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Abstract 

In diverse situazioni cliniche risulta necessario ripristinare o migliorare la funzionalità di tessuti 

biologici che l’abbiano perduta in seguito a patologie o traumi. Gli approcci tradizionali 

solitamente sono il trapianto da donatore o l’impianto di protesi artificiali, che però presentano 

alcune criticità, rispettivamente la possibilità di rigetto e problemi di biocompatibilità e 

funzionalità, tendenza all’usura e/o cedimento. L’ingegneria tissutale è un ambito di studio 

interdisciplinare che integrando l’ingegneria con le scienze biologiche si propone di superare 

queste criticità. 

Generalmente, un tessuto ingegnerizzato viene sviluppato a partire da uno scaffold, che ha lo 

scopo di simulare la matrice extracellulare, sul quale vengono seminate le cellule del paziente, 

che rigenerano il tessuto grazie anche all’utilizzo di specifici segnali molecolari e bioreattori. 

Lo scaffold può essere ricavato dal tessuto decellularizzato, oppure essere costituito da una 

matrice tridimensionale ingegnerizzata a partire da biomateriali adatti allo scopo. Uno dei 

biomateriali usati a questo fine è il chitosano, un biopolimero ricavato dalla chitina. Esso si 

presta all’utilizzo in ingegneria tissutale, nonché in numerose altre applicazioni non solo 

biomediche, grazie alla sua biocompatibilità, biodegradabilità, attività antimicrobica e 

possibilità di subire modifiche chimiche e fisiche fino ad ottenere le proprietà e la 

conformazione adatte alla specifica applicazione. 

Questo elaborato descrive le applicazioni del chitosano nell’ingegneria tissutale e ne 

approfondisce alcune, dopo aver illustrato le fonti e l’estrazione di questo biopolimero, nonché 

la sua struttura e le sue proprietà. 
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Capitolo 1. Il chitosano 

Il chitosano è un biopolimero che ha trovato numerosi impieghi come biomateriale grazie alle 

sue proprietà favorevoli: nel rilascio di farmaci e geni, nell’ingegneria tissutale, come fattore 

emostatico, nella rimarginazione di ferite, come agente antimicrobico e altri ancora.  Inoltre è 

utilizzato in ambiti non biomedicali, tra cui l’industria alimentare e quella cosmetica [1]. 

 

1.1 Fonti e estrazione 

Il chitosano è derivato dalla chitina, uno dei polisaccaridi più diffusi in natura, che è contenuto, 

ad esempio, nei gusci di crostacei e tartarughe, nonché nell’esoscheletro degli insetti [2]. Il fatto 

che la biomassa necessaria alla produzione del chitosano possa essere ricavata da scarti 

alimentari - quali gli esoscheletri dei crostacei - acquisisce importanza alla luce del fatto che 

l’accumulo di tali scarti rappresenta un problema in quanto la loro biodegradazione è 

relativamente lenta [1]. 

Il chitosano viene ricavato dalla chitina per deacetilazione, tramite metodi chimici o biologici. 

Ad esempio, per ricavare il chitosano dai gusci di crostacei si effettua il seguente processo: i 

gusci vengono lavati, asciugati e macinati; successivamente vengono sottoposti ad alcuni 

trattamenti chimici: una soluzione alcalina consente di rimuovere le proteine, mentre una acida 

- ad esempio una soluzione diluita di acido cloridrico - consente di demineralizzare il materiale. 

A seguito di ciascuno di questi trattamenti, la frazione di materiale di interesse viene separata 

dagli scarti per centrifugazione, e viene lavata con acqua fino a presentare un pH neutro. A 

questo punto viene isolato un polimero di colore rosato, la chitina. Questa viene decolorata 

usando un agente ossidante, come il permanganato di potassio o l’acqua ossigenata. Dopo 

essere stata lavata con acido ossalico, essa viene denominata “chitina purificata”.  

Successivamente la chitina purificata viene convertita in chitosano sottoponendola a 

deacetilazione per mezzo di una soluzione alcalina concentrata, a cui la chitina è sottoposta per 

diverse ore. Il chitosano viene quindi separato tramite centrifugazione, lavato con acqua 

distillata e asciugato. Il chitosano ottenuto può essere sottoposto ad ulteriori eventuali processi 

di purificazione a seconda della destinazione d’uso.  

Il chitosano può presentarsi in forma di scaglie bianche o giallastre, che possono essere 

convertite in piccole sfere o ridotte in polvere [2].  

Si sono studiate fonti alternative per l’estrazione del chitosano, tra cui la parete delle cellule 

fungine. I vantaggi di questa soluzione, rispetto all’estrazione da crostacei, includono 

l’eliminazione della stagionalità nella disponibilità della biomassa, il fatto che il chitosano 

prodotto presenta alcune proprietà favorevoli ad alcune applicazioni biomedicali - in particolare 

basso peso molecolare e alto grado di deacetilazione -, e la semplificazione del processo di 
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estrazione, tra cui l’eliminazione del passaggio di demineralizzazione, che consente di utilizzare 

quantità inferiori di reagenti aggressivi [3]. 

Un altro approccio che consente di ridurre l’utilizzo di composti chimici aggressivi, che 

risultano dannosi per l’ambiente, è quello di utilizzare dei trattamenti biologici, piuttosto che 

chimici, per estrarre la chitina e il chitosano. Ad esempio, per la demineralizzazione è possibile 

utilizzare dei batteri che producono acido lattico; per la rimozione delle proteine si possono 

usare delle proteasi proveniente da batteri; e per la deacetilazione è possibile utilizzare dei 

metodi enzimatici basati sulla chitinasi. Nonostante i metodi biologici siano meno dannosi per 

l’ambiente, quelli chimici risultano la soluzione prevalente, in quanto presentano un tempo di 

lavorazione inferiore [4]. 

 

1.2 Microstruttura e proprietà 

La chitina è un polimero lineare formato da saccaridi acetilati, in particolare N-acetil-D-

glucosammina, legati tra loro da un legame glicosidico di tipo β. La chitina viene considerata 

come la ripetizione di un disaccaride per via della disposizione spaziale del gruppo N-acetile. 

Sono state osservate tre diverse strutture cristalline nella chitina: l’α-chitina, la β-chitina e la γ-

chitina. Tipicamente, le fibre di chitina si dispongono in maniera parallela in tutte queste 

strutture, ma queste ultime differiscono tra loro per l’orientazione delle fibre (Figura 1.1) [5]. 

 

 

Figura 1.1: La disposizione delle fibre nelle tre forme di chitina [7] 

 

Le chitine di tipo α e γ sono stabilizzate da legami a idrogeno in due direzioni: sia all’interno 

dello stesso strato che tra strati diversi, mentre la β-chitina presenta solo legami idrogeno intra-

strato. [5] 

La chitina viene convertita in chitosano tramite la rimozione del gruppo acetile, in modo che 

permanga solo il gruppo amminico. Il chitosano così ottenuto è un copolimero lineare, 

composto da monomeri di N-acetil-D-glucosammina e D-glucosammina, uniti da legami di tipo 

β-(1→4).  

La struttura del chitosano risulta simile a quella della cellulosa, con l’unica differenza della 

presenza del gruppo amminico in luogo di un gruppo ossidrilico (Figura 1.2) [6]. 
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Figura 1.2: La struttura della chitina (a), del chitosano (b) e della cellulosa (c) 

 

Il chitosano, in seguito alla deacetilazione, presenta un’alta concentrazione di gruppi amminici 

reattivi, che fungono da siti attivi in numerose reazioni, in modo da favorire, ad esempio, la 

biocompatibilità, il targeting e la solubilità. In particolare il chitosano è solubile nella maggior 

parte delle soluzioni acide diluite; ciò rappresenta un vantaggio rispetto alla chitina, in quanto 

non è necessario sciogliere il chitosano in solventi tossici: è sufficiente una soluzione 

debolmente acida.  

Il grado di deacetilazione del chitosano, che dipende dalla fonte della chitina e dai metodi di 

lavorazione, è compreso tra il 56% e il 90%; tuttavia si usa parlare di chitosano solo quando il 

grado di deacetilazione è superiore al 70%. Il grado di deacetilazione ha importanti conseguenze 

sulle proprietà fisiche e chimiche del materiale, oltre che sulla biodegradazione e sull’attività 

immunologica. Diverse proteasi - in particolare il lisozima - oltre che alcune chitinasi, sono in 

grado di operare la biodegradazione del chitosano. Gli oligosaccaridi risultanti possono essere 

escreti oppure entrare nelle vie metaboliche. La velocità di degradazione di questo polisaccaride 

è influenzata da vari fattori, in particolare la sua massa molecolare, la distribuzione della N-

acetil-D-glucosammina e soprattutto il grado di deacetilazione. 

Il chitosano presenta numerosi effetti biologici notevoli, tra cui: antimicrobico, antibatterico, 

antimicotico, antitumorale, emostatico, analgesico, ipocolesterolemico, accelerazione dei tempi 

di guarigione. 

Sono state sviluppate numerose variazioni del chitosano - ottenute tramite modifiche fisiche o 

chimiche, oltre che attraverso la combinazione con altri polimeri o materiali inorganici - al fine 

di ottenere un materiale che esibisca delle attività biologiche adatte ad applicazioni specifiche, 

nonché per superare i due principali difetti del chitosano:  
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- presenta una spiccata variabilità nel grado di deacetilazione e massa molecolare 

- la solubilità in acqua è confinata ad un range di pH limitato (pH<6.1) [7].   

Altre caratteristiche potenzialmente problematiche del chitosano, anch’esse da gestire 

attraverso opportune modifiche, sono la viscosità relativamente elevata, la quantità limitata di 

farmaci che può trasportare e le scarse caratteristiche elastiche [8]. In particolare si è osservato 

che la viscosità di una soluzione di chitosano aumenta all’aumentare della concentrazione e del 

grado di deacetilazione, mentre diminuisce all’aumentare della temperatura. Si è inoltre 

determinato che il comportamento reologico del chitosano è pseudoplastico [1]. 

La presenza di legami a idrogeno nella struttura del chitosano lo rendono rigido, e facilmente 

lavorabile ad ottenere dei film caratterizzati da elevata resistenza meccanica. 

Essendo il chitosano l’unico polisaccaride naturalmente carico positivamente, può formare 

complessi con polimeri sintetici carichi negativamente, nonché ricoprire superfici 

negativamente cariche, ad esempio grassi, colesterolo e proteine [2]. 

 

1.3 Applicazioni 

Il chitosano è considerato un polimero multifunzionale grazie alla sua versatilità, 

biocompatibilità e al costo contenuto. Di seguito sono riportate alcune delle applicazioni per le 

quali questo biopolimero è stato utilizzato. 

Nell’industria alimentare è stato usato come integratore in grado di controllare l’obesità grazie 

alla capacità di formare legami con i lipidi e quindi indurre l’organismo ad eliminarli; come 

pellicola per imballaggi in grado di prolungare la conservazione dei cibi; come conservante 

naturale in grado di prevenire la riduzione delle proprietà nutritive di frutta e verdura e di 

combattere la proliferazione micotica in alcuni cibi. 

Nell’industria cosmetica è stato utilizzato per la produzione di creme, prodotti per unghie, come 

fattore protettivo e fortemente idratante per la cute e le labbra, e come elemento attivo nei 

deodoranti grazie alla tendenza a sfavorire la proliferazione di batteri.  

In ambito tessile viene utilizzato per ricoprire altre fibre polisaccaridiche al fine di ottenere un 

effetto antistatico o repellente, e al fine di rendere il cotone antimicrobico. Inoltre è stato usato 

nell’industria cartaria per rinforzare la carta riciclata o fabbricare prodotti ecosostenibili. La 

carta ottenuta dal chitosano risulta essere liscia e resistente all’umidità. 

Inoltre ha trovato diversi utilizzi in agricoltura, nella protezione ambientale, nella purificazione 

delle acque reflue, nella rimozione di ioni di metalli pesanti per chelazione, e fissazione 

dell’anidride carbonica [1]. 

In seguito vengono invece presentate le applicazioni biomediche del chitosano. 
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1.3.1 Applicazioni biomediche 

Sono state studiate numerose applicazioni biomediche del chitosano, sia inteso come principio 

attivo sia come biomateriale. Ad esempio, in ambito neurologico, esistono studi che 

suggeriscono che gli oligosaccaridi di chitosano che presentino grado di deacetilazione del 90% 

e un basso peso molecolare - nonché altre forme di chitosano - potrebbero essere utilizzati nella 

terapia del morbo di Alzheimer [9]. Inoltre, una soluzione di oligosaccaridi di chitosano ha 

inibito la formazione di tessuto cicatriziale e promosso la rigenerazione degli assoni e il 

recupero delle funzioni sensoriali e motorie nel modello murino con lesione del nervo sciatico. 

Si è inoltre osservato che l’ingestione di oligosaccaride, in quantità superiori a 220 mg per 

chilogrammo al giorno, permetta di recuperare memoria e capacità di apprendimento nei ratti. 

Alcuni studi hanno combinato il chitosano con altre molecole riuscendo a rigenerare nervi 

danneggiati [9]. In aggiunta il chitosano è stato usato come biomateriale applicato alla terapia 

neurale, come fattore di crescita per alcune cellule nervose, come rivestimento di nanoparticelle 

che trasportano un anticorpo usato come farmaco per la malattia di Alzheimer, in grado di 

migliorare la stabilità e dispersività in acqua delle particelle [9].  

In ambito cardiovascolare l’ingestione di chitosano e del corrispondente oligosaccaride è in 

grado di ridurre i livelli di colesterolo sierico in modelli murini. Inoltre il chitosano è stato usato 

per trasportare la doxurubicina, in modo da migliorare l’efficacia di quest’ultima contro i tumori 

ematologici [9]. 

Al contrario della chitina, gli oligosaccaridi di chitosano presentano dei potenziali effetti 

benefici su alcune malattie respiratorie, in quanto sono in grado di ridurre o prevenire 

l’infiammazione dei polmoni, lo stress ossidativo e l’apoptosi. 

Studi su umani, ratti e felini hanno evidenziato come il chitosano e il relativo oligosaccaride 

hanno effetti terapeutici su diverse patologie renali [9]. 

Il chitosano aumenta l’efficacia e riduce il rischio di effetti collaterali letali di un farmaco 

antidiabetico, la metformina. Inoltre gli oligosaccaridi di chitosano vengono utilizzati nei 

sistemi di rilascio di farmaci nell’ambito della terapia contro il diabete, ad esempio: 

microincapsulazione dell’insulina, stabilizzazione delle nanoparticelle di selenio, 

incapsulazione del resveratrolo, rivestimento di sistemi di nanotubi di biossido di titanio per la 

metformina [9].  

Il chitosano e il corrispondente oligosaccaride presentano un effetto anti-infiammatorio.  

Essi inoltre hanno dimostrato un effetto antitumorale in diversi tipi di cancro: tumore ovarico, 

tumore al seno, cancro cervicale, carcinoma del colon-retto associato a colite, carcinoma a 

cellule squamose orale cellule di melanoma umano, alcune cellule di cancro ai polmoni. Il 

chitosano è stato inoltre utilizzato nei sistemi di rilascio di farmaci antitumorali [9]. Infatti è un 
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vettore eccezionale per questo genere di medicinali, in quanto è facilmente solubile in soluzioni 

acide diluite e può essere degradato dal lisozima e da alcuni enzimi presenti nel colon, oltre ad 

avere una buona attività inibitoria nei confronti della crescita delle cellule tumorali, 

dell’angiogenesi tumorale e dello sviluppo di metastasi. Quando applicato all’incapsulazione e 

targeting di alcuni farmaci antineoplastici, il chitosano permette di aumentare il periodo di 

ritenzione farmacologica, di diminuire la frequenza di somministrazione e la tossicità sistemica 

[7]. 

Il chitosano oligosaccaridico è stato utilizzato come agente antiossidante, in grado di rallentare 

il processo di invecchiamento. 

Il chitosano e il relativo oligosaccaride, in combinazione con altri materiali, risultano 

biomateriali promettenti per favorire la rimarginazione di una ferita, sia sotto forma di idrogel 

che sotto forma di nanoparticelle per il trasporto di farmaci specifici [9]. 

Come è possibile notare dagli esempi soprariportati, sono state sviluppate numerose 

applicazioni in cui il chitosano è usato come biomateriale per il rilascio controllato di farmaci, 

eventualmente in combinazione con altri materiali, in quanto il suo utilizzo permette di 

migliorare l’efficacia del farmaco e di ridurne gli effetti collaterali. Ad esempio questo 

biopolimero può veicolare farmaci a bassa solubilità, migliorandone le proprietà di dissoluzione 

e la biodisponibilità [7].  

Non sono state finora trattate le applicazioni del chitosano nell’ingegneria tissutale, in quanto 

esse costituiscono il nucleo di questo elaborato e saranno esaminate nei capitoli successivi. 
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Capitolo 2. Applicazioni del chitosano all’ingegneria tissutale 

Nell’ambito dell’ingegneria tissutale spesso si utilizzano materiali bioattivi, cioè in grado di 

indurre una reazione vantaggiosa nell’organismo. Tuttavia molti di questi materiali - che 

possono essere formati da metalli, materiali ceramici o polimeri – presentano alcune criticità: 

fragilità, rigidezza e difficoltà a produrre oggetti dalla forma complessa. Pertanto risulta 

necessario sviluppare materiali che presentino proprietà fisiche, meccaniche e biologiche 

selezionate appositamente per la specifica applicazione, e che possano degradarsi in maniera 

programmabile. Il chitosano risulta promettente in tale ambito in quanto - oltre ad essere 

biocompatibile e biodegradabile - può essere plasmato in diverse strutture e combinato con 

un’ampia gamma di materiali bioattivi. Ad esempio, nel tentativo di migliorare la resistenza 

meccanica e l’integrità strutturale dei biomateriali basati sul chitosano, vi sono stati addizionati 

altri biopolimeri – tra cui la chitina, la seta, l’alginato, il policaprolattone, l’acido polilattico e 

l’acido ialuronico – nonché nanoceramiche tra cui l’idrossiapatite, la silice, il biossido di titanio 

e la zirconia [2]. 

Altre caratteristiche del chitosano che lo rendono adatto a essere utilizzato nella fabbricazione 

di scaffold per l’ingegneria tissutale sono la somiglianza strutturale con i glicosamminoglicani, 

che rappresentano una delle principali componenti della matrice extracellulare, nonché la 

possibilità di formare strutture con pori interconnessi, permettendo la semina di un maggior 

numero di cellule e favorendo la migrazione di queste ultime all’interno dello scaffold [6]. 

I tessuti e organi in cui il chitosano è stato maggiormente utilizzato come biomateriale per 

l’ingegneria tissutale sono i seguenti: cartilagine, tessuto osseo, dischi intervertebrali, vasi 

sanguigni, cornea, cute e parodonto [2]. 

Nel seguito vengono trattate alcune delle applicazioni del chitosano nell’ingegneria tissutale, 

mentre altre verranno approfondite nei capitoli successivi. 

 

2.1 Cartilagine 

L’ingegneria tissutale della cartilagine si basa su tre componenti principali: cellule, fattori di 

crescita e biomateriali. Le cellule scelte a questo scopo sono spesso condrociti o cellule 

staminali mesenchimali. Una struttura costituita di biomateriali – denominata ‘scaffold’ – ha il 

compito di dare supporto alle cellule e di fornire loro un ambiente adeguato alla proliferazione. 

In particolare, lo scaffold di un tessuto cartilagineo deve presentare alcune caratteristiche: deve 

facilitare la differenziazione delle cellule in condrociti, avere una struttura tridimensionale che 

sia simile a quella della cartilagine nativa, e presentare pori che abbiano dimensione adeguata. 

Questa deve essere abbastanza ridotta da fornire un’area complessiva sufficientemente ampia 

per l’ancoraggio cellulare, ma tale da permettere la migrazione cellulare. Inoltre è necessario 
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che lo scaffold presenti proprietà meccaniche coerenti con quelle della cartilagine nativa e una 

velocità di degradazione tale da non ostacolare la rigenerazione del tessuto. 

Tra i biomateriali che sono stati utilizzati per produrre gli scaffold – polimeri naturali, polimeri 

sintetici e bioceramiche – i polimeri naturali offrono il vantaggio di presentare analogie con i 

componenti della matrice extracellulare, oltre a non risultare tossici e non provocare reazioni 

avverse (infiammatorie o immunitarie). Tra questi, il chitosano rappresenta un candidato 

promettente per la produzione di scaffold spugnosi. In questo ambito risulta particolarmente 

rilevante la proprietà antimicrobica di questo biopolimero, accentuata dalla protonazione dei 

gruppi amminici, in quanto l’intervento chirurgico associato a questo genere di terapia pone un 

rischio di infezioni batteriche ricorrenti che possono causare perdita di cartilagine articolare e 

indurre una disabilità cronica [10].  

Una criticità degli scaffold porosi in chitosano è data dalla ridotta rigidezza meccanica degli 

stessi, fatto che in alcune applicazioni ha dimostrato di nuocere alla proliferazione cellulare. 

Per modulare le proprietà meccaniche del chitosano, in particolare per aumentarne il modulo di 

Young, è possibile sottoporlo ad una reazione di cross-linking. Tra i vari composti chimici che 

possono essere impiegati a questo scopo, risulta notevole la genipina, in quanto non presenta 

effetti citotossici (Figura 2.1) [11]. 

 

 

Figura 2.1: La reazione di cross-linking del chitosano tramite genipina 

 

Uno scaffold che ha mostrato buone caratteristiche meccaniche è quello sviluppato da Zhi-Sen 

Shen et al. [12], ottenuto da una combinazione di chitosano e gelatina tramite il metodo di 

precipitazione in situ. In particolare, l’idrogel con rapporto di massa tra chitosano e gelatina di 

4:4 presenta uno sforzo a rottura per compressione di 2.15 MPa e un modulo di Young di 3.25 

MPa, oltre a una porosità del 68.5±2.8%, risulta citocompatibile e mostra una degradazione 

enzimatica in vitro del 65.9% in 70 giorni. Gli scaffold sono stati in grado di supportare 

adesione e proliferazione di cellule cartilaginee tiroidee umane. 
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In aggiunta alla produzione di scaffold tridimensionali, il chitosano è stato usato, nell’ambito 

del tessuto cartilagineo, anche come lubrificante per proteggere la cartilagine articolare dagli 

effetti dell’attrito, e sotto forma di idrogel opportunamente modificato come microambiente per 

la proliferazione di cellule staminali mesenchimali. 

La massa molecolare è un parametro che influenza significativamente l’efficacia del chitosano 

come biomateriale per l’ingegneria del tessuto cartilagineo; in particolare si è osservato che il 

chitosano a medio peso molecolare (190-500 kDa) favorisce la proliferazione e differenziazione 

dei condrociti più efficacemente del chitosano a basso e alto peso molecolare [10]. 

Allo stato attuale, gli scaffold e gli idrogel basati sul chitosano offrono una prospettiva 

promettente nell’ambito dell’ingegnerizzazione della cartilagine articolare, come è dimostrato 

dalla loro efficacia nei modelli animali. Tuttavia è necessario svolgere ulteriori approfondimenti 

per determinare se la cartilagine ialina generata in seguito alla terapia possa riempire totalmente 

la sede della lesione cartilaginea, e se il tessuto neoformato presenti le stesse proprietà 

meccaniche e biologiche di quello nativo [13]. 

 

2.2 Dischi intervertebrali 

Lo standard di riferimento per il trattamento della degenerazione dei dischi intervertebrali 

consiste nella rimozione del disco e la fusione delle due vertebre adiacenti. Tuttavia questo 

intervento spesso determina un’ulteriore degenerazione a causa dell’alterazione dei movimenti 

dei segmenti della colonna vertebrale.  

Inoltre la rigenerazione spontanea del tessuto è complicata a causa della sua natura avascolare.  

La soluzione a questo problema potrebbe essere lo sviluppo di idrogel rinforzati da fibre che 

possano supportare la rigenerazione del disco [14]. 

Uno studio [14] ha sviluppato idrogel compositi contenenti chitosano e nanofibre di cellulosa, 

con lo scopo di ristabilire la biomeccanica dei dischi intervertebrali, oltre che di favorirne la 

riparazione e la rigenerazione. Le nanofibre di cellulosa forniscono un sostegno meccanico 

simile a quello che le fibrille di collagene apportano ai dischi nativi. Le loro notevoli prestazioni 

meccaniche sono dovute all’alto grado di cristallinità e all’adeguato rapporto tra lunghezza e 

spessore. Esse inoltre sono biocompatibili e presenti in abbondanza nella biomassa.  

È stata investigata l’influenza di parametri quali la concentrazione di chitosano e di nanofibre 

di cellulosa sulle proprietà meccaniche dell’idrogel ottenuto, in particolare tramite prove di 

trazione, portando alla conclusione che tra quelle sperimentate, la composizione dalle proprietà 

migliori presenta il 3% di chitosano e lo 0.4% di nanofibre.  

Tale biomateriale è stato sottoposto ad uno studio ex vivo in cui è stato impiantato nell’anello 

fibroso – la porzione esterna del disco intervertebrale – estratto da un modello suino, al fine di 
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ristabilire il comportamento biomeccanico del disco lesionato e al contempo supportare la 

rigenerazione del disco e contenere la protrusione del nucleo polposo. 

Per valutare il potenziale beneficio meccanico dell’impianto dell’idrogel, sono state tracciate le 

curve tensione-deformazione di un disco sano, uno danneggiato e uno danneggiato e sottoposto 

all’impianto dell’idrogel (Figura 2.2). 

 

 

Figura 2.2: a) da sinistra a destra sono mostrati il disco sano, il disco danneggiato e il disco danneggiato 

sottoposto a impianto dell’idrogel. b) La curva tensione-deformazione in grigio è quella corrispondente al disco 

sano, quella tratteggiata al disco con impianto di idrogel e quella nera al disco danneggiato. L’ombreggiatura 

grigia indica l’intervallo di carico fisiologico. 

 

Tutte le curve presentano una ‘zona neutra’ iniziale in cui i dischi raggiungono deformazioni 

relativamente elevate nonostante la tensione applicata sia ridotta. In seguito, i dischi 

raggiungono il ‘campo elastico’, che corrisponde all’intervallo di carico fisiologico. Si 

evidenzia il beneficio generato dall’impianto del biomateriale, in quanto il comportamento 

elastico del disco trattato risulta più affine a quello sano rispetto a quanto lo sia quello 

danneggiato. In particolare, la pendenza della curva relativa al disco con impianto nella zona 

elastica si avvicina a quella del disco sano. Inoltre, il disco sano presenta una tensione a rottura 

per compressione di 6.7 MPa, quello trattato di 5.9 MPa e quello danneggiato di 5.0 MPa, 

dimostrando ulteriormente il miglioramento delle proprietà meccaniche grazie alla presenza 

dell’idrogel. 

Inoltre, è stato osservato tramite ulteriori verifiche che un tale biomateriale può fungere da 

contenimento contro la protrusione del nucleo polposo e che fornisce un ambiente 
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tridimensionale potenzialmente adatto alla proliferazione cellulare. In conclusione il 

biomateriale sviluppato presenta caratteristiche promettenti per l’ingegneria tissutale del disco 

intervertebrale. 

Un altro studio [15] ha sviluppato un idrogel iniettabile che potrebbe essere utilizzato 

nell’ingegneria tissutale dei dischi intervertebrali e come vettore di cellule. In particolare 

l’idrogel è a base di chitosano, β-glicerofosfato, acido ialuronico, condroitina-6-solfato, 

collagene di tipo 2, gelatina e fibroina della seta. Il tempo di gelificazione e altre proprietà 

reologiche, la citotossicità in vitro e la morfologia del biomateriale ottenuto sono state valutate 

tramite apposite analisi. L’iniettabilità dell’idrogel – particolarmente significativa in quanto 

elimina la necessità di un intervento più invasivo – è dovuta al fatto che esso si presenta sotto 

forma di liquido a temperatura ambiente, ma alla temperatura di 37°C subisce una transizione 

di fase, della durata di circa 30 minuti, in cui viene convertito in gel.  

Altre caratteristiche che rendono questo idrogel un candidato promettente per l’applicazione 

nell’ingegneria tissutale sono l’assenza di citotossicità, l’elevata porosità e una certa analogia 

con la matrice extracellulare dei dischi intervertebrali.   

Un prototipo di scaffold per ingegneria tissutale del disco intervertebrale che ha superato la 

sperimentazione in vivo su modello porcino è quello sviluppato da Fei Yang et al. [16]. Lo 

scaffold proposto è un idrogel di chitosano che simula il nucleo polposo dei dischi nativi, 

circondato da uno strato di fibre di poli(butilene succinato-co-tereftalato) a sostituire l’anello 

fibroso interno, mentre un anello di polietere etere chetone funge da anello fibroso esterno.  

I test in vitro hanno evidenziato che la parte centrale del disco è caratterizzata da una struttura 

porosa altamente interconnessa e che le cellule del disco intervertebrale sono in grado di 

distribuirsi efficacemente e proliferare sullo scaffold, se vi vengono seminate.  

Alcuni scaffold arricchiti di cellule sono stati impiantati nella colonna vertebrale porcina 

danneggiata e prelevati dopo 4 e 8 settimane. Immagini radiografiche e di risonanza magnetica 

hanno dimostrato che i dischi ingegnerizzati presentavano un’altezza compatibile con quella 

dei dischi biologici, e mantenevano un’ampia matrice extracellulare e il contenuto acquoso del 

nucleo polposo. Si è concluso che un disco ingegnerizzato secondo questa tecnica presenta 

caratteristiche morfologiche e istologiche simili a quelle del disco nativo. Inoltre, dopo essere 

stato impiantato per 8 settimane, il disco ingegnerizzato ha mostrato proprietà meccaniche a 

compressione comparabili a quelle del disco nativo. Considerati i risultati positivi in questi test 

su modello animale, gli autori ritengono che lo scaffold da loro sviluppato sia un buon candidato 

per la rigenerazione dei dischi intervertebrali umani. 

 

 



18 

 

2.3 Cornea 

Si stima che su scala globale, la proporzione tra il numero di cornee disponibili al trapianto e 

quello di pazienti che ne hanno necessità sia di 1:70 [17]. Pertanto, molti sforzi sono stati 

compiuti al fine di sviluppare una cornea ingegnerizzata. In particolare, i biomateriali basati sui 

polisaccaridi sono stati ampiamente esplorati in virtù della loro somiglianza con i 

glicosamminoglicani – abbondanti nella matrice extracellulare della cornea – nonché della loro 

biocompatibilità, disponibilità e modulabilità delle loro proprietà. In particolare, sono state 

studiate molte soluzioni che includono il chitosano. Ad esempio, degli idrogel compositi di 

chitosano e collagene, stabilizzati tramite cross-linking con diverse sostanze, hanno mostrato 

migliori proprietà meccaniche, facilità di sutura, e trasparenza ottica rispetto agli scaffold non 

ibridi. Inoltre, tali idrogel sono risultati compatibili con le cellule della cornea, e in un modello 

suino di lesione corneale un biomateriale di questo tipo ha favorito la rigenerazione 

dell’epitelio, dello stroma e dei nervi [18].  

Sono state sviluppate anche delle pellicole ultrasottili di chitosano e glicole polietilenico che 

mostrano proprietà meccaniche modulabili e trasparenza ottica superiore a quella della cornea 

nativa. Per quanto gli scaffold così ottenuti, essi hanno dimostrato di fornire un ambiente adatto 

per l’adesione e proliferazione in vitro di cellule dell’epitelio corneale, ma il processo con cui 

sono stati prodotti presenta delle criticità: non permette di controllare la microarchitettura dello 

scaffold e non consente di ottenere una struttura porosa, necessaria per consentire scambi di gas 

e nutrienti [18]. 

Il chitosano è stato poi utilizzato come vettore per trasportare cellule dell’epitelio al fine di 

favorire la rigenerazione dello stesso. In particolare è stato riscontrato che una membrana di 

chitosano puro permetteva una proliferazione migliore e un ancoraggio più veloce di cellule 

bovine dell’epitelio corneale rispetto alla membrana amniotica, che è stata impiegata in passato 

per tale scopo. Inoltre, si è rilevato che la modifica superficiale di un substrato di chitosano lo 

rende capace di favorire lo sviluppo di uno strato di cellule epiteliali corneali umane. Per 

migliorare il controllo sulla biodegradazione del materiale è possibile addizionare al chitosano 

il policaprolattone, un polimero sintetico a degradazione lenta. Sulla membrana ibrida così 

ottenuta sono state coltivate delle cellule epiteliali bovine, che hanno mostrato buona 

proliferazione e hanno formato un monostrato continuo [19]. In aggiunta, uno studio [20] 

riporta che l’inclusione di nanoparticelle di chitosano all’interno di una membrana di chitosano 

e policaprolattone ne migliori la biocompatibilità e le caratteristiche superficiali, mantenendo 

la trasparenza della membrana e la possibilità delle cellule epiteliali umane di proliferarvi. Oltre 

a ciò, viene evidenziato come la trasparenza della membrana diminuisca all’aumentare della 

concentrazione di policaprolattone. 
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È stato sviluppato uno stroma ingegnerizzato composto di chitosano e fibroina di seta [18]. Un 

test in vitro ha dimostrato che su tale scaffold possono proliferare delle cellule di epitelio 

corneale di coniglio. Lo stroma ingegnerizzato è stato impiantato in una lesione corneale in un 

coniglio, senza mostrare effetti citotossici nelle successive 12 settimane. Tuttavia, prima di 

poter usare questo materiale per produrre degli impianti corneali, è necessario standardizzare la 

produzione dei suoi componenti per ridurre la variabilità del prodotto finale. 

In aggiunta, il chitosano è stato utilizzato nella produzione di uno strato di idrogel che consente 

di nutrire e mantenere le proprietà terapeutiche delle cellule pluripotenti indotte. Un tale strato 

ha favorito la riparazione della cornea. 

Sono stati inoltre sviluppati altri prodotti – generalmente idrogel – composti interamente o 

parzialmente di chitosano, da utilizzare per trattare ferite corneali e come vettore per cellule 

staminali limbari. Queste soluzioni hanno dimostrato di favorire la rimarginazione di ferite 

dell’epitelio in modelli animali, tuttavia risulta necessario determinare il grado di cross-linking 

a cui sottoporre i polimeri. Infatti, se questo fosse eccessivo, si andrebbe a intaccare la 

proliferazione cellulare e l’iniettabilità dell’idrogel, mentre se fosse insufficiente l’impianto non 

presenterebbe la durabilità richiesta [18].  

 

2.4 Vasi sanguigni 

Le patologie cardiovascolari rappresentano una delle principali cause di decesso a livello 

globale. Tra queste, una delle più frequenti è l’ostruzione delle arterie coronariche a causa 

dell’accumulo di placca aterosclerotica. Un intervento chirurgico di vitale importanza in questo 

ambito è il cosiddetto ‘bypass’: un vaso sanguigno, ricavato da altre regioni dell’organismo, 

viene innestato in sostituzione del tratto stenotico per fornire un percorso alternativo al sangue. 

In seguito alla scarsità di vasi biologici disponibili, alcuni studi hanno sviluppato dei potenziali 

scaffold per l’ingegneria tissutale dei vasi sanguigni. Uno di questi [21] ha sviluppato una 

struttura tubulare a due strati, composta di chitosano e gelatina. Lo strato interno presenta una 

struttura macroporosa, mentre quello esterno non presenta porosità. Lo scaffold ottenuto è stato 

valutato dal punto di vista morfologico, fisico-chimico, meccanico e nell’interazione con 

fibroblasti e enzimi di degradazione. I risultati ottenuti mostrano una tensione a rottura di 

95.81±11 kPa, un allungamento a rottura di 112.5±13% e un modulo di Young di 85.16±17 kPa; 

porosità dell’82% con pori di dimensioni comprese tra 100 e 230 μm, e biodegradazione in vitro 

del 50% dopo 16 giorni. 

La porosità dello strato interno è fondamentale per consentire i fenomeni di trasporto dei 

nutrienti e per massimizzare l’area su cui possono proliferare le cellule. Ciò è confermato dal 

fatto che i fibroblasti umani sono stati in grado di proliferare sullo scaffold.  
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Le proprietà meccaniche dello scaffold sono favorite da un trattamento con glicerolo nonché 

dalla presenza dello strato esterno non poroso, che aumenta l’elasticità e la flessibilità 

complessiva, oltre a rappresentare uno strato protettivo per le cellule. Tuttavia, mancando il 

network di collagene caratteristico dei vasi nativi, la tensione a rottura e il modulo di Young 

non sono sufficientemente elevati da poter sostituire un vaso di dimensioni medio-grandi. Le 

proprietà meccaniche sono sufficienti per sostenere la coltura cellulare, e ciò suggerisce la 

possibilità di far sviluppare le cellule del paziente sullo scaffold in vitro, fintantoché queste non 

abbiano generato una rete di collagene tale da poter sostenere le sollecitazioni meccaniche 

tipiche dell’applicazione in vivo. 

La biodegradazione progressiva dello strato macroporoso ha consentito un’ulteriore 

proliferazione dei fibroblasti.  

Grazie alle evidenze appena riportate, lo scaffold sviluppato rappresenta un candidato per 

l’ingegneria tissutale dei vasi sanguigni. 

Un altro studio [22] ha sviluppato uno condotto a base di acido poli-L-lattico (PLLA), chitosano 

e collagene, tramite la tecnica dell’elettrofilatura (electrospinning). Sono state utilizzate varie 

concentrazioni di chitosano al fine di determinare quella che presentasse caratteristiche 

migliori. In particolare, i risultati migliori sono stati raggiunti dallo scaffold ottenuto a partire 

da una soluzione di PLLA al 10%, una di chitosano allo 0.5% e una di collagene all’1%, la cui 

tensione a rottura per trazione ha raggiunto i 2.13 MPa e la pressione di scoppio i 2593 mmHg. 

Questi dati sono compresi nell’intervallo dei valori caratteristici dei vasi nativi; inoltre, lo 

scaffold ottenuto è citocompatibile e presenta una percentuale di emolisi molto ridotta. 

L’aggiunta di chitosano al PLLA migliora l’adesione cellulare, in quanto riduce l’idrofobicità 

tipica del PLLA.  

 

2.5 Cute 

L’ingegneria tissutale della cute si pone lo scopo di accelerare la guarigione di ferite di origine 

meccanica o metabolica e di trattare le lesioni da ustione, in particolare di ridurre il rischio di 

infezione, rigenerare il tessuto e minimizzare il rischio di formazione di tessuto cicatriziale [23, 

24]. 

Gli scaffold possono essere realizzati in materiali naturali o sintetici, oppure utilizzando una 

combinazione di entrambi [23]. 

Il chitosano è il polisaccaride più frequentemente utilizzato nell’ingegnerizzazione della cute. 

Alcune proprietà lo rendono particolarmente adatto allo scopo, tra cui l’attivazione delle 

piastrine, che accelera la coagulazione, la stimolazione della proliferazione dei fibroblasti, 

dell’angiogenesi e l’attivazione dei macrofagi. Inoltre il chitosano promuove la sintesi e 
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deposizione, nel sito della ferita, di collagene e acido ialuronico, importanti componenti della 

matrice extracellulare. Ciò accelera ulteriormente la rimarginazione della ferita e riduce la 

formazione di tessuto cicatriziale. 

Il chitosano è stato utilizzato in diverse formulazioni, tra cui: scaffold nanofibrosi, pellicole 

antimicrobiche, spugne tridimensionali, idrogeli eventualmente arricchiti con cheratinociti e 

fibroblasti [23]. 

Le fibre in chitosano sono ricavate tramite la tecnica dell’elettrofilatura, nota anche come 

electrospinning, che verrà esposta nel paragrafo 3.2. L’ottenimento di fibre naturali tramite 

elettrofilatura presenta maggiori difficoltà rispetto a quanto avviene per le fibre sintetiche, in 

quanto si osserva: scarsa solubilità nella maggior parte dei solventi organici, alto peso 

molecolare, natura policationica in soluzione, e un network tridimensionale di legami idrogeno. 

Queste complicazioni, nel caso del chitosano, sono state superate sottoponendolo a un 

trattamento alcalino e successiva dissoluzione in acido acetico [25]. 

È stato ad esempio sviluppato uno scaffold [26] per la rigenerazione della cute in chitosano e 

alcol polivinilico, sottoposti a cross-linking tramite gliossale, rinforzato con nanotubi in un 

minerale denominato halloysite. L’incorporazione dei nanotubi migliora la resistenza 

meccanica fino a 3.5 volte, oltre ad aumentare la biocompatibilità e l’idrofilicità dei materiali e 

di conseguenza favorendo l’ancoraggio dei fibroblasti.  

Un altro materiale [27] che è stato sviluppato per l’utilizzo nell’ambito della rimarginazione di 

ferite, è composto da nanofibre in alcol polivinilico e chitosano, con nanoparticelle di 

carbossimetilchitosano che incapsulano un peptide antibatterico noto come OH-CATH30. Test 

in vitro e in vivo hanno dimostrato che tale materiale esibisce proprietà antibatteriche e 

promuove la rimarginazione di ferite. 

Un’ulteriore strategia per facilitare l’elettrofilatura del chitosano consiste nel combinarlo con 

altri polimeri che risultano più adatti alla tecnica dell’electrospinning, tra cui l’alcol 

polivinilico, l’acido polilattico e l’ossido di polietilene [28]. 

Uno studio [29] ha sviluppato uno scaffold in chitosano e ossido di polietilene, arricchito con 

aloe vera, ottenuto con una tecnica di elettrofilatura particolare, denominata dagli autori 

“Spirograph Based Mechanical System”, in cui il collettore si muove secondo una geometria 

indicata come “Spirograph”, che coincide con il luogo dei punti noto come rulletta. Questa 

tecnica è stata impiegata al fine di ottenere un materiale il più uniforme possibile, e il suo 

utilizzo è risultato in una minor degradazione meccanica, maggior idrofilicità e rimarginazione 

più rapida della ferita in un test in vivo, rispetto ad uno scaffold in chitosano e ossido di 

polietilene ottenuto con un collettore statico.  



22 

 

Un ulteriore studio [30] ha ottenuto nanofibre in chitosano e ossido di polietilene arricchite con 

bromelina, una miscela di enzimi proteolitici efficace nella pulizia delle ferite da ustione. Sono 

state preparate nanofibre contenenti il 2% (massa/volume) di bromelina e altre contenenti il 4%. 

Le prime hanno mostrato migliori caratteristiche fisico-chimiche, minor citotossicità e un 

profilo di rilascio più favorevole rispetto alle seconde. Un test in vivo ha dimostrato che le 

nanofibre contenenti il 2% di bromelina presentano una spiccata attività nel favorire la 

rimarginazione delle ferite, migliore di quella mostrata da nanofibre prive di bromelina.  

Nell’ambito dell’ingegneria tissutale cutanea, gli idrogeli in chitosano sono usati come scaffold 

per coadiuvare la proliferazione cellulare. Le proprietà meccaniche del chitosano vengono 

migliorate tramite l’utilizzo di agenti di cross-linking [25]. Ad esempio, è stato sviluppato un 

idrogelo [31] in carbossimetilchitosano – un derivato del chitosano maggiormente solubile in 

acqua – e collagene, sottoposto a un doppio cross-linking enzimatico e chimico. Il materiale 

ottenuto presenta buone proprietà meccaniche e citocompatibilità, nonché elevata porosità. Un 

test eseguito su una ferita profonda ha dimostrato che l’idrogelo presenta una buona capacità di 

promuovere la rigenerazione del tessuto cutaneo. 

Uno studio [32] ha combinato un idrogel e un cryogel – ottenuti miscelando glicolchitosano e 

poliuretano bifunzionale, con funzione di crosslinker, e arricchiti con cellule staminali derivate 

da tessuto adiposo – e un trattamento di agopuntura, in un modello animale di ferita in ratto 

diabetico, al fine di ottenere immunomodulazione e accelerazione della rimarginazione della 

ferita. Gli autori suggeriscono che l’utilizzo combinato di biomateriali, cellule staminali e 

agopuntura possa rappresentare una potenziale strategia terapeutica per la rimarginazione di 

ferite croniche.  

Scaffold configurati come membrane possono essere utilizzati nell’ingegneria tissutale cutanea: 

il loro potenziale utilizzo è stato investigato [25]. 

Uno studio [33] ha formulato una membrana in chitosano e biossido di titanio. È stata 

riscontrata la formazione di legami forti O-Ti-O tra ossido di titanio e chitosano, che ha 

consentito di ottenere elevate porosità, resistenza meccanica, cristallinità e flessibilità delle 

membrane. I test concernenti l’interazione con i fibroblasti hanno rivelato che le membrane 

contenenti lo 0.25% di ossido di titanio sono in grado di favorire la sopravvivenza e 

proliferazione cellulare, e di ridurre lo stress ossidativo e l’apoptosi. Inoltre, la membrana ha 

mostrato una notevole attività antibatterica nei confronti dello stafilococco aureo. 
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Capitolo 3. Applicazioni al tessuto osseo 

La matrice extracellulare dell’osso è costituita da una moltitudine di proteine strutturali e 

polisaccaridi, tra cui la componente principale è rappresentata da fibrille di collagene, di 

diametro compreso tra 35 e 60 nm, mentre la lunghezza può raggiungere 1 μm. Le fibrille sono 

mineralizzate da cristalli di idrossiapatite, collocati negli spazi tra di esse. I cristalli sono 

caratterizzati da cospicua rigidezza e anisotropia [34]. 

Nel seguire un approccio biomimetico all’ingegnerizzazione di uno scaffold per il tessuto osseo, 

spesso sono stati utilizzati fosfati di calcio per imitare la componente minerale dell’osso, mentre 

quella organica è stata sostituita da polimeri sintetici o naturali. Questi ultimi presentano il 

vantaggio di causare meno reazioni avverse nell’organismo umano. In particolare il chitosano 

è stato proposto come biomateriale per l’ingegnerizzazione del tessuto osseo sotto diverse 

forme, tra cui: strutture macroporose ottenute per stampaggio (molded macroporous), strutture 

basate su fibre, idrogeli, microsfere e prodotti stampati in 3D [35]. 

Per poter sviluppare uno scaffold efficace per l’ingegneria tissutale del tessuto osseo, è 

necessario considerarne alcune caratteristiche peculiari. 

Esistono due tipi di tessuto osseo: osso corticale e osso trabecolare. L’osso trabecolare 

rappresenta la regione più interna di alcune ossa, e il suo volume si ripartisce orientativamente 

in 25% di osso e 75% di midollo. L’osso corticale rappresenta una sorta di involucro compatto 

dell’osso, ed è composto al 90% di osso e per il restante 10% di porosità [36]. 

La resistenza a compressione dell’osso trabecolare è compresa tra i 2 e i 12 MPa, mentre quella 

dell’osso corticale tra i 100 e 230 MPa. Le proprietà meccaniche di uno scaffold che possa 

svolgere una funzione strutturale devono essere tali da sostituire il tessuto osseo, tuttavia 

generalmente le caratteristiche meccaniche degli scaffold a base di chitosano finora proposti 

sono nettamente inferiori. Per questo motivo, gli scaffold a base di chitosano non possono essere 

utilizzati per applicazioni strutturali, bensì in aree danneggiate del tessuto osseo di dimensioni 

contenute e che non siano soggette ad eccessive sollecitazioni. Ad esempio, vengono usati come 

supporto per l’adesione di osteoblasti che possano proliferare, e quindi produrre una matrice 

extracellulare mineralizzata, o come vettori per farmaci [35]. 

Altro fattore fondamentale da tenere in considerazione è la porosità: oltre a dotare lo scaffold 

di una porosità tra il 50 e il 90%, risulta necessario prendere in considerazione la possibilità di 

sviluppare micropori (<20 μm) e al contempo macropori (>100-400 μm). I primi agevolano la 

semina e la ritenzione delle cellule, nonché le interazioni tra cellule e matrice; mentre i secondi 

sono necessari per indurre la migrazione cellulare, l’instaurazione di un network tra le cellule, 

il trasporto di sostanze nutritive e la diffusione dei prodotti di scarto. Entrambe le tipologie di 

pori risultano inoltre efficaci nell’agevolare la vascolarizzazione [35]. 
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Analogamente ad altri tessuti, la degradazione dello scaffold di un tessuto osseo deve avvenire 

alla stessa velocità di produzione del tessuto neoformato. È necessario osservare, a questo 

proposito, che la concentrazione di lisozima – enzima in grado di degradare il chitosano – nella 

matrice extracellulare dell’osso umano può essere anche mille volte maggiore rispetto a quella 

riscontrabile nel siero. Risulta pertanto essenziale valutare la velocità di degradazione dello 

scaffold in chitosano in condizioni fisiologiche, e in funzione della concentrazione di lisozima. 

È inoltre necessario notare che la velocità di degradazione è correlata al grado di cristallinità, 

che a sua volta è determinato dal grado di deacetilazione. Infatti una deacetilazione maggiore 

corrisponde ad una degradazione più lenta, per via della maggior vicinanza delle catene e la 

superiore frequenza di legami idrogeno [35].  

 

3.1 Stampa 3D 

La tecnica della stampa 3D – anche nota come manifattura additiva – offre il vantaggio di poter 

sviluppare uno scaffold funzionale dotato di caratteristiche ben definite e personalizzabili [37]. 

Tale tecnica si basa sull’addizione di materiale strato per strato fino all’ottenimento di un 

oggetto tridimensionale, a partire da un modello 3D ottenuto con specifici software di design 

(noti come Computer-Aided Design, CAD). Questo processo, che si differenzia dalla 

tradizionale manifattura sottrattiva, permette di realizzare geometrie complesse che sarebbero 

generalmente impossibili da ottenere tramite metodi di produzione tradizionali [38]. 

Nell’ambito della produzione di scaffold tramite manifattura additiva è possibile incapsularvi 

delle cellule, ad esempio tramite tecniche di bioprinting tridimensionale. La presenza delle 

cellule facilita la formazione della matrice extracellulare e favorisce il rimodellamento osseo 

per mezzo di attività paracrine. Altri vantaggi del bioprinting tridimensionale sono la 

distribuzione omogenea delle cellule e il preciso controllo dei pori e delle interconnessioni tra 

questi, al fine di agevolare l’infiltrazione cellulare e lo scambio di nutrienti. In aggiunta, la 

deposizione di cellule in posizioni predefinite migliora significativamente la vasculogenesi, 

provocando una rigenerazione più rapida del tessuto. Si è inoltre osservato che 

l’incapsulamento di concentrazioni cellulari elevate favorisce le interazioni tra cellule e la 

mineralizzazione, generando un potenziale osteogenico maggiore rispetto a quello ottenuto con 

concentrazioni cellulari inferiori [39]. Un ulteriore vantaggio dell’ottenimento dei pori tramite 

la manifattura additiva è il mancato utilizzo di agenti porogeni, che possono causare reazioni 

avverse [37]. 

Uno schema riassuntivo della produzione di uno scaffold per l’ingegneria tissutale dell’osso è 

qui riportato: tramite software si realizza un modello tridimensionale del manufatto da 

realizzare, che viene conseguentemente stampato combinando biomateriali adeguati, cellule 
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differenziate o staminali, e molecole segnale. Lo scaffold così ottenuto può essere impiantato 

nel tessuto osseo, al fine di favorirne la guarigione (Figura 3.1) [37]. 

 

 

Figura 3.1: La fabbricazione dello scaffold usando la tecnica della manifattura additiva 

 

Il chitosano ha dimostrato di possedere un effetto favorevole sulla rigenerazione del tessuto 

osseo, in quanto degli scaffold a base di questo biopolimero hanno indotto adesione e 

proliferazione cellulare, neovascolarizzazione, mineralizzazione e morfogenesi osteogenica.  

Di conseguenza, questo biopolimero è stato usato – esclusivamente o in combinazione con 

ceramiche bioattive o altri polimeri sintetici o naturali – come materia prima per la produzione 

di prodotti di manifattura additiva per la rigenerazione ossea [37]. 

Sono stati sviluppati dei bioinchiostri a base di collagene e chitosano, in diverse concentrazioni, 

che sono stati successivamente impiegati per stampare degli scaffold potenzialmente utilizzabili 

nell’ambito dell’ingegneria tissutale [40]. Si è osservato che gli scaffold contenenti chitosano 

presentavano un minore rigonfiamento – se immersi in una apposita soluzione di test – rispetto 

agli scaffold contenenti solo collagene. La velocità di degradazione, il modulo di Young e la 

tensione a rottura per trazione risultano incrementati all’aumentare della concentrazione di 

chitosano. Sono stati effettuati dei saggi di adesione di cellule staminali mesenchimali ricavate 

da midollo osseo murino, che hanno mostrato un’abbondante crescita cellulare sulla superficie, 

nonché la presenza di cellule all’interno dello scaffold, evidenziando la migrazione delle stesse. 

Un trattamento che ha dimostrato di migliorare le caratteristiche superficiali di uno scaffold 

ottenuto tramite stampa 3D a partire dal chitosano, nonché l’adesione e proliferazione di 

preosteoblasti, è il ‘plasma etching’ tramite ossigeno [37].  Tale trattamento si riferisce a un 

processo sottrattivo a cui viene sottoposto lo scaffold in seguito all’interazione con un plasma 

di ossigeno, sostanza ossidante in grado di rimuovere materiale dalla superficie [41]. 
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Uno studio [42] ha ottenuto uno scaffold tramite manifattura additiva, usando come materia 

prima una miscela di acido polilattico, fosfato β-tricalcico e idrogel di chitosano. La proprietà 

antibatterica dello scaffold è stata ulteriormente accentuata dall’aggiunta di amoxicillina – un 

antibiotico ad ampio spettro – riscontrando però una diminuzione della citocompatibilità 

rispetto allo scaffold privo di antibiotici. Lo scaffold con amoxicillina ha mostrato una 

resistenza a compressione di 1.24±0.53 MPa, mentre in assenza di antibiotici la resistenza è di 

1.29±0.23 MPa.  

Un altro studio [43] ha combinato le elevate prestazioni meccaniche dell’acido polilattico con 

la bioattività del chitosano e le caratteristiche osteogeniche dell’idrossiapatite, realizzando uno 

scaffold stampato in 3D in acido polilattico e modificandone la superficie con i restanti due 

materiali. Lo scaffold risultante ha mostrato migliore idrofilicità e bioattività, e di conseguenza 

maggiore adesione e proliferazione cellulare rispetto agli scaffold non sottoposti a modifiche 

superficiali. Tali risultati sono stati ottenuti tramite test in vitro con cellule di osteosarcoma 

umano. Gli autori ritengono che lo scaffold composito da loro sviluppato possa essere usato 

nell’ambito dell’ingegneria tissutale per riparare difetti ossei. 

Essendo l’osso nativo un tessuto vascolarizzato, è cruciale che gli scaffold siano in grado di 

favorire l’angiogenesi per consentire lo sviluppo di tessuto neoformato. Uno studio [44] ha 

utilizzato, a questo fine, dei fagi filamentosi – virus che presentano la conformazione di una 

nanofibra – sottoposti ad ingegneria genetica per far sì che la loro superficie presenti un’alta 

densità di acido arginilglicilaspartico (RGD), un peptide in grado di reclutare le cellule 

endoteliali attive, fondamentali per la rigenerazione dei vasi sanguigni. Tali nanofibre virali 

sono in grado di indurre la differenziazione delle cellule staminali mesenchimali in osteoblasti. 

L’utilizzo delle nanofibre presenta dei vantaggi in confronto all’utilizzo diretto del peptide 

RGD, in quanto quest’ultimo non può formare strutture tridimensionali e non può formare 

legami chimici con gli scaffold di fosfato di calcio usati in questo studio, pertanto tende a 

disperdersi.  

I fagi caratterizzati da alta concentrazione di RGD sono stati integrati nei pori di uno scaffold 

ricavato per manifattura additiva di fosfato di calcio bifasico, cioè composto da idrossiapatite e 

β-fosfato tricalcico. Questo scaffold biomimetico presenta una struttura uniforme caratterizzata 

da macropori interconnessi e micro-porosità. Le nanofibre, cariche negativamente, sono state 

combinate con del chitosano carico positivamente a formare una matrice stabile nei pori dello 

scaffold.  

Lo scaffold, dopo essere stato arricchito con cellule staminali mesenchimali, è stato impiantato 

in un modello murino di difetto osseo. Dopo otto settimane, si è osservato che lo scaffold aveva 

promosso la crescita di nuovo tessuto più efficacemente di uno scaffold non arricchito da 
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nanofibre virali e di uno arricchito da virus non sottoposti ad ingegneria genetica. La 

formazione di nuovo tessuto è risultata ancora più spiccata in uno scaffold arricchito con un 

fattore di crescita angiogenico che ha svolto la funzione di controllo positivo. 

Inoltre sono state rilevate evidenze di angiogenesi, sia in presenza del fattore angiogenico che 

in sua assenza. Quindi è stata individuata una nuova strategia per favorire la vascolarizzazione 

degli scaffold ossei, che include l’utilizzo del chitosano per formare il network di nanofibre 

necessarie per ottenere tale effetto. 

Un altro metodo in cui il chitosano è stato utilizzato per favorire l’osteogenesi è rappresentato 

dall’applicazione, su uno scaffold in lega di titanio ricavato tramite manifattura additiva, di un 

rivestimento a base di chitosano, ossido di calcio, silice e ossido di magnesio. Questa strategia 

è stata ideata per sopperire al fatto che la lega scelta, pur avendo proprietà meccaniche adeguate 

e non mostrando citotossicità, non è caratterizzata da bioattività. Uno studio in vivo ha 

dimostrato che tale scaffold è in grado di favorire la rigenerazione ossea nei conigli, e pertanto 

gli autori ritengono che il trattamento superficiale sperimentato sia promettente per future 

applicazioni nell’ingegneria tissutale dell’osso [45]. 

Esistono altri studi che hanno utilizzato il chitosano al fine di migliorare le proprietà 

osteogeniche di potenziali scaffold ottenuti per manifattura additiva, individuando ad esempio 

le seguenti strategie: coating di collagene e chitosano su microstrutture tridimensionali ottenute 

per polimerizzazione a due fotoni (una tecnica di manifattura additiva in cui un laser modifica 

le proprietà di una regione predefinita di un polimero fotosensibile) di fotopolimero IP-L780 

[46]; combinazione di un supporto meccanico macroporoso in acido polilattico prodotto tramite 

stampa 3D con un idrogel composito a base di chitosano e idrossiapatite [47], e formazione di 

un idrogel in chitosano su uno scaffold stampato tridimensionalmente a base di un polimero 

noto come PHBV e solfato di calcio emiidrato [48]. 

Sono inoltre stati effettuati alcuni studi che, combinando tecniche di manifattura additiva e 

biomateriali contenenti chitosano, si propongono di promuovere la mineralizzazione del 

sostituto osseo. Ad esempio è stato prodotto uno scaffold stampato tridimensionalmente 

utilizzando come materia prima un idrogel di chitosano, e successivamente mineralizzato 

utilizzando una tecnica – indicata nello studio come metodo McGrath – ispirata al processo di 

mineralizzazione che avviene nella madreperla. Si è osservata la formazione di carbonato di 

calcio in intima associazione con la matrice di idrogel, tuttavia risulta necessario perfezionare 

la morfologia e distribuzione dei minerali nella matrice tridimensionale [49]. 

Un ulteriore articolo ha prodotto degli scaffold stampati in 3D a base di chitosano puro, 

chitosano sottoposto a cross-linking con pectina e sottoposto a cross-linking con genipina. 

Questi scaffold risultano avere proprietà meccaniche migliori, degradazione più lenta e maggior 
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proliferazione degli osteoblasti in vitro rispetto ad uno scaffold in chitosano ottenuto tramite 

liofilizzazione. In particolare, lo scaffold ottenuto con chitosano cross-linkato con pectina ha 

mostrato il maggior grado di mineralizzazione e velocità di rilascio di farmaci [50]. 

Una differente strategia [51] che è stata proposta per migliorare la mineralizzazione di uno 

scaffold in chitosano consiste nell’incapsularvi nanoparticelle di ossido di ferro sottoposte a 

modifiche superficiali, generando un effetto magnetico. 

La manifattura additiva e il processo sol-gel sono stati combinati al fine di ottenere uno scaffold 

composto di fase organica e inorganica, a base di idrossiapatite, chitosano e silice. 

L’idrossiapatite risulta distribuita in modo omogeneo nello scaffold, migliorandone le proprietà 

meccaniche e la mineralizzazione rispetto agli scaffold che non la contengono. Le prove si 

compressione hanno evidenziato resistenza a compressione e modulo elastico compatibili con 

quelli dell’osso trabecolare [52]. 

Ulteriori applicazioni, che sono state ipotizzate per il chitosano nell’ambito degli scaffold 

fabbricati per manifattura additiva per l’ingegneria tissutale del tessuto osseo, sono il rilascio 

controllato di farmaci e l’utilizzo come vettore per cellule osteoprogenitrici, al fine di favorire 

la rimarginazione dei difetti ossei [37]. Ad esempio, è stato sviluppato uno scaffold in lega di 

titanio stampato tridimensionalmente combinato con un idrogel di chitosano in grado di 

rilasciare icariina, un composto chimico ricavato da una pianta erbacea e in grado di favorire la 

differenziazione delle staminali mesenchimali, nonché la mineralizzazione della matrice 

extracellulare ossea. Gli scaffold in lega di titanio ottenuti tramite fusione a fascio di elettroni 

presentano caratteristiche meccaniche simili a quelle dell’osso, in modo da poter sostenere i 

carichi a cui questo è sottoposto mitigando il fenomeno dello stress shielding; lo strato di idrogel 

permette di ovviare alla mancata bioattività del titanio. Esperimenti in vivo e in vitro hanno 

dimostrato che questo scaffold permette di favorire la rigenerazione ossea e l’integrazione 

dell’impianto con l’osso. Gli autori ritengono di aver posto le basi teoriche per l’applicazione 

clinica [53].  

Un altro studio [54] ha realizzato uno scaffold a base di chitosano, collagene e nano-

idrossiapatite in grado di rilasciare crocina – carotenoide ricavato dallo zafferano a cui sono 

state attribuite proprietà osteoinduttive – che ha migliorato la biocompatibilità dello scaffold, 

nonché le sue proprietà meccaniche: la presenza della crocina nello scaffold ne ha aumentato il 

modulo di Young di una percentuale superiore al 70%. 

In aggiunta, il chitosano è stato utilizzato nella stampa di tridimensionale di scaffold ossei al 

fine di dotarli di un effetto antibatterico. In particolare uno scaffold stampato a partire da una 

miscela di idrossiapatite ricavata da squame di pesce, chitosano e policaprolattone ha mostrato 
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molte proprietà favorevoli, tra cui un effetto antibatterico che è stato determinato derivare dalla 

presenza di chitosano grazie al confronto con uno scaffold che non lo conteneva [55]. 

 

3.2 Nanofibre 

Il chitosano, utilizzato da solo o combinato con altri materiali, può essere impiegato sotto forma 

di nanofibre per accelerare, tramite un effetto meccanico o biochimico, la rigenerazione ossea. 

Una struttura in nanofibre, infatti, è caratterizzata da un elevato rapporto tra superficie e 

volume, il quale favorisce l’adesione e proliferazione cellulare; al contempo la porosità 

garantisce un’ossigenazione adeguata. Inoltre le nanofibre sono caratterizzate da 

biocompatibilità e biodegradabilità controllata [56]. 

Le nanofibre sono caratterizzate da una certa biomimesi in quanto la matrice cellulare ossea 

presenta diverse componenti dalle dimensioni nanometriche. Tra le varie tecniche di 

preparazione delle nanofibre, l’elettrofilatura consente un preciso controllo spaziale 

sull’architettura del polimero, in particolare per quanto riguarda la dimensione, geometria e 

interconnessione dei pori [56]. 

L’elettrofilatura – nota anche come elettrospinning – è una tecnica che consiste nel convertire 

una soluzione polimerica in fibre, sfruttando delle interazioni elettrostatiche. In particolare la 

soluzione polimerica viene lentamente erogata da una siringa, in presenza di un ingente campo 

elettrico, a causa del quale la soluzione assume una carica elettrica. Di conseguenza si 

instaurano delle forze repulsive all’interno della soluzione che, in seguito a campi elettrici 

sufficientemente intensi, vincono le interazioni superficiali generando un sottile getto di 

liquido. Un elettrodo a carica opposta o neutro, denominato collettore, è posizionato nelle 

vicinanze e attrae il getto. Durante il tragitto dalla siringa al collettore, il solvente evapora, in 

modo che sul collettore si depositi una nanofibra solida e continua (Figura 3.2) [56]. 

 

 

Figura 3.2: La procedura dell’elettrofilatura 
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La morfologia delle fibre può essere controllata modulando diversi parametri, in particolare il 

flusso in uscita dalla siringa, la concentrazione della soluzione, il voltaggio applicato e la 

distanza tra siringa e collettore.  

Per migliorare le proprietà meccaniche delle nanofibre in chitosano, che generalmente non sono 

sufficienti per applicazioni strutturali, benché possano fornire un iniziale supporto alle cellule, 

sono stati intrapresi diversi approcci. Ad esempio, la combinazione con polimeri con carica 

elettrica opposta potrebbe giovare alle proprietà meccaniche, oppure si è osservato che per 

rinforzare uno scaffold in nanofibre di chitosano e policaprolattone è utile aumentare il diametro 

delle fibre e ridurre la porosità. Si è inoltre osservato che le prestazioni meccaniche di 

membrane in nanofibre di chitosano e acido poli (lattico-co-glicolico) dipendono da diversi 

fattori: ad esempio, le interazioni tra i due polimeri ai punti di interconnessione tra le fibre 

sembrano avere un effetto positivo [56]. Uno studio [57] ha provato che introdurre nelle 

nanofibre in chitosano delle nanoparticelle mesoporose di silice per il 10% in massa favorisce 

le proprietà meccaniche, mentre una percentuale maggiore le deteriora. È stata prodotta una 

membrana [58] in fibre di acido poli-L-lattico e chitosano, sottoposta a un trattamento 

superficiale con polidopamina, che mostra un notevole modulo di Young di 1.24±0.012 GPa. 

Per quanto concerne l’attività biologica degli scaffold in nanofibra di chitosano, uno studio [59] 

ha ricavato che questi possono favorire la proliferazione e la maturazione degli osteoblasti 

umani e murini, oltre che la mineralizzazione. In particolare, gli osteoblasti murini si sono 

moltiplicati in maniera considerevolmente più efficace sugli scaffold in nanofibra piuttosto che 

su una pellicola in chitosano. Si è inoltre osservato che la combinazione di fibre in polietilene 

tereftalato (PET) e chitosano risulta maggiormente biocompatibile e antibatterica rispetto alle 

fibre di PET considerate singolarmente [56]. È stato inoltre notato che delle nanofibre in 

chitosano e idrossiapatite forniscono un ambiente distintamente più favorevole alla vitalità 

cellulare rispetto a pellicole di chitosano, nanofibre di chitosano e pellicole di chitosano e 

idrossiapatite. A questa proprietà contribuisce l’estesa area superficiale delle nanofibre in 

chitosano e idrossiapatite [56]. Uno studio [60] ha realizzato, con la tecnica dell’electrospinning 

coassiale, delle maglie di fibre in policaprolattone rivestito da uno strato di chitosano e ossido 

di polietilene, successivamente funzionalizzato con peptidi. Questa soluzione combina le buone 

proprietà meccaniche del policaprolattone con la bioattività fornita dallo strato esterno e dai 

peptidi. Un ulteriore studio [61] usa la tecnica dell’elettrofilatura coassiale per formare una 

struttura di fibre di dimensioni micrometriche e nanometriche, composte internamente di 

policaprolattone e esternamente di chitosano. Grazie alla maggior dimensione dei pori, rispetto 

ad esempio ad uno scaffold in solo chitosano, lo scaffold in policaprolattone e chitosano ha 

garantito maggior diffusione dei nutrienti e conseguentemente miglior proliferazione cellulare. 
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Un altro articolo [62] propone uno scaffold in nanofibre di PHBV (che conferisce buone 

proprietà meccaniche), chitosano e idrossiapatite. Questi ultimi due composti agiscono in modo 

sinergico per promuovere la rigenerazione del tessuto osseo. 

L’osso presenta una superficie irregolare caratterizzata da porosità e rilievi, e il chitosano offre 

la possibilità di alterare le caratteristiche superficiali di uno scaffold al fine di favorire la 

proliferazione degli osteoblasti [63]. Ad esempio, è stato ideato uno scaffold [64] composito in 

acido polilattico (PLA) e chitosano, caratterizzato dalla combinazione di fibre a doppio strato 

e altre contraddistinte da una morfologia “a isola” (Figura 3.3), in cui delle strutture 

nanometriche di chitosano sono apposte sulla superficie di una nanofibra in PLA. Una tale 

struttura ha prodotto beneficio alla proliferazione cellulare e alla mineralizzazione della 

matrice. 

 

 

Figura 3.3: Struttura dello scaffold in chitosano e PLA con morfologia a doppio strato e “a isola” 

 

La degradazione relativamente rapida del chitosano impone una limitazione nel suo utilizzo 

come unico materiale nelle applicazioni di ingegneria tissutale. Per ovviare a questo 

inconveniente è possibile combinare il chitosano con altre molecole che ne rallentino la 

degradazione [56]. 

A causa della presenza dei gruppi amminici, il chitosano presenta affinità con le molecole 

polari, tra cui l’acqua. Questo favorisce l’adsorbimento dell’acqua stessa, utile a favorire la 

crescita cellulare. Pertanto il chitosano è stato addizionato a fibre di polimeri sintetici idrofobici 

al fine di dotarle di comportamento idrofilico. A sua volta questa caratteristica consente un 

maggior rigonfiamento dello scaffold in ambiente acquoso che, se non eccessivo, rappresenta 

una caratteristica positiva in quanto facilita il trasporto di ossigeno e nutrienti [63].  
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Le nanofibre in chitosano possono essere utilizzate nell’ambito dell’ingegneria tissutale ossea, 

oltre che come materiale per la produzione di scaffold, anche per il rilascio controllato di 

farmaci e altre molecole. Ad esempio, le nanofibre in chitsano vengono utilizzate per rilasciare 

antibiotici al fine di prevenire infezioni nel sito del difetto osseo, oppure molecole in grado di 

favorire l’osteosintesi, o ancora fattori di crescita [63]. 

È infine opportuno osservare che talvolta vengono utilizzati dei derivati del chitosano piuttosto 

che il biopolimero stesso, al fine di ottenere specifiche caratteristiche e di ovviare alla necessità 

di dissolvere il chitosano in un acido organico, che potrebbe causare un effetto citotossico [63]. 
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Capitolo 4. Applicazioni al parodonto 

Uno dei tessuti ossei in cui il chitosano è ampiamente utilizzato nell’ingegneria tissutale è l’osso 

alveolare, parte del tessuto parodontale [65]. 

La parodontite è un’infiammazione cronica di origine batterica, che causa la distruzione dei 

tessuti che sostengono i denti, in particolare la gengiva, l’osso alveolare e il legamento 

parodontale. La rimozione del biofilm microbico subgengivale e la risoluzione dello stato 

infiammatorio potrebbero essere ottenute senza ricorrere ad interventi chirurgici, tuttavia per 

ripristinare completamente il parodonto è necessario rigenerare il tessuto osseo perduto. Per 

fare ciò, sono stati introdotti numerosi biomateriali da utilizzare nella creazione di scaffold 

tridimensionali che siano in grado, eventualmente coadiuvati da fattori di crescita e cellule, di 

promuovere adesione e proliferazione cellulare, nonché rigenerazione del tessuto. Gli scaffold 

devono essere caratterizzati da una porosità adeguata, in quanto una elevata densità conferisce 

resistenza meccanica al manufatto, mentre una spiccata porosità favorisce la migrazione 

cellulare e la vascolarizzazione. I biomateriali utilizzati negli scaffold possono essere suddivisi 

in polimeri di origine naturale e sintetica. Quelli naturali comprendono chitosano, alginato, 

collagene, gelatina, elastina e fibroina di seta; mentre tra i sintetici si annoverano acido 

polilattico (PLA), acido poliglicolico (PGA) e acido polilattico-co-glicolico (PLGA) [65]. 

Considerando gli scaffold in chitosano, si è osservato che la proliferazione di cementoblasti e 

cellule del legamento parodontale è meno efficace in scaffold realizzati esclusivamente in 

chitosano piuttosto che nella combinazione del biopolimero con altri biomateriali, in particolare 

polimerici e ceramici [65]. 

In diversi casi, nell’ambito della rigenerazione parodontale, si usa una combinazione di sostanze 

organiche – tra cui il chitosano – in quanto favoriscono la rigenerazione del legamento 

parodontale, e di sostanze inorganiche dotate di migliori prestazioni meccaniche, in quanto 

favoriscono la rigenerazione dell’osso alveolare e del cemento [66]. 

Un esempio di potenziale scaffold contenente chitosano sviluppato per l’ingegneria tissutale 

del parodonto è un idrogelo ottenuto per crioessicazione a partire da chitosano e acido 

ialuronico [67].   

Uno studio [68] ha sviluppato uno scaffold in chitosano sottoposto a cross-linking tramite un 

acido dicarbossilico e arricchito con cellule del legamento parodontale umano. La reazione di 

cross-linking ha migliorato le proprietà meccaniche del chitosano. Si è inoltre confrontato 

l’effetto dello scaffold in un difetto di un osso cranico di topo, previa semina di cellule del 

legamento parodontale umano e in assenza della stessa. I risultati della sperimentazione hanno 

mostrato rigenerazione ossea simile nei due casi. Gli autori sostengono che il materiale ottenuto 

possa essere usato per la rigenerazione ossea. 
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4.1 Strutture a strati 

Il chitosano può essere combinato con altri polimeri al fine di ottenere scaffold a doppio o triplo 

strato [65]. Ad esempio, uno studio [69] ha sviluppato una struttura multistrato al fine di 

consentire la rigenerazione simultanea di diversi tessuti del parodonto. In particolare una 

membrana multiscala in policaprolattone ottenuta per elettrofilatura ha il compito di somigliare 

al legamento parodontale e quindi di favorirne la rigenerazione; d’altra parte, uno scaffold in 

chitosano, contenente il 2% in massa di solfato di calcio (CaSO₄), ha lo scopo di rigenerare 

l’osso alveolare. I test eseguiti hanno permesso di constatare che lo scaffold ottenuto è in grado 

di favorire l’adesione, infiltrazione, proliferazione e differenziazione delle cellule staminali 

umane del follicolo dentale in osteoblasti e fibroblasti. 

Un esempio di struttura a doppio strato per la rigenerazione dell’osso alveolare è una membrana 

in chitosano poroso in cui il lato a contatto con l’osso – ricoperto di idrossiapatite e arricchito 

con BMP 6 – ha lo scopo di favorirne la rigenerazione, mentre il lato a contatto con i tessuti 

molli infiammati, realizzato in fibre di policaprolattone, essendo privo di porosità impedisce la 

migrazione di cellule epiteliali dove deve avvenire la rigenerazione ossea, in maniera tale da 

non ostacolarla (Figura 4.1) [70]. 

 

 

Figura 4.1: Membrana per la rigenerazione dell’osso alveolare: a sinistra il lato a contatto con l’osso, ricoperto di 

idrossiapatite, mentre a destra si nota lo strato in policaprolattone. Come si può osservare dalla fotografia in 

basso a destra, la membrana ottenuta è flessibile e facilmente manipolabile. 

 

4.2 Rilascio di farmaci e fattori di crescita 

I fattori di crescita presentano una breve emivita, pertanto – al fine di garantire una loro efficacia 

clinica – è necessario impiegare un sistema per il loro rilascio controllato. Uno studio [71] ha 

sviluppato, a questo scopo, uno scaffold in chitosano con microparticelle in alginato e PLGA, 

in grado di rilasciare in modo controllato e sequenziale il fattore di crescita IGF 1 e la BMP 6. 
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Gli studi di coltura cellulare hanno dimostrato che tali scaffold promuovono la proliferazione 

cellulare in maniera più efficace di scaffold costruiti esclusivamente in chitosano. 

Un ulteriore studio [72] ha sviluppato uno scaffold composito per la rigenerazione dell’osso 

alveolare in β-fosfato tricalcico, chitosano e silice mesoporosa, ottenuto tramite il metodo della 

crioessiccazione e arricchito con metformina, farmaco che presenta proprietà antinfiammatorie 

e generalmente utilizzato per il trattamento del diabete di tipo 2. Inoltre, la metformina migliora 

la qualità dell’osso in pazienti diabetici, riducendo il rischio di fratture; infatti è stato osservato 

che favorisce la sintesi del collagene di tipo 1 e la differenziazione delle cellule progenitrici in 

osteoblasti.  Le analisi in vitro hanno mostrato adesione cellulare, buona biocompatibilità e 

porosità compatibile con le applicazioni di ingegneria tissutale. Sono stati eseguiti inoltre dei 

test in vivo su modelli murini con parodontite, dimostrando la capacità dello scaffold di 

promuovere la rigenerazione dell’osso alveolare. In particolare dopo 12 settimane gli animali 

sono stati sacrificati ed è stata realizzata un’immagine 3D dell’osso alveolare. Un ratto che non 

era stato sottoposto ad alcun trattamento con biomateriali esibiva rimarginazione ossea 

pressoché nulla, uno sottoposto all’impianto dello scaffold non arricchito da metformina esibiva 

rimarginazione parziale, mentre in un ratto sottoposto a impianto di scaffold con metformina la 

lesione risultava per la maggior parte rimarginata (Figura 4.2). 
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Figura 4.2: A) Intervento di induzione della parodontite; B) Confronto tra il tessuto parodontale di ratto sano e di 

ratto con parodontite indotta; C) Confronto della rigenerazione dopo 12 settimane in un ratto a cui non è stato 

impiantato alcun materiale, uno a cui è stato impiantato uno scaffold non arricchito da metformina e uno a cui è 

stato impiantato lo scaffold con metformina 
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Conclusioni 

Dopo una generale trattazione delle caratteristiche e degli utilizzi del chitosano, è stata svolta 

una rassegna delle sue applicazioni nell’ingegneria tissutale di vari distretti corporei. 

In particolare, nelle applicazioni ai tessuti presi in esame, il chitosano ha mostrato buone 

potenzialità come biomateriale utilizzato nella produzione di scaffold, oltre che come vettore 

per farmaci, molecole bioattive e cellule, o ancora come molecola che induce una particolare 

reazione nel tessuto. 

Il chitosano ha mostrato, nell’applicazione a questi tessuti, molti risvolti positivi, tra cui la 

capacità di costruire scaffold compatibili con la proliferazione cellulare necessaria alla 

rigenerazione del tessuto, fino al punto di favorirla; o ancora un prezioso effetto antibatterico. 

Tuttavia permangono ancora alcune criticità da risolvere, in particolare prima di poter utilizzare 

scaffold in chitosano nella pratica clinica. In particolare in alcuni tessuti, come quello osseo o 

cartilagineo, è necessario sviluppare soluzioni che garantiscono la possibilità di sorreggere 

senza danno i carichi a cui questi tessuti sono sottoposti. Inoltre, in taluni casi, risulta necessario 

svolgere ulteriori accertamenti, o determinare alcuni parametri ottimali da utilizzare durante la 

produzione, ad esempio il grado di cross-linking a cui sottoporre il materiale. Alcuni autori 

sottolineano inoltre che sia necessario, ad esempio nel caso di uno scaffold di stroma corneale, 

standardizzare la produzione dei materiali utilizzati al fine di ridurre la variabilità del prodotto 

finale.  
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