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INTRODUZIONE

Le cardiopatie valvolari rappresentano ad oggi un’importante causa di mortalita nel
mondo, determinando circa 20000 decessi all'anno.

L’intervento di sostituzione valvolare ¢ spesso I’unica soluzione per i malati, e sebbene
I’innovazione tecnologica e le nuove procedure chirurgiche abbiano portato ad un
aumento della sopravvivenza e della qualita della vita, circa il 60% dei pazienti
sottoposti all’intervento chirurgico sviluppano nei 10 anni successivi all’impianto, una
serie di complicanze strettamente correlate alla protesi impiantata.

Le protesi valvolari attualmente disponibili, meccaniche (MHVs) o biologiche (BHVs),
presentano diverse limitazioni costituite prevalentemente dalla necessita di far uso di
terapia anticoagulante (per le MHVs) e dalla limitata durata nel tempo legata a
fenomeni di deterioramenti strutturali e calcificazioni (per le BHVs).

Negli ultimi 30 anni, le nuove conoscenze sulla fisiologia e la biomeccanica delle
valvole cardiache hanno permesso alla bioingegneria e alla biologia di dedicarsi allo
sviluppo delle “valvole ingegnerizzate”, ovvero valvole sostitutive in grado di
riprodurre le native mantenendo non solo la struttura ma anche la vitalita dei
componenti cellulari.

La creazione di una valvola di questo tipo, dotata di adeguata funzionalita, ¢
sicuramente una sfida di grande impatto che coinvolge diversi settori, dalla medicina
alla chimica, alla bioingegneria e alla biologia, determinando la necessita di individuare
dapprima un opportuno scaffold che riproduca la struttura della valvola cardiaca sulla
quale procedere poi al ripopolamento cellulare in vitro e/o in vivo. A tale scopo, si puo
fare convenientemente ricorso al pericardio animale, in particolare bovino, che -
opportunamente trattato - ¢ gia ampiamente utilizzato per la produzione di sostituti
valvolare biologici.

E in questo contesto che si inserisce il presente lavoro sperimentale che ha visto la
collaborazione del Laboratorio di Medicina Cardiovascolare e Rigenerativa e del
Laboratorio di Bioingegneria Chimica dell’Universita di Padova.

L’obiettivo della tesi ¢ la caratterizzazione biologica e biomeccanica del pericardio
bovino decellularizzato arricchito con tre peptidi autoassemblanti di tipo I in grado di
penetrare e autoaggregare all'interno della matrice del tessuto. Si ritiene infatti che
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l'applicazione di sequenze peptidiche capaci di autoaggregazione possa conferire al
tessuto biologico prestazioni piu favorevoli rispetto allo stesso tessuto decellularizzato e
trattato con glutaraldeide, agente reticolante che, pur se estesamente impiegato, risulta
potenzialmente citotossico e dispone la valvola protesica a degenerazione calcifica.

Lo sviluppo del lavoro ha richiesto dapprima una fase di analisi dello stato dell’arte e
della letteratura scientifica disponibile sull’argomento e successivamente una fase

sperimentale che verra dettagliatamente presentata nel seguito.

Sinossi

Nel primo capitolo vengono descritti gli aspetti anatomici, le caratteristiche istologiche
e funzionali del pericardio.

Si procede poi nel secondo capitolo a fornire alcune note sull’anatomia, la fisiologia e le
caratteristiche biomeccaniche del cuore e delle valvole cardiache, focalizzandosi in
particolare sugli aspetti relativi alla valvola aortica.

Il terzo capitolo sposta ’attenzione sull’aspetto piu prettamente medico chirurgico del
problema, presentando gli aspetti fondamentali delle cardiopatie valvolari, con relative
strategie di trattamento.

Dal capitolo quarto in poi vengono presentate le tipologie di protesi commercialmente
disponibili, dedicando particolare attenzione alle protesi meccaniche, alle bioprotesi e ai
sostituiti percutanei che dal 2002 figurano come alternativa minimamente invasiva per i
pazienti esclusi dalla chirurgia tradizionale.

Il capitolo quinto presenta invece i fondamenti dell’ingegneria tissutale e della
realizzazione delle valvole cardiache ingegnerizzate e descrive le tecniche di
trattamento dei tessuti utilizzate per gli scaffold valvolari e le fasi successive di
validazione dei protocolli. Un paragrafo ¢ poi dedicato ai peptidi autoassemblanti, alla
loro peculiarita di self-assembling, alle proprieta biomeccaniche e biologiche che ne
conseguono e al loro utilizzo in ambito biomedico.

Dal capitolo sesfo in poi ¢ descritta ’attivita sperimentale e 1 protocolli seguiti e messi a
punto per la gelificazione dei peptidi entro la matrice di pericardio bovino nonché i test
biomolecolari, le indagini fisiche e le prove biomeccaniche condotte sui campioni di
tessuto.

Infine, il capitolo settimo espone i risultati complessivamente ottenuti.
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I. ASPETTI ANATOMICI, ISTOLOGICI E
FUNZIONALI DEL PERICARDIO

I cuore ¢ un organo muscolare di forma quasi conica, leggermente asimmetrica, che si
trova nella cavita toracica ed ¢ in grado di contrarsi e distendersi per consentire la
circolazione del sangue in tutto il corpo.

Esso ¢ completamente avvolto dal pericardio, una sacca fibrosa che lo sostiene
all’interno del mediastino, inguainando anche i tratti del tronco polmonare, dell’aorta,
delle terminazioni delle vene cave (superiore ed inferiore) e delle vene polmonari.
Forma e dimensioni del pericardio corrispondono a quelle del cuore e permettono il
movimento dell’organo in relazione ai cambiamenti volumetrici in fase sistolica e
diastolica.

Nel soggetto adulto, in particolare, il sacco pericardico presenta una altezza di 12-14
cm, una larghezza massima di 13-14 cm e uno spessore variabile dai 10 mm nella zona
della base ai 6-7 mm nella regione apicale.

Morfologicamente il sacco pericardico ¢ suddivisibile in quattro regioni: base, faccia
anteriore, faccia posteriore e apice.

La base ¢ collocata sulla cupola diaframmatica e segue il diaframma nell’atto della
respirazione; la faccia anteriore ¢ convessa e si prolunga sino in prossimita dei polmoni
su entrambi i lati. In ultimo, la faccia posteriore ¢ rivolta verso la colonna vertebrale,
all’incirca all’altezza della quinta o sesta vertebra toracica, mentre 1’apice abbraccia il
peduncolo vascolare (Figura 1, Figura 2) [1].

Il pericardio ¢ costituito da due strati con caratteristiche profondamente differenti che

verranno presentati in dettaglio nei prossimi paragrafi.
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Figura 1: Posizione del cuore nel torace. Ai lati del cuore si trovano i polmoni, che occupano le cavita pleuriche. Lo
spazio tra le due cavita é definito mediastino. Il cuore ha un orientamento obliquo, nel mediastino, ed é circondato

dal pericardio.
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Figura 2: Immagine del sacco pericardico che avvolge il cuore sino alle terminazioni di aorta, vene cave e vene

polmonari. Ingrandimento della parete pericardica con suddivisione in strati.

1.1 Pericardio sieroso

I pericardio sieroso ¢ il sacco chiuso esterno che circonda il cuore, costituito da un

foglietto parietale ed uno viscerale (epicardio), in continuita solo attorno ai vasi.



1l foglietto parietale ¢ molto sottile e tappezza la faccia interna del pericardio fibroso
senza possibilita di venire separato da quest’ultima.

Esso ¢ costituito da cellule mesoteliali piatte (o cubiche) sostenute da uno strato di
tessuto connettivo ricco di collagene ed elastina, in continuita con il tessuto del
pericardio fibroso.

11 foglietto viscerale invece riveste esternamente il miocardio, ed ¢ formato da uno strato
di cellule mesoteliali appiattite collocate al di sopra di uno strato di tessuto connettivo.
Questo strato, ricco di fibre elastiche e provvisto di una rete capillare e nervosa ben
definita, forma inoltre due guaine distinte intorno all’aorta e al tronco polmonare e alle
terminazioni nervose assicurando 1’indipendenza dei movimenti dei tronchi arteriosi
rispetto ad atri e vene.

Tra 1 due foglietti, in condizioni fisiologiche, ¢ presente spazio riempito di un liquido,
detto liquido pericardico, che permette ai foglietti di scivolare 1’'uno sull’altro

liberamente e senza frizione.

1.2 Pericardio fibroso

I1 pericardio fibroso € un invece un sacco sottile, resistente ed inestensibile, la cui forma
riproduce quella del cuore. Esso presenta una forma conica, con 1’asse maggiore
orientato come quello del cuore e la base che avvolge 1 grossi vasi venosi ed arteriosi.

Il pericardio fibroso ¢ caratterizzato da una colorazione bianca perlacea e mentre la
faccia interna della lamina ha continuita con lo strato di sostegno della lamina parietale
del pericardio, la sua faccia esterna ¢ rivestita dall’epipericardio ed unita alla pleura
mediante uno strato di tessuto connettivo lasso ed adiposo.

Foglietto parietale del pericardio sieroso, pericardio fibroso e epipericardio formano il
pericardio parietale.

Come gia detto, nell’'uomo il sacco pericardico aderisce direttamente al diaframma
mediante il tessuto connettivo lasso a livello periferico, mentre nella regione centrale si
riconoscono formazioni fibrose che si fondono in una connessione piu intima.

Per quanto riguarda i mammiferi, il pericardio ¢ mantenuto separato dal diaframma
mediante una porzione di mediastino, nel quale si trova il legamento freno-pericardico.
La presenza di legamenti sterno-pericardici, che uniscono il sacco pericardico allo

sterno, ¢ peculiarita dell’'uomo, dei bovini e del maiale.



La presenza di tralci fibrosi permette di unire in modo efficace la base del cuore ed il
pericardio alle pareti degli organi toracici, consentendo al cuore di essere sospeso nella
regione mediastinica in modo solido ma al contempo elastico, fissato allo sterno, al

diaframma e alla colonna vertebrale (Figura 3).
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Figura 3: Visione laterale della cavita toracica con dettaglio sui legamenti vertebro-pericardici, sterno-pericardici,

freno-pericardici e xifo-pericardici.

E’ necessario evidenziare che, qualora si esegua la dissezione del pericardio, cid che
effettivamente si € in grado di asportare dal cuore sono solamente lo strato fibroso e il
foglietto parietale ad esso unito, mentre il foglietto viscerale rimane adeso alla

superficie cardiaca.

1.3 Aspetti fisiologici e funzionali del pericardio

Il contributo del pericardio alla regolazione della dinamica cardiaca ¢ sicuramente
modesto, tuttavia la sua funzione fisiologica puo risultare apprezzabile se ci si concentra
su alcuni aspetti principali come la limitazione dei movimenti del cuore all’interno del
mediastino, la modificazione delle caratteristiche dinamiche delle quattro cavita

cardiache e la lubrificazione e protezione meccanica della superficie esterna del cuore.



Queste funzioni possono assumere rilevanza notevole in condizioni patologiche, mentre
la loro effettiva importanza in condizioni normali non ¢ ancora stata accertata. La
maggior parte degli studi che si sono occupati della dinamica cardiaca, infatti, non si
sono mai focalizzati sul ruolo del pericardio, perché spesso alcune operazioni eseguite
direttamente sul cuore sacrificano 1’integrita del tessuto.

Anche qualora il tessuto dovesse essere recuperato e successivamente suturato, infatti
non sarebbe possibile garantire che le sue proprieta e le caratteristiche funzionali
rimangano inalterate e ne consentano una caratterizzazione affidabile.

Nel prosieguo si analizzeranno brevemente gli aspetti funzionali del pericardio sopra

citati.

1.3.1 Limitazione dei movimenti cardiaci

In assenza del pericardio, il cuore rimarrebbe sospeso nella cavita toracica, vincolato
soltanto dalle sue inserzioni con i grossi vasi e di conseguenza la sua posizione
diverrebbe continuamente variabile per effetto della postura e dei movimenti degli altri
organi [2].

Il pericardio invece, essendo ancorato a sterno, mediastino e diaframma, consente di

mantenere fissa la posizione dell'organo.

1.3.2 Influenza del pericardio sulla dinamica cardiaca

L’influenza del pericardio sulla dinamica cardiaca ¢ sicuramente I’aspetto su cui
concentrare la maggiore attenzione.

In letteratura sono numerosi gli studi volti a definire se in condizioni normali il cuore
riempia completamente il sacco pericardico oppure si muova liberamente all’interno di
esso. Questa considerazione ¢ fondamentale anche per determinare con esattezza la
distensibilita delle cavita cardiache. L’impiego di precisi misuratori per le distanze fra le
pareti del cuore ha comunque consentito di stabilire con sicurezza che il sacco
pericardico € sempre completamente pieno alla fine della diastole, tanto che anche la piu
piccola variazione di pressione all’interno dei ventricoli viene riprodotta da una identica
variazione di pressione nel liquido pericardico. Poiché la compliance del pericardio ¢
comunque assai ridotta al disopra di un certo volume di distensione, questo fa intuire
che, se effettivamente anche in condizioni normali il cuore riempie la cavita pericardica,
ogni distensione dei ventricoli ¢ fortemente limitata [3].

Le caratteristiche del pericardio consistono quindi in una ridotta distensibilita per

variazioni brusche di lunghezza delle fibre e in una straordinaria adattabilita di fronte a
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variazioni lente. Queste proprieta si traducono nella possibilita che il pericardio eserciti
effettivamente una costante azione passiva di controllo sul riempimento delle camere
ventricolari, prevenendone una distensione non fisiologica e consentendo di mantenere
un volume complessivo fisso alla fine della diastole, ripartendo fra le quattro cavita

eventuali differenze di riempimento.

1.3.3 Lubrificazione e protezione meccanica

Come ¢ stato precedentemente descritto, lo spazio pericardico contiene una piccola
quantita di liquido (10-15 ml) di composizione molto simile al plasma.

Il liquido pericardico si ricambia rapidamente: esso viene per lo piu filtrato dalla
superficie epicardica e riassorbito dai capillari a livello della base del cuore.

Le funzioni che si possono attribuire al liquido pericardico sono essenzialmente quella
di diminuire D’attrito fra il foglietto parietale e quello viscerale e quella di ammortizzare

eventuali traumi che possono essere imposti sulla gabbia toracica.

1.4 Istologia del pericardio
Dal punto di vista istologico, il pericardio ¢ costituito da tre strati (Figura 4):
e strato sieroso: ¢ il piu interno ed ¢ formato da cellule mesoteliali;
e strato fibroso intermedio: costituito da tessuto connettivo contenente strati
orientati di fibrille di collagene e fibre di elastina;
e epipericardio: lo strato piu esterno, formato da fasci di collagene che formano il
legamento sterno-pericardico.
Lo strato sieroso ¢ formato da cellule mesoteliali di forma esagonale o poligonale che
concorrono a formare un epitelio pavimentoso senza perd mostrare una orientazione
prevalente. Le cellule mesoteliali tendono a sovrapposti, garantendo la stabilita
meccanica ¢ permettendo le variazioni della configurazione della superficie. La
superficie libera ¢ inoltre coperta da uno strato sottile di liquido.
Lo strato fibroso invece ¢ costituito prevalentemente da tessuto connettivo denso in cui
si individua la matrice extracellulare (ECM) ed i pericardiociti che secernono e
sintetizzano i componenti della ECM, in particolare collagene (nel caso del pericardio di

tipo [ e I1), proteoglicani, glicoproteine e componenti delle fibre elastiche.



Figura 4: Sezione trasversale del pericardio parietale. E' possibile distinguere il foglietto parietale sieroso (S),

quello fibroso (F), lo strato adiposo (A) e l'epipericardio a contatto con la pleura parietale.

Nello strato fibroso ¢ possibile individuare, oltre a piccoli vasi, anche la presenza di
diversi strati di fibre di collagene orientati in maniera differente. Le fibre di collagene
immediatamente sottostanti le cellule mesoteliali appaiono infatti orientate secondo
I’asse cefalo-caudale, mentre gli strati piu profondi mostrano un pattern diversificato,
con 1 fasci ondulati che si sviluppano in varie direzioni.

Questo arrangiamento fibrillare ¢ finalizzato alla funzionalita del tessuto e quindi al suo
allungamento, in maniera tale che anche una leggera tensione possa portare ad un
allungamento limitato e mediato dalla progressiva distensione delle fibre di collagene.
Le fibre di elastina, invece, sono generalmente molto sottili (meno di 2 um di diametro)
e frequentemente orientate perpendicolarmente alle fibre di collagene.

Infine, il fessuto epipericardico contiene fibre di collagene ed elastina, cellule adipose,

strutture nervose e vasi sanguigni [4].

Matrice extracellulare (ECM)

Una porzione notevole del volume dei tessuti ¢ costituita dallo spazio extracellulare
riempito, per la maggior parte, da una sostanza complessa nella quale vengono
trattenute quantita rilevanti di liquido interstiziale (Figura 5)

La ECM non ha solamente ruolo di stabilizzazione strutturale dei tessuti, ma fornisce
altresi un substrato utile per la crescita ed il differenziamento cellulare e permette il
transito di fluidi, molecole e nutrienti verso le cellule che sono in stretto contatto con

€Ssa.



Nella fattispecie, cio che caratterizza ogni singolo tessuto non ¢ solo la composizione
chimica e biologica, ma anche 1’orientazione delle fibre e I’architettura della matrice
che porta a proprieta meccaniche e biologiche anche significativamente differenti.

Le due classi principali di macromolecole extracellulari che compongono la matrice

sono i glicosamminoglicani (GAG) e le proteine fibrose.
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Figura 5: Rappresentazione semplificata della composizione e della struttura della ECM

I GAG sono polimeri lineari non ramificati costituiti dalla ripetizione di monomeri
formati da due unita di natura glucidica (disaccaridi). La piu semplice molecola di
glicosamminoglicano ¢ 1’acido ialuronico che, alla luce della sua natura particolarmente
idratata, gioca un ruolo biologico importante nella resistenza a compressione dei tessuti
e delle articolazioni.

Fatta eccezione per I’acido ialuronico, i GAG sono legati covalentemente a proteine per
formare 1 proteoglicani (PG) nei quali 1 polisaccaridi rappresentano oltre il 95% del
complesso. Con la loro architettura complessa, i PG conferiscono ai tessuti connettivi le
caratteristiche di viscoelasticitd. Le proteine fibrose invece sono distinguibili in un
gruppo con funzione prevalentemente strutturale (collagene ed elastina) ed un gruppo
con funzione prevalentemente adesiva (fibronettina e laminine). Il loro complesso forma

un reticolo di legami trasversali che conferiscono consistenza e resistenza alla ECM.



La sostanza fondamentale o sostanza amorfa

La sostanza fondamentale a livello macroscopico si presenta come un liquido con
caratteristiche di viscosita nella quale sono immerse le cellule e le fibre del tessuto
connettivo. A livello microscopico, invece, la sostanza intercellulare amorfa ¢ una rete
tridimensionale formata da GAG, glicoproteine e aggregati di proteoglicani.

La struttura e la composizione della sostanza fondamentale consente di rendere la
matrice permeabile ai nutrienti cellulari grazie alla capacita di legare molecole d'acqua.
Essa si occupa inoltre della connessione di diverse strutture fibrose provvedendo al loro

orientamento spaziale e ostacolando la diffusione di patogeni all'interno dei tessuti.

Elastina

L’altra proteina fibrosa che costituisce la ECM ¢ 1’elastina. Nella sua struttura primaria
sono presenti, oltre alla prolina, anche amminoacidi idrofobici (alanina, valina, leucina,
glicina) e solo in piccola parte 1’idrossiprolina. Amminoacidi come la desmosina, la iso-
desmosina e la lisino-norleucina servono invece per la reticolazione.

L’elastina assume una configurazione random coil caratterizzata da catene con
avvolgimento disordinato collegate tra loro da legami reticolari. Una struttura del genere
consente alle fibre di estendersi e poi tornare alla posizione di partenza, a seconda della
sollecitazione a cui sono sottoposte.

La reticolazione e la presenza abbondante di amminoacidi idrofobici rendono 1’elastina

una delle proteine piu insolubili.
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Figura 6: A) stiramento di un reticolo di molecole di elastina; ogni molecola puo espandersi e contrarsi consentendo
l'allungamento e l'accorciamento dell'intero complesso,; B) micrografia elettronica a scansione di un reticolo di fibre

di elastina [5]



Collagene

Il collagene costituisce circa il 25% di tutte le proteine del corpo umano e svolge
funzioni di supporto e collegamento. Esso ¢ prodotto dai fibroblasti ed ¢ costituito da
catene polipeptidiche, dette catene a, strettamente intrecciate a tripla elica compatta. Le
struttura primaria delle singole catene ¢ composta da oltre mille amminoacidi ed ¢
caratterizzata dalla ripetizione di numerose triplette Gly-Pro-Hyp.

La glicina (Gly) si colloca, date le sue piccole dimensioni, all’interno della tripla elica,
mentre prolina (Pro) e idrossiprolina (Hyp) favoriscono I’avvolgimento a spirale delle
catene. Ogni filamento assume una struttura caratterizzata da un’elica sinistrorsa e tre
filamenti elicoidali di questo genere si organizzano a super-elica destrorsa, costituendo
il tropocollagene, precursore del collagene stesso.

In virtu degli avvolgimenti elicoidali, le fibre di collagene appaiono al microscopio
come strutture ondulate di larg