UNIVERSITA' DEGLI STUDI DI PADOVA

FACOLTA’ DI INGEGNERIA

TRATTAMENTO DI SCAFFOLDS CARTILAGINEI
DECELLULARIZZATI PER LA SEMINA DI
CELLULE MESENCHIMALI AUTOLOGHE

Relatore: Ch. mo Prof. Alfredo Ruggeri
Correlatore: Ch. mo Ing. Federica Meneghesso

Laureando: Marco Bordignon

Corso di Laurea Triennale in Ingegneria Biomedica

Anno Accademico 2010/2011






INDICE

1. INTRODUZIONE ..ottt ettt e e e e e e eenn 7
2. INGEGNERIA TISSUTALE PER LA CARTILAGINE .....oooet e 9
2.1. LA CARTILAGINE ... e ettt 9

2.1.1. Patologie che colpiscono la cartilagine, le malatteumatiche ........................ 11
2.1.2. Impatto SOCIO-E€CONOMUCO. .. .cceieeiieeeee s s e e e e e e e ee e e e e e e e e et eaaaens 15
2.1.3. Terapie attuali contro le malattie reumatiCN@. . .ooceeeeeeeeeiii 20
2.2. INGEGNERIATISSUTALE ...ttt e e et e et n e s e e e e 25
2.3. CELLULE STAMINALI MESENCHIMALI ...oonieeeeee e 29
2.3.1. Semina e coltivazione CEIUIAIe ........... e aans 32
3. STRUMENTAZIONE UTILIZZATA ..ot ettt e e 53
3.1 IL BISTURIA RISONANZA QUANTICA MOLECOLAREVESALIUS............ 35
3.2. IL ROBOTY AMAHA .ottt st e e et e e e e et et e e s e e et e eerans 36
3.3, CAPPASTERILE ..o ettt e et e et e e et e e et e e eanarens 37
3.4. POMP AP E R ST ALT IC A oot e e 83
4, PROTOCOLLO DI SPERIMENTAZIONE ......coo it e s 41
4.1. DEFINIZIONE DEI PARAMETRIDI LAVORAZIONE ..o 42
4.2. SPERIMENTAZIONECONCANALI INTRECCIATI ..oveeeieeieeee e 46
4.2.1. Decellularizzazione dello Scaffold..........coeeeriiiriiiieeeee e eeand 48
4.3. TESTINGDEL PROTOTIPOPERLA POMPAPERISTALTICA....c.oeeeieeeeen. 49
LT =4 16 I 1 [ T 55
5.1. ANALISI DELLE MATRICI CARTILAGINEE ..o 55
5.2. ANALISI DEIRISULTATI DI TESTINGDEL PROTOTIPODELLA POMPA
oy S I IR I (T 57
6. CONCLUSIONI E PROSPETTIVE FUTURE .....cooiiioeeeee e, 63
BIBLIOGRAFIA ...ttt et e et e et r e et e et s e e s s e e seaereeanreeanseeenaeestarens 65



INDICE DELLE FIGURE

FIGURA 2-1: IMMAGINE AL MICROSCOPIO DI TESSUTO CARTILAGINEQ........c.ucevvnneennnnns 10
FIGURA 2-2: UNA MANIFESTAZIONE DELL'ARTRITE REUMATOIDE .......uccvvueeiieeiineeinnnnns 12
FIGURA 2-3. PRINCIPALI CONSEGUENZE DELLE MALATTIE REUMATICHE A LIVELLO

2 1 0 ] 7Y = 13
FIGURA 2-4; SHAVERALLA SPALLA ....eititieeitieeeeete e e eete e e eate e e seaseesennsaeessnneessnnaeesnnns 22
FIGURA 2-5. LASERTERAPIA NELLE APPLICAZIONI SU TRAUMI SPORTIVL.....cccvvvneeennnn. 24
FIGURA 2-6. PRELIEVO DI TESSUTO CARTILAGINEO DA COLTIVAREN VITROPER POI

ESSERE IMPIANTATO NUOVAMENTE......uuieiitteeriiieeeetieeeesnieeeesnneeeesnnnneeesnneeennns 24
FIGURA 2-7: CELLULE MESENCHIMALI DA STROMA MIDOLLARE .......ccvvuiiiieeiieeeieennnnns 30
FIGURA 2-8. PRELIEVO MIDOLLO OSSEO DA CRESTA ILIACA.....u iiteeeteeeieeeeee e e eaee e 32

FIGURA 3-1: VESALIUS MCN, IL MODELLO UTILIZZATO PER LA SPERIMENTAZIONE. 35
FIGURA 3-2: |L ROBOT UTILIZZATO PER LA SPERIMENTAZIONEL'AGO COLLEGATO AL
BISTURI E APPLICATO NELLA COLONNA VERTICALE CHE S| MUOVE LUNGO L'ASSEZ.

FIGURA 3-3: (A) FILTROHEPA DI ESPULSIONE DELLARIA; (B) FILTROHEPADELL'ARIA
DI RICIRCOLG; (C) ZONA A RISCHIO FACILMENTE RAGGIUNGIBILE PER LA

DECONTAMINAZIONE; (D) FILTROHEPA SOSTITUIBILE IN BAGOUT. ......cccceveeeiinnns 37
FIGURA 3-4: ESEMPIO DI POMPA PERISTALTICA . eututett et eeaaeeaenseaeneeaenseenseasnasenenss 39
FIGURA 4-1: FASI DEL PROCESSO DI LAVORAZIONE DEL TESSUTO...euiuiuininiriererenenenenens 42

FIGURA 4-2: LA CANALIZZAZIONE APPLICATA Al TESSUTI. "D" E LA DISTANZA TRA |
CENTRI DEI FOR| MENTRE"ANG" E L'ANGOLO FORMATO RISPETTO ALLA SUPERFICIE

(CORRISPONDE A50° RISPETTO ALLA VERTICALE) «.cevevvveeeeeeieenineneeaeeeeeeeeeaaeeeens 43
FIGURA 4-3: PIANO INCLINATO SU CUI APPOGGIA IL TESSUTO CARTILAGINEQPER

CREARE | CANALI ANGOLATI 1.ttt eeetieeeet e e eeteeesstnaeessaneeesannnssesasnneessnneeesnnaeeees 43
FIGURA 4-4: 1 PUNTI IN NERO VENGONO ESEGUITI SOLAMENTE DAL TURN,, QUELLI ROSSI

DAL TURN 2.1 ittt et e et e e et e et e et e et e e meea e e aa e eaa e esneeesnseannseanneesnsessnnnnnes 44
FIGURA 4-5. DISTANZE FORI SUCCESSIVI NELLA PRIMA FASE.......cccuieitiiiiieieeiieeneeeneenns 46
FIGURA 4-6. SIMULAZIONE TRIDIMENSIONALE DELLA LAVORAZIONE A CANALI

N =T -y 1 46

FIGURA 4-7: DISTANZA FORI SUCCESSIVI NELLA SPERIMENTAZIONE CON CANALI
INTRECCIATI; IN NERO SECONDO [ANGOLAZIONE 60° IN ROSSO SECONDO
L'ANGOLAZIONE =607 ...eeiiiiiiiiiieee e e e e e e ettt ettt et e e e e e e e e e e e e e eeeeennnnee 47

FIGURA 4-8: VISIONE IN SEZIONE DEL MECCANISMO DI SEMINA .....ccvvuuiiiiiinanaeeeeeaeeeens 50

FIGURA 4-9: PROVE CON POMPA PERISTALTICA(1) CONTROLLER DELLA POMPA
PERISTALTICA; 2) SPUGNA CHE SIMULA IL CAMPIONE DI TESSUTO E POGGIATO SOPRA
LA RETE DI SOSTEGNQ(3) MASCHERA CHE INCANALA IL TERRENO DI COLTURA .. 50

FIGURA 5-1: IMMAGINI AL SEMDEI CANALI «.cuuiiiteiiie et e e eeene e 55

FIGURA 5-2: ESAMI ISTOLOGICI SULLA CARTILAGINE LAVORATA ...covuiiiiiieeeeiiieeeeiieeens 55

FIGURA 5-3; TESSUTO CARTILAGINEO NATURALE DOPO LAVORAZIONE CON CANALI
N0 = T T - 1 56



FIGURA 5-4: PROVE SU POMPA PERISTALTICAANDAMENTO TEMPI RISUCCHIO IN

FUNZIONE DELL'ACQUA NEL SERBATOIO....uccuuiiuiiieitieeteeieeieetaeeneesnessmaenneennaens 57
FIGURA 5-5. PROVE SU POMPA PERISTALTICAPORTATA IN FUNZIONE DELL'ACQUA NEL
LS =427 1] [ 1 58

FIGURA 5-6. SCHEMA DI FUNZIONAMENTO DI UNA POMPA ROTATIVA; (A) IL GAS VIENE
ASPIRATO DALLA CAMERA DA VUOTO; (B) IL GAS VIENE COMPRESSQ(C)IL GAS
VIENE ESPULSO TRAMITE LA VALVOLA ... ciitiieiiiiieeeeiieee et e eeeteeeeaaaeeeennnneeeeenns 60
FIGURA 6-1: IL DISPOSITIVO DI RIGENERAZIONE TESSUTALEREXONAGE ..........cevuneenn... 64






1. INTRODUZIONE

Il miglioramento della qualita della vita e del lessere aumenta le aspettative di vita
della popolazione, ma inevitabilmente apre nuowblgmatiche legate alle malattie e
ai problemi tipici dell’avanzare dell’eta. In paxiare le malattie che invalidano e
compromettono la quotidianita dei pazienti sonollgughe colpiscono le articolazioni.
Vengono, infatti, considerate malattie sociali enportano un grave peso socio-

economico.

Le cure attuali non rispondono in maniera adegabggoroblematiche che tali malattie
comportano nella vita sociale, ed € necessariogyédre nuove tecniche di maggiore
efficacia che mirino non tanto al miglioramentoleelondizioni del paziente ma alla
cura dalla malattia. L’obiettivo che ci poniamoguesto progetto di ricerca, infatti, &
quello di creare un tessuto che sostituisca queldmneggiato e sia simile

strutturalmente e biologicamente a quello originale

In particolare il nostro scopo €& quello di ricreégssuto cartilaginem vitro, essendo
proprio la cartilagine il tessuto colpito dalle @idile o traumi articolari, che ha scarse
proprieta rigenerative e di autoriparazione. Pewdtruire il tessuto e stato usato uno
scaffold di origine naturale, ed e stato trattaibzaando un robot di precisione e la
tecnologia innovativa del bisturi a Risonanza QiganMolecolare. Sono stati creati
dei canali nei quali vengono successivamente iesecellule staminali adulte
autologhe, ossia provenienti dal paziente stedsmgcazie alla loro attivita biologica
producono nuovo tessuto. Tessuto e cellule sonedgaissolutamente compatibili e

non presentano problemi di rigetto in quanto lavprienza e totalmente autologa.

Questa nuova tecnica € una grande innovazionettosake attuali tecniche, ed il suo
successo rappresenta una vera svolta, che va ecugpersi positivamente sulla
situazione socio-economica della societa. Piu meggde questa tecnica pud estendersi

anche ad altri tessuti umani, ed in futuro anchimtei organi.






2. INGEGNERIA TISSUTALE PER LA CARTILAGINE

2.1. LA CARTILAGINE

Il tessuto piu colpito dalle malattie o traumi anai delle articolazioni e la cartilagine,

in particolare lacartilagine ialina

La cartilagine ialina (colore bianco/bluastro) e la piu diffusa (rispedigli altri tipi,
elastica e fibrosa), e costituisce lo scheletrofekel, prima della calcificazione. Inoltre
durante lo sviluppo, & presente tra epifisi e digié successivamente si calcifica a
sviluppo completo. Nell'adulto si trova praticamersbltanto nelle articolazioni ed in

altri pochi punti come le cartilagini costali, nlhgatracheali.

La cartilagine articolare e costituita da cellutdtdcondrociti, ed € una lamina sottile,
priva di pericondri, molto levigata, inoltre & soffice, compressibiéstendibile e
deformabile; grazie a queste sue proprieta funzamauscinetto ammortizzatore che

salvaguarda i rapporti articolari e permette il inoento.

Queste caratteristiche sono date dalla particalangposizione chimica della sostanza
fondamentale prodotta dalle cellule cartilagineenftrobalsti) che restano in maniera
inattiva inglobati in nicchie attorno alla matri@xtracellulare trasformandosi in
condrociti (condroblasti quando sono inattivi)tdssuto cartilagineo € quindi formato
da cellule e sostanza fondamentale. Quest'ultifieenéata da acqua (65-80%), fibre di
collagene (50% del peso a secco), proteoglicani4d(®b del peso a secco), acido

ialuronico e glicoproteine.

La parte liquida ha la capacita di assorbire iatarianche applicati velocemente
(traumi) dando una certa deformazione elasticpalée solida invece ne aumenta la
resistenza. Queste due fasi interagiscono per @ am cinematismo senza attrito che
protegge le superfici articolari. Con I'avanzard’d& lo strato interno si mineralizza
e si riducono proteoglicani e acqua, con conseguéirhinuzione delle proprieta

meccaniche.

! Pericondrio: lamina di tessuto connettivo fibrase riveste gli altri tipi di cartilagine



Figura 2-1: Immagine al microscopio di tessuto cartilagineo

La funzione delle fibre di collagene e di formara intreccio per sostenere i
proteoglicani, i quali sono responsabili dell'opasne alle sollecitazioni. Infatti, la
reversibilita delle deformazioni della cartilagisettoposta a compressione dipende
dalla capacita dei proteoglicani di legarsi all'aaq Poiché con l'eta si riduce la
percentuale sia di proteoglicani che di acqua, redcudeformazioni dovute a

compressione divengono irreversibili.

Come anticipato precedentemente la cartilagin@rendta solamente da cellule e
matrice extracellulare, percio, non e innervatavagcolarizzata, ed il nutrimento dei
condrociti avviene per diffusione dal liquido sifele®, ed in parte dai vasi dall’'osso
subcondrale. Questo processo essendo lento e mf@inace della circolazione

sanguigna é uno dei motivi che fanno si che lalagite sia un tessuto con scarse

capacita rigenerative.

2 Liquido sinoviale: liquido presente nella cawdrdicolare che ha anche la funzione di lubrifidere
articolazioni
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2.1.1. Patologie che colpiscono la cartilagine, le malatteumatiche

Per malattie reumatiche si intendo quelle malattie colpiscono I'apparato muscolo
scheletrico, possono interessare 0ssa, articolagiamuscoli, ma anche organi interni
qguali ad esempio il cuore ed i polmoni. In questali® ci occuperemo solamente delle

articolazioni, ovvero le parti del corpo decisanegniti colpite.

Le articolazioni sono zone che connettono due aapi ossei tra loro, e in particolare
nelle articolazioni mobili consentono anche il moento relativo tra essi secondo
certe direzioni. Per evitare fenomeni degeneraldiuti all'usura, nella maggior parte
dei casi si tratta di un contatto non diretto malia® da tessuto fibroso o cartilagineo

e/o da liquido.

Essendo la cartilagine la componente articolarecplpita dalle malattie reumatiche,
per le conseguenze che queste malattie hanno,apussdefinirle senza dubbio

malattie che riguardano direttamente il tessuttilagmeo.

Sebbene esistano piu di 100 malattie reumaticheheamolto diverse tra loro sia per
sintomi che per conseguenze, tutte sono accomusiatein impegno articolare,
doloroso e con capacita funzionale ridotta. Questdattie hanno solitamente un
andamento cronico, e possono essere di tipo degere(l'artrosi), inflammatorio
(artrite) o dismetabolico, cioé legate a disturbietabolici (acido urico, diabete,
obesita, ecc.). La maggior parte delle malattienaiche si manifestano negli anziani,
ma anche adulti e bambini possono soffrirne (finbBaanni '1%, da 19 a 60 anni il
18%, oltre 60 anni '81% del totale delle malat{i&)

Le cause sono sconosciute, o meglio, a differemzdtd malattie dell’eta moderna,

queste sono nate con 'uomo.

Sono state fatte solamente delle ipotesi sulleegagissono stati trovati dei fattori di
rischio che aumenterebbero la probabilita di essehgiti, in particolare il fumo, la
dieta, l'attivita fisica, fattori climatici come dmidita e la temperatura. In generale
pero, sono malattie difficili da prevenire diretiame. E’ possibile effettuare una
prevenzione secondaria, la cui caratteristica forefdale e la diagnosi precoce, grazie
alla quale, con terapie farmacologiche, piu del 50&b malati raggiungono una

remissione stabile della malattia.
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Le malattie reumatiche piu diffuse e che colpiscagnan parte della popolazione

mondiale sono quindi l'artrite e I'artrosi:

L’ artrite (dal grecaartro-ite: infiammazione dell’arto) non sta ad indicare una
sola malattia, ma il processo infiammatorio checdaatterizza, e dal quale
deriva il serio danno articolare. E’ una malatiiiammatoria, cronica, e Si
possono averenonoartriti (una sola articolazione colpitajligoartriti (poche
articolazioni colpite) oppurepoliartriti (piu articolazioni colpite). Le
conseguenze principali sono I'erosione osseadl&mne (fino alla scomparsa)
della cartilagine articolare e versamenti. Ne esist diverse forme:
reumatoide, psoriasica, infettiva, reattiva, darogdstalli; ma la piu frequente
e studiata e l'artrite reumatoide. Questa malatti@, colpisce in Italia 300.000
persone, il 75% delle quali donne, € una poligtdtonica autoimmune, a
decorso progressivo, che causa quindi un’alterazoel sistema immunitario
che fa comparire risposte immuni contro I'organisstesso, in questo caso ai
danni delle articolazioni. Provoca un’infiammaziodelorosa in una o piu
articolazioni, spesso in quelle piccole ed in men&®mmetrica (entrambe le
mani, le spalle ecc). La terapia farmacologica adtumira a contrastare il
dolore (analgesici, antinflammatori) e ad impedire@rogressione delle lesioni
articolari (farmaci in grado di interferire conziane autoimmune).

Figura 2-2: Una manifestazione dell'artrite reumatoide
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e L’artrosi (dal greco artro-osi degenerazione dell’arto), detta anche
osteoartrosi, € la continua lacerazione della legitie articolare, e quindi le
lesioni piu rilevanti di questa malattia reumatg@no proprio a livello della
cartilagine, con un interessamento secondarioadsié subcondrale. Colpisce
in ltalia quasi 4 milioni di persone ed € anch’eadavoluzione cronica, e puo

colpire tutte le articolazioni.

Si possono distinguere due tipi di artrosi: qugtanaria, legata soprattutto
all'invecchiamento (puo sorgere anche in eta adul@amente in eta infantile,
ma la grande maggioranza, I'80% circa, dei maliadirttosi sono persone oltre
i 60 anni) ed una secondaria, legata a traumitceassripetuti. Le conseguenze
sono dunque un danno “meccanico”, con una limiteziofunzionale

dell'articolazione, che é uno stato di difficoltal trompiere i movimenti, ed &
proporzionale al danno cartilagineo. Le terapieaitprevedono cure a breve
termine, cioe controllo del dolore (farmacologica),a lungo termine, cioé

l'arresto o il rallentamento della malattia [1].

Articolazione normale Artrite reumatoide Artrosi

Infiammazione a livello
della capsula articolare
& della membrana sinoviale

a0

Capsula
articolare Grave
Membrana g:;sﬁ;uzu:une
sinoviale S
. cartilagine
Cavita
sinoviale Sperone
as5E0
o ostenfita
Riduzione dela ! )
cavita sinoviale
Cartilagine Frammenti
di cartilagine

Diskruzione
della cartilagine

Figura 2-3; principali conseguenze delle malattie reumatatigello articolare

| danni alla cartilagine non sono solo causati @ddattie vere e proprie, ma anche da
eventi come fratture, semplici traumi, od un’atfviisica che sollecita troppo o nel
modo sbagliato le articolazioni, come la ripetiaoti un gesto atletico non corretto,

causato da errore o dalla ricerca della massinstgniene.
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Altre cause possono essere degli squilibri musctiamuscoli flessori ed estensori,
I'allenamento non corretto con carichi non bilaticiéerrata periodizzazione o periodi
di recupero insufficienti, ed infine 'uso di matdr e attrezzi non idonei, come il
materiale di piste e palestre troppo rigidi o troggbastici, i terreni dei campi di gioco
non adatti, gli attrezzi non adeguati in assolutaetativamente alla morfologia

dell'atleta.

Ad esempio lacondropatia rotulea che interessa lo strato di cartilagine dietro la
rotula, abbastanza frequente nello sportivo, putap® ad artrosi al ginocchio, ed é
causata da eccessive sollecitazioni a cui € satopo da un trauma acuto. Le
articolazioni sono, infatti, insieme ai muscoli, parti del corpo piu sollecitate, e

spesso in malo modo o per tempi troppo lunghi, addancontro ad una progressiva
degenerazione. Questo potrebbe portare a problemblari non solo durante il

periodo di attivita, ma le conseguenze potrebbeaaifestarsi anche molti anni dopo

con l'artrosi.

Un’alternativa alle terapie farmacologiche arrivai chuovi studi dell'Ingegneria
Tissutale, che consentirebbero guarigioni compdetempi di recupero veloci, fattori
fondamentali per lo sport professionistico e nolo;sbenessere fisico quotidiano del
malato, recupero delle attivita e dei movimenti aten la malattia erano stati

compromessi.
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2.1.2. Impatto socio-economico

Rispetto ad alcune gravi malattie mortali, a dezorsloce, quelle reumatiche sono
spesso sottovalutate, e poco considerate, vistord decorso lungo, la difficile
diagnosi prematura visti i sintomi lievi che notaahano le persone e al fatto che non

sono quasi mai malattie “direttamente” fatali.

Vedremo pero che in realta, queste patologie hamngeso socio-economico tra i piu
considerevoli, che le rende importanti quanto gueill gravi e piu temute, tanto che il
decennio attuale e stato dichiaratoBlohe and joint decadg“Decennio dell'osso e
della Cartilagine”) da parte d€ltganizzazione Mondiale della Sani(@MS). Le
malattie muscolo scheletriche, infatti, sono laszapiu comune di dolore severo,
disabilita e assenza temporanea dal lavoro tr&sipavanzati e si stima che nei paesi

occidentali consumino fino al 3% del prodotto intetordo [2].

Le malattie reumatiche (non solo quelle cronichgederative, ma anche quelle acute
e traumatiche) sono molto frequenti, ben il 10%adpbpolazione italiana e affetto da
un “reumatismo” dovuto a malattia vera e propria draumi, per questo possono
essere considerate malattie sociali. Il 50% debdemé piu severe di malattie

reumatiche porta ad invalidita permanente dopori0, & la conseguenza di questo e
che il 27% delle pensioni di invalidita erogateltalia riguardano queste malattie, al

secondo posto dopo le malattie cardiovascolari [2].

L'impatto economico che deriva dalle malattie retiolee pud essere considerato
secondo costi diretti ed indiretti: i costi direstino quelli sostenuti direttamente per la
cura della malattia, quindi comprendono le visfiealistiche, gli esami radiologici, i
ricoveri, i farmaci, ecc.; mentre quelli indirettappresentano il “costo sociale”
supportato dal sistema previdenziale italiano saalella perdita di giornate di lavoro
(vedi Tabella 2-1).

Per le malattie reumatiche croniche, in ltaliagpesa totale supera i 4 miliardi di euro
all’'anno (1,739 miliardi di euro solo per la peeddi produttivita). Circa 734 mila dei

5 milioni di persone che in totale soffrono di niaéareumatiche. In particolare, ad
esempio, l'artrite reumatoide (che colpisce in atiptto persone tra i 30 e i 50, 75%
delle quali donne) e responsabile di oltre 13 milidi giornate di assenza dal lavoro,

con costi diretti di circa 1,4 miliardi di euro a@ddiretti di 981 milioni euro, mentre la
15



spondiloartrite (che rappresenta un gruppo di rmalateumatiche croniche
inflammatorie) provoca 10 milioni di giornate disasza con costi diretti ed indiretti

rispettivamente di 950 e 758 milioni di euro [3].

L’artrosi invece (la malattia piu comune), che ¢ate 4 milioni di persone in ltalia,
provoca costi totali (compresi quelli sostenuti gazienti) di 6,5 miliardi di euro

annui.

Negli Stati Uniti solo per gli interventi di proie€L00 mila al ginocchio, 50 mila

d’anca all’anno) la spesa é di 1,8 miliardi di dall[3].

Ci sono anche dei costi che potrebbero essereitd@iftangibili, visto che calcolarne
I'effettivo valore non € possibile, e sono sopritturappresentati dall’abbassamento
della qualita della vita al quale é costretta laspea malata e la sua famiglia in

generale [1].

COSTI DIRETTI

Costi sanitari:
» visite mediche (generali e/o specialistiche)
e interventi chirurgici
* visite di pronto soccorso
« utilizzo dei servizi di riabilitazione (fisioteragii, terapisti, assistenti sociali, etc)
« farmaci (prescritti 0 non prescritti)
« diagnosi e/o procedure terapeutiche (immagini,dekstboratorio)
« dispositivi medici
Costi di degenza:
« ricoveri per sintomi acuti che non richiedono imtarti chirurgici
e ricoveri per sintomi acuti che richiedono inteniesftirurgici
« ricoveri per servizi di assistenza in generaleb{litazione, assistenza a domicilio)
e ricoveri per sintomi non acuti
Costi personali:
« gspese di trasporto
« perdita di tempo libero
e perdita di tempo lavorativo
Altri costi direttamente legati alla patologia:
» adattamenti “ambientali”, ristrutturazione dell't#z@ione
e apparecchiature medicali
e assistenza a casa da parte dei familiari

16



COSTI INDIRETTI
Cambiamento del modo di vivere:
e spostamento in una casa di cura o di riposo
» necessita di servizi di assistenza domiciliare
Costi relativi all'occupazione:
« perdita di produzione (sociale) e perdita di praditd per malati e accompagnatori
» pensioni di invalidita
» perdita di opportunita (occasioni perdute per esssto per la famiglia, o restrizioni
» perdita dello stipendio

COSTI INTANGIBILI

Deterioramento della qualita della vita, del pa@ewella famiglia, rapporto con gli amici
cambiamenti di abitudini di vita, le restriziors, ihibizioni

Tabella 2-1 categorie dei costi delle malattie reumatiche

E necessario tener presente che i costi indirattiemtano in modo esponenziale con
'aggravarsi della malattia rispetto a quelli direguindi diventa fondamentale la

diagnosi e la terapia precoce, ma sarebbe di iraptissimo trovare un’alternativa che
consenta non solo di arrestare il progresso dedllattta ma curarla completamente;

cio significherebbe azzerare i costi indiretti.

Gli obiettivi che si pone I'ingegneria dei tessutjuardano la sostituzione dei tessuti
umani danneggiati (in questo caso da patologieraointi) con nuovo tessuto
ingegnerizzato, sintetico o naturale, con le stesatteristiche morfologiche e le
stesse proprieta meccaniche e funzionali del tessuginale. Un successo di queste
tecniche permetterebbe, nel caso delle malattimagahe, sia di curare pazienti in
stadi avanzati della malattia, che pazienti corimpsintomi, mediante la sostituzione
della cartilagine lesa che abbiamo visto essetesButo decisamente piu colpito da
gueste malattie. Questo permetterebbe una guagigatale, ed un risparmio notevole
per il sistema previdenziale e sanitario, nonchémiglioramento della qualita della

vita del paziente malato.

L'impatto socio-economico riguardante queste ddfusatologie ovviamente non
riguarda solamente I'ltalia, ma € un problema disspre mondiale. Esistono, infatti,
moltissime associazioni internazionali che si oenupdelle malattie reumatiche, con
gli obiettivi di informare e prevenire. |l Dottd#o Youn Kim presidente dellAPLAR

(Asia-Pacific League of Associations for Rheumatglalisse: “In tempi di incertezza
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economica e di invecchiamento della popolazionggesi non possono permettersi di
avere persone con malattie croniche che non lagosmpesano sul bilancio dello
stato” [4].

Uno studio svolto dall’organizzazione mondiale delanita definisce tre livelli

sull’onere dell’artrite reumatoide: costi direttidiretti e psicologici.

Negli Stati Uniti, una recensione ha rilevato chedramente il costo diretto annuale
medico associato all’ARAttrite Reumatoidge di 5,72 mila dollari per paziente, dei

guali il costo maggiore & dovuto ai ricoveri osdesta

Inoltre secondo uno studio sui costi socio-econoi@@03), artrite e altre patologie
reumatiche sono costate 127,8 milioni di dolla®,@8 miliardi dollari in spese per
l'assistenza medica e 47 miliardi di dollari in ro@ih guadagni). Tale costo totale
nazionale e stato I'1,2% del PIL statunitense. R@03, il totale dei costi diretti

imputabili all’artrite sono stati 80,8 miliardi dati, ed i costi diretti medi per persona
di 1,752 mila dollari. Le cure ambulatoriali rappeatato il piu alto costo diretto per
persona (914 dollari), seguite da pronto soccorsereizi ospedalieri (352 dollari),

prescrizioni (338 dollari) e altri costi (146 dalla La media dei guadagni persi € di

circa 1,59 mila dollari a persona [4].
Per quanto riguarda I'area Asia-Pacifico i costisgaltrettanto alti. Ad esempio:

e In Corea, I'onere economico dellAR & stimato in48®2 milioni di dollari,

equivalente allo 0,11% del PIL;

* In Cina, Giappone e Taiwan I'AR colpisce lo 0,3%laleopolazione di ogni
paese, rispettivamente 4 milioni, 380 mila e 6.péfksone;

* In Australia l'artrite costa 24 miliardi di dollarall’'anno in costi ospedalieri,

perdita di giornate lavorative e anni trascorsi dmabilita;

* In Tailandia il costo medio sociale dellAR é stitman 2,682 mila dollari, il
41,4% del reddito medio annuale del paziente. Glasttti ed indiretti sono stimati

rispettivamente in 2135 e 547 dollari all’'anno pariente;

* In Malesia, I'AR colpisce circa lo 0,5% degli adudi eta comprese tra i 25 e 50

anni [4].
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Negli ultimi anni i costi per l'artrite sono aumatit e tale aumento e destinato a
continuare a causa dell'invecchiamento della papote, dell’aumento dell'obesita e
dell'inattivita fisica. Questi dati segnalano lacessita di una piu ampia attuazione di

interventi sanitari efficaci.

| costi indiretti dovuti alla malattia (perdita groduttivita a carico del singolo, della
sua famiglia, della societa e del datore di lavera)la mortalita (il valore attuale della
produzione persa a causa di morte prematura) socloessi sostanziali. Infatti, la
perdita di produttivita dovuta a disabilita tragersone con AR é significativamente
superiore rispetto alla popolazione in generaleriterca ha dimostrato che due terzi
delle persone affette da AR perde in media 39 glaxorativi ogni anno. Inoltre, altri
studi hanno dimostrato che quasi un quarto deiepéizha una diminuzione del
reddito.

Il solo trattamento dei sintomi dell’AR puo riduri@ durata della vita di una persona
di circa 10-12 anni. Senza un adeguato trattamlenpersone con AR affrontano una
lunga battaglia per tutta la vita con la malattize provoca seri danni alle articolazioni

e disabilita.

Non ci sono solo i costi e quindi un onere econonpesante, ma anche problemi
legati direttamente alla persona e a chi le starmat problemi che possono essere
definiti sociali. In primo luogo quelli che riguaado il posto di lavoro, dei quali si é
gia detto dal punto di vista previdenziale, ma rmsogna sottovalutare quello

psicologico.

Dall'indagine dellOsservatorio Sanita e Saluyteper quanto riguarda [Iartrite
reumatoide in lItalia circa il 40% dei pazienti den@urre il lavoro, il 32% va in

pensione, il 10% lascia addirittura il lavoro, utraa10% chiede il prepensionamento,
e I'8% deve cambiare lavoro; tutto questo signifis@iamente che in tutti i casi, c'e

un cambiamento nello stile di vita, non volontaria dovuto alla malattia [5].

Psicologicamente 8 malati su 10 temono I'evoluzidella malattia verso la disabilita,
ed il 40-54% (maschi-femmine) attraversa periodilepressione. Il 25-29% (maschi-
femmine) si sente un peso per gli altri, ed il 25P&ergogna per i segni che lascia
esternamente la malattia. Soprattutto con I'avandatl’eta, si interrompono le attivita

extralavorative, mentre si ha un impatto negativey fa relazione di coppia in

19



particolare tra i 44 e 74 anni. Per quanto rigudedaoppie piu giovani si ha purtroppo
una rinuncia del desiderio di paternitd/matermt,23% dei malati sotto i 44 anni [5].

Per una buona parte dei casi, si ha una difficotBo svolgere le semplici attivita
guotidiane, come portare la borsa della spesa weapottiglie o altre confezioni

alimentari (dove circa il 50-60% dei casi trova altd difficolta, il restante una
difficolta medio-bassa), aprire rubinetti (24% calia difficolta, 34% media, 40%
bassa) e addirittura premere i tasti di telefortelecomando (9% con alta difficolta,
24% media, 65% bassa). Sommato a tutto questda aéficolta di accedere ad un
centro di cura, e questo vale per I'80% dei mataiprattutto per motivi di lontananza
(un terzo dei pazienti hanno difficolta ad accedareservizio) o per mancanza del
servizio, liste di attesa troppo lunghe e per quadcla mancanza di informazione [5].

2.1.3. Terapie attuali contro le malattie reumatiche

Le terapie attualmente adottate per contrastarmdkattie o problemi cartilaginei,

possono essere distinte in:

» farmacologiche che riguardano quindi la somministrazione di facmper

interrompere la malattia o alleviare il dolore;
» chirurgiche, che prevedono appunto interventi chirurgici dizvdéipo;
* non invasivecome laser e tecar, e trapianto di condrocitilagto.

Le cure farmacologiche, consistono nella sommiastme di farmaci che rallentano e
tentano di bloccare la malattia, ma la maggiorgaervono soprattutto al controllo del

dolore.

Fanno parte di questi ultimifans che definiscono un gruppo eterogeneo di farmaci

caratterizzati da proprieta antinfiammatorie, aesiche, antipiretiche. Un'altra
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tipologia sono invece i corticosteroideche vengono somministrati con un’infiltrazione
locale (intrarticolare), e hanno un effetto potenwui sintomi causati
dall'inflammazione delle strutture sinoviali. Tutta il ruolo di queste sostanze rimane

controverso.

Tali farmaci come detto si limitano a ridurre illde, non modificano il decorso della
malattia e non prevengono la comparsa di lesidicadari, anzi, c’'e il rischio che
nascondano i sintomi facendo ritardare la diagoosietta. A questi farmaci, quindi,
solitamente sono affiancati farmaci detti “di fold®MARDS), molecole in grado di
modificare 'andamento della malattia. | DMARD soatbualmente in prima linea per

il trattamento dell’artrite reumatoide in particaa

Nei pazienti trattati con DMARD é stata soppresativita della malattia e ridotto il
danno articolare, tuttavia i DMARD (e fhethotrexatd non sono stati in grado di

impedire completamente il graduale deterioramesito [

Da qualche anno sono disponibili i farmaci biolegimodificatori della risposta
biologica), che sono molecole ottenute dallingegneenetica, che neutralizzano
alcune proteine che favoriscono l'inflammazionesomo quindi gli unici in grado di
indurre una remissione della malattia. Con lo @plu di questi agenti biologici la
remissione (completa soppressione dell'attivita lademalattia, senza nessun
peggioramento del danno) e ora un obiettivo terageper una buona percentuale di
pazienti. Questi agenti possono sopprimere l'aftidella malattia direttamente e
rallentare o arrestare la progressione del dannicokare, prevenendo un
peggioramento della qualita della vita. Quest'uitsmno distribuiti solo dagli ospedali
ai pazienti in cui le altre terapie hanno fallipero solo il 7% delle persone che ne
avrebbero bisogno riesce ad accedervi, per moiiMomtananza dai centri che li

distribuiscono o0 mancanza di informazioni [3].

3 Corticosteroidi sono un gruppo di ormoni (classe degli steroigijpdotti dalla corteccia delle
ghiandole surrenali e sono coinvolti in una varitineccanismi fisiologici, inclusi quelli che rdgno
linflammazione, il sistema immunitario, il metaisoho dei carboidrati, delle proteine ed il livelid
elettroliti nel sangue.

* Disease-Modifying Antirheumatic Drug&armaci antireumatici modificanti la malattia) sonna
categoria di farmaci impiegati nell'artrite reumdeoper rallentare la progressione della malattia

®> Methotrexate & un acido, che fa da antagonista della siniadido folico che influenza la risposta
immunitaria dell'individuo, viene utilizzato nelattamento di alcune neoplasie e patologie autoinnmun
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Le terapie chirurgiche per le lesioni cartilaginpemvocate dalle malattie reumatiche o
semplicemente da traumi, possono essere pulizidagamee have) o abrasione
artroplastica, che danno buoni risultati ma peromettsolo di ottenere formazioni di
neotessuto fibrocartilagineo (pseudocicatrizialeh @roprieta morfologiche diverse
dalla cartilagine ialina “originale”. Le artropraie invece, hanno grande efficacia ma
vengono applicate solo quando altre terapie haahitof e quando il proseguo della

malattia potrebbe portare a disabilita.

In effetti, nonostante il rischio operatorio sialtoaliminuito e le protesi abbiano una
durata di piu di 15 anni, si preferisce valutarer@mente se € il caso di procedere

con un intervento del genere.

Artroscopio

Figura 2-4: Shaveralla spalla

Piu in dettaglio gli interventi di pulizia o lavaiggcon rimozione dei detriti, sono
interventi che non inducono la riparazione, ma sdinetti al sollievo temporaneo dei
sintomi e del disturbo funzionale associato alkioee. Il beneficio del lavaggio &
dovuto alla rimozione dei detriti degenerativi, l@mzimi proteolitici e dei mediatori

dell'inflammazione.
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La microfrattura invece € una tecnica che congigte penetrare e rompere I'osso
sottostante la cartilagine lesa, in modo da stimollamidollo osseo e la riparazione,

visto che le parti piu profonde della cartilagitoeg piu propense all’autoriparazione.

L’osteotomia consiste invece nel tagliare e spestaia parte di 0sso, al fine di traslare
le forze pressorie da una parte all’altra; si niea questa procedura quando I'artrosi
del ginocchio coinvolge un solo versante quindisposta l'asse del ginocchio
spostando cosi anche le forze pressorie che agsalfeo parte usurata, riducendo il

dolore.

Per quanto riguarda le terapie non invasive, quelile usano I'energia, si usano la

tecarterapiae lalaserterapia

La tecarterapiamira all’attivazione dei naturali processi riparaed antinfiammatori

nei tessuti, questo grazie al richiamo delle carielettriche dell'organismo, sfruttando
I'effetto condensatore: un elettrodo € collegato wad generatore ed il secondo
conduttore e rappresentato dal tessuto biologielaNona da trattare si ha un flusso
di cariche con attivazione metabolica e un effegtonico endogeno, con aumento del
metabolismo e quindi una velocizzazione della apame (che pero avviene con
formazione di fibrocartilagine anziché cartilagiraiginale) e l'aumento della

circolazione ematica.

La laserterapiainvece fornisce ai tessuti energia elettromagaetitediante il laser &
possibile focalizzare un’energia molto alta in z@necise di tessuto, ed ha anch’esso
un effetto biostimolante ed eutrofftoei tessuti danneggiati. Il limite di questa teeni
e la scarsa penetrazione nei tessuti, quindi tgiteterapeutici sono limitati a tessuti

superficiali.

® Eutrofica migliora le condizioni di nutrizione dei tessuti
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Figura 2-5: laserterapia nelle applicazioni su traumi sportiv

Il trapianto di condrociti autologhi (con metodo Beterson & Brittemberd6])
prevede un prelievo di cartilagine sana da colévarlaboratorio, e una volta espansa
tale coltura viene trapiantata nell’articolazionealata, per poi procedere alla
riabilitazione. Di norma, ad esempio per la cagiit@, la procedura si articola come
segue: il chirurgo estrae alcuni condrociti da oagiarticolari sane del paziente, li
stimola a riprodursi e li inietta nella sede dédisione. In questo modo si € in grado di
ricostruire cartilagine ialina anziché fibrocargjiae, come per tutte le altre tecniche
viste in precedenza, ma sebbene sembri una sotummgliore, ha molti svantaggi, e

non sempre puod essere eseguita.

Femore

Cartilagine
danneggiata
\

P

Prelievo
tessuto
cartilagineo
da zona sana

Figura 2-6: prelievo di tessuto cartilagineo da coltivarevitro per poi essere impiantato nuovamente
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In primo luogo non si puo applicare in pazientr@sici, 0 con malattie metaboliche,
sistemiche, infettive e reumatiche in generale,clp&rsi andrebbe a prelevare
cartilagine gia malata; altro inconveniente di qadscnica € che si deve staccare un
pezzo di cartilagine da un’articolazione sana, lgbeee la quantita sia tale da non
provocare scompensi, si tratta comunque di un daena@onfronti dell’articolazione
“donatrice”. Il trapianto di condrociti autologhinaltre prevede due interventi
chirurgici, cosa non desiderabile, e una fase pgaesione di un mese in laboratorio,
che fanno si che questo intervento sia costostgsgedale [7].

Tutte queste attuali tecniche, quando applicaten@atei buoni risultati, ma quasi
sempre gli effetti sono una riduzione del doloreinecaso di riparazione, si ha
solamente la formazione di tessuto cicatrizialeréitartilagineo) che non ha le stesse
proprieta, e quindi in tutti questi casi non sirhai una completa guarigione. Il punto
fondamentale che differenzia le cure attuali coellgun oggetto nella nostra ricerca e
appunto la guarigione completa, con la formazianedessuto simile all’'originale sia
dal punto di vista morfologico e sia dal punto dita funzionale, e non il semplice
alleviamento dei sintomi o la formazione di tesstitatriziale, che non consentono di

poter definire guarito il paziente.

L’Ingegneria Tissutale applicata al nostro progettaicerca, consente di sviluppare
una procedura chirurgica innovativa che permettagenerazione cartilaginea in un
unico tempo chirurgico, grazie al reimpianto dildel mesenchimali (da aspirato
midollare) autologhe veicolate da scaffold.

2.2. INGEGNERIA TISSUTALE

L’ Ingegneria Tissutale2 una disciplina che applica i metodi dell'ingegaealla
ricostruzione o sviluppo in laboratorio di tesduitlogici che ripristinino la funzione
del tessuto originale.

All'inizio di questo nuovo campo interdisciplinaneprimi biomateriali erano costruiti

in due dimensioni, e non erano biodegradabili, @ostituivano il tessuto biologico
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con uno artificiale, che restava per sempre (0 cwua doveva essere sostituito dopo

un certo tempo) nel paziente.

Al contrario i biomateriali di nuova generazionensccaratterizzati da una struttura
tridimensionale porosa, che promuove I'attecchiroglat crescita e la differenziazione
delle cellule all'interno del materiale. Inoltre seedo biodegradabile si ha una
graduale rimozione e sostituzione del biomatertale tessuto biologico rigenerato e
funzionante. | primi sostituti dei tessuti biologierano quindi solamente sostituti
meccanici, o di riempimento, mentre gli attuali @amo ad essere tessuti vivi, in grado

di essere biologicamente attivi, anche all'inteded corpo del paziente.

Piu nel dettaglio la ricostruzione si attua semduane cellule su strutture, dette
scaffold, di opportuni materiali e la coltivaziomgviene in appositi bioreattori che
portano alla produzione di nuovo tessuto. Questicgsso consiste nell’isolare le
cellule da una sorgente nativa, ed espanderletrio, Wih modo da avere a disposizione
numerose cellule, che vengono successivamente aemmello scaffold. L'impianto

viene innestato nel paziente nella zona dove éptesl difetto condrale.

Lo scaffold non e solamente un mezzo che veicolacélule all'interno
dell’'organismo, ma € una parte attiva del procekstmenerazione, in quanto entra a
far parte a tutti gli effetti del tessuto, veneralsorbito in esso. Inoltre esso partecipa
attivamente allo scambio di informazioni e di nemti tra le cellule e tra cellule e
ambiente esterno [8]. E stato dimostrato che laogir rappresenta un fattore
importante nella risposta cellulare, controlla tascita e influenza la differenziazione

[9]. La porosita é caratterizzata da 3 parametri:

* il volume libero volume non occupato dal materiale, che da espatinfatti
ha dato risposte infiammatorie piccole con impiacite presentavano un

volume libero inferiore al 10%;

* il grado di interconnessione tra i porpermette alle sostanze nutritive di
arrivare alle cellule, e quindi in qualche modo umgsla capacita dello scaffold

di far nutrire le cellule;

* ladimensione dei parivalore che dovrebbe essere all'incirca di 250-®0di

diametro (in uno studio fatto appositamente prssuto cartilagineo) [9].
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Lo scaffold deve avere dei particolari requisitr potersi “ambientare” all'interno
dell'organismo, ma soprattutto deve avere dellgopeta uguali, 0 comunque molto
simili a quelle del tessuto originale. Per quaniguarda le caratteristiche
macroscopiche, lo scaffold deve avere proprietacar@che simili al tessuto (forze,
tensioni, deformazioni, elasticita), mentre micagEcamente deve avere una porosita
(miglior rapporto superficie/volume possibile) e’interconnessione adeguate. La
produzione di componenti extracellulari e inoltreflienzata positivamente

dall'impiego di fattori di crescita.

Gli scaffold possono essere artificiali o naturglielli naturali, prelevati da donatore
autologd, omologo®o xenologd, sono senza dubbio i migliori, essendo biocompatib
e avendo proprieta simili a quelli umani. Quellifasiali hanno il vantaggio di essere
riproducibili in grandi quantita ed in modo abbagta facile, ma non essendo naturali,

hanno delle difficolta ad integrarsi con il tessagpite, per quanto biocompatibili.

In generale, la cartilagine artificiale presenta uminore resistenza meccanica e si
presta solo a poche indicazioni mediche. Lo svituplp materiali di supporto e di
matrici idonee ha aperto la strada alla creaziorggrdtture cartilaginee stabili e dalla
forma desiderata.

Nel nostro studio, ci sono dei miglioramenti rigpedlla procedura attuale, in quanto
lo scaffold e naturale, e in quanto non vengondai gsadroblasti, ma cellule staminali
adulte prelevate da midollo osseo. Le tecnicheahftwevedono invece la coltivazione
di cellule cartilaginedn vitro ma possono presentare svantaggi in caso di difetto
congenito, e per una minore propensione a riprodarsa produrre sostanza

fondamentale.

L’Ingegneria Tissutale € una disciplina in faseswluppo, e rappresenta senza dubbio
un vantaggio rispetto alle tecniche attuali, vistte si ha una maggiore efficacia
rispetto a protesi od operazioni di vario tipo,irduturo, 'aumento della domanda di

trapianti potra essere in parte soddisfatta daities®ati in vitro.

" Donatoreautologa il ricevente & lo stesso donatore
& Donatoreomologo il donatore appartiene alla stessa specie deleitte
° Donatorexenologo il donatore appartiene ad una specie diversaalente

27



Visto l'incremento della popolazione anziana conlatt@ degenerative del sistema
scheletrico, la richiesta di strategie terapeutibie@ogiche € in espansione. In tale
campo, lo sviluppo dellingegneria dei tessuti dladéioingegneria apre nuove
prospettive per la ricostruzione biologica dei tgisslel’apparato locomotore. Una
frontiera piu innovativa del “semplice” trapiantd ebndrociti &€ rappresentata dalla
possibilita di utilizzare cellule staminali meseimeali adulte.

La cartilagine non manifesta alcune capacita rigive, per le lesioni superficiali,
mentre per quelle profonde (che coinvolgono ciogdb subcondrale) la riparazione e
solo parziale con formazione di fibrocartilagindhécha proprieta inferiori rispetto

all’originale).

La semplicita della struttura della cartilagine,rmette di isolare la componente
cellulare da quella extracellulare; tuttavia latiwalzionein vitro non appare semplice.
Molto importante € la scelta del substrato sul gwalltivare le cellule: in una coltura
monostrato queste aderiscono alla superficie martdiferazione si arresta per
mancanza di adesione o per raggiungimento delldluamza, in quanto le cellule
subiscono linibizione da contatto (meccanismoaattrso il quale cellule normali
cessano di crescere in coltura quando entranontatto I'una con l'altra). La coltura
monostrato causa anche la perdita dell’originagnofipo, in particolare le cellule
diventano fibroblasti. Una soddisfacente cresci@tilaginea non puo quindi
prescindere dall'impiego di substrati tridimensilbnkB’oggetto del nostro studio, in
effetti, € una semina di cellule staminali su téssaturale e tridimensionale, sul quale
viene creata una rete di canali intrecciati, chemgéte un inserimento in profondita

delle cellule e una diffusione delle stesse lurigtelro spessore.

In particolare la cartilagine usata come scaffoldi énaiale, e in una fase successiva
alla lavorazione il tessuto viene decellularizzatopoe vengono tolte tutte le
componenti cellulari. 1l processo di decellularzibme viene fatto usando un
detergente, che causa denaturazione delle protéacendo si che di un tessuto
biologico rimanga soltanto la struttura, cioe latmea cellulare. Una volta eseguita
guesta fase il tessuto e pronto per essere “semiirtain nuove cellule, cioe le

staminali, nel nostro caso quelle mesenchimalguesto modo si ha a disposizione un
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tessuto naturale, ma che non contiene tracce di ddlAdonatore”, evitando cosi il
grave problema del rigetto che provocherebbe lazione dell'impianto.

L’Ingegneria Tissutale potrebbe risolvere i problequali la riparazione o la
rigenerazione di tessuti danneggiati, medianteizzsionein vitro di tessuto che
presenti le proprieta della cartilagine ialina, alh®a volta impiantatén vivo possa
ripristinare la normale struttura e funzione cadihea. Inoltre la cartilagine
rappresenta un ottimo candidato in quanto il safisimo non é dipendente dal flusso
ematico (che avviene attraverso il liquido sinowiad poi attraverso la matrice

extracellulare per diffusione), e I'innervazionenrappare necessaria.

2.3. CELLULE STAMINALI MESENCHIMALI

E’ da molto tempo che si € a conoscenza che alemimhali hanno la capacita di
rigenerare parti del loro corpo. Da poco inveceotrcthe anche 'uomo ha questa
capacita, infatti, &€ capace di rigenerare alcwssug ad esempio sangue e pelle. Questo
grazie alle cellule staminali, scoperte negli abfi, quando esperimenti sul midollo
osseo hanno provato l'esistenza di queste cellelennstro organismo, e hanno
permesso quindi per la prima volta di rigeneraretessuto (il midollo osseo per
'appunto) grazie allimpianto di cellule sane, wfando la loro capacita di
differenziarsi. La scoperta delle staminali ha dawa a quella che é definita medicina

rigenerativa, che si pone l'obiettivo di riparagsibni ai tessuti, rigenerandoli.

Le staminali sono cellule indifferenziate che adhiodivisione, danno origine ad
un’altra cellula staminale, ed una maggiormentéethziata. Con questa divisione
asimmetrica viene mantenuto costante il numercelliule staminali, mentre le cellule
maggiormente differenziate, dividendosi ulteriortegmaranno origine ad un numero

importante di cellule mature che compongono i teessu
Le cellule staminali si distinguono in:
* totipotenti sono capaci di trasformarsi in qualsiasi tiptedisuto;
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* pluripotentt si trasformano solo in alcuni tipi di tessuti;
* multipotenti sono in grado di specializzarsi unicamente iniltipi di cellule;
* unipotenti possono dar luogo soltanto ad un tipo cellulare.

La caratteristica delle cellule staminali e di nesrgre invariata la loro capacita di
riprodursi, cosa che potrebbero fare in manierdiqganmente illimitata, ma in realta

esse sono normalmente quiescenti e solo di radarenin mitosi.

Cultured
adult stem
cells

\' | L j Striated Connective
\ | | muscle tissue
] \ ! tissue ’

&7 - Bone

Figura 2-7: cellule mesenchimali da stroma midollare

Le cellule di nostro interesse come detto sono tEmmali mesenchimali. |l
mesenchima é il tessuto connettivo embrionale edriggne dal distaccamento delle
cellule dai foglietti embrionali. Dal mesenchimanha origine moltissimi tessuti
umani, ad esempio il sangue, i tessuti connettreppamente detti (lasso, mucoso

maturo, denso o compatto, ecc.), il tessuto oskEssuto cartilagineo e molti altri.

Le cellule staminali mesenchimali appartengono edlitegoria delle staminali adulte,
cioe quelle che si trovano in un organismo svilippa sono una popolazione
cellulare pluripotente. Le cellule staminali medgn@li furono inizialmente isolate
nello stroma midollare (fibre e reticoli cellulache racchiudono la struttura) e

successivamente identificate in vari altri tessuti.

Queste cellule sono reperibili in molti organi evemo a rigenerare le cellule che

muoiono. In passato si pensava che fossero presalotiin certi tessuti (sangue ed
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epitelio che sono piu soggetti al ricambio celle)jarmentre successivamente si e
scoperto che queste cellule potrebbero esserenprasetutti i tessuti, anche se in
molti di essi risulta complesso selezionarle, pérsbno rare e disposte in nicchie

circondate da moltissime altre cellule differenziat

Un’altra scoperta che ha ribaltato una convinzisumeueste cellule e il fenomeno della
plasticita, secondo il quale le cellule non darumegb solo a cellule del tessuto in cui
risiedono, ma ad esempio le cellule del sangueoposs particolari condizioni dar

luogo a cellule scheletriche, muscolari ecc.

Le cellule staminali mesenchimali pur essendo dstiminali adulte hanno delle
caratteristiche molto simili a quelle delle cellsiaminali embrionali col vantaggio di
non avere le implicazioni etiche di queste ultirasse, infatti, se opportunamente
stimolate, durante la loro cultuna vitro o addirittura nell’organismo in cui sono state
trapiantate, possono specializzarsi in tessutiondiltersi tra loro e dal loro tessuto di
origine. Per questa loro caratteristica di "plutgpwialita” il loro utilizzo € molto

promettente per curare molte malattie che hannaarattere degenerativo (come

I'artrosi) e autoimmuni (come l'artrite).

Visto che I'obiettivo é utilizzare cellule autologhovvero del soggetto stesso, per una
ricostruzione biologica di un tessuto, si puo pensh utilizzare per I'espansione delle
cellule fattori di crescita autologhi. Questi faitpossono essere contenuti nel siero del
soggetto a cui vengono prelevate le cellule o nalie piastrine. Inoltre i fattori di

crescita autologhi hanno costi contenuti e con bo@rgini di sicurezza.

Per quanto riguarda le piastrine i fattori di cres@utologhi vengono secreti dai
granuli alfa® o una volta indotta la loro aggregazione, o peroldura delle loro

membrane plasmatiche mediante shock termico. Laertrazione dei fattori di
crescita € incrementabile, prima della loro stess&razione, con metodologie
semplici per I'ottenimento dilasma Ricco in Piastrin@PRP).

Recenti ricerche hanno studiato la sequenza ditieeetiulari e molecolari della

condrogenesi umana in vitro. Lo studio ha dimosttatpossibilita di differenziare le

'° Granuli alfa: granuli di secrezione all'interno delle piastrifwellule de sangue). Le proteine secrete
da questi granuli svolgono funzioni importanti cormeagulazione, inflammazione, difesa
antimicrobica, guarigione delle ferite, angioger(&simazione di nuovi vasi sanguigni).

31



cellule mesenchimali dello stroma umano in condroeerificando I'espressione

genica delle cellule mature.

La possibilita di ottenere del tessuto cartilagirieovitro da stroma midollare e
vantaggioso in quanto le cellule stromali possossere moltiplicate in coltura per
almeno due settimane consentendo la preparazionanai membrana con una
cellularita sufficiente. Questo approccio preseintaltre il vantaggio di poter

conservare le cellule mesenchimali del pazienteepentuali ulteriori interventi.

2.3.1. Semina e coltivazione cellulare

La semina e successiva coltura cellulare e larfalia quale le cellule vengono inserite
nello scaffold, e grazie a condizioni ambientalideevoli ed alla somministrazione di
particolari molecole, vengono stimolate a riprodera produrre matrice extracellulare

di un particolare tessuto, nel nostro caso caitilg

A monte di questo processo c’é pero un‘altra faseolura, cioe quella delle sole
cellule staminali, prelevate solitamente dal midalsseo della cresta iliaca, per farle
aumentare di numero. Infatti, le cellule prelevabmo molto poche, non sufficienti
quindi per riempire uno scaffold; questa fase gaesione dura qualche settimana, e si

ha poi una quantita sufficiente per poter procederela semina.

ozzo corticale

b, osso
) trabecolare

[ MIDOLLO

Figura 2-8: prelievo midollo osseo da cresta iliaca
Al di fuori del corpo (ex-vivo), le cellule stamilnanesenchimali mantengono una
buona capacita proliferativa e sono capaci di aglerisuperfici quali vetro e plastica,
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che vengono comunemente utilizzate per la cultwie ccellule in laboratorio. I
metodo utilizzato per espandere deve essere siefiicace, facile da ottenere e poco
costoso. Per ottenere un’espansione cellulare essado non solo “alimentare” le

cellule, ma anche fornire loro dei segnali cheniuicano a moltiplicarsi.

Nella pratica di laboratorio questo stimolo si treel nell'esporre le cellule a delle
proteine generalmente classificate come fattorcrdscita. Questi fattori di crescita
solitamente sono somministrati in concentraziorienesponendo le cellule a singole
proteine, oppure, come avviene nella maggior paeiecasi, esponendo le cellule a

svariati fattori di crescita a concentrazione notarcontenuti nel siero.

Una fase fondamentale una volta seminate le ceBuléattecchimento (risultato
positivo singolo o collettivo di un’operazione dapianto), che dipende dallo scaffold,
dall’'ambiente e dai fattori di crescita che vengamibzzati. Senza dubbio il trapianto
mediato da scaffold, soprattutto se naturale, dionégrispetto al trapianto diretto delle
cellule nella zona lesionata, sia per l'unico imésto chirurgico anziché i due nel
trapianto diretto, sia perché quest'ultimo non esgiule in caso di malattia
cartilaginea. L'impiego di questi, infatti, consendi migliorare I'attecchimento, la
riproduzione cellulare, la differenziazione e dittenere “fisicamente” le cellule nella

zona da riparare dirigendo I'orientamento spazi@iecomponenti della matrice.
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3. STRUMENTAZIONE UTILIZZATA

3.1. IL BISTURI A RISONANZA QUANTICA MOLECOLARE
VESALIUS®

Il bisturi VESALIUS, prodotto e brevettato da Telea Engineering Bdedty utilizza il
principio dellaRisonanza Quantica Molecolgrgrazie a campi elettrici ad elevata
frequenza, con varie onde combinate in modo pdatieoL’energia viene trasferita, da
una sorgente ad un utilizzatore, per quanti di giaeril quale valore energetico
dipende dalla frequenza della sorgente. Quandotajesergia colpisce il tessuto
umano (o piu in generale un qualsiasi materialegfietti dipendono dalla relazione
che c’é tra I'energia del quanto e l'energia diaeg delle molecole colpite. In
particolare se queste due energie sono diversa sinh vibrazione della molecola
(aumenta I'energia cinetica), che causa l'aumeettademperatura, ed il legame non
si rompe, mentre se sono uguali, tutta I'energemeiutilizzata per rompere il legame,
senza avere un aumento di energia cinetica e qdin@imperatura. Il taglio avviene
quindi per rottura diretta dei legami molecolarinen per il riscaldamento generato
dalla corrente, che puo bruciare il tessuto. Infattaglio € a “freddo”, non superando
i 50°C.

Tale effetto risulta essere molto vantaggioso retno caso, perché come detto un
normale elettrobisturi brucerebbe il tessuto reddéminefficace dal punto di vista sia

meccanico che biologico.

et (|
ome | NEUROSIGERY

Telea|

Vesalius®
Vesalius

Figura 3-1: VESALIUS MCN, il modello utilizzato per la sperimentazione



3.2. ILROBOT YAMAHA

Il robot utilizzato per creare i canali, molto pigernei movimenti, (YamahRCX) e
molto efficiente per quanto riguarda il tipo di ¢taszione che deve essere fatta. E
dotato di due rotaie per muoversi in orizzontalelue direzioni perpendicolari (assi x
e y), ed un braccio che puo muoversi in verticalges¢ z). La massima precisione
ottenibile, cioe I'errore di ripetibilita sui tressi, € di circa 0m, che per i nostri scopi

e accettabile.

Il robot deve essere programmato tramite un apposdntroller, dal quale si
inseriscono anche le variabili richieste per ogavorazione. Il linguaggio di
programmazione e ad alto livello, di tipo BASIC failita la programmazione e

I'automazione dei movimenti che il robot deve fare.

Nell’'asse verticale viene posizionato il manipoldlegato al bisturi, dove poi sara

montato I'ago.

Figura 3-2: Il robot utilizzato per la sperimentazione. L'aglegato al bisturi &€ applicato nella colonna
verticale, che si muove lungo l'asse Z.
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3.3. CAPPA STERILE

La cappa sterile &€ 'ambiente di lavoro per la lazione dei tessuti, che appunto deve
avvenire in ambiente sterile, e senza possibiliGodtaminazioni dall’esterno. Il robot
lavora quindi all'interno della cappa ed ancheatlédt fase di preparazione del tessuto

avviene all'interno di essa in modo da evitare apmhazioni.

Nella maggior parte delle attivita di laboratorie, lavorazione di certe sostanze o
materiali, puo dar origine a gas pericolosi, opptiéela necessita che questi materiali
non vengano contaminati dall’esterno. E’ necessatimque, svolgere queste

operazioni in una cappa di sicurezza biologica amata che agisce come barriera tra

I'ambiente esterno ed interno.

Le cappe si differenziano in classi (I, 1l, Ill) base alla loro efficacia, che dipende dal
flusso dell'aria, dalla capacita di contenimentall'thtegrita dei filtri HEPA™ e, nel
caso di cappe certe cappe (come quelle di clagsdl)l anche dalla loro posizione
geografica, ovvero la distanza da zone di frequgrassaggio di persone, dagli

impianti di areazione, da porte e da finestre.

/
| "‘ ;'.“_.-*-.;;t A

c .

Figura 3-3: (A) filtro HEPA di espulsione dell'aria; (B) fitht HEPA dell'aria di ricircolo; (C) zona a
rischio facilmente raggiungibile per la decontarminae; (D) filtro HEPA sostituibile in bagout.

" High Efficiency Particulate Air filte(filtro d’aria particolato ad alta efficienza)ué sistema di
filtrazione ad alta efficienza di gas (o fluidi¥iltri HEPA presentano un'efficienza di filtrazien
compresa tra I'85% (H10) e il 99,995% (H14) e vergalassificati in base all'efficienza di filtrani®
delle particelle di 0.3 um. Sono composti da fdglfdtranti di microfibre assemblati in piu stiat
separati da setti in alluminio. | foglietti filtréinn microfibra hanno il compito di bloccare lerpeelle
solide inquinanti presenti nella corrente fluidatidstare.
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La cappa da noi utilizzata & ufiZELSAR di classe IfA come quella di Figura 3-3.
Questo tipo di cappa € ventilata e aperta frontatejeed e progettata per la protezione

dell'operatore, dei prodotti al suo interno e detibiente esterno.

Il flusso d’aria all'ingresso avviene tramite I'apga frontale, e viene filtrato subito

dopo, insieme al flusso proveniente dall’interntladeappa. Dopo la risalita tramite la

parete posteriore, il flusso d’aria viene nuovarediitrato, sia che venga espulso, sia
che torni all'interno della cappa.

Il flusso che torna all'interno dell’ambiente divtao € laminare e verticale, in modo

da non investire I'operatore.

Lavorando in una cappa sterile, una parte di com@zione dovuta all’ambiente
circostante viene ridotta. L'inquinamento delletao¢ da parte dell’ambiente esterno é

perd ancora la maggiore causa di contaminazione.

Per questo anche lavorando sotto cappa, una coskarfeentale € 'ambiente, in
generale la stanza, dove si opera, che deve gssktie e disinfettata. Oltre a questo,
un altro aspetto fondamentale e la cura dell'opeeatche deve indossare guanti,
mascherine (soprattutto in caso di sostanze pesedle camici puliti. Anche gli
strumenti di lavoro, ovviamente, devono essereiligiwati ed aperti solamente

all'interno della cappa.

3.4. POMPA PERISTALTICA

La pompa peristaltica € un apparecchio che applmancipio della peristalsi, in base
al quale la prevalenza al fluido trattato viene riegsa da una strozzatura che scorre
lungo il tubo. Il funzionamento prevede dei rutthe strozzano il tubo e provocano

'avanzamento del fluido. Il tubo deve essere temte ed elastico, tornando alla

12 classe IIA: si intende una cappa che ha il 70%citolo di aria all'interno della cabina ed 0%
nel locale. Possono essere usate per agenti lgotdgg presentino un rischio basso o moderato.
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posizione naturale dopo essere stato deformatautlal E’ proprio il ritorno alla
posizione originale che provoca il risucchio. Lampa peristaltica € una pom
"pulsante”, in quanto la portata non e costanteisigiolo giro. Per ridurre il fenomel
della pulsazione si adotta, solitamente, un numeaggiore di rulli, con conseente
riduzione della portataoppure vengono impiegati compensatori di forngeneensione
opportuna che assorbono il "picco della pulsaziprielb ad ottenere una porte

costante.

Figura 3-4 esempio di pompa peristaltica
La pompa peristaltica viene utilizzata in tutti gpeocessi dove esiste l'esigenze
non far venire in contatto fluido trattato con ngoonenti della pompa, per esempic
caso di fluidi nocivi o corrosivi, per evitare cantinazioni, o in caso di scensioni
per evitare la rottura di parti solide all'intermzl fluido nel contatto con le pa
meccaniche di una pompa normale. Questo tipo dipaoconsente di tarare c
precisione la portata e di mantenerla costantest@umaratteristiche la rendordeale
laddove precisione sui dosaggi e ripetibilita dellissura sono requisiti indispensal

come nei laboratori chimici, nella bioricer
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4. PROTOCOLLO DI SPERIMENTAZIONE

Il tessuto biologico deve essere lavorato per auiteenella fase di semina un
migliore ingresso delle cellule in esso e di congega un miglior attecchimento. La
lavorazione consiste nel creare una serie di cafldhterno del tessuto, inclinati e
incrociati fra di loro, per permettere la comunioae tra le cellule che saranno

inserite successivamente grazie all’azione di wmapa peristaltica.

Come precedentemente anticipato, € di fondamerimap®rtanza che il substrato
naturale o artificiale, sia tridimensionale, datbecprove fatte con substrati
bidimensionali non hanno dato buoni risultati, @igt mancato attecchimento delle
cellule. Lo scaffold tridimensionale lavorato c@nrlostra tecnica consente alle cellule
di essere inserite all'interno, e quindi non siserda il rischio che vengano “spazzate

via” nelle fasi successive di coltivaziomevitro e successivo impiania vivo.

Le cellule devono quindi essere inserite all'inteello scaffold, e per raggiungere
tale obiettivo il tessuto viene trattato creando @mali incrociati al suo interno, in
modo da favorire anche la comunicazione tra leutk il oro spostamento interno
una volta inserite. Negli scaffold artificiali siahil vantaggio della facilita della
lavorazione in tre dimensioni e della riproduciiilima da un punto di vista biologico,

sono nettamente migliori quelli di origine naturale

La difficolta € quella di trovare un metodo di laamione dei tessuti naturali, ed un

metodo per inserire le cellule senza danneggiarle.

Un metodo gia sviluppato precedentemente per lardaione del tessuto esofageo
prevede di forare il tessuto con un bisturi a R&@ma Quantica Molecolare, |l
VESALIUS, comandato da un robot ad alta precisione in gdadare migliaia di fori,
ed un piano inclinato, in modo da creare dei caoh& si incrociano tra di loro

secondo determinate angolazioni [10].

Si rende necessario questo strumento perché folianaaniera meccanica, si € visto

come il tessuto tenda a collassare, perché laagpae dei tessuti non € netta.

Con un normale elettrobisturi invece il tessutaeibruciato, perché la temperatura di

funzionamento é di qualche centinaia di gradi, estm compromette I'attecchimento
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delle cellule, in quanto l'ambient (scaffold) non risulta idoneo alla lor

sopravvivenza.

RS o 1" \ DECELLULARIZZAZIONE
PRELEVATA DA DONATORE CREAZIONE CANALI

INTRECCIATI
\ = et
v \’ AN
2 s
| RosoT [| Ao || VESALIUS | K —
|
l |
L‘J
N — sl
PRELIEVO CELLULE STAMINALI ADULTE DAL SEMINA CON
PAZIENTE, ED ESPANSIONE CELLULE
AUTOLOGHE
INNESTO DEL TESSUTO [ PomPpa pERISTALTICA
LAVORATO E SEMINATO NELLA
ZONA LESIONATA

Figura 4-1: fasi del processo di lavorazione del tessuto

4.1. DEFINIZIONE DEI PARAMETRI DI LAVORAZIONE

In questa prima fase di sperimentazione e statgranomato il robot in modo c
ottenerela canalizzaziondinale voluta. La canalizzazione prevista viene fatta 2
tipi di canali, inclinati rispettivamente a 60°-60° rispetto alla verticale, disposin

file parallele, alternandoli in modo da farli incrare, come si vede Figura 4-2.

42



d = 0,3 mm

ang = 30°

Figura 4-2: La canalizzazione applicata ai tessuti. € la distanza tra i centri dei fori, mentre "anc
I'angolo formato rispetto alla superficie (corrigde a 60° rispetto alla vertica

Il robot pud muoversi solamente nelle tre direziprincipal (fig. 3-2), ovvero non
puo fare movimenti secondo t certa angolazione. Si € adottato quindi un pi
inclinato dove appoggiare il tessuto, con I'angmae voluta. Il programma del rob
e stato adeguato a questa situazione per tenete deliangolazione mantenendo

distanza dai fori costante anclariando I'inclinazione.

Figura 4-3: piano inclinato su cui appoggia il tess cartilagineg per creare i canali angol

L’algoritmo creato(DEMOZ20, prevedeuna lavorazione iniziale in civengono fatti
tutti i fori secondaun’angolazione, e poi tutti quesecondd’altra, in modo da girar
il piano inclinato una sola volta. Abbiamo quindi gppato I'algoritmo per |

43



creazione di canali angolati a +60° (TURN 1) e @°-6TURN 2), come descritto in

Figura 4-4.

Figura 4-4: i punti in nero vengono eseguiti solamente dal iy quelli rossi dal turn 2

Per una verifica della qualita dei fori, il tesswdostato lavorato secondo un’unica

inclinazione (+60°).

Prima di eseguire il programma che effettua la flazione, e stato elaborato un
algoritmo (DEMO18) per impostare le coordinate ializ e cioe il punto dove e stato

effettuato il primo foro. Questo programma salvaderdinate del punto iniziale, che

poi vengono utilizzate dall'algoritmo di lavorazesmome punto di partenza. Queste
coordinate vengono scelte posizionando manualméntebot nel punto in cui

vogliamo iniziare la lavorazione.

Altre variabili da dare in input all’algoritmo sorle dimensioni della matrice e la
risoluzione (distanza tra i centri di fori succegsidalle quali I'algoritmo calcola |l
numero di fori da effettuare lungo x ed y (NX ed ¥ la profondita di discesa

dell'ago, che deve essere pari allo spessore sialite.

Durante la lavorazione € necessario tener conth elegri dovuti al robot o al tessuto
non perfettamente fissato al piano, bisogna pererificare prima di eseguire ogni
TURN la correttezza del punto iniziale.

| fori vengono creati grazie ad un ago, collegatbisturi, e attaccato verticalmente al

robot. Lo strumento €& stato impostato in modaléglib monopolare. Essendo in

modalita monopolare, il tessuto é stato fissataasap una piastra neutra collegata a
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sua volta al bisturi, per chiudere il circuito. paastra deve aderire bene a tutta la
superficie del tessuto, in modo da evitare brucgtappure il blocco della macchina

se non arriva il segnale di ritorno, eseguendo ité®io meccanicamente.

X =20mm
Matrice lavorata Y = 15mm
Z =3mm
Diametro ago 150um
Materiale ago Acciaio inox
Velocita robot 5%
Potenza VESALIU$ 8
Risoluzione 600um
Distanza tangent 450um
Numero fori 1650
Fori/area 550 fori/cnt
Durata lavorazione 90 min

Tabella 4-1 Parametri impostati per la lavorazione

La velocita del robot e in percentuale rispetta aflassima consentita, ed € la velocita
interpolata riferita ai movimenti di tutti gli as€€on una velocita troppo elevata si ha il
rischia di rompere dell'ago e di danneggiare istes, poiché i legami molecolari non
fanno a tempo ad essere rotti per risonanza qa@anti@ Si rompono prima
meccanicamente per l'azione dell’ago, mentre urnacita troppo bassa espone il
tessuto per troppo tempo all’azione del bistuiisehia di bruciarsi. La velocita e stata

il 5% di quella massima, ottimale per praticare foratura perfetta del tessuto.

La profonditd di penetrazione dell’ago viene scéftamodo che il tessuto venga
attraversato completamente. Purtroppo data l'ileega del tessuto questo non e
sempre ottenibile, e ci saranno quindi canali cbe raggiungono la profondita del

tessuto.

La risoluzione deve essere maggiore del diametibage usato altrimenti i fori
adiacenti vengono fatti in maniera sovrappostae parametro viene scelto in modo

tale da avere almeno 100 um di spazio tra le tanded buchi adiacenti.
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RISOLUZIONE 600 urn

~— DIAMETEO 150 um

3

l==3

DISTANZL TANGENTI 450 umn

Figura 4-5: distanze fori successivi nella prima fase

4.2. SPERIMENTAZIONE CON CANALI INTRECCIATI

In questa fase il tessuto & stato lavorato secdndm®todo definitivo che era sta
previsto, e cioé con due tipi di canali, alterndnoiomodo da avere una rete dinali
intrecciati.Visti i buoni risultati della sperimentazione prdeate, sono stati utilizze
gli stessi parametri e lo stesso algoritmo del touoesta volta svolgendo entraml
TURN.

Figura 4-6: Simulazion¢tridimensionale della lavorazione a canali intrat
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Rispetto alla precedente sperimentazione dungoe sonoil doppio e ladistanza tra i
centi dei fori successivi dimezzg, visto che i canali del secondo TUFvanno ad
inserirsi esattamente tra i canali del primo, a onénerrori che potrebbercomparire
durante la lavorazione.

X =20mm
Matrice lavorata Y = 15mm
Z =3mm

Diametro ago 150um

Materiale ago Acciaio inox

Velocita robot 5%
Potenza VESALIUS 8
Risoluzione 300um
Distanza tangent 150um
Numero fori 3300

Fori/area | 1100 fori/cn?

Durata lavorazione 200 min

Tabella 4-2: parametri impostati per la lavorazione

RISOLUZIOME 300 e
| DIAMETED 150 um
‘\ s 'H-..\-
/ i
1 T
SN

DISTANZSL TANGENTI 150um

Figura 4-7: distanza fori successivi nella sperimentazioneaarali intrecciati; in nero secon
I'angolazione 60° in rosso secondo I'angolaz-60°

Durante la lavorazione e importante irrorare cardmente il tessuto con solune
fisiologica, in modo che resti ben idratato, e moigire anche I'entrata e usc
dell’ago, che dovra fare migliaia di fori. Inoltre necessario un controllo visi
mentre vengono effettuati i fori, per verificareechon ci siano rotture dell’ag

gpostamenti del tessuto o altri problemi che netassi l'interruzione dell:
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lavorazione per non compromettere il risultato lBndn ogni caso il programma puod

essere interrotto e fatto ripartire dallo stessut@in qualsiasi momento.

La potenza del bisturi a risonanza quantica mo#éeolin modalita taglio, &€ stata
impostata ad 8, che con misure di potenza effettaimentando un’impedenza di
40QQ2 corrisponde a circa 5W. Verosimilmente pero I'imeeza del tessuto potrebbe
essere minore, considerata anche l'idratazionaramnton soluzione salina allo 0,9%,

e quindi la potenza in realta € maggiore.

Il robot, e tutto il processo di lavorazione sotatissvolti all’interno di una cappa
sterile per garantire la sterilita, ed evitare eomhazione batteriche che potrebbero
digerire la struttura della matrice e quindi sfateorl'attecchimento cellulare

successivo.

42.1. Decellularizzazione dello scaffold

Il processo di decellularizzazione serve ad otenea matrice acellulare, cioe priva di
residui genetici, evitando cosi problemi di rigedtovuti ai diversi codici genetici dello

scaffold e dell’ambiente vivente dove verra impédo.

Dopo la lavorazione della cartilagine si procede tgrocesso di decellularizzazione
nel quale il tessuto viene messo per una settirimana bagno di EDTA’ sodico, per

rimuovere i sali di calcio che ostacolerebbero @&anpeazione dei solventi per la
decellularizzazione. La formazione si Sali di cal@vviene dopo qualche giorno

successivo all’asportazione.

Per ottenere la matrice acellulare si devono esegiu cicli. Il numero di cicli varia a

seconda del tipo di tessuto (per la cartilaginéharimo a 16 cicli).

Ogni ciclo del processo di decellularizzazione posvche il tessuto venga immerso in
PBS contenente I'1% di AF per un lavaggio prelimen@ successivamente venga
trattato, secondo il metodo Blieezan et al.con:

Y EDTA: acido etilendiamminotetracetico & uno degitieoagulanti pit frequentemente usato ed &

reperibile sottoforma di sali di sodio o di potassCome altri anticoagulanti esplica la sua azione
sequestrando lo ione calcio, indispensabile pgprdcesso di coagulazione, e formando con esso
composti insolubili. Risulta pertanto un anticoagueé irreversibile del calcio.

48



* Acqua MilliQ autoclavata contenente AF in rappoti@d:1l per 72 ore a 4., per
ottenere I'osmolisi cellulare;

» Soluzione al 4% di deossicolato di sodio (Sigmaadgqua MilliQ per 4 ore sotto
agitazione, a temperatura ambiente. Essendo urgdate tensioattivo disgrega la
componente lipidica delle membrane cellulari;

* Lavaggio in PBS;

» 2000kU di deossiribonucleasi | (DNAsi, Sigma) inuzione di NaCl 1M (Sigma),
per 3 ore sotto agitazione a temperatura ambidnfieeadi distruggere gli acidi

nucleici che si liberano;

» Lavaggio in PBS.

La matrice acellulare viene poi conservata in PB6 aggiunta di AF a 4°C, fino al
momento del suo utilizzo. Il PB®osphate buffered salipeossia tampone fosfato
salino, € una soluzione, comunemente usata neidaivodi biologia e biochimica, e
che contiene cloruro di sodio, sodio fosfato e gsita fosfato. Il tampone aiuta a
mantenere costante il pH. La concentrazione salomabacia con quella del corpo
umano (cioé é isotonica). Il PBS ha molti usi stiptt perché e isotonico e non
tossico per le cellule, infatti € anche usato c@wolezione di lavaggio per le cellule
[10].

43. TESTING DEL PROTOTIPO PER LA POMPA
PERISTALTICA

Il nuovo sistema progettato da utilizzare per leniga cellulare &€ formato da una
pompa peristaltica, e da un supporto in acciaimé&io da un serbatoio, sopra al quale
viene posta una lamina forata, su cui poggia suts Per incanalare il terreno di
coltura sono state progettate diverse maschere detfiensioni dell'area del tessuto

lavorato.
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COLTURA
TESSUTO

CeTaratalaray
talelulele]

[ ARIE ™ MEMBRAN S

SERBATOIO

J

)

CANALE DI ASFIRAZIONE
DOVESICOLLEGA LA
POIPA

Figura 4-8: visione in sezione del meccanismo di semina

La pompa é collegata in modo da aspirare I'acquaseiatoio sottostante, creando
una depressione tale da far scendere gradualmegekdi coltura. Questa condizione
e garantita dal fatto che la struttura & statagqttatp per creare il vuoto al di sotto del

campione.

Le prove primarie di simulazione con la pompa vemgeseguite con una spugna, di
dimensioni simili al tessuto biologico. La spugnane poi fissata con la maschera. La
pompa da noi utilizzata & regolabile tramite untagler che gestisce la velocita di

aspirazione, analogicamente dall'’1% al 100%.

Con questo esperimento si cercano parametri daggodella pompa paragonabili a

guelli che verosimilmente verranno utilizzati nedlemina.

(1) | ) 3)
Figura 4-9: Prove con pompa peristaltica: (1) controller dplianpa peristaltica; 2) spugna che simula
il campione di tessuto e poggiato sopra la resodiegno; (3) maschera che incanala il terreno di
coltura.
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L’esperimento consiste nel simulare I'azione dellempa durante la semina, facendo
passare attraverso il campione 50 ml di acquadogersi volumi di acqua sottostante,
e analizzando i tempi di risucchio. Per alcune neigustata eseguita solo la prova con
marcia 1 e velocita minima (misura eseguita 2 ypkesto che verosimilmente sara

guesta la combinazione da usare, poiché garanégoertate minori rispetto a tutte le

altre possibilita.

Di seguito sono riportati i risultati delle proviéettuate:

* Acqua nel serbatoio: 165 mi
* Acqua soprastante: 50 ml
Tempo Portata Tempo Portata
[s] [ml/min] [s] [ml/min]
Velocita . _
(%] Marcia 1 Marcia 2
1 1631 1,83 605 4,95
50 260 11,53 88 34,09
100 163 18,40 54 55,55
* Acqua nel serbatoio: 150ml
* Acqua soprastante: 50 ml
Tempo Portata Tempo Portata
[s] [ml/min] [s] [ml/min]
Velocita . _
(%] Marcia 1 Marcia 2
1 1650 1,81 757 3,96
50 308 9,74 92 32,60
100 187 16,04 52 57,69
* Acqua nel serbatoio: 125 mi
* Acqua soprastante: 50 ml
Tempo Portata Tempo Portata
[s] [ml/min] [s] [ml/min]
Velocita . _
(%] Marcia 1 Marcia 2
1 1807 1,66 672 4,46
50 337 8,90 86 34,88
100 179 16,75 51 58,82
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Acqua nel serbatoio:

Acqua soprastante:

Velocita
(%]

100 ml
50 ml

Marcia 1

Marcia 2

1

1739

4,70

50

316 9,49 88

34,09

100

178 16,85 53

56,60

Acqua nel serbatoio:

Acqua soprastante:

75 ml
50 ml

i

Velocita .
[%)] Marcia 1
1 1703 1,76
Acqua nel serbatoio: 50 ml
Acqua soprastante: 50 ml

i

Velocita
(%]

Marcia 1

1

1724

1,74

Acqua nel serbatoio:
Acqua soprastante:

25 ml

50 ml

i

Velocita

[%] Marcia 1

1 1982 1,51
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Acqua nel serbatoio: 0 ml

Acqua soprastante:

50 ml

] e

Velocita
(%]

Marcia 1

1

1773

1,69

53



54



5. RISULTATI

5.1. ANALISI DELLE MATRICI CARTILAGINEE

Per verificare la qualita della lavorazione, i caonp sono stati analizzati con il
microscopio elettronico a scansione (SEM) e conmesistologici. Le analisi

riguardano il tessuto lavorato con una sola anguiaz.

X33  500um 0005 cart

Figura 5-1. Immagini al SEM dei canali

Figura 5-2: Esami istologici sulla cartilagine lavorata

Le analisi fatte mostrano i canali in modo chiagosi puo notare la precisione del
robot, le file parallele, infatti, sono chiaramemtistinguibili, le distanze sono state
rispettate e sono costanti (Figura 5-1). | bordiaali sono ben delineati ed il foro
d’'ingresso e preciso, e “stabile” cioé non collagsane succederebbe con una
semplice foratura meccanica (Figura 5-2). Il tessadiacente ai fori, € in perfette
condizioni, questo grazie all'utilizzo d&ESALIUS che non brucia il tessuto ma



effettua un taglio a freddo. Se avessimo utilizaatonormale elettrobisturi le necrosi
causate dall'innalzamento della temperatura avrebb@mpromesso la struttura dello
scaffold. Questi risultati confermano anche la etbezza del livello di potenza scelto,

cha sara usato anche nelle prossime prove.

Nella lavorazione del tessuto con i canali incric@ome si pud vedere in Figura 5-3,

i fori sono precisi ed il tessuto € in ottime caroli.

Figura 5-3: tessuto cartilagineo naturale, dopo lavoraziameaanali incrociati

~

Il tessuto lavorato € stato portato Blipartimento di Scienze Farmaceutiche
dell’'Universita degli studi di Padova, nel laboréadellaProf.ssa Conconper subire
i cicli di decellularizzazione. Dal momento che élt difficile e lungo il processo di
decellularizzazione della cartilagine, non & stancora possibile analizzare

immagine al SEM e istologica del campione.

Ci aspettiamo che I'ambiente cosi creato, sia afénper la semina, grazie ai canali
intrecciati che fanno penetrare in tutto lo spess$eicellule, e per la sopravvivenza e la

crescita cellulare grazie al tessuto completamestigrale e integro.
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5.2. ANALISI DEI RISULTATI DI TESTING DEL
PROTOTIPO DELLA POMPA PERISTALTICA

L’area del tessuto su cui dovranno essere semieateellule sara di 225 mfm
(15x15mm), e la sospensione contente le celluEO@il (contenente circa un milione
di cellule). La procedura per la semina prevedesérire 10Ql ogni 20 minuti, quindi

la portata di Gl/min.

Dalle prove effettuate, i tempi di risucchio pidi gfuindi portate piu basse) si sono
ottenuti con meno acqua nel serbatoio. Le diffegashminuiscono allaumentare della

velocita, diventando quasi costanti, come si veslafigura 5-4 e nellaFigura 5-5.

andamento tempi risucchio in funzione
dell'acqua nel serbatoio (marcia 1)
2500
2000
— 1500 M
py 1000 —o—vel 1%
500 =—vel 50%
. i vel 100%
165 150 125 100 75 50 25 0
acqua serbatoio [ml]
andamento tempi risucchio in funzione
dell'acqua nel serbatoio (marcia 2)
800
600 0/\‘\‘
g 400 =4—vel 1%
200 == vel 50%
o i "‘ vel 100%
165 150 125 100 75 50 25
acqua serbatoio [ml]

Figura 5-4: prove su pompa peristaltica, andamento tempccisio in funzione dell'acqua nel serbatoio
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andamento portata in
funzione dell'acqua nel serbatoio
(marcia 1)

20
= 15
£
< 10 N.:._a e==vel| 1%
g 5 == vel 50%
0 == ¢ < >—— ¢
vel 100%

165 150 125 100 75 50 25 0

acqua serbatoio [ml]

andamento portata in funzione

dell'acqua nel serbatoio (marcia 2)

70
60
50
40

30 | M——gp—— —o—vel 1%

20 == vel 50%
10

0 N e U vel 100%

Q [ml/min]

165 150 125 100 75 50 25 0

acqua serbatoio [ml]

Figura 5-5: prove su pompa peristaltica, portata in funzide#acqua nel serbatoio

Considerando la velocita minima, i dati miglioriechi ottengono sono una portata di
circal,6 ml/min a serbatoio vuotg che percentualmente non si discosta di molto dal
dato peggiore di circd,8 ml/min, a serbatoio pieno Per quanto riguarda le altre

velocita le portate diventano troppo elevate, eésiocuramente da scartare.

La pompa testata ha quindi una portata troppo &gwer un volumi piccoli di terreno
di coltura utilizzati in laboratorio.

Queste prove sono state eseguite perché e di farmdala importanza la portata con la
guale viene risucchiato il liquido perché in basguasto si determina la depressione

applicata, visto che una portata troppo alta calrer la rottura delle cellule.
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La depressione applicata € proporzionale al voldna&qua risucchiato, e quindi dalla
portata di aspirazione della pompa; come di vedéedaazione di stato dei gas

perfetti (approssimando come gas perfetto I'ariessegbatoio):
pV = nRT

n: moli di gas;
R e la costante universale dei gas;

T:temperatura;

dove nRT sono delle costanti. Si nota che la pressione &pjnversamente
proporzionale al volume (V). Aumentando quindi dlwme dove si trova l'aria, la
pressione diminuisce, creando cosi la depressioméeasterno.

Si ipotizza I'uso di altri strumenti per la creazéodi questa depressione basandoci non
piu sul valore di portata ma sulla regolazionewislto dentro al serbatoio.

In particolare si & pensato all'utilizzo di una gmara svuotamento o da vuoto.

Questo tipo di pompa funziona creando al propriterimo il vuoto, mediante lo
spostamento di una parete, e creando quindi utteefferisucchio dalla parte opposta,
dove si posiziona lo scaffold. Il principio di funnamento e simile a quello dei nostri
polmoni, che allargandosi, creano il vuoto al loirderno richiamando [I'aria

dall’esterno.

Una pompa da vuoto e quindi un meccanismo attive abpira del gas a bassa
pressione e nella maggior parte dei casi lo comprad una pressione maggiore
espellendolo dalla sua uscita. In genere le pongeubto hanno una velocita di

aspirazione costante, caratteristica importante pestri obiettivi.

Anche questo tipo di pompa € usata comunementepmoeiessi in medicina che
richiedono suzione, ed € quello che ci serve, vidte I'obiettivo € quello di

risucchiare il gel contenente le cellule all'interdello scaffold.

Quello che interessa di piu per la fase di semina @ortata con cui il liquido

contenente le cellule viene assorbito nel tessuto.

59



Esistono varie tipologie di pompe a vuoto, le pipiegate sono quelle rotative, infatti,
il meccanismo piu semplice per fare il vuoto cotesigello spostamento ciclico di una
parete. In questo caso meccanicamente viene fgndere ciclicamente una cavita.
In questa maniera il gas da aspirare affluisceadamera da vuoto, entra nella pompa
da vuoto dove viene aspirato. Quindi la cavita eiesigillata ed il gas viene
compresso. Infine il gas viene espulso verso l'atera, come si puo vedere nella

Figura 5-6.

(a) (b) (c)

A: eccentrico
B: camera con volume variabile

Figura 5-6: Schema di funzionamento di una pompa rotativei] (s viene aspirato dalla camera da
vuoto; (b) il gas viene compresso; (c)il gas viespulso tramite la valvola

La pompa, toglie aria dal serbatoio, per creasaidto, questo causa una depressione
all'interno del serbatoio. Siccome un fluido si maadai punti a pressione maggiore

verso quelli a pressione minore, la sospensionéetem passare dalla pressione
atmosferica a cui é sottoposta quando & soprassilitte alla pressione piu bassa del
serbatoio. Queste due pressioni sono divise prajalidessuto, e la sospensione con le

cellule quindi tende ad entrare nei canali delutss

La pompa a vuoto ha una velocita di aspirazion¢éaots, e quindi anche la portata e

costante. Applicando la formula Eoiseuille
Q=k*AP

dove k e una costante che dipende dalle dimensgiogioco e le caratteristiche dei
fluidi, Si puo vedere come la portata sia direttategproporzionale alla differenza di
pressione. Quindi la portata di risucchio del lidpucellulare dipendera dalla differenza
di pressione, la quale a sua volta dipendera galitata di aspirazione della pompa, e

quindi possiamo dire che le due portate a menordiiesono uguali.
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Come abbiamo visto la portata che sarebbe ottipaiel nostro scopo deve essere
minore di 5ul/min e le pompe da vuoto in commercio possonvare anche a portate
di qualche nl/min. Sembra dunque questa la solezpmer ottenere una bassa portata

anziché il depotenziamento di una pompa peristaltic
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6. CONCLUSIONI E PROSPETTIVE FUTURE

La fase di lavorazione del tessuto, quindi la dmaz dei canali intrecciati, ha dato
ottimi risultati dalle analisi effettuate, e sembranodo migliore per inserire in tre

dimensioni le cellule nello scaffold cartilaging@afpitolo 5.1).

La lavorazione secondo doppia angolazione ha peoneés ottenere un tessuto
permeabile e ha facilitato il processo di decellaimzione, molto difficile nel caso
della cartilagine. Altre sperimentazioni sono pséwia breve con la semina di
mesenchimali. Al momento la tecnica viene ampiamettdiata anche nel caso del

tessuto esofageo, con la fase di semina e di @mlella sopravvivenaza vitro.

La fase di semina con 'azione della pompa petistak ancora in fase di studio, visto
che bisogna trovare la struttura e la strumentazmtimale per inserire il terreno di
coltura cellulare nello scaffold, perché sono stétenuti dalle prove risultati troppo

elevati di portata e quindi non accettabili peostni scopi.

In caso di raggiungimento di questi obiettivi siebbe un miglioramento netto rispetto
alle cure al giorno d’oggi possibili per i dannbgiudal tessuto cartilagineo, ma piu in
generale questa tecnica potra essere applicatdtiasimoi tessuti, potendo sostituire le
parti danneggiate con nuovo tessuto naturale.

Tale innovazione potra gia essere applicata adaso clinico di nostro interesse: la
creazione di tessuto osseo da scaffold cartilagib@bea nasce dal caso clinico di una
bambina, alla quale e stata rimossa gran parta d#indibola affetta da tumore. La
ricostruzione della parte orizzontale dell’'ossdagasin gran parte gia ottenuta con altre
tecniche di trazione e sollecitazione del tessutandibolare, mentre risulta al
momento ancora difficile ricostruire l'ultimo trattverticale. A breve partira una
sperimentazione clinica che vede la tecnica delragwogetto di ricerca applicata al
trattamento di un tessuto cartilagineo autologeléguato dall’arcata costale della
bambina) e seminato successivamente con stamindbloghe mesenchimali,
prelevate dal midollo osseo della paziente stesgadifferenziazione in osteoblasti

sara garantita dai particolari fattori di crescitee costituiranno il terreno di coltura.



Oltre al bisturi di nuova generazione, usato n&dlorazione del tessuto, un altro
dispositivo medico prodotto da Telea sfrutta ilnpipio della risonanza quantica
molecolare REXON-AGE), per stimolare la rigenerazione dei tessuti. Tipositivo

potrebbe risultare utile nel favorire la differegmione cellulare e la stimolazione delle

stesse.

Grazie all'azione di correnti ad alta frequenzaasda intensita, stimola i tessuti, o
meglio le cellule, in particolare le staminali, grodursi ed a produrre matrice
extracellulare nuova. Rappresenta un’innovaziosetio a dispositivi medici simili, e

per il nostro scopo risulterebbe estremamente ggitso.

Figura 6-1: il dispositivo di rigenerazione tessutale Rexge®a

In conclusione questo mix tra scaffold naturale isato con cellule mesenchimali
autologhe, e stimolazione tramite Rexon-Agmtra essere una valida alternativa ai
trapianti dei tessuti danneggiati, in particolage dreazione di cartilaginen vitro
portera notevoli vantaggi non solo al pazientesstesna all'intera societa che ne

risente delle conseguenze di questa patologia.
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