1] xlx|lx]e
c X| x| x|o| x| x|c¢ ]
Breached or - K|X]X|©
Compromised B X|x|x|o| 0 |
Surfaces C wlxlxlolx|x

X =Tasts par 150 10923-1
0O = Additional tests that may be applicabla in the .5,

Mote! - Tizsua incdudes tissue fluid and subcutaneous spacas

Mote? - For all devices used in extracorporeal circuits

Fig 1.35:tabella relativa alle linee guida FDA/ISO per l'eseione di tesin vivo su modelli animali
(da http://www.dpci.unipd.it).

Anche per l'esecuzione dei test vivo, come per quellin vitro, metodologie e

procedure dettagliate sono disponibili nelle putadioni di ASTM e NIH; inoltre,

un utile riferimento e rappresentato dalle tabblsate sulle linee guida FDA/ISO:
esse (fig. 1.35) permettono di identificare le kigpe di test da adottare in funzione
dell'uso previsto (esterno, comunicante con I'esteinterno), del tipo di tessuto a
contatto con il materiale, della durata del conté®mporaneo, breve termine, lungo
termine). Evidentemente, quanto piu prolungato aiitatto con I'organismo, tanto

maggiore € il numero dei test prescritti.
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| testin vivo piu comunemente utilizzati sono:

Test di sensibilizzazione (standard ISO 10993-1ne effettuato
sulla pelle di cavie (soprattutto porcellino d’lajlied e finalizzato
allosservazione dellinsorgere di reazioni di gbiigzazione in
conseguenza dell'azione ripetuta e prolungata diasae rilasciate
dal materiale, capaci di interagire con il sistemmamunitario. La
reazione di sensibilizzazione si manifesta comeossamento e
rigonfiamento dei tessuti (fig. 1.36). Vi sono dmedi alternativi di
condurre il test di sensibilizzazione: Test di Beehe Test
massimizzazione o di Magnuson-Kligman. Il primove@e una fase
di “induzione” in cui il materiale da saggiare véeposto direttamente
a contatto con la pelle rasata del dorso di pancell'India
(operazione ripetuta almeno tre volte a settimagratig settimane).
Segue un periodo di riposo di due settimane pemgkere il
manifestarsi di una risposta nella cavia; quindii@ve I'esposizione

finale al biomateriale.

Fig. 1.36: risposta positiva al test di Magnuson-Kligman e#tegsu pelle di
porcellino d’India (da www.dpci.unipd)it

Il secondo prevede lapplicazione ripetuta a grugpparati di
porcellini d’India di estratti del materiale conlsnioni saline o con
olii. Questo metodo e piu sensibile del precedertteva applicazione
al caso di dispositivi che entreraninoccontatto con aree diverse dalla
pelle.
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Fig.

Test di irritazione (standard 1SO 10993-10): valdga risposta
inflammatoria locale ad applicazioni singole, riygete continue della
sostanza in prova, senza che sia coinvolto un mexooa

immunitario. Per questo tipo di test vengono wdiz estratti fluidi
salini o in olio vegetale o direttamente il matlerian esame.
L'applicazione del campione avviene generalmente lieello

intracutaneo o della pelle primaria o oculare. @mt tipici

dellirritazione sono arrossamento, gonfiore (fig37), riscaldamento
e dolore.

Test di impianto (standard ISO 10993-6): fornisedidazioni sulla
specie animale da impiegare come cavia, sul tigessiuto piu adatto
all'impianto, su quanto tempo il materiale deveamare impiantato,
sul metodo d'impianto, sulla valutazione della osfa biologica.
L’applicazione generale di questi test prevedaglib del materiale in
un campione della forma desiderata, la sterilizzazi di tale
campione, il suo impianto in condizioni asettichesame finale dei
tessuti circostanti il luogo dellimpianto, dopo pariodo variabile tra

una settimana e alcuni mesi.

1.37:test di irritazione intracutaneo su un coniglibimab (da www.dpci.unipd.it).

La risposta biologica allimpianto viene valutatsservando al
microscopio sezioni di tessuto opportunamente atdorcon le
tecniche di immunoistochimica; cid consente di dabeate il tipo di

cellule presenti, I'eventuale presenza di necrdsi,presenza di
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collagene e molti altri parametri. Per gli impiaatbreve termine si
utilizzano, generalmente, come cavie, topi, raircellini d’'India o
conigli; per i test a lungo termine (impianti inss@ito sottocutaneo,
muscolo, 0sso) si utilizzano anche cani, peconaiecad altri animali
che abbiano una lunga aspettativa di vita (Andetsbh and Schoen
F.J., 2004).

Come previsto dagli standard 1ISO 10993 (tabellign1.35) esistono altri tesh
vivo per valutare la biocompatibilita dei materiali iztzlati nei dispositivi biomedici.

Tra questi ricordiamo i test di tossicita sisteméaita subacutee subcronicache

forniscono indicazioni sugli effetti potenzialmemecivi provocati dai materiali o
dispositivi 0 estratti su tessuti e orgéamgetlontani dal sito di impianto; un esempio
e rappresentato dal “test di pirogenicita’ esegustd coniglio, che valuta la
comparsa di febbre come manifestazione di una arazinfiammatoria sistemica
successiva allimpianto. Infine, tra i test vivo, ricordiamo quelli di_genotossicita

(“test dei micronuclei”), carcinogenicijtdossicita sulla funzione riproduttiva e sullo

sviluppo embrionalgteratogenicitd), biodegradazioii@nderson J.M. and Schoen
F.J., 2004).

Trials clinici

A prescindere dal successo dei precedentiitegitro e su modello animale, non &
possibile prevedere le prestazioni di materialiigasitivi sull'uomo senzdrials
clinici. La sperimentazione clinica € necessarianardi rendere disponibile al
pubblico il materiale/dispositivo.

Per poter richiedere alle agenzie nazionali edrmata@onali (per esempio, FDA o
Ministero della Salute) l'autorizzazione alla spegntazione clinica, € necessario
documentare con precisione e chiarezza gli estitippdella precedenti testin
vitro, ex vivoe in vivo). Va poi data prova dei benefici per i riceventiedl'assenza
di rischi. Inoltre, devono essere descritti neltaiglto il materiale/dispositivo, la
procedura chirurgica, il trattamento post-operateril tipo di valutazione attesa. La
valutazione puo riguardare il confronto tra le caimahi del paziente prima e dopo
'applicazione del dispositivo biomedico, oppurednfronto con altri soggetti sani

di un gruppo di controllo scelto adeguatamente g@mso, eta, salute. | protocolli
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sperimentali sono sottoposti al giudizio degli enigani deputati, la cui approvazione
assicura il rispetto non solo delle leggi vigentg anche dei diritti e della dignita dei
pazienti che si sottopongono alla sperimentaziooeehdo il loro consenso
informato.

Una volta approvata, la sperimentazione prevedaserire il materiale/dispositivo
in un certo numero di soggetti come parte di undist limitato ma ben controllato e
monitorato, finalizzato allo svolgimento di una senza di tre fasi (I, Il e Ill). Gli
esiti della sperimentazione con lindicazione dsultati (sia positivi che negativi),
dei dati del decorso clinicofgllow-up), dei dati quantitativi e dei pareri circa il
significato delle conclusioni, devono essere prisgeall’organismo notificato che
avra la responsabilita della approvazione finalenardella commercializzazione.
Ovviamente le aziende che vogliano condurre questi studi cosiptessi devono
programmare ingenti investimenti prima di arrivaak termine del processo di
sviluppo di prodotti biomedici commerciali, il clhiehiede generalmente 15-16 anni
(fig. 1.38).

I "
_ Pre-clinical Testing

- Phase |
- Phase I

Phase Il

FDA Review/Approval -
Additional Post-marketing Testing -

Fig. 1.38: fasi dello sviluppo di un presidio biomedico dallprogettazione fino alla
commercializzazione (da www.dpci.unipyl.it

Infine, informazioni importanti possono essere vata dal recupero degli impianti,
delle protesi e dei tessuti circostanti da paziel& sono al termine della loro vita o
che hanno subito il fallimento dellimpianto. L'esa dei materiali espiantati

fornisce utili evidenze circa la loro sicurezzaedficacia, permette di determinare le
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cause dell’eventuale fallimento e di aumentare daoscenze circa le interazioni
materiali-tessuti biologici. Queste informazioni tigdbbero essere cruciali per
migliorare la progettazione e la fabbricazione, g@bilire criteri di selezione, per

sviluppare protocolli e tecniche per le diverse dela valutazione degli impianti.
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2. SCOPO DELLA TESI

La ricerca di nuovi materiali biocompatibili e famente impiantabili propone
continuamente nuove molecole e nuove sostanze adatteristiche biologiche,
chimiche e fisiche sempre piu adattabili alla cigia estetica e ricostruttiva ma non
solo. | biomateriali polimerici, infatti sono laamente utilizzati anche per la
realizzazione di dispositivi medici che possanaisimare funzioni biologiche
compromesse in virtu della loro facile processtbili forme o strutture complesse e
della possibilita di modificarne fisicamente oroidamente la superficie.

Due classi di biomateriali polimerici sembrano osgere meglio a questi requisiti,
guella rappresentata daglhydrogels” e quella rappresentata dagli “elastomeri”.
Proprio a queste due classi appartengono i polioggetto di studio di questa tesi
sperimentale, ossia polialchilimide (PAI) e poliafcol (PVA) che rientrano nella
prima, e poliuretano che fa parte della seconda.

PAI e PVA, definiti ‘synthetic injectable fillefs trovano comunemente impiego
nella riparazione di difetti estetici seri 0 comwwongeniti o causati da traumi, grazie
alla loro bassa invasivita, al loro elevato contenin acqua, permeabilita
allossigeno, elasticita. Il poliuretano, invecerazje alle sue ottime proprieta
meccaniche e alla sua buona emocompatibilita, trowizzo soprattutto nella
realizzazione di protesi cardiovascolari.

L’esito dell'utlizzo di questi biomateriali nelfglicazione clinica, sia nel caso in
cui vengano a contatto con i tessuti mdilydrogel3 che con il sangue (poliuretano),
dipende soprattutto dalla loro biocompatibilita. Umateriale scarsamente
biocompatibile, infatti, pud indurre una rispostal distema immunitario talmente
aggressiva da compromettere il buon esito dellaappécazione.

Dal momento che la risposta inflammatoria innescdalimpianto di un
biomateriale nel tessuto ospite € caratterizzaiacipalmente dal richiamo di
monociti e dalla loro successiva attivazione in mégi, i nostri studi sono stati
eseqguiti in parallelo su tre linee cellulari chgpeesentano tre diversi stadi del
differenziamento macrofagico: i pro-monociti U93monociti THP-1 e i macrofagi
RAW 264.7.
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L'analisi preliminare della citotossicita eserctatai nostri polimeri sulle tre linee
cellulari e stata condotta con l'ausilio di dustteolorimetrici, MTT e Neutral Red,
che valutano rispettivamente [lattivita mitocontliae lisosomale delle cellule
metabolicamente attive e percio vitali; inoltre,oleservazioni al microscopio ottico
in campo chiaro hanno permesso di individuare emdintalterazioni della
morfologia cellulare o episodi di necrosi o di afmsp (colorazione con
ematossilina/eosina).

Dopo aver accertato l'assenza di citotossicita, stadio € proseguito con la
valutazione dell'induzione al differenziamento eg#eata dai tre biomateriali sulle tre
linee. Il differenziamento dei monociti in macroifamdice di attivazione di queste
cellule, é stato analizzato attraverso la valutaziali numerosi parametri, ossia
'adesione al biomateriale, la distribuzione degltigeni di superficie, la fagocitosi,
il rilascio di citochine pro-inflammatorie e di ads nitrico.

Il fine ultimo di questo lavoro sperimentale sandeldp di correlare la risposta
biologica indotta dai biomateriali presi in esamen cquelle che sono le loro
caratteristiche strutturali. Soltanto una conosaeagprofondita di tali correlazioni
permettera di progettare polimeri sintetici chéngégrino sempre piu facilmente nel

COrpo umano.
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3. MATERIALI E METODI

3.1 Biopolimeri

Hydrogels

Gli hydrogelspresi in esame vengono forniti dalla Polymekon(ktfilano), la cui
area di Ricerca e Sviluppo ¢ situata nella “Citiad#ella Ricerca” di Brindisi.
BIO-ALCAMID ® (Polialchilimide, PAI) & un hydrogel poliacrilicoontenente
gruppi immido-ammidici crosslinkati con metodo rgde acqua apirogena sterile
(96%) (Dini et al, 2005). | gruppi immidici (fig. 3.1), caratteraiz da un ammide
secondaria legata a due gruppi carbonilici (R-CO-GIBFR), creano un network tra

le catene e sono responsabili, insieme ai gruppinidini, della stabilita del

polimero.
HH oo
c=C © ©
H (i3=O o Q@ o
H-N-C=0 ® o

Fig 3.1gruppo immido-ammidico

La differenza con gli altri derivati acrilici noroasiste solo in una reticolazione piu
articolata, ma anche nella presenza di particauppi funzionali periferici che
contribuiscono alla maggiore stabilita molecolaBéO-ALCAMID ® & presente in
diverse formulazioni che differiscono per la coteiga del polimero; quella
utilizzata nei nostri esperimenti € Bondy-form contenuta in una siringa sterile da 5
ml.

Bioinblue™ (Polivinilalcol, PVA) & un prodotto tegb e certificato (CE). E
costituito da alcol polivinilico (8%) altamente fficato e acqua apirogena (92%).
La stabilita della sua struttura € data dalla faiow@e di legami idrogeno intra- ed
inter-molecolari tra gruppi ossidrilici (fig. 3.20ali legami si ottengono con metodo
fisico, attraverso cicli di congelamento-scongelata€Dini et al, 2005).

Bioinblue™ e contenuto in siringhe sterilida 0, m
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Fig 3.2legami idrogeno presenti nel Polivinilalcol.

| due hydrogels differiscono tra loro, poiché il IP& un filler permanente indicato
per correzioni definitive (ipovolumetrie in soggedtV ¥, Pectus Excavatum), mentre
il PVA é un filler riassorbibile utilizzato in medha estetica per correzioni a breve

termine (aumento labbra, riempimento rughe).

Poliuretano

Per i nostri esperimenti &€ stato utilizzato poliar® poly-ether basedPEU),
caratterizzato da una scarsa biodegradabilitaffereinza depoly-esterbasedche é
completamente biodegradabile (Visaidt. al, 2002). | nostri campioni sono stati
gentilmente forniti dalla Prof. ssa Helena Janika@sk University of Technology,
Chemical Faculty, Polymer Technology Departmentaiiz#, Poland.

Prima di ogni esperimento i campioni di PU sonai starilizzati per almeno 30 min.

con raggi UV.

3.2 Linee cellulari

Il nostro modello sperimentale é costituito dalitmee cellulari che rappresentano tre
differenti stadi del differenziamento monociticobnafagico: promonociti U937,
monociti THP-1 e macrofagi RAW 264.7.

Le U937 sono state isolate dall’essudato pleuricondpaziente affetto da linfoma
istiocitico (Sundstrom C., Nilsson K., 1976). Hanfmoma rotondeggiante con dei
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corti microvilli sulla superficie, inoltre presenia uno scarso citoplasma ed un
particolare nucleo a forma di fascio.

Le THP-1 derivano dal sangue periferico di un pateieaffetto da leucemia
monocitica acuta. Hanno una forma rotondeggiantega; rispetto alle altre linee
monocitiche, queste, una volta differenziate (adrepresenza di esteri del forbolo),
assumono un comportamento molto simile a quellontigrofagi nativi. Per questi
motivi sono un ottimo modello di studio per capigh eventi associati al
differenziamento macrofagico e per esplorare i gdm regolano tale processo
(Auwerx J., 1991).

| macrofagi murini RAW 264.7 sono stati isolati da tumore indotto iniettando
intraperitonealmente il virus della leucemia di Ao® in un topo maschio (Raschke
W.C.et al, 1978).

Le linee utilizzate nei nostri esperimenti sondestecquistate dall’lstituto Nazionale
per la Ricerca sul Cancro di Genova..

Le linee U937 e THP-1 crescono in sospensionerierte RPMI 1640 (Cambrex,
Verviers, Belgium), mentre le RAW 264.7 cresconadesione in terreno DMEM

(Cambrex, Verviers, Belgium). Entrambi i terrenngeno addizionati con:

- Siero bovino fetale al 10% (Cambrex, Verviers, Beiy);
- Penicillina/Streptomicina 100 IU/ml (Sigma, St. iguMO);
- L-glutammina 2 mM (Cambrex, Verviers, Belgium);

- Nistatina 10000 1U/ml (Cambrex, Verviers, Belgium).

3.2.1 Mantenimento della coltura

Il terreno di coltura viene cambiato ogni tre gioene cellule, giunte a confluenza,
divise in due fiasche sterili da 75 €nin un volume finale di 25 ml. La procedura
prevede, se si tratta delle cellule U937 e THPh#, si aspiri la sospensione cellulare
la quale viene centrifugata a 800 rpm per 7-8 mihpellet ottenuto risospeso in

terreno RPMI 1640 completo. Se le cellule crescadese, come nel caso delle
RAW 264.7, esse vengono staccate con tripsina QJ/2BTA (200 mg/l) (Cambrex,

Verviers, Belgium) per 5 min a 37°C; l'azione ddilgsina viene poi neutralizzata
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aggiungendo terreno di coltura in rapporto 1:3 eclbule centrifugate a 800 rpm per
7-8 min; infine il pellet ottenuto viene risospasderreno DMEM completo.

Le colture vengono mantenute alla concentraziongrda 5 x 18/ml in fiasche da
75 cn? a 37°C in atmosfera al 5% G®99% di umidita.

3.2.2 Tecniche di congelamento e scongelamento

Congelamento

Le cellule vengono sospese ad una concentrazioBex did/ml in terreno al 20% di
siero fetale bovino e al 10% di DMSO (Sigma-Aldric8t. Louis, MO). Il
dimetilsolfossido € un crioconservante che deteantenformazione di un ambiente
ipertonico, percio disidrata le cellule, impedenidoformazione di cristalli che
potrebbero danneggiarle.

Il terreno, prima di essere utilizzato, viene ptwrtad una temperatura di -20°C. La
sospensione cellulare viene aliquotatacimmvals che vengono tenutivernighta -
20°C e successivamente portati a -80°C. | passaggduali a temperature

discendenti si effettuano per evitare che le celuibiscano uno shock termico.

Scongelamento

Le cellule conservate a —80°C vengono scongelaadugimente in un bagnetto
termostatato fino a 37°C e centrifugate alla vtdodi 800 rpm per 10 minuti, in
modo da allontanare il DMSO che é tossico; quireligono risospese in terreno
completo al 20% di siero fetale bovino ed incubat®7°C, in presenza del 5% di
COz ed al 99% di umidita.

Le cellule saranno subcoltivate per almeno unansatia prima di essere utilizzate
negli esperimenti. Durante la settimana di subcaltsi passera gradatamente da
terreno al 20% di siero a terreno al 10%.
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3.3 Schema degli esperimenti

Esperimenti con Hydrogels

Le cellule THP-1 e U937 vengono piastrate alla eotrazione di 5 x Towell (2 x
10°/well negli esperimenti di immunomarcaturaimltiwell da 6, in un volume di 3
ml di terreno per pozzetto. | pozzetti devono esggecedentemente trattati con una
soluzione di fibronectina (1 mikll) (Sigma, St. Louis, MO) alla concentrazione
finale di 10pg/ml in PBS (0.2 M, PH 7.4) che viene lasciataager 18 h a 4°C.
Successivamente si elimina la fibronectina e geatisa in ciascun pozzetto 1 ml di
una soluzione saturante costituita da albuminaadyovina (BSA, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO) all'1% in PBS (0.2 M, PH 7.4) cheene lasciata agire per 90 min. a
temperatura ambiente. Il trattamento con fibromacttrea un ambiente simile a
quello fisiologico e favorisce I'adesione dei motio&l substrato quando passano da
una crescita in sospensione ad una in adesioneeidddifferenziamento.

Le cellule RAW 264.7 che crescono naturalmente das@ne non richiedono il
trattamento dei pozzetti con fibronectina, esse guen piastrate ad una
concentrazione di 1,5 x ¥@vell in multiwell da 6.

Le cellule vengono incubate per diversi tempi (48, e 72 h) con i rispettivi

trattamenti (in doppio), secondo il seguente sch@ima.3) :

- CTRL: corrisponde al controllo negativo dell’'espeento, cioe alle
cellule che sono state incubate senza subire &lattamento.

- TPA (Sigma, St. Louis, MO): corrisponde al contrgfiositivo, cioé
alle cellule indotte a differenziare con TPA pregarin terreno di
coltura alla concentrazione finale di 50 ng/ml. TPA (12-O-
tetradecanoil-13-forbolacetato) € un estere debdior conosciuto
come promotore tumorale che induce il differenziatoalelle cellule
mieloidi e sopprime la proliferazione in modo caomcazione-
dipendente (Takada ¥t al, 1999).

- PAI: le cellule vengono incubate con il polimerdiglchilimide alla

concentrazione di 50 mg/ml.
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- PVA: le cellule vengono incubate con il polimerdliyailalcol alla

concentrazione di 50 mg/ml.

Fig 3s8hema di piastratura relativo agli esperimentifegdrogels.

E’ necessario precisare che negli esperimentiivelat’attivazione delle cellule
RAW 264.7 (test NBT e dosaggio dell'ossido nitrigd)e utilizzato come controllo
positivo il “lipopolisaccaride” batterico (LPS da Eoli 0127:B8, Sigma, St. Louis,
MO) alla concentrazione di 10 ng/ml. La sua funeiah attivatore macrofagico e
ben documentata in letteratura (Messer R.L&V.al, 2007; Miller K.M. and
Anderson J.M., 1988).

Esperimenti con Poliuretano

Per questo tipo di esperimenti si € scelto diza#tdre piastrenultiwell da 24 pozzetti,
all'interno dei quali sono state inserite seziomcaari di poliuretano aventi un
diametro di circa 1 cm; si € cioé cercato di rigagcon il biomateriale l'intera area
di base del pozzetto, in modo che le cellule viigdero sopra.

Le cellule U937 e THP-1 sono state incubate adoomeentrazione di 7 x f@vell,
mentre le RAW 264.7 ad una concentrazione di 5" i,

Anche per questo tipo di esperimenti si & utilizzan controllo negativo (CTRL) ed
uno positivo rappresentato, a seconda degli espatinda TPA (50 ng/ml) o LPS
(20 ng/ml).
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3.4 Osservazioni morfologiche

Prima di ciascun esperimento le cellule vengoncermase al microscopio ottico
invertito, Nikon Eclipse TE2000-Eed eventualmente fotografate con macchina
digitale Nikon Cool Pix 4500.

3.5 Colorazione con Ematossilina-Eosina

La colorazione con Ematossilina-Eosina € una texrdc routine, applicabile ai
tessuti ed alle cellule, che mette in evidenza tafologia cellulare, colorando in
modo differenziale nucleo e citoplasma. In paréeel I'Ematossilina di natura
basica, si lega agli acidi nucleici del nucleo a@odolo di viola, mentre 'Eosina di

natura acida colora il citoplasma basofilo di rosa.
Il protocollo utilizzato e il seguente:

- Le cellule adese al vetrino vengono fissate com#&ina al 4% in
PBS 0,2 M, pH 7,4 per 5 min. e lavate tre volt®BsS;

- sieffettuano due lavaggi in acqua distillata;

- si immerge il vetrino in ematossilina precedentetmefiitrata e si
lascia agire per 7-10 min.;

- si lava con acqua corrente per fissare il colorantg effettua un
ulteriore lavaggio in acqua distillata;

- si colora con eosina (preventivamente attivata amedil'aggiunta di
alcune gocce di acido acetico glaciale) per 3-4 min

- dopo aver rimosso il colorante e lavato con acdsidldta si procede
alla disidratazione mediante concentrazioni cresabiralcoli (50%-
70%-90%-100%);

- a questo punto i vetrini vengono lasciati in xilegper almeno 10
minuti ed infine montati sul portaoggetto con Etfk{Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO);

- si lascia asciugare e successivamente si pud mozed

all'osservazione al microscopio ottico.
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| vetrini preparati con le cellule in sospensiorengono colorati con la stessa
procedura, ma prima di procedere alla coloraziaeaeveffettuato un passaggio di
idratazione con scala di alcoli decrescente (100%-90%-50%).

Questa metodica € stata utilizzata anche per geldgacellule adese alle due diverse
superfici, liscia e porosa, del poliuretano; in sfeemodo € stato possibile effettuare
una valutazione preliminare, mediante osservazialfe stereomicroscopialella
citocompatibilita, intesa come capacita di indufeslesione cellulare, di questo

biomateriale.

| coloranti sono stati preparati secondo le seguieette:

Emallume Carazzi (dose per 200 ml di colorante):

- 10 g di KAI(SQ)2in 140 ml di BO bidistillata
- 0,2 g Ematossilina (Sigma, St. Louis, MO)
- 0,04 g di KIGin 20 ml di RO bidistillata

- 40 ml di glicerina

II KAI(SO4)2 viene sciolto a caldo nell #D bidistillata e poi si aggiunge
'ematossilina; contemporaneamente si scioglieeddo il KIGs sempre nell’ HO
bidistillata. Quando la prima soluzione é raffre@ddai aggiunge la seconda insieme

alla glicerina pura tamponata.

La soluzione di Eosina deve essere allo 0,5%, @escikolubilizzeranno 0,5 g di
eosina(Sigma, St. Louis, MO) in 100 ml di2® bidistillata.

3.6 Colorazione con Blu di Toluidina

- | campioni cellulari vengono fissati in formalinb486 in PBS (0,2 M,
pH 7,4) e lavati tre volte in PBS;

- si colora con una soluzione di Blu di Toluidina kBg Chemicals-
Deventer-Holland) all'1% in kD bidistillata per 5 min.;

- si effettuano tre lavaggi in PBS;

- simontano i vetrini e si effettua 'osservaziohen&roscopio ottico.
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3.7 Test colorimetrici

Test MTT

Il saggio MTT (Mosman T.J., 1983) si basa sullaam@ia degli enzimisuccinato

deidrogenasimitocondriali, presenti nelle cellule vitali, diaisformare il sale MTT,
tetrazolium 3-(4,5-dimethylthiazolo-2-yl)-2,5-diply¢etrasolium bromide, di colore
giallo, in un composto, il formazano, di colore blua concentrazione di tale
prodotto € misurata spettrofotometricamente edra@p@rzionale al numero delle

cellule vitali.

Il test viene eseguito secondo il seguente prokoear cellule in sospensione:

- Dopo aver raccolto da ciascun pozzetto, corrispotedai trattamenti
effettuati, la sospensione cellulare insieme al RBBElavaggi (se ne
eseguono tre), si centrifuga a 800 rpm per 7-8;min.

- sirisospende ciascun pellet in 1 ml di terrencaliura contenente il
sale MTT (Sigma, St. Louis, MO) alla concentrazidimale di 1
mg/ml;

- silascia ad incubare per 2 h a 37°C in atmosfe&adi CQ, e al
99% d’'umidita;

- terminata lincubazione con MTT, si raccolgono lesgensioni
cellulari insieme al PBS dei 3 lavaggi e si cengd a 800 rpm per 7-
8 min;

- i pellet cellulari cosi ottenuti vengono risospiesi ml di DMSO per
permettere la solubilizzazione dei sali di formazan

- si centrifuga per pellettare eventuali residui wali, si raccoglie il
sovranatante e si effettua la lettura allo speitoyhetro (DU 640B
Spectrophotometer, Beckman-Coultead una lunghezza d’'onda di
570 nm.
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Lo stesso saggio viene eseguito sulle cellule esmae (RAW 264.7) omettendo i
passaggi relativi alla raccolta delle sospensi@fiutari e alle relative centrifugate
per far pellettare le cellule.

Il test deve essere eseguito al buio perché 'MTatasensibile.

Test Neutral Red

Si basa sull'impiego di un colorante vitale, il RosNeutro (Basic Red 5, Toluylene
Red), che viene catturato dai lisosomi perfettamdanzionanti delle cellule vive e
poi rilasciato in una soluzione di etanolo acidéto.

L'intensita della colorazione rossa, che verra mia spettrofotometricamente,

sara proporzionale al numero di cellule vive.

Il saggio viene eseguito secondo il seguente poditoc

- Le sospensioni cellulari raccolte da ciascun paazesieme al PBS
ricavato dai tre lavaggi vengono centrifugate a 8pth per 7-8
minuti;

- si risospende ciascun pellet in 1 ml di terrencaltura contenente
Neutral RedBaker Chemicals- Deventer-Holland) allo 0,01%;

- silascia ad incubare per 2 h a 37°C in atmosfe&adi CQ, e al
99% d’'umidita;

- terminata lincubazione con Neutral Red, le sosjpemscellulari
vengono raccolte insieme al PBS dei lavaggi e dag#te;

- le cellule pellettate vengono lisate con una solicontente per il
50% acqua distillata, 49% metanolo e 1% acido emalaciale; cio
permette il rilascio del colorante;

- si centrifuga per eliminare eventuali residui dellue si effettua la
lettura allo spettrofotometro (DU 640&pectrophotometer, Beckman-
Coultern alla lunghezza d’'onda di 540 nm.

Anche in questo casd,saggioviene eseguito sulle cellule in adesione (RAW 254.7
omettendo i passaggi relativi alla raccolta detispensioni cellulari e alle relative
centrifugate per far pellettare le cellule.
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Test NBT

Questo test misura il rilascio di anioni superossid parte dei macrofagi attivati
(Rook G.A.W. et al., 1985), permettendo cosi ditaa il grado di differenziamento
macrofagico. Tali ioni provocano la riduzione, agera delle esterasi acide, dell’
NBT (nitro blu di tetrazolio) che formera un comnspminsolubile, il diformazano, di
colore blu. La concentrazione di tale prodotto éumata spettrofotometricamente ed

e proporzionale al numero di cellule differenziate

Il test viene eseguito secondo il seguente prokmcol

- Le sospensioni cellulari raccolte da ciascun paazesieme al PBS
dei 3 lavaggi vengono centrifugate a 800 rpm p8miin;

- ciascun pellet viene risospeso in 1 ml di terrencodtura contenente
NBT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) alla concentraze finale di
335ug/ml;

- si lascia ad incubare per 2h a 37°C in atmosfez®aldi CQ e al
99% d’'umidita;

- al termine dellincubazione con NBT, si raccolgoleosospensioni
cellulari, si effettuano 3 lavaggi con metanoloi eentrifuga a 800
rpm per 7-8 min;

- ciascun pellet viene risospeso in 1 ml di una sohe di KOH
(2M)/DMSO (460ul KOH e 540ul DMSO) per solubilizzare i sali di
diformazano contenuti nelle cellule ;

- si centrifuga per eliminare residui cellulari desigono i sovranatanti
allo spettrofotometro (DU 640BSpectrophotometer, Beckman-
Coulter) allax di 630 nm.

Lo stesso saggio viene eseguito sulle cellule esmae (RAW 264.7) omettendo i
passaggi relativi alla raccolta delle sospensi@fiutari e alle relative centrifugate
per far pellettare le cellule.

Il test deve essere eseguito al buio perché I'NBdt@sensibile.
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3.8 Test di fagocitosi con particelle diatex

Questo saggio permette di valutare la fagocitopeeifica di particelle di latex
(Sigma, St. Louis, MO) aventi un diametro di 8. Il test viene eseguito in
multiwell da 6 pozzetti allinterno dei quali sono stati ggéentemente inseriti i
vetrini coprioggetto opportunamente sterilizzati;d essi saranno rimaste adese le
cellule che hanno differenziato spontaneamente (ChBgativo) o0 in seguito ai
trattamenti con TPA (CTRL positivo) e con gli hydeis PAI e PVA.

Il protocollo eseguito € il seguente:

- Sirimuove da ciascun pozzetto il terreno di caltere cellule rimaste
adese al vetrino vengono lavate una volta con PBSN, PH 7,4) (il
lavaggio deve essere molto delicato, per evitaeestitacchino);

- siaspira il PBS del lavaggio e si inserisce irscim pozzetto 1 ml di
soluzione di latex allo 0,025% in terreno di cadiad 10% di siero;

- silascia ad incubare per 2-4-6 h a 37°C e al 5%

- al termine di ciascun tempo di incubazione si asmla ciascun
pozzetto la soluzione di latex e si lava una voita PBS;

- si effettua la fissazione delle cellule in formalitamponata al 4% in
PBS per 5 min;

- sieffettua un lavaggio in PBS;

- 1 vetrini vengono montati con glicerina tamponajbcérolo/PBS 1:1)
e sigillati con Eukit? (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)

- sieffettua 'osservazione al microscopio ottictenferenziale.

3.9 Test di endocitosi in fase fluida co.ucifer Yellow

Il lucifer yellow VS (GoHi2LioN2010S5 ) € un sale di dilitio 4-Amino-N-(3-
[vinilsulfonil]fenil) naftilammide-3,6-disulfonatospesso utilizzato come tracciante
cellulare altamente fluorescente per identificareod®mlli di comunicazione

giunzionale. Penetra in cellula mediante meccanisirendocitosi in fase fluida.
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Il test viene eseguito imultiwell da 6 pozzetti allinterno dei quali sono stati
precedentemente inseriti i vetrini coprioggetto appnamente sterilizzati; su di essi
saranno rimaste adese le cellule che hanno diffexten spontaneamente (CTRL
negativo) o in seguito ai trattamenti con TPA (CTPRsitivo) e con gli hydrogels

PAI e PVA. Si esegue il seguente protocollo:

- Sirimuove da ciascun pozzetto il terreno di caltere cellule rimaste
adese al vetrino vengono lavate una volta con PBSN, PH 7,4) (il
lavaggio deve essere molto delicato, per evitaeesttacchino);

- siaspira il PBS del lavaggio e si inserisce irscim pozzetto 1 ml di
soluzione diLucifer Yellow (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) alla
concentrazione di 0,1 mg/ml in terreno di colturaG26 di siero;

- silascia ad incubare per 1 e 2 h a 37°C e al 5&;

- al termine di ciascun tempo di incubazione, si oraila soluzione di
Lucifer Yellowe si lavano le cellule con PBS 0,2 M, pH 7,4;

- i fissano le cellule con formalina al 4% in PBS pemin. e si
effettua un lavaggio con PBS 0,2 M PH 7,4;

- sl montano i vetrini con glicerina tamponata (giwe/PBS 1:1) e,
una volta asciugati, si sigillano con EuRitSigma-Aldrich, St. Louis,
MO)

- si osservano al microscopio a fluorescenza conofilFITC

(eccitazione 494 nm, emissione 518 nm).

3.10 Immunolocalizzazioni

Le cellule U937 e THP-1 sono state piastrate aleentrazione di 2 x £0pozzetto
in multiwell da 6 con i rispettivi trattamenti (CTRhegativo, TPA, PAlI e PVA) e
lasciate ad incubare per 48 e 72 h. In ciascungititzerano stati precedentemente
inseriti vetrini coprioggetto sterili. La marcaturdatti viene eseguita, allo scadere
dei tempi di incubazione, sia sulle cellule rimaatkese al vetrino che su quelle in

sospensione.

110



CD 14

Per questo tipo di marcatura si € utilizzato unicanpo FITC-Conjugated
Monoclonal Mouse Anti-Human CDI®AKO, Denmark) diluito 1:10 con PBS 0,2
M pH 7,4.

Protocollo per cellule adese:

- Le cellule vengono lavate 3 volte con PBS 0,2 M i,
delicatamente per evitare che si stacchino;

- si bagna il vetrino con circa 50 della soluzione di CD14 e si lascia
agire per 30 min. a 4°C ;

- silava 3 volte con PBS;

- sifissano le cellule con formalina al 4% in PB$ penin., al termine
dei quali si effettuano 3 lavaggi;

- sl montano i vetrini con glicerina tamponata (giwe/PBS 1:1) e,
una volta asciugati, si sigillano con EuRitSigma-Aldrich, St. Louis,
MO)

- si osservano al microscopio a fluorescenza conofilFITC

(eccitazione 494 nm, emissione 518 nm).

Protocollo per cellule in sospensione:

- la sospensione cellulare aspirata da ciascun pozzegtene
centrifugata (800 rpm per 7-8 min) in modo da dbmare il terreno
di coltura;

- sieffettua 1 lavaggio in PBS;

- sirisospende il pellet in 104 di soluzione di CD14 1:10 in PBS;

- silascia agire per 30 min. a 4°C;

- sieffettuano 3 lavaggi in PBS;

- sifissa con formalina al 4% in PBS per 5 min.teamine dei quali si
effettuano altri 3 lavaggi;

- si fa unospot(circa 20ul) su vetrino portaoggetto con la sospensione

cellulare corrispondente a ciascun trattamento kRstia asciugare
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overnight

- sl montano i vetrini con glicerina tamponata (giwe/PBS 1:1) e,
una volta asciugati, si sigillano con EuRitSigma-Aldrich, St. Louis,
MO)

- si osservano al microscopio a fluorescenza comofilFITC

(eccitazione 494 nm, emissione 518 nm).

CD31 e CD36

Sono stati utilizzati gli anticorpi primamouse monoclonal antibody CD36anta
Cruz Biotechnology, INC.) goat polyclonal antibodyPECAM-1 (CD31)(Santa
Cruz Biotechnology, INC.) diluiti 1:50 in PBS 0,2 MH 7,4, come anticorpo
secondario si é utilizzatanti-mouse IgG FITC conjugatgigma, St. Louis, MO),
diluito 1:50 in PBS 0,2 M pH 7,4.

Il protocollo € lo stesso utilizzato per la marcatdell’antigene CD14, eccetto per il
fatto che €& necessario effettuare due incubazi®on80d min. a 4°C, una con
I'anticorpo primario ed una con quello secondari®@-coniugato; tali incubazioni
devono essere precedute e seguite dagli oppoduvagdi in PBS come descritto

precedentemente.

CD 68

L'immunolocalizzazione deimarker CD68 si differenzia da quelle sopra descritte
poiché richiede un passaggio di permeabilizzazidea membrana cellulare, dal
momento che il CD68 e localizzato soprattutto alkv intracitoplasmatico e in
misura minore sulla superficie dei monociti/macgofa

Si e utilizzato lanticorpo primariomouse monoclonal CD6§Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) diluito 1:50 in BSA-PBS 3%;me anticorpo secondario e stato
utilizzato anti-mouse IgG FITC conjugatsigma, St. Louis, MO), diluito 1:50 in
BSA-PBS 3%.
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Protocollo per cellule adese:

- Le cellule rimaste adese sul vetrino vengono ladatEatamente con
PBS (1-2 volte) e fissate in formalina al 4% in PS8 5 min;

- dopo la fissazione si esegue un lavaggio in PBS effsttua la
permeabilizzazione in metanolo ghiacciato (1 mir2@C);

- sieffettua 1 lavaggio in BSA-PBS 3%

- si effettua lincubazione con lanticorpo primarjger 30 min. a
temperatura ambiente (circa 20 per vetrino), a cui segue un
lavaggio in BSA-PBS 3%;

- si effettua l'incubazione con I'anticorpo secondaFITC-coniugato
per 30 min. a temperatura ambiente, a cui seguavaggio in BSA-
PBS 3%;

- sl montano i vetrini con glicerina tamponata (giwe/PBS 1:1) e,
una volta asciugati, si sigillano con EukitSigma-Aldrich, St. Louis,
MO);

- si osservano al microscopio a fluorescenza conofilFITC

(eccitazione 494 nm, emissione 518 nm).

Protocollo per cellule in sospensione:

- La sospensione cellulare viene allontanata da wmlgmwzzetto e
centrifugata a 800 rpm per 7-8 min;

- Il pellet cellulare viene lavato 1 volta in PBSsdato in formalina al
4% in PBS per 5 min. e nuovamente lavato;

- si effettua la permeabilizzazione con metanolo gfio (1 min. a -
20°C) a cui segue 1 lavaggio in BSA-PBS 3%;

- si effettua lincubazione con lanticorpo primarjger 30 min. a
temperatura ambiente, a cui segue un lavaggio &BBS 3%;

- si effettua l'incubazione con I'anticorpo secondaFITC-coniugato
per 30 min. a temperatura ambiente, a cui seguavaggio in BSA-
PBS 3%,;

- i pellet vengono sospesi in BSA-PBS 3% e con assifsttuano gli

spot(circa 20ul) sui vetrini e si lasciano asciugaweer night
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- sl montano i vetrini con glicerina tamponata (giwe/PBS 1:1) e,
una volta asciugati, si sigillano con EuRitSigma-Aldrich, St. Louis,
MO)

- si osservano al microscopio a fluorescenza conofilFITC

(eccitazione 494 nm, emissione 518 nm).

3.11 Test ELISA

ELISA é l'acronimo inglese per Enzyme-Linked Imnsortent Assay, un metodo di
analisi immunologica ampiamente utilizzato per vdee la presenza di svariate
molecole all'interno di campioni biologici (sierayina), ma non solo; esso infatti
puo essere applicato, come nel nostro caso, anckest@mi di colture cellulari in
vitro.

Il test si basa sulla specificita di legame chénstaura tra un anticorpo specifico e
la molecola di interesse (Lai Y. et al., 2005). eTést trova un ampio uso nella
diagnostica clinica: ad esempio viene utilizzatar peisurare la concentrazione
plasmatica di anticorpo anti-HIV e consente dunglueliagnosticare un’eventuale

sieropositivita nel paziente.

In questo lavoro di tesi sono stati utilizzati t BuoSet® ELISA (R&D Systems
Abingdon, UK) per quantificare le citochine protaxhmatorie TNFe, IL-1p e IL-6
nel surnatante di colture cellulari monocitiche/nad@giche opportunamente trattate
per diversi tempi; allo scadere dei vari tempimtiubazione i surnatanti sono stati
raccolti, centrifugati per eliminare residui cedlul e congelati a -20°C in attesa di
eseguire i test.

| kit che abbiamo utilizzato si basano sulla costtll metodica ELISA “non
competitiva diretta”; essa prevede l'utilizzo di anticorpo primario ancorato ad una
fase solida (micropiastra in polistirene) che rimsee una specifica molecola, e di un
anticorpo secondario biotinilato. Entrambi si legaalla molecola di interesse
formando il cosiddettosandwich (fig. 3.4). Tale complesso viene rilevato
introducendo una soluzione contente streptavidgnde@ja alla biotina) a sua volta
coniugata all’enzima perossidasi che metabolizzemra opportuno substrato

(tetrametilbenzidina, TMB), rilasciando un precapat di colore blu. La reazione
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verra bloccata attraverso lintroduzione di aciddfasico che fara virare il colore
della soluzione dal blu al giallo. L'intensita delodotto di reazione giallo risultante

verra misurata spettrofotometricamente a 450 nm.

* ¥ 00, -
AT AY ??Tr J I s

2% Antibody with
colormelric enzyme
L3¢

Fig 3.4 sandwich ELISA (da Lai Yet al, 2005)

Per ciascun test é stato seguito il protocolloifordalla R&D Systemsche prevede
una prima fase (fase dioating in cui si prepara la micropiastra lasciando che
'anticorpo primario ¢apture antibody,C.A.) si leghi al fondo e alla pareti dei
micropozzetti, ed una seconda fase in cui si saggi@ampioni mediante 'aggiunta
dell'anticorpo secondarialétection antibodyD.A.).

La quantificazione della molecola di interesse anei per “estrapolazione” da una
curva standard con sette punti (fig. 3.6), ottergrtaficando concentrazioni note
dello standard incluso nel kit, ottenute per dituie seriale a partire da una

concentrazione nota piu elevata (fig. 3.5), in fane delle corrispondenti densita

ottiche.
bODLLL 500 uL 500LLL 500;1[_ SUO;IL 500;,1L.
100 pL
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BTappanr
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10,000 1000 500 250 125 62.5 31.2 15.6
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Fig 3.5 diluizioni seriali ottenute a partire da una camnttazione nota di molecola standard (da
www.rndsystemscon).
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Optical Donsity

Diluted Calibrator Diluent RDG-35

= (pg/mL) 0.D. Average | Corrected
E 0.033
= 0 0.035 0.034 =
- 0.071
- 15.6 0.076 0.074 0.040
o112
T E 1.2 0115 0114 0.080
= 0.187
B 62.5 0.199 0,193 0.159
i 0.361
125 0.384 0.373 0.339
01 E 0.689
E 250 0.725 0707 0.673
C o 1.314
£ 500 1.326 1.320 1.286
= 2.364
0.0 vl I N R AN A1 1DDCI EdBD 2&22 QBBE
10 100 1000

THF- Concantration (pgimL)

Fig 3.6 esempio di curva standard, in scala logaritmatgenuta graficando concentrazioni note di
standard di TNFe in funzione delle corrispondenti densita ottictla fyww.rndystemscom.

Le soluzioni richieste per I'esecuzione del test¥A_sono le seguenti:

PBS- 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 8.1 mM N&iPO,, 1.5 mM KH,PO, (pH 7.2-
7.4)

Wash Buffer - 0,05%Tweel? 20 (Sigma, St. Louis, MO) in PBS
Reagent Diluent— 1% BSA in PBS
Streptavidina-HRP — 1:200 in Reagent Diluent

Substrate Solution- Miscela 1:1 di reagente colorato A4Bb) e reagente colorato
B (Tetrametilbenzidina) (R&[dystem<£atalog, DY999)

Stop Solution—2 N H,S0Oy

Le concentrazioni di utilizzo degli anticorpi e deggandard relativi sono le seguenti:

TNF-a
C.A.: 4ug/mlin PBS;
D.A.: 250 ng/ml in Reagent Diluent;

Standard 1000-500-250-125-62.5-31.25-15.6 (pg/ml) in Reagailuent.
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IL-1B

C.A.: 4pg/mlin PBS;

D.A.: 200 ng/ml in Reagent Diluent;

Standard250-125-62.5-31.25-15.6-7.8-3.9 (pg/ml) in Reade@ituent.

IL-6

C.A.: 2pug/mlin PBS;

D.A.: 200 ng/ml in Reagent Diluent;

Standard600-300-150-75-37.5-18.75-9.3 (pg/ml) in Readeihient.

Preparazione della micropiastra:

Inserire in ciascun pozzetto della micropiastra 100i Capture
Antibody opportunamente diluito e lasciare ad incubawernight a
temperatura ambiente;

aspirare la soluzione da ciascun pozzetto ed edfedttre lavaggi con
Wash Buffer(400 pl/well);

dopo aver aspirato l'ultimo dei tre lavaggi, dispam® in ciascun
pozzetto il Reagent Diluent (3Qd/well) e lasciare agire per 1h a
temperatura ambiente;

aspirare la soluzione da ciascun pozzetto ed edfedttre lavaggi con
Wash Buffer.

Assay Procedure

dopo aver aspirato lultimo dei tre lavaggi dispeesnei pozzetti i
campioni da saggiare e gli standard (L0@vell); coprire la piastra e
incubare per 2 h a temperatura ambiente;

aspirare la soluzione da ciascun pozzetto ed edfedttre lavaggi con
Wash Buffer;

dopo aver aspirato l'ultimo dei tre lavaggi, dispam® in ciascun
pozzetto ilIDetection Antibodyopportunamente diluito (10@/well),
coprire la piastra e lasciare agire per 2 h a teatpe ambiente;
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- aspirare la soluzione da ciascun pozzetto ed edfedttre lavaggi con
Wash Buffer;

- dopo aver aspirato l'ultimo dei tre lavaggi aggiargin ogni pozzetto
100 ul di soluzione di Streptavidina-HRP opportunamedilaita e
lasciare agire per 20 min. al riparo dalla luce;

- aspirare la soluzione da ciascun pozzetto edtediet tre lavaggi con
Wash Buffer;

- Dispensare in ciascun pozzetto 0@l Substrate Solution e lasciare
agire per 20 min.al riparo dalla luce;

- Stoppare la reazione con 2 N3O, (50 pl/well) e leggere la piastra
ad una lunghezza d’onda di 450 nm (lettore di np@stre SORIN
BIOMEDICA ETI-System).

3.12 Dosaggio dell’ossido nitrico (NO)

Per misurare la quantita di NO presente nel surmétadi cellule opportunamente
trattate si € utilizzato un saggio colorimetricoecki basa sull’ impiego del “reattivo
di Griess”; tale reagente contiene due compostinghi, ossia acido sulfanilico
(Reagente B) e N-(1-naftalenediamina) (ReagentenAmbiente acido, il reagente
B viene convertito dal nitrito (N in sale di diazonio che rapidamente si lega al
reagente A formando wuna molecola la cui assorbanzeéene letta

spettrofotometricamente a 540 nm (fig. 3.7).

.‘j \
NO, —
NN B /N N o
HQSS_(\_H_NHQ —_— HDSS c\_) N2 + a\\ /1 NHCHQCHENHE
HSPE:I,Jr
Reagent B Digzonium salt Reagent A

(7N
/
L =
R\
» HO,S —N=N—{, ,»—NHCH_CHNH
3 y QA / Pl Al
Bz dye

Fig 3.7 reazione chimica su cui si basa il saggio di &ri@escritta da Griess nel 1879).
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Dunque 1 livelli di NO vengono misurati in modo imedto attraverso la
quantificazione del nitrito che e stabile e nonatité ed € il primo dei due prodotti
che si originano dalla rottura di NO.

Protocollo:

- mescolare in parti uguali (1:1) il surnatante delie ed il reattivo di
Griess (Sigma, St. Louis MO);

- lasciare agire per 15 minuti;

- leggere allo spettrofotometro (DU 640BSpectrophotometer,
Beckman-Coultgr a 540 nm.

Le concentrazioni di NO vengono calcolate per estiezione da una curva standard
costruita graficando concentrazioni note dello déad di nitrito di sodio (100-50-25-
12,5-6,25-3,13-1,56M) in funzione delle corrispondenti densita ottiche

3.13 Preparativa SEM

Questa metodica consente di preparare i campioalohici per I'osservazione al
microscopio elettronico a scansione (SEM) presetlearte loro caratteristiche
originarie che devono rimanere quanto piu possilileine a quelle dell’ambiente
fisiologico; a questo scopo si effettuano due pggsarincipali: la fissazione delle
proteine e dei lipidi con glutaraldeide e tetrossidi osmio, e la disidratazione
graduale in alcoli (0o acetone), in modo da elimi@autta 'acqua presente nel
campione per evitare che durante |'osservazionea esgapori, provocando la
contrazione e dunque l'alterazione della struttdedla specie biologica.

Un ulteriore passaggio chiamato CPD (Critical Poirdrying) permette di
vaporizzare il solvente organico inserendo il caomg, gia fissato e disidratato, in
un contenitore ad alta pressione che viene riemptio CQ liquida a temperatura
ambiente e chiuso ermeticamente; successivameatargnta la temperatura al di
sopra di un valore critico (critical point) con ceaguente aumento della pressione.

Quando la pressione raggiunge un certo livelloC@, da liquida diventa gassosa e
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viene rilasciata gradualmente dal contenitore metkal’apertura di una valvola:
cio determina la completa disidratazione dei campio

Infine i campioni vengono montati su “stubs” in winio e ricoperti con oro
(sputtering) per permettere la conduzione deglittedai durante I'osservazione

finale.

In questo lavoro di tesi tale metodica e statazamtita per preparare campioni di
Poliuretano sui cui sono state fatte aderire deséipologie cellulari (U937, THP-1 e
RAW 264.7) per 72 h. Il protocollo € il seguente:

- Lavaggi in tampone cacodilato 0,1 M (3 x 5’);

- Fissazione in glutaraldeide 2,5% in tamp. cacoalsdr 1+ %2 h;

- Lavaggi in tampone cacodilato 0,1 M (3 x 5);

- Post-fissazione in Os1% in tamp. cacodilato per 2 + %2 h a 4°C;

- Lavaggi in tampone cacodilato 0,1 M (3 x 5);

- Alcol al 50% (15);

- Alcolal 70% O.N. a 4°C;

- Alcolal 90% (3 x 15%;

- Alcol al 100%(3 x 15%;

- CPD: 2 ciclida 30", 1 ciclo da 40", 1 ciclo d&5 (Critical Point
Dryer Balzers 030, Balzers, Leichtenstein)

- Sputtering(Balzers SCD 050, Balzers, Leichtenstein)

| campioni cosi preparati sono stati osservati @r@scopio elettronico a scansione
Philips XL20.

3.14 Analisi statistica dei dati

| risultati sono espressi come medie + deviazidaadard per ogni tipo di campione
testato. | valori medi derivano da esperimentittipdre volte ciascuno.

Dopo aver valutato se vi sono differenze signifieatra i valori relativi ai diversi
campioni mediante l'analisi della varianza ad urea MANOVA), le differenze tra
gruppi sono stabilite mediante il test debtudent applicato a due popolazioni
indipendenti. La significativita & considerata awh yprobabilita p<0.05.
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4. RISULTATI

4.1 Analisi citotossicologiche

Hydrogels

La vitalita delle linee cellulari RAW 264.7, THPeLU937 dopo differenti tempi di
incubazione (24, 48 e 72 h) con i biopolimeri ploldimide (PAI) e polivinilalcol
(PVA) e stata saggiata mediante i test colorimeMi€T e Neutral Red.

| risultati relativi alle celluleRAW 264.7, espressi come valori di densita ottica, sono
riportati nel grafico di fig. 4.1.

4.0 1
1 ) 1
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3.0 - ]
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1.0 1
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Campioni G0 mofml)

Fig. 4.1 test MTT eseguito sui macrofagi RAW 264.7 dopg 28 e 72 h di incubazione con i
polimeri PAI e PVA (50 mg/ml). | valori sono espsesgome media + dev. st.di tre esperimenti
indipendenti effettuati in triplicato. Analisi sistica rispetto al CTR (controllo negativo): *p<B,0
**

p<0.01.

Si puo osservare che i macrofagi sono sempre \dtghroliferano dopo 24 ore.
L’abbassamento dei valori di densita ottica riscatntper le cellule cresciute in
presenza dei polimeri dopo 48 e 72 ore sono dibatsi soprattutto al fatto che lo
spazio a disposizione delle cellule sulla piasiracdtura € inferiore quando sono
presenti i polimeri, poiché ne occupano una cera.d a vitalita delle cellule RAW
264.7 é confermata dalle osservazioni al microscoftico dove le cellule assumono
una colorazione scura poiché metabolizzano I'MTDnfermando che sono

metabolicamente attive (fig. 4.2).
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La colorazione con blu di toluidina, effettuata sidle cellule presenti nel pozzetto
di coltura (fig. 4.3), che su quelle che rimangauese ai polimeri (fig. 4.4), ha
evidenziato una morfologia comparabile al contrallegativo. Le cellule hanno
perlopiu forma sferica, in qualche caso assumore farma piu allungata; non si
osservano cellule giganti (FBGC). Le immagini mggopiche rivelano la presenza

di poche cellule adese ai polimeri (fig. 4.4); mblmente cido e dovuto alla loro
elevata idrofilicita (Nagaoka ®t al, 1990).

Fig. 4.2 immagini microscopiche di cellule RAW 264.7 clenho metabolizzato il sale MTT dopo
48 h di trattamento con i biopolimeri. A) controliegativo, B) PAI, C) PVA. Le frecce indicano la
posizione dei polimeri nella piastra di colturagriandimenti originali 20X.

Fig 4.3 colorazione con blu di toluidina di macrofagi RA284.7 incubati per 48 h con i polimefi)
controllo negativo, B) PAI, C) PVA. Le frecce indiwo la posizione dei polimeri nella piastra di
coltura. Ingrandimenti originali 20X.
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Fig. 4.4 polimeri PAI e PVA colorati con blu di toluidina.

L'analisi della citotossicita effettuata sui monociHP-1 e stata condotta in tre
tempi (24, 48 e 72 ore) come per le RAW 264.7 edltrie, in differenti condizioni
ambientali, ossia in assenza ed in presenza dinfdmtina, una proteina della matrice
extracellulare che mima I'ambiente fisiologico (f§y5).

| risultati evidenziano che la vitalita delle THPsLmantiene elevata in presenza di
entrambi gli hydrogels, dal momento che non si wss® differenze significative
nei valori di assorbanza percentuale rispetto akd#lule non trattate (CTRL
negativo). Un lieve calo di vitalita si riscontriead8 e 72 ore; anche in questo caso
cio e dovuto, come gia visto per le RAW 264.7 adid che le cellule proliferano ma
hanno a disposizione un’area limitata del pozzditecoltura, essendo una buona
parte di tale area occupata dai polimeri. La presati fibronectina non influisce
sulla vitalita cellulare.

Il test Neutral Red, eseguito dopo 48 ore, confefamsenza di citotossicita nei

trattati con i polimeri.
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Fig. 4.5 test MTT di cellule THP-1 incubate per 24, 482 afe con PAl e PVA (50 mg/ml) in
assenza (A) ed in presenza (B) di fibronectinat Nesitral Red effettuato dopo 48 ore (C). | valori
sono stati normalizzati rispetto al controllo, @dhstato considerato come 100%, e sono la media +
dev. st. di tre esperimenti indipendenti effettiratriplicato.

| test di citotossicita MTT e Neutral Red effetiugati promonocitiJ937 dopo 48 ore

di incubazione con PAI e PVA hanno confermato Vata biocompatibilita dei due

polimeri dal momento che entrambi non influisconbiesvitalita di queste cellulare.

160
140 =
120
100
80
60
40
20

il

HH

0.D. %

CTRL PAI PVA

HH X

=
8
HH

H

CIRL PAI PVA

B

Fig. 4.6 MTT (A) e Neutral Red (B) di cellule U937 incubater 48 h con PAIl e PVA (50mg/ml), in
assenza di fibronetina. | valori sono stati normzti rispetto al controllo negativo, che é stato
considerato come 100%, e rappresentano la medév.tstl di tre esperimenti indipendenti effettuati
in triplicato. Analisi statistica: *p<0.05 rispet#b controllo negativo.
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Poliuretano

Le analisi di citotossicita effettuate mediante 3T dopo 72 ore di incubazione
delle cellule RAW 264.7, THP-1 e U937 con il poétano (diametro circa 1 cm)
(fig. 4.7) rivelano che la vitalita di tutte e teelinee cellulari si mantiene elevata in
presenza del polimero; cido € confermato anche dedkervazioni al microscopio
ottico delle cellule vitali che hanno accumulatdaab interno il sale formazano e
appaiono percio di colore blu scuro (le immagimifgiriscono alle sole cellule THP-
1) (fig. 4.8).

120% - RAW 264.7
100%0

80%
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40% -
20%
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1209% -
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40%
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Fig. 4.7 test MTT di cellule RAW 264.7, THP-1 e U937 inetd per 72 ore con poliuretano. | valori
sono stati normalizzati rispetto al CTRL negatihe & stato considerato come 100% e rappresentano
la media + dev. st. di tre esperimenti indipendefféttuati in triplicato.
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Fig. 4.8 immagini di cellule THP-1 sottoposte al test MTOe cellule incubate per 72 h con
poliuretano (B) appaiono vitali (intensa colorazoblu) tanto quanto le cellule di controllo (A).
Ingrandimenti originali 20X.

4.2 Osservazioni morfologiche

Hydrogels

Lo studio della morfologia cellulare € indispensgalpier valutare la biocompatibilita
dei polimeri sintetici; eventuali alterazioni dlganorfologia possono indicare che un
biomateriale e citotossico ancor prima di effeteuartest quantitativi descritti
precedentemente. Inoltre, variazioni della forméutage in seguito al contatto con i
biopolimeri possono essere segnali di un processliffdrenziamento in atto. Alla
luce di queste considerazioni, le cellule U937 ePTH sono state osservate
accuratamente al microscopio ottico dopo divermiptiedi trattamento con PAI e
PVA.

Le figure 4.9 e 4.10 si riferiscono alle celluld937 mantenute in coltura
rispettivamente per 48 e 72 ore con gli hydrogBlspo 48 ore si osserva che le
cellule di controllo presentano un aspetto tondegegi tipico dei pro-monociti. In
seguito al trattamento con l'agente differenziahB®A (controllo positivo), si ha la
perdita dei contorni regolari e 'emissione di langseudopodi. Le U937 trattate con
PAI mostrano contorni irregolari, quelle trattatnd®VA esprimono caratteristiche

di maturazione, ovvero forma allungata e primi acceli estroflessioni.
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Fig. 4.9:immagini di cellule U937 incubate per 48 h con T&Aiopolimeri PAl e PVA, in presenza
di fibronectina. Ingrandimenti originali 20X.

Dopo 72 ore, le cellule di controllo hanno prokfey conservando forma
tondeggiante e rimanendo in sospensione. Le U%Tate con TPA presentano
sottili e lunghe estroflessioni. Sono soprattugtdb37 trattate con PVA a presentare
caratteristiche di maturazione e a passare ad gsxita in adesione. Le cellule

incubate con PAI mantengono contorni irregolari,saaza emettere pseudopodi.
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Fig. 4.10 immagini di cellule U937 incubate per 72 h con T&hiopolimeri PAl e PVA, in presenza
di fibronectina. Ingrandimenti originali 20X.

Le figure da 4.11 a 4.16 si riferiscono ai monoCHP-1 incubati per 24-48 e 72 ore
con i trattamenti TPA, PAI e PVA in differenti camini ambientali, ossia in
presenza ed in assenza di fibronectina.

Come si osserva in fig. 4.11, le cellule di cortropresentano un aspetto
tondeggiante e trasparente, tipico dei monocitsdguito al trattamento con l'agente
differenziante TPA (controllo positivo), si ossert@aperdita dei contorni regolari e
'emissione degli pseudopodi che determinano lasizgone da una crescita perlopiu
in sospensione a quella in adesione.

Le THP-1 trattate con i polimeri PAl e PVA mostragaratteristiche di maturazione,

ovvero contorni meno regolari e primi accenni dieftessioni.
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La colorazione con ematossilina-eosina dimostraeleellule sono in buono stato di

salute, poiché il nucleo viola appare regolare ® sicosservano tracce di apoptosi o

necrosi.

Fig. 4.11 immagini di monociti THP-1 mantenuti in coltura&rp24 h con TPA, PAI e PVA in
presenza di fibronectina. Ingrandimenti origindlix2

Dopo 48 ore di incubazione (fig. 4.12), le THP-1cdntrollo conservano contorni
tondeggianti ed e evidente la loro crescita nuraer@ovuta ad una attiva
proliferazione. Le THP-1 trattate con TPA sonotdéio adese e in numero inferiore
rispetto al controllo, poiché I'agente differenzmmletermina il blocco del processo
di proliferazione. Sia il trattamento con PAI chencPVA induce l'adesione

cellulare. Infine, anche dopo 48 h con i vari @matéenti, le THP-1 godono di buono
stato di salute.

Dopo 72 ore (fig. 4.13), si accentuano le caratiehe morfologico-differenziative

gia descritte alle 48 ore per i trattamenti TPA] BAVA.
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Fig. 4.12 immagini di monociti THP-1 mantenuti in coltur@rp48 h con TPA, PAI e PVA in
presenza di fibronectina. Ingrandimenti origindlX2
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Fig. 4.13 immagini di cellule THP-1 mantenute in coltura @ h con TPA, PAIl e PVA in presenza
di fibronectina. Ingrandimenti originali 20X.

Nelle figure4.14, 4.15 e 4.16 osserviamo le cellule THP-1 tnatcoltura con i
rispettivi trattamenti in assenza di fibronectiBapuo notare come le cellule trattate
con i polimeri PAI e PVA, passando dalle 24 alleof2, rimangano adese sotto i
polimeri, ma presentino una morfologia regolare apeare molto piu simile a quella
delle cellule di controllo piuttosto che a quelklld cellule differenziate con TPA.
Pertanto, si puo ipotizzare che sia l'azione siwwargdella fibronectina e dei
biopolimeri a favorire il passaggio delle cellulelf-1 dalla crescita in sospensione a
quella in adesione; infatti in assenza del substatfibronectina ed in presenza dei
soli biopolimeri le cellule non mostrano la cardsiica forma allungata indice di

differenziamento.
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Fig. 4.15 immagini di cellule THP-1 mantenute in coltura @& h con TPA, PAI e PVA in assenza
di fibronectina. Ingrandimenti originali 20X.
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Fig. 4.16 immagini di cellule THP-1 mantenute in coltura & h con TPA, PAI e PVA in assenza
di fibronectina. Ingrandimenti originali 20X.

Poliuretano

Le osservazioni morfologiche relative al poliuretdranno permesso di evidenziare
le caratteristiche topografiche delle sue due dweuperfici e 'adesione cellulare al
biomateriale. L’analisi preliminare al microscopamtico invertito permette di

distinguere una superficie “liscia” (fig. 4.17A) eda porosa (fig. 4.17B).

Per valutare la citocompatibilita di questo materiecioé il grado di adesione
cellulare ad esso, sono state adottate due swategerimentali, ossia lo

stereomicroscopio e il S.E.M; infatti, I'elevatoesgore del PU e l'assenza di
trasparenza non avrebbero permesso di valutarei@bsuoopio ottico eventuali

cellule adese.
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Fig. 4.17 superficie liscia (A) e porosa (B) del poliuretatrgrandimenti 40X.

Le osservazioni allo stereomicroscopio del polimewmdorato con ematossilina-
eosina dopo incubazione di 72 ore con cellule TH&Jermesso di verificare che
nel caso della superficie porosa (fig. 4.18A) msdtno i puntini blu che si osservano,
al contrario sulla superficie liscia sono moltoiréig. 4.18B). Questi puntini

rappresentano le cellule adese alla superficiegaotdel PU, che risulta senz’altro piu

citocompatibile.

Fig 4.18: osservazioni allo stereomicroscopio di cellule THRhe hanno aderito alla superficie
porosa (A) del poliuretano. La superficie liscig (®n presenta adesione cellulare. Colorazione con
ematossilina-eosina.

Dalle osservazioni al S.E.Mappare evidente come la superficie liscia del U n

presenti cellule adese (fig. 4.19), ma piuttostolz@ che si formino alcune strutture
simili a “crateri” che collassano su se stessermeanumerose cavita con diametro
medio di circa 1&m, all'interno delle quali si accumulano detriig(f4.20).

135



w3 _Acc:\i—- Sppt Magn’ - Det
. alb 0Ky 40 BiE

Fig. 4.20 fotografie al SEM delle cavita presenti sulla stiper liscia del poliuretano. Ingrandimento
4000X.

La superficie porosa, caratterizzata da pori commeéiro medio di 18Qum, si
dimostra estremamente citocompatibile. E’ moltoeressante notare il diverso
comportamento delle tre linee cellulari, dal momoectte le RAW 264.7 preferiscono
aderire nelle aree che separano i pori (fig. 4.21Agntre le U937 (fig. 4.21B) e le
THP-1 (fig. 4.21C) si distribuiscono al loro intetrl conteggio delle cellule RAW e
U937 in adesione effettuato su 5 campi con ingraedio 80X per I'una e per l'altra
linea ci ha permesso di effettuare un’analisi stiad dalla quale risulta chiaramente
che il comportamento delle due linee é significatiente differente, dal momento
che I'80% circa delle RAW si distribuisce nelle zama un poro e l'altro, contro solo
I'8% delle U937; quest’ultime viceversa si addemsamggiormente all’'interno dei
pori (92%), posizionandosi prevalentemente sul dordl ogni cavita (77%);
viceversa, le poche cellule RAW che si distriburszaei pori (18%) preferiscono
aderire sui loro bordi (16%) e non all'interno (2¥gbella in fig. 4.22). Le cellule a
contatto con il poliuretano sono in perfetto stditsalute, come possiamo osservare

dai particolari in fig. 4.23 e 4.24.
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A B C

Fig. 4.2 Immagini al SEM di cellule RAW 264.7 (A), U937)B THP-1 (C) che hanno aderito alla
superficie porosa del poliuretano. Ingrandimen@3.0

% cell. fuori | % cell. nei pori

18 % 16 % nei bordi
RAW 82 %
(6 cell./poro) | 2 95 dentro
U937 x84 *92 % | 15 % nei bordi
(23 cell./poro)| 77 o4 dentro

Fig 4.22 tabella relativa alle conte di cellule RAW e U93%danno aderito nelle diverse aree della
superficie porosa del poliuretano. Analisi statessteffettuata con test ANOVA, significativita risfme
alla percentuale di cellule RAW che hanno adenite0;01.

Fig.4.23 particolare di monciti THP-1 che hanno aderitoi@trno di un poro con ingrandimenti
500X (A), 1800X (B) e 5000X (C).
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Fig. 4.24 particolare di macrofagi RAW 264.7 con ingrandmi&00 X (A), 600 (B) e 1000X (C).

4.3 Attivazione macrofagica

Hydrogels

Al fine di valutare l'attivazione dei monocitimafagi posti a contatto per diversi
tempi con i polimeri PAlI e PVA sono stati analizzdiversi parametri. Una prima
valutazione, relativa al passaggio cellulare da cmscita in adesione a quella in
sospensione, € stata effettuata nel paragrafo geate Gli altri aspetti valutati sono
stati il rilascio di anioni superossidi da parte dei naedagi attivati (test NBT), le
variazioni della distribuzione degli antigeni dipsuficie (immunolocalizzazioni), la
capacita cellulare di legare e/o internalizzargpcestranei (test di endocitosi in fase
fluida e test di fagocitosi con particelle di lated infine la reattivita immunologica
cellulare (test ELISA).

Test NBT

Il test e stato effettuato sulle cellule U937 e THRantenute in coltura per 72 ore in
presenza dei polimeri e di fibronectina. | risultavidenziano il diverso
comportamento dei due hydrogels in funzione del tiplinea cellulare. Infatti, nelle
U937 é il PAI a dimostrare un potere differenziantaggiore, al contrario nelle
THP-1 e il PVA ad avere un valore di assorbanzagmamabile a quello dell’'agente
differenziante TPA utilizzato come controllo positi
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Fig. 4.25 NBT di cellule U937 incubate per 72 h in presedz&PA, PAl e PVA. | valori sono stati
normalizzati rispetto al TPA, che é stato consittermme 100%, e sono la media + dev. st. di tre
esperimenti indipendenti effettuati in triplicato.

2L significativita rispetto al controllo negativo (CTRp<0,05 %.
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Fig. 4.26 NBT di cellule THP-1 incubate per 72 h in presedz TPA, PAI e PVA. | valori sono stati
normalizzati rispetto al TPA, che é stato consittermme 100%, e sono la media + dev. st. di tre
esperimenti indipendenti effettuati in triplicato.

2L significativita rispetto al controllo negativo (CTRp<0,05 %.

Lo stesso test eseguito sui macrofagi RAW 264.70d6ip ore di incubazione con
PAI e PVA e con i polimeri di confronto a base dligcrilammide (PAA) e di acido

ialuronico di origine biotecnologia, ha dimostratibe entrambi gli hydrogels non
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influenzano il differenziamento macrofagico, siersano infatti valori di assorbanza
inferiori o paragonabili al controllo negativo sper le cellule rimaste adese al
pozzetto di coltura che per quelle rimaste in sposj@e. Soltanto I'acido ialuronico
sembra stimolare in modo significativo i macrof&AW rimasti in sospensione,
raggiungendo un valore di assorbanza paragonahiieetio del controllo positivo

che in questo esperimento e rappresentato daldiapcaride batterico (LPS).
Probabilmente l'azione dell'acido ialuronico € dtavwalla facile degradabilita di

guesto polimero di origine naturale.
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Fig. 4.27 test NBT effettuato sui macrofagi RAW 264.7 cre8én presenza dei polimeri PAl e PVA
dopo 72 h di incubazione. Per confronto sono stdizzati polimeri a base di poliacrilammide (PAA)
ed acido ialuronico di origine biotecnologica (H¥dg) il controllo positivo lipopolisaccaride (LP3).
valori di assorbanza sono la media + dev. st.aiesperimenti indipendenti effettuati in triplicato
Analisi statistica: *p<0.05 rispetto al controll6TR).

Test di endocitosi in fase fluida

Il meccanismo di endocitosi é stato valutato nedltule U937 e THP-1 dopo 48 e 72
ore di trattamento con PAI e PVA e dopo 1 e 2 arma@ibazione con il colorante
fluorescente Lucifer Yellow. Per entrambe le lire#dlulari si € osservato che la
percentuale di cellule endocitiche dopo incubaziooa i polimeri € simile a al
controllo negativo, sia a due che a tre giorni; dimostra che la presenza degli
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hydrogels non influisce sulla capacita di endocittedle THP-1 e U937. Il test ha
comungque messo in evidenza che il numero di cetloéeendocitano dopo 48 ore di
incubazione con i polimeri €, per entrambe le lin@é alto nella seconda ora di
incubazione con il colorante. Quedtend si inverte alle 72 ore, dove osserviamo
una percentuale di cellule maggiore che endociteoda prima ora. Cio indica che
entrambe le linee, lasciate a differenziare pergiomi, necessitano di piu tempo per
endocitare rispetto alle stesse incubate per tnéalida osservazione generale é che
la percentuale di cellule THP-1 che endocitano dagdativi trattamenti € maggiore
(circa il doppio) rispetto alla stessa percentukl&)937; cid0 ancora una volta e da

attribuirsi al differente stadio differenziativo ioui si trovano le due linee

monocitarie.
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Fig. 4.28 percentuale di cellule U937 (in alto) e THP-1Ifasso) in adesione che, dopo 48 e 72 h di
differenziamento con TPA e biopolimeri PAI e PVAgnimo internalizzato il Lucifer yellow dopo 60 e
120 min di incubazione con il colorante fluoreseent

| particolari delle cellule che endocitano sono traisin figura 4.29 e 4.30.

Fig. 4.29 immagini al microscopio a contrasto di fase duarEscenza di cellule U937 che hanno
internalizzato il lucifer yellow dopo 72 h di trathento con PAIl e PVA, essendo state incubate per 60
min con il colorante fluorescente. Le frecce indwae vescicole di endocitosi. Ingrandimenti
originali 40 X.

PAl

Fig. 4.30immagini al microscopio a fluorescenza di celluldPFl che hanno internalizzato il lucifer
yellow dopo 72 h di incubazione con PAI e PVA, eskestate in coltura per 60 min con il colorante
fluorescente. Le frecce indicano le vescicole diogitosi.Ingrandimenti originali 40 X.
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Test di fagocitosi con particelle di latex

L’attivazione delle cellule THP-1 da parte deglidnggels PAI e PVA e stata
ulteriormente analizzata mediante il test di fagessidelle particelle di latex. Al
microscopio interferenziale, queste appaiono comeofe sfere di colore celeste
brillante; quando invece vengono fagocitate al¥mb della cellula, si presentano
come dei rigonfiamenti al di sotto della membramaptasmatica.

Le particelle, inoltre, prima della fagocitosi, gposo essere captate dalle cellule,
rimanendo adese alla superficie cellulare, ed iragondo momento internalizzate.
L'esperimento e stato eseguito dopo 48 e 72 orénalibazione, lasciando le
particelle di latex a contatto con le cellule ped2 6 ore.

Dopo 48 ore in presenza di PVA (fig. 4.31) le dellunostrano una morfologia
caratterizzata da contorni irregolari e una discegtivita fagocitica, anche se minore
rispetto al TPA. Il PAI, invece, non sembra attezarmonociti che in sua presenza
hanno aspetto regolare e tondeggiante, molto similguello delle cellule che

rappresentano il controllo negativo.

Fig. 4.31 micrografie al microscopio ottico interferenziaté cellule THP-1 dopo 48 h di
differenziamento e 2 h di incubazione con particdillatex: A) in assenza di agenti differenziaBji,
in presenza di TPA, C) in presenza di PAI, D) iagenza di PVA. Ingrandimenti originali 20 X.
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Aumentando il tempo di incubazione con i polimerfz ore e di contatto con le
particelle di latex a 6 ore (fig. 4.32), osserviaofie nei trattati con PAI aumenta la
quantita di particelle adese alla superficie cahel(fig. 4.32 C) indicando che le
cellule non sono cosi attive da fagocitare ma somgyado di riconoscere e legare le
piccole sfere di latex. Nei trattati con PVA, ineecsi accentua la morfologia
cellulare a “uovo fritto”’e si osservano numerosetipalle internalizzate (fig. 4.32

D). Sembra che sia soprattutto il PVA ad indurqgrdcesso di fagocitosi aspecifica e
cio sicuramente e dovuto alla sua struttura chemole degradabile a differenza del

PAI che invece é considerato un polimero non ridskibe.

Fig. 4.32: micrografie al microscopio ottico interferenzialé cellule THP-1 dopo 72 h di
differenziamento e 6 h di incubazione con particdillatex: A) in assenza di agenti differenziaBji,
in presenza di TPA, C) in presenza di PAI, D) iagenza di PVA. Ingrandimenti originali 20 X.
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Immunolocalizzazioni dei markers macrofagici

Il differenziamento della linee cellulari U937 e PH é stato valutato a livello
molecolare mediante lo studio della localizzazidndifferenti markers macrofagici,
dopo 48 e 72 ore di incubazione con i biopolimekl B PVA. | markers analizzati
sono antigeni di superficie, tranne nel caso del 6&€Dche invece é

intracitoplasmatico.

Fig. 4.33 immagini al microscopio a fluorescenza di cellu@3@ marcate con anticorpo a@ib14
dopo 48 h di incubazione con TPA (50 ng/ml) e cpolimeri PAI e PVA (50 mg/ml). Ingrandimenti
originali 20X.
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Come si puo osservare nelle figure 4.33, 4.34,, 443 relative, rispettivamente, ai
markers CD14, CD36, CD31 e CD68 i biopolimeri nofluenzano I'espressione e
la distribuzione di tali markers nelle cellule U9B@iché né a 48 né a 72 ore (dati
non mostrati) si osservano differenze rilevanpeiso al controllo negativo.
L’antigene CD14 (fig. 4.33) € debolmente espressoQTRL negativo, cosi come
nei trattati con i polimeri; il trattamento con dtere del forbolo TPA induce un
aumento dell’espressione di questo antigene, daseovinfatti una marcatura piu
intensa con zone di accumulo dell’'antigene.

La marcatura con anticorpo anti-CD36 (fig. 4.34ulta negativa, tranne che nelle
cellule indotte a differenziare con TPA, in cuiosiserva una distribuzione ad anello
dell'antigene lungo il perimetro cellulare.

Fig. 4.34 immagini al microscopio a fluorescenza di celluR37 marcate con anticorpo a@i>36
dopo 48 h di incubazione con TPA (50 ng/ml) e cpolimeri PAl e PVA (50 mg/ml). Ingrandimenti
originali 20X.
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Il marker CD31 (fig. 4.35) € debolmente espresdoQidRL negativo e nei trattati
con i polimeri, dove si osserva una lieve marcaagtanello; anche in questo caso si

osserva I'induzione dell'antigene da parte del TPA.

Fig. 4.35 immagini al microscopio a fluorescenza di cellul@37 marcate con anticorpo a@id31
dopo 48 h di incubazione con TPA (50 ng/ml) e cpolimeri PAI e PVA (50 mg/ml). Ingrandimenti
originali 20X.

La marcatura con CD68 (fig. 4.36) € negativa trache nelle cellule trattate con
TPA. Probabilmente, come si evince dai dati ripofita letteratura, i promonociti

U937 rappresentano uno stadio troppo precoce ffetehziamento macrofagico per
poter esprimere markers differenziativi; soltantmduzione con TPA, potente
agente differenziante, riesce a stimolare quesheée@anche se in modo lieve.
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Fig. 4.36 immagini al microscopio a fluorescenza di cellul@37 marcate con anticorpo atid68
dopo 48 h di incubazione con TPA (50 ng/ml) e cpolimeri PAI e PVA (50 mg/ml). Ingrandimenti
originali 20X.

Diversamente da quanto osservato nelle U937, le-TltBttate con PAI e PVA, sia
a 48 che a 72 ore, mostrano p&ttern di fluorescenza paragonabile a quello del
controllo positivo, sia come intensita che comealzzazione degli antigeni; e
dunque possibile affermare che entrambi gli hydiogdluenzano positivamente il
differenziamento delle THP-1.

Come possiamo osservare in fig. 4.37, l'antigenel€;0ievemente espresso nel
controllo negativo, € ben evidente nei trattati ¢guolimeri, che presentano una
fluorescenza ad anello molto netta con alcuni pdinpolarizzazione, del tutto simile
a quella che si osserva nel controllo positivo TPA.

Anche il CD 36 (fig. 4.38) si distribuisce, in modwidente rispetto al controllo

negativo, sul perimetro cellulare dei campionita@tcon PAlI e PVA, ma la
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marcatura appare comunque meno definita ed integigetto al controllo positivo
TPA.

Le cellule THP-1 marcate con anticorpo anti-CD3d. #.39) presentano pattern
di fluorescenza con caratteristiche che accomunaampioni PVA e TPA, mentre

la marcatura, seppur sempre ad anello, apparentgnsa e definita nel campione
PAl.

Fig. 4.37 micrografie al microscopio a fluorescenza diwellTHP-1 marcate con anticorpo anti-
CD14 FITC-coniugato, dopo essere state per 48 h irureolin assenza di trattamenti CTRL, in
presenza di TPA, di PAI e PVA. Ingrandimenti 60X.
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Fig. 4.38 immagini al microscopio a fluorescenza di celllildP-1 marcate con anticorpo primario
anttCD 36 e secondario FITC-coniugato, dopo essere state4®eh in coltura in assenza di
trattamenti CTRL, in presenza di TPA, di PAIl e P\l'dgrandimenti 40X.

Infine, la fluorescenza relativa al CD68 (fig. 4).40 distribuisce sottoforma dpot
corrispondenti a granuli intracitoplasmatici altemno delle THP-1 differenziate con
TPA; i trattati con i polimeri esprimono questo k&r in modo intenso nel
citoplasma, ma la diversa morfologia cellulare facke la fluorescenza sia
concentrata tutta in una piccola area piuttostobdredistribuita nel corpo cellulare
come nelle cellule che in seguito a trattamentoTd®A appaiono ben allungate.
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Fig. 4.32 Immagini al microscopio a fluorescenza di celllildP-1 marcate con anticorpo primario
anti-CD 31 e secondario FITC-coniugato, dopo essere state4®eh in coltura in assenza di
trattamenti CTRL, in presenza di TPA, di PAI e P\l'dgrandimenti 40X.
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I

Fig. 4.4Q immagini al microscopio a fluorescenza di celllildP-1 marcate con anticorpo primario
anti-CD 68 e secondario FITC-coniugato, dopo essere state4®eh in coltura in assenza di
trattamenti CTRL, in presenza di TPA, di PAI e P\l'dgrandimenti 40X.

Rilascio di citochine pro-inflammatorie (Test ELIBA

Il rilascio di citochine proinfiammatorie in seguiél contatto con i biomateriali € un
importante indice di attivazione macrofagica. Alphda valutato mediante Test
ELISA la concentrazione delle citochine TNF-IL1-B e IL-6 nel surnatante di
cellule THP-1 e U937 incubate per vari tempi carhgtirogels PAI e PVA.

| grafici riportati in fig. 4.41 evidenziano che PA PVA sono immunocompatibili
per la linea cellulare THP-1 poiché non stimolaagioduzione di queste citochine,
al contrario dellagente differenziante TPA cheim@uce il rilascio con andamento
differenziale nel tempo. Il TNE-viene rilasciato a bassissimi livelli nelle cedul
trattate con PVA, ma tuttavia in maniera paragdaaddi controllo negativo; sembra
infatti che piccolissime dosi (circa 30 pg/ml) diegta citochina vengano rilasciate in
maniera costitutiva dalle cellule THP-1.
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Fig. 4.41 test ELISA per misurare il rilascio di citochipeo-infiammatorie nei surnatanti di cellule
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THP-1 incubate per diversi tempi (da 3 a 72h) con irpeli PAl e PVA (50 mg/ml) e con TPA (50
ng/ml). | valori sono espressi come media = dewsttre esperimenti indipendenti effettuati in
triplicato. Analisi statistica rispetto al contrmhegativo: *p<0,05.
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Fig. 4.42 test ELISA per misurare il rilascio di citochineopnfiammatorie nei surnatanti di cellule
U937 incubate per diversi tempi (da 3 a 48 h) con irpefi PAl e PVA (50 mg/ml) e con TPA (50

ng/ml). | valori sono espressi come media = dewsttre esperimenti indipendenti effettuati in
triplicato. Analisi statistica rispetto al contrmhegativo: *p<0,05.
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| grafici riportati in figura 4.42 ci mostrano comepolimeri PAI e PVA siano
immunocompatibili anche per la linea cellulare U9BTrattamento con entrambi gli
hydrogels non induce il rilascio di ILi-e di IL-6. IL TNFwu viene prodotto
costitutivamente dalle cellule di controllo con lisve aumento nel tempo, dovuto
probabilmente al fatto che le cellule proliferanar@ntando di numero; una lieve
induzione, evidente soprattutto alle 24 ore, semdsaere stimolata dal PVA,
probabilmente dovuta alla biodegradabilita di godsbmateriale. Del resto I'analisi
del rilascio di ossido nitrico, effettuata sulle RiA264.7 (fig. 4.43), ha evidenziato
che queste cellule, dopo trattamento di 48 ore RWA, rilasciano considerevoli
quantita di questo mediatore dell'inflammazione.

Come spesso riportato in letteratura, le U937 saneno stadio molto precoce del
differenziamento macrofagico; cio risulta evidedss grafici di fig. 4.42 in cui si
osserva che neanche il TPA riesce ad attivarle tmiapente, dal momento che
anche in sua presenza non riescono a rilasciamatitudi TNFa e IL1 che siano

significativamente piu elevate rispetto al contraiegativo.
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Fig.4.43 produzione di NO da parte di macrofagi RAW 26&&sciuti in presenza dei polimeri PAl e
PVA dopo 48 di incubazione. Per confronto sond stdizzati polimeri PAA, HYb e come controllo
positivo I'LPS. Analisi statistica: *p<0.05 rispetal controllo (CTR).
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Poliuretano

L’attivazione dei pro-monociti U937 e dei monociiHP-1 e stata valutata in via
preliminare mediante test NBT. Il saggio, esegdpo 72 ore di incubazione con |l
poliuretano e in presenza del controllo positivoATRa rivelato che il PU non ha
effetto differenziante su queste due linee celiulafatti per entrambe si osservano
valori di assorbanza percentuali paragonabili dligdei rispettivi controlli negativi
(fig. 4.44 A e B).

Anche dal punto di vista morfologico il PU non sema indurre modificazioni
nelle linee cellulari analizzate, dal momento ahdHP-1 e U937, pur aderendo ad
esso, conservavano una forma rotondeggiante, meetrde RAW 264.7 non si
osservava la fusione in cellule giganti. La scatti&azione del PU nei confronti dei
nostri modelli sperimentali trova una spiegazioe#anstruttura di questo materiale
che non é degradabile.
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Fig 4.44 NBT di cellule THP-1 e U937 incubate per 72 h & (diametro circa 1 cm). | valori sono
stati normalizzati rispetto al TPA che e stato abersito come 100% e sono la media + dev.st. di tre
esperimenti indipendenti effettuati in triplicagignificativita rispetto al CTRL: *p<0,05.
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5. DISCUSSIONE DEI RISULTATI E
CONCLUSIONI

Negli ultimi 30 anni la ricerca nel settore deidbiateriali” ha mostrato una costante
crescita, consentendo lo sviluppo di nuove applcazche hanno determinato il
miglioramento della qualita di vita di milioni depsone. | biomateriali, infatti, hanno
risposto al bisogno delluomo di sostituire o inaag tessuti ed organi non piu attivi
dal punto di vista funzionale o metabolico, dann&ggda eventi traumatici o
patologici.

Tuttora, l'obiettivo dei ricercatori € quello di woscere in maniera sempre piu
approfondita i meccanismi coinvolti nell'interazetessuto-biomateriale in modo da
progettare molecole, sostanze e prototipi di disposnedici con caratteristiche
chimico-fisiche che ne garantiscano una elevatedoigpatibilita.

In questo contesto si inseriscono i “polimeri diici& i cui principali vantaggi,
rispetto alle altre classi di materiali, sono pfopma maggiore biocompatibilita, la
possibilita di modificarne ampiamente composizienproprieta fisico-meccaniche,
bassi coefficienti di attrito, facile processakilie lavorabilita anche in forme e
strutture complesse, possibilita di modificarne nubamente e/o fisicamente la
superficie, possibilita di immobilizzare celluledb@molecole al loro interno.

Lo scopo di questo lavoro sperimentale e stato lauealutare in vitro la
biocompatibilita di tre differenti polimeri sintetj ossia polialchilimide (PAI) e
polivinilalcol (PVA), che appartengono al gruppoglienydrogels e poliuretano
(PU), che fa parte degli elastomeri. In virtu dédieo diverse proprieta strutturali, tali
polimeri si distinguono per le loro diverse appticei cliniche, dal momento che
PAI e PVA trovano impiego nella chirurgia estetecaicostruttiva per 'aumento dei
tessuti molli, mentre il poliuretano viene utilitaanella realizzazione di dispositivi
cardiovascolari.

Lo studio della biocompatibilita, intesa come laapacita di un biomateriale di
svolgere la funzione per la quale e stato progettlterminando una risposta
appropriata nellospite” (Williams D.F., 1987), lea indirizzati verso la scelta di un
particolare modello sperimentale rappresentato daonocitimacrofagi, la
popolazione cellulare che agisce in prima linedlangsposta inflammatoria che si
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innesca come conseguenza all'impianto; proprio Uaaih e l'estensione di tale
risposta determinano la biocompatibilita di un bégeriale.

In particolare le nostre indagini sono state cotedobntemporaneamente su tre linee
cellulari, U937 (promonociti), THP-1 (monociti) eARV 264.7 (macrofagi), che
rappresentano i tre stadi, uno successivo allaltel differenziamento
monocitico/macrofagico.

Gli studi preliminari di citotossicita hanno dimmb che entrambi glhydrogels
sono altamente biocompatibili. 1l test MTT effettuaulle RAW 264.7 dopo 24-48-
72 h di incubazione con glydrogels ha rivelato una percentuale di vitalita
paragonabile a quella del controllo negativo, caaeé resto € stato confermato
dallassenza di alterazioni morfologiche allossemone al microscopio ottico dopo
colorazione con blu di toluidina. L’'assenza di tosicita dopo incubazione con PAI
e PVA e stata riscontrata anche per le cellule USFHP-1, per le quali al test MTT
e stato affiancato anche il Neutral Red per la tazione dell’attivita lisosomale;
anche le immagini al microscopio ottico, con e seneolorazione con
ematossilina/eosina, hanno escluso la presenzitfedazoni morfologiche; in pochi
casi si € osservata morte cellulare per apoptassdnza di necrosi ha fatto escludere
una reazione inflammatoria rilevante. In generaleg osservato per tutte e tre le
linee un leggero calo di vitalita dopo 48 e 72 gm@babilmente dovuto al fatto che
le cellule aumentano di numero, ma nello stess@denanno a disposizione un’area
limitata del pozzetto su cui aderire, essendo wumé parte di tale area occupata dal
polimero; cid ne determina il distacco e la mogeesto comportamento era stato
precedentemente osservato nei fibroblasti 3T3 iasqmza di polialchilimide
(Ramireset al, 2004). In generale, si € osservata una scaessiog cellulare agli
hydrogels in accordo con i dati presenti in letteratura @hedenziano come
materiali altamente idrofilici non favoriscono lesione sulla loro superficie (Narita
et al, 2000). Al contrario, il poliuretano, grazie alaa idrofobicita, promuove il
processo di adesione cellulare, in dipendenzaipialdi superficie analizzata e dalla
particolare linea cellulare. Esso, infatti, podsiedue superfici topograficamente
diverse: quella liscia non presenta adesione ee#luled € caratterizzata dalla
presenza di strutture che al SEM appaiono simiicrateri’, e che finiscono per
collassare su se stesse determinando la formadiomécrocavita (diametro medio
circa 18um) in cui si accumulano detriti; quella definitagosa e caratterizzata dalla
presenza di micropori con diametro medio di cir@ Lm e appare altamente
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citocompatibile. Ad essa le cellule aderiscono comportamenti significativamente
diversi: le cellule U937 e THP-1 si concentrano giagnente all’interno dei pori e
conservano una morfologia tondeggiante, anche s@sserva l'emissione di
pseudopodi con cui si agganciano al substrato; ddule RAW 264.7 si
distribuiscono perlopiu nelle aree che separammiiggmostrano il fenotipo allungato
tipico dello spreadingcellulare. La capacita del PU di indurre l'adesiarllulare,
dungue, é strettamente legata alla rugosita dedasaperficie; molti dati presenti in
letteratura confermano che l'aumento della rugogi@la superficie di un
biomateriale potenzia I'adesione cellulare (Chun@/Tet al. 2003; Lampin M.et
al., 1996). | saggi di citotossicita con MTT e le ersszioni al microscopio ottico
dopo colorazione con ematossilina/eosina hanncecanaito, come le osservazioni al
SEM, che il PU é altamente biocompatibile dal motmesihe per tutte e tre le linee
non si osserva una diminuzione della vitalita dafie in sua presenza.

Gli ottimi risultati ottenuti con le analisi citagsicologiche ci hanno indirizzato verso
lo studio del probabile differenziamento indotta lbi@polimeri sulle cellule con cui
sono stati tenuti a contatto. Le osservazioni arosicopio ottico invertito rivelano
come sia in presenza di PAI che di PVA le cellul@3@ e THP-1 mostrino una
maggiore tendenza a passare da una crescita irersispe ad una crescita in
adesione, sviluppando una morfologia diversa arstalel tipo cellulare. Le U937
incubate con PAI mostrano contorni irregolari sé8ache a 72 ore, ma & soprattutto
in presenza di PVA che si osserva la comparsalllileeon morfologia allungata.
Le THP-1 presentano I'emissione di pseudopodi eqde, una forma allungata sia
in presenza di PAI che di PVA; si & osservato cdanéendenza ad aderire sia
maggiore in presenza di fibronectina, una proteiela matrice extracellulare che
mima l'ambiente fisiologico; dunque l'azione siniegy della fibronectina e dei
biopolimeri favorisce la transizione delle THP-1lll@acrescita in sospensione a
guella in adesione. Del resto, Nuttelman CeR.al, (2001) hanno recentemente
dimostrato come l'assorbimento della fibronectinan solo nel pozzetto di coltura,
ma bensi sulla superficie del PVA, favorisca lanamgpne e I'attacco dei fibroblasti
NIH3T3 su di essa.

Le analisi biochimiche (test NBT) hanno messo kcelun diverso comportamento
dei duehydrogels dal momento che pur inducendo entrambi un’atibraez in senso
macrofagico, lo fanno a livelli diversi: il PAI han maggiore potere differenziante
nelle U937, il PVA al contrario nelle THP-1 tant@ daggiungere un valore di
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assorbanza, proporzionale alla percentuale dileetlifferenziate, paragonabile a
qguello del controllo positivo (TPA). Al contrarimlmeno da un punto di vista
biochimico, i duehydrogelsnon sembrano indurre differenziamento nelle RAW
264.7 dal momento che si osservano valori di assaid paragonabili a quelli del
controllo negativo. Probabilmente, questa lineduteek, nei confronti della quale
comunque PAI e PVA si mostrano perfettamente biguadili, non rappresenta un
buon modello di studio per il differenziamento, dabmento che si tratta di
macrofagi maturi, dunque gia completamente diffeisgn e caratterizzati da una
crescita in adesione.

Da un punto di vista biochimico neanche il Poliaret sembra attivare le cellule
RAW.264.7; cio é stato confermato anche dalle esgéni al SEM nelle quali non
si osserva la fusione dei macrofagi murini adediamateriale in FBGCféreign
body giant cells la cui funzione € quella di degradare il cormiraneo causando
linfammazione cronica. La struttura del nostro ,Pidfatti, € tale da renderlo
scarsamente degradabile e proprio per questo rtinsae sul differenziamento
macrofagico e pertanto non induce cambiamenti nagfoi e/o funzionali neanche
nelle cellule U937 e THP-1. Si puo concludere chestp poliuretano risponde
perfettamente alle aspettative di un materiale staibile” (Pinchuk Let al, 1994),
che possa essere impiegato in impianti a lungo ibermrsenza il rischio di una
risposta infammatoria che comporterebbe la rimezidell'impianto. Il nostro PU
rappresenta, inoltre, un materiale sicuro per llatsaimana poiché non degradandosi
non rilascia diamine aromatiche che sono tossichetenzialmente carcinogene per
'uomo (Batich Cet al, 1989; Szycher M., 1988).

L’analisi dei markers differenziativi ha evidenoatuovamente la diversa influenza
degli hydrogelsnei confronti delle linee U937 e THP-1. Infattglle U937 PAI e
PVA non inducono variazioni nell’espressione e anéistribuzione di tali antigeni
che oltretutto appaiono ben evidenti soltanto nel#lule trattate con l'agente
differenziante TPA. Le cellule THP-1 trattate cohl i@ PVA, sia a 48 che a 72 ore,
mostrano urpatterndi fluorescenza paragonabile a quelle del cowtrpdsitivo sia
come intensita che come localizzazione degli antigé’ possibile affermare che
entrambi glihydrogelsinfluenzano positivamente il differenziamento eelHP-1
che sembrerebbero oltretutto il miglior modellostlidio per questo processo, dal
momento che le U937, pur essendo caratterizzateaddiamenti morfologici in
presenza di PAI e PVA, falliscono nell’esprimere roadi livelli di antigeni
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macrofago-specifici: cid0 suggerisce una transizidede U937 da uno stadio di
promonociti ad uno stadio intermedio di macrofagimaturi piuttosto che a quello di
cellule mature (Hass Rt al, 1989).

In questo lavoro sperimentale e stata analizzatdttancaratteristica importante del
differenziamento macrofagico, ossia la capacitbuleek di legare e/o internalizzare
corpi estranei. | processi di internalizzazionegeo raggruppati sotto il nome di
“endocitosi” e comprendono due meccanismi principdh fagocitosi, cioé
l'internalizzazione di grandi particelle, e la poiosi, ossia linternalizzazione di
fluidi o soluti. Abbiamo valutato entrambi i proses

Il test di endocitosi in fase fluida ha dimostratiee entrambi glihydrogelsnon
influenzano la capacitd endocitotica di U937 e THHARfatti, la percentuale di
cellule che endocita il colorante fluorescehtefer yellowdopo trattamento di 48 e
72 ore con i polimeri &€ paragonabile al controkmativo. Il test ha comunque messo
in evidenza che il numero di cellule che endocitdapo 48 ore di incubazione con i
polimeri &, per entrambe le linee, piu alto nekgmda ora di incubazione con il
colorante. Questdrend si inverte alle 72 ore, dove osserviamo una peuvedatdi
cellule maggiore che endocita entro la prima ofia. i@dica che entrambe le linee,
lasciate a differenziare per due giorni, necessitdn piu tempo per endocitare
rispetto alle stesse incubate per tre. Un'altraevszione generale e che la
percentuale di cellule THP-1 che endocitano dopslativi trattamenti € maggiore
(circa il doppio) rispetto alla stessa percentukl&)937; cid0 ancora una volta e da
attribuirsi al differente stadio differenziativo igui si trovano le due linee
monocitarie.

Il test di fagocitosi con particelle di latex efigito sulle THP-1 ha invece dimostrato
che soprattutto il PVA stimola in queste celluleaufiscreta attivita fagocitica gia
dopo 48 ore di incubazione con il polimero; a 7€ sembra che anche il PAI mostri
guesta lieve induzione che, per entrambi i polimaumenta anche con il crescere
dei tempi di incubazione (da 4 a 6 ore) con leipalie. La precoce induzione della
fagocitosi in presenza di PVA puo trovare spiegaeioelle sue caratteristiche
strutturali, poiché si tratta di un polimero riadsibile, con struttura amorfa che
proprio in virtu della sua degradabilitd potrebltvare i monociti a fagocitare. Al
contrario, il PAI € piu resistente alla fagocitessendo caratterizzato da una struttura
altamente organizzata che lo rende simile ad unddierotesi” (Lahiri A and Waters
R., 2007).
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Per completare questo lavoro sperimentale si éatalla reattivita immunologia dei
biopolimeri, dal momento che, il rilascio di citacé proinfiammatorie, indice di
attivazione macrofagica, € il principale meccanisininnesco della risposta ad un
corpo estraneo; € bene valutare accuratamenteoqo@stmetro poiché una risposta
troppo aggressiva pud compromettere il buon estirdpianto.

| risultati ottenuti hanno confermato che PAI e PS#no altamente biocompatibili o
per meglio dire “immunocompatibili”: le cellule THP lasciate ad incubare per
diversi tempi con entrambi glhydrogels non rilasciano alcuna delle citochine
analizzate (TNFe, IL-1p e IL-6); soltanto il trattamento con I'estere @wbolo TPA
sembra stimolare significativamente queste cellale produrre i mediatori
dellinflammazione. Le U937 si comportano nello ssi8 modo, ma con una
distinzione: sembra che neanche il TPA riesca adade completamente dal
momento che, anche in sua presenza, queste celtudeicono quantita di TNE-e
IL-1p paragonabili al controllo negativo; ancora unaavaio € dovuto al loro stadio
differenziativo molto precoce. In entrambe le limaenocitarie si osserva una lieve
induzione del rilascio di TNFe: da parte del polivinilalcol e cid pud essere httito
alla sua biodegradabilita; del resto l'analisi d&scio di ossido nitrico, anch’esso
importante mediatore dellinfammazione, nelle RA284.7 ha evidenziato come
queste cellule, dopo trattamento con polivinilalcpér 48 ore, producano
considerevoli quantita di questo mediatore.

Possiamo concludere affermando che questo lavaongntale ha messo in luce
come i biopolimeri presi in esame siano ottimi adat per le applicazioni cliniche
per cui sono stati progettati; la loro elevata biopatibilita tuttavia non esclude che
essi possano interagire attivamente con le steuttgllulari con cui vengono a
contatto. Proprio tale interazione produce quelledificazioni morfologiche,
biochimiche, funzionali che sono state riscontrae nostri studi e che di volta in
volta sembrano dipendere dallo stadio differenztatiellulare e dalle particolari
caratteristiche strutturali del polimero.

In ogni caso, soltanto ulteriori stuidi vivo potranno fornire una visione piu chiara e
pil completa di come questi biomateriali si comportin un contesto complesso e

dinamico come I'ambiente biologico reale.
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