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ABSTRACT 
 
Le lesioni gravi dei nervi periferici rappresentano un’importante sfida clinica, 
spesso richiedendo l’uso di condotti nervosi (NC) artificiali quando la 
riparazione diretta non è possibile. In questo contesto la ricerca 
bioingegneristica mira a sviluppare dispositivi che integrino stimoli fisici e 
chimici per favorire la ricrescita assonale anche nelle situazioni più critiche 
rappresentate dalla neurotmesi, ovvero la completa interruzione di 
continuità del nervo. Nell’articolo preso in considerazione in questo 
elaborato, vengono descritti lo sviluppo e la validazione in vivo di un nuovo 
condotto nanocomposito ibrido basato su una matrice polimerica di polivinil 
alcol ossidato (OxPVA)(grado di ossidazione 1%) arricchita con nanotubi di 
carbonio multi-wall idrosolubili (MWCNT-S) allo 0,1% in peso. L’aggiunta di 
MWCNT-S mira a fornire stimoli elettrici e strutturali favorevoli 
all’interazione cellula-scaffold senza indurre citotossicità, grazie ad una 
funzionalizzazione chimica che ne garantisce una dispersione uniforme nella 
matrice polimerica verificata mediante analisi di microscopia elettronica a 
trasmissione (TEM). Dopo una preliminare caratterizzazione del 
biomateriale, l’efficacia del condotto OxPVA+MWCNT-S nella rigenerazione 
del nervo è stata valutata attraverso uno studio preclinico in un modello di 
lesione severa (ratti Sprague-Dawley, gap: 5 mm). Le neuroguide in 
OxPVA+MWCNT-S sono state comparate con device in OxPVA e Autograft 
(Reverse Autograft). A 6 settimane dalla chirurgia i risultati associati agli 
impianti sono stati verificati tramite studi istologici, immunoistochimici, di 
immunofluorescenza e morfometrici su sezioni semifini. Tutti gli impianti 
hanno supportato la rigenerazione nervosa senza indurre reazioni 
infiammatorie gravi; lo studio morfometrico ha mostrato una densità di 
assoni mielinici nei condotti OxPVA+MWCNT-S superiore rispetto agli altri 
gruppi. Inoltre, l’analisi di g-ratio ha rivelato per il condotto ibrido valori 
paragonabili al Reverse Autograft, suggerendo quindi un processo di 
rimielinizzazione efficace. Il recupero funzionale motorio (SFI) e l’atrofia 
muscolare del gastrocnemio sono risultati confrontabili nell’intera coorte. In 
conclusione, l’incorporazione dei MWCNT-S in matrici di OxPVA si è 
dimostrata una strategia promettente per migliorare l’esito morfo-strutturale 
della rigenerazione del nervo dopo lesione severa. 
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1. STATO DELL’ARTE 
1.1 Anatomia del nervo periferico 
Il sistema nervoso è una unità morfo-funzionale e strutturale 
caratterizzata da un tessuto altamente specializzato nella ricezione, 
elaborazione e trasmissione degli stimoli all’intero organismo. Esso si 
suddivide in sistema nervoso centrale (SNC), composto da encefalo e 
midollo spinale, e sistema nervoso periferico (SNP) composto da gangli e 
nervi. Mentre le funzioni dell’SNC sono principalmente l’integrazione, 
l’elaborazione dei dati e la conseguente generazione dell’output motorio e 
comportamentale, la funzione dell’SNP è quella di collegamento tra l’SNC 
e l’intero organismo per poter trasmettere gli stimoli motori e sensitivi. 
Entrambi i sistemi sono costituiti da cellule estremamente differenziate: i 
neuroni e le cellule della neuroglia. I neuroni, in quanto cellule eccitabili e 
deputate alla trasmissione dei segnali tramite impulsi elettrici, svolgono 
la loro funzione nel sistema nervoso periferico (SNP) in stretta 
collaborazione con le cellule gliali. In particolare, le cellule di Schwann 
producono la mielina che avvolge gli assoni neuronali, favorendo una 
conduzione più rapida ed efficiente dell'impulso nervoso, mentre le 
cellule satelliti circondano i corpi cellulari dei neuroni nei gangli 
periferici, regolando gli scambi di sostanze tra i neuroni e l'ambiente 
circostante e contribuendo al mantenimento dell'omeostasi locale. Dal 
punto di vista strutturale, il nervo non è un semplice fascio di assoni, ma 
una porzione anatomica in cui la componente neuronale è integrata ad un 
sistema di membrane connettivali indispensabili nell’isolamento elettrico, 
nella protezione meccanica e nel supporto metabolico. L’endonevrio, 
costituito da tessuto connettivo lasso, avvolge i singoli assoni e le cellule 
di Schwann associate; il perinevrio, composto de cellule connettivali 
pavimentose unite da giunzioni serrate, circonda un insieme di assoni ed 
è particolarmente importante nel mantenimento del microambiente 
endonevriale; infine l’epinevrio, composto da una spessa guaina di 
tessuto connettivo fibroso e denso, racchiude i diversi fascicoli nervosi e 
contiene una rete vascolare fitta essenziale per lo scambio di nutrienti e 
macromolecole [1] (Figura 1). 
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Figura 1. Struttura microscopica di un nervo periferico [5]. 
 
 
1.2 Lesioni del nervo periferico 
Il sistema nervoso periferico è caratterizzato da un’architettura molto 
complessa ed è soggetto a particolare vulnerabilità. Esso può essere 
lesionato da tagli profondi, stirature, schiacciamento o ischemia [2] con 
un numero di nuovi casi/anno superiore ai 5 milioni [4]. 
La separazione di una fibra nervosa dal suo corpo cellulare induce 
distalmente alla lesione la disgregazione dell’assone e del suo 
rivestimento mielinico; inoltre, la perdita della comunicazione nervosa 
incide direttamente sulla funzione muscolare causando atrofia e disabilità 
nei pazienti [1,4]. 
In caso di lesione di un nervo periferico, è fondamentale valutarne e 
classificarne il livello, l’entità e il potenziale di recupero, al fine di 
individuare le strategie terapeutiche più appropriate e massimizzare le 
possibilità di un esito favorevole. 
Quando si parla di interruzione della conduzione nervosa, due sono le 
classificazioni storiche che ancora oggi guidano le prognosi: la 
classificazione di Seddon (1943) e la classificazione di Sunderland (1951). 
La prima suddivide le lesioni in 3 grandi categorie, sulla base di un 
giudizio macroscopico e clinico. La neuropraxia comporta un temporaneo 
blocco della conduzione nervosa da compressione prolungata o leggero 
stiramento, non è un vero e proprio danno al nervo, il quale rimane 
integro e il recupero è rapido e spontaneo. L’assonotmesi è una lesione 
intermedia in cui l’assone viene danneggiato ma le guaine connettivali 
rimangono integre; il recupero è possibile e spontaneo ma avviene molto 
lentamente. La neurotmesi si verifica a seguito di traumi violenti o ferite 
profonde, sia l’assone sia le guaine sono completamente interrotti; il 
recupero è impossibile senza un intervento chirurgico che preveda la 
sutura chirurgica dei monconi o il posizionamento di un innesto. La 
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seconda classificazione, invece, comprende 5 gradi (I, II, III, IV, V) i quali 
considerano più nel dettaglio il grado di coinvolgimento delle strutture 
connettivali del nervo. Grado I: corrisponde alla neuropraxia di Seddon, 
c’è una semplice interruzione temporanea della conduzione del segnale; 
grado II: corrisponde all’assonotmesi di Seddon, l’assone si interrompe e 
va incontro a degenerazione Walleriana ma le membrane rimangono 
integre; grado III: si interrompono l’assone e l’endonevrio con rischio di 
traiettorie sbagliate degli assoni in crescita durante il recupero spontaneo 
che spesso risulta incompleto; grado IV: interruzione di assone, 
endonevrio e perinevrio, solo l’epinevrio rimane integro; il recupero 
spontaneo è impossibile senza un intervento chirurgico che asporti la 
cicatrice e ripari i fascicoli; grado V: corrisponde alla neurotmesi di 
Seddon, si ha completa interruzione del nervo nella sua interezza, 
comprese tutte le membrane connettivali, il recupero richiede chirurgia 
di sutura o innesto. [3] 
 
1.3 Strategie di riparazione delle lesioni ai nervi periferici 
Quando un nervo periferico viene danneggiato in modo severo, la sua 
continuità può essere ripristinata mediante tecniche di chirurgia standard 
e avanzate. Diversamente dal SNC, il SNP ha un’intrinseca capacità di 
rigenerazione, ma risulta piuttosto lenta e richiede spesso un intervento 
chirurgico di supporto per un corretto recupero. 
Nell’eventualità di lesioni nette, con una perdita di sostanza inferiore ai 3 
mm, è possibile ripristinare la continuità del nervo attraverso sutura 
diretta (neurorrafia o sutura end-to-end), purché non si crei tensione tra i 
due monconi; la sutura potrà coinvolgere solo l’epinevrio oppure i singoli 
fascicoli. Diversamente, nel caso di gap con perdita di sostanza, ove la 
sutura non è indicata, vengono utilizzate delle alternative come 
l’autoinnesto o il posizionamento di neuroguide. L’autoinnesto 
(autograft) rappresenta il gold standard e consiste nel posizionamento di 
un segmento di nervo autologo; molto utilizzato è il nervo surale. Tale 
approccio garantisce la massima biocompatibilità dell’impianto tuttavia 
tra le criticità si include la seconda chirurgia per il prelievo, la lunghezza 
contenuta del segmento isolabile e il possibile mis-match dimensionale 
tra il nervo prelevato e il sito di impianto. Ciò ha spinto la ricerca verso 
l’identificazione di soluzioni alternative. 
I condotti nervosi sono device tubulari che permettono la riconnessione 
dei due monconi e creano un microambiente favorevole, guidando così la 
rigenerazione. Essi possono essere costituiti da materiali biologici come il 
collagene, la sottomucosa intestinale, il chitosano; o sintetici, quali 
polimeri biodegradabili con un tempo di riassorbimento compatibile con 
la rigenerazione del nervo (PVA, PGA, PLCL) [4]. 
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Attualmente, la ricerca è fortemente orientata all’ottimizzazione 
dell’efficacia di tali dispositivi, con l’obiettivo di migliorare la qualità del 
tessuto rigenerato. A questo scopo, vengono studiate diverse strategie, tra 
cui l’integrazione di fattori di crescita, fondamentali per stimolare la 
rigenerazione assonale; l’impiego di terapie cellulari, come la semina di 
cellule staminali all’interno dei condotti nervosi; e l’utilizzo di scaffold 
ingegnerizzati, idrogel o microfibre inseriti nel lume del condotto, in 
grado di guidare e orientare la crescita degli assoni. 
 
1.3.1 Condotti nervosi 
Per superare le criticità legate all’utilizzo degli autoinnesti, sono stati 
sviluppati diversi condotti con l’obbiettivo di costituire alternative “on-
the-bench” sicure. Tuttavia, rispetto ai prodotti approvati per l’uso clinico 
dalla Food and Drug Administration (FDA), nessuno è in grado di 
garantire risultati pienamente soddisfacenti. 
Ad oggi, quattro sono i tipi di design di condotti promettenti: 
1) A parete porosa: importante nel trasporto di sostanze nutrienti, e di 

scarto oltre che di fattori di crescita, tuttavia la dimensione dei pori è 
difficilmente controllabile durante la fabbricazione; 

2) A parete scanalata: promuovono l’allineamento corretto dei neuroni 
grazie alla morfologia della superficie; tuttavia, sono molto difficili da 
produrre; 

3) Con lume multi-canale: promuovono l’attaccamento delle cellule di 
Schwann  e il rilascio dei fattori di crescita ma sembra che riducano la 
permeabilità e la flessibilità meccanica dei condotti; 

4) Con filler luminale: spesso vengono usati polimeri naturali come 
collagene, laminina o agarosio. Essi formano idrogel o spugne porose, 
all’interno del condotto ma la loro efficacia varia a seconda della 
distanza specifica del difetto nervoso. 

Infine, l’integrazione di elementi in grado di fornire una stimolazione 
elettrica al dispositivo e, di conseguenza, al sito di impianto, è emersa 
come una strategia promettente per supportare la rigenerazione di 
diversi tessuti. Tale approccio consente infatti di modulare l’attività 
cellulare e di favorire i processi rigenerativi, promuovendo anche la 
crescita e il recupero assonale[4]. 
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2. MATERIALI E METODI 
2.1 Preparazione dell’OxPVA 
Una quantità pesata di polvere PVA (peso molecolare 146.000-186.000 
Da, 99+% idrolizzato) è stata sospesa in acqua MilliQ e solubilizzata. La 
soluzione è stata parzialmente ossidata aggiungendo una soluzione acida 
di permanganato di potassio(KMnO₄) in ambiente acido per acido 
perclorico (HClO4). La soluzione, dopo dialisi prolungata, è stata congelata 
a -20˚C overnight e liofilizzata per conservazione a lungo termine. Per la 
preparazione della soluzione, l’OxPVA è stato pesato nella quantità del 
16% p/p, sospeso in acqua Milli-Q e successivamente riscaldato a 
bagnomaria fino all’ebollizione, al fine di ottenere una completa 
dissoluzione del polimero. 
 
2.2 Funzionalizzazione dei MWCNT 
I MWCNT (ACS Material LLC, OD: <8nm, SKU# CMP00105) (50 mg, 
4.16mmol di C) sono stati dispersi in una soluzione acquosa di solfanilato 
di sodio diidrato (48.1 mg 0.05 eq/mol C) (99% Sigma-Aldrich). Quindi, è 
stato aggiunto nitrito di isopentile (5.8 μL, 0.1 eq/mol C) (96% Sigma-
Aldrich) e la reazione è stata condotta per 4 ore a 80˚C sotto flusso di N₂. 
Il prodotto ottenuto è stato recuperato attraverso filtrazione, lavato con 
acqua e metanolo. 
 
2.3 Preparazione e caratterizzazione dei condotti nervosi 
Tre grammi di idrogel di OxPVA sono stati combinati con la sospensione 
di MWCNT-S (0.1% in peso in OxPVA). La distribuzione omogenea dei 
MWCNT-S nella matrice polimerica è stata ottenuta mediante 
incorporazione meccanica. Successivamente i NC sono stati preparati con 
un metodo di cast moulding, aspirando l’OxPVA+MWCNT-S in uno stampo 
tubolare in acciaio inossidabile (lunghezza: 5 cm; diametro interno: 2.1 
mm) dotato di un mandrino coassiale centrale (diametro: 1.2 mm). Il 
sistema è stato sottoposto a 6 cicli di congelamento-scongelamento (un 
ciclo: congelamento a -20˚C per 6h/ scongelamento a 22˚C per 1h) che 
hanno portato al cross-linking fisico del polimero e alla formazione dei NC 
che sono stati quindi conservati a -20˚C. La stessa procedura è stata 
ottenuta per ottenere gli scaffold di OxPVA privi di MWCNT-S, utilizzati 
come controlli. 
 
2.3.1 Aspetto e ultrastruttura macroscopica 
I NC di OxPVA e OxPVA+MWCNT-S sono stati confrontati per il loro 
aspetto macroscopico e sono poi stati analizzati al SEM (Scanning 
Electron Microscopy) per vederne l’ultrastruttura: i campioni, di 
lunghezza pari a 0,5 mm, sono stati fissati in una soluzione di 
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glutaraldeide al 2,5% in PBS 0,2 M (pH 7,4) per 24 ore. Successivamente, 
sono stati sottoposti a disidratazione mediante una serie di soluzioni di 
etanolo a concentrazione crescente, seguita da essiccamento al punto 
critico. Infine, i campioni sono stati metallizzati con uno strato d’oro e 
osservati mediante microscopia elettronica a scansione (SEM) utilizzando 
un sistema JSM-6490 (Jeol USA, Peabody, MA, USA).  
La distribuzione spaziale dei MWCNT-S nell’ OxPVA è stata valutata 
attraverso il microscopio elettronico a trasmissione (TEM): i campioni 
OxPVA+MWCNT-S sono stati fissati con glutaraldeide (EMS; Cat. 
No16220) al 2.5% in cacodilato di sodio, pH 7.4 ON a 4˚C. Quindi, sono 
stati post-fissati con tetrossido di osmio al 1% in cacodilato di sodio per 
1h a 4˚C . Dopo tre lavaggi con acqua, i campioni sono stati disidratati con 
una scala crescente di alcoli e inclusi in una resina epossidica (Sigma-
Aldrich 46345). Sezioni ultrasottili (60-70nm) sono state ottenute con un 
ultramicrotomo Leica Ultracut EM UC7 e controcolorate con acetato di 
uranile e citrato di piombo prima di essere visualizzate con microscopio 
elettronico a trasmissione Tecnai G2 (FEI) operante a 100 kV. Le 
immagini sono state ottenute con una fotocamera digitale Veleta 
(Olympus Soft Imaging System). 
 
2.3.2 Test di ritenzione della sutura 
La resistenza alla sutura degli idrogel in OxPVA e OxPVA+MWCNT-S è 
stata testata con test di ritenzione della sutura (SR), valutando 5 campioni 
per ogni gruppo sperimentale con lo strumento Bose ElectroForce® 
Planar Biaxial Test Bench (TA Instruments, New Castle, USA) in modalità 
di trazione uni-assiale. Dopo il cross-linking, entrambe le membrane di 
idrogel sono state tagliate in campioni rettangolari (34x8x0.6 mm). Lo 
spessore dei campioni è stato selezionato per essere uguale allo spessore 
della parete del condotto nervoso, mentre la geometria del campione è 
stata semplificata. I campioni sono stati successivamente suturati 
utilizzando fili di Nylon 9-0. Un’estremità del filo di sutura è stata fissata 
alla pinza del sistema di prova, mentre il bordo opposto del campione è 
stato bloccato. La lunghezza iniziale del tratto sottoposto a trazione era di 
24 mm, costituita da 20 mm di membrana di idrogel e 4 mm di filo di 
sutura. Tutti i test SR sono stati eseguiti in condizioni quasi statiche con 
velocità di allungamento di 0.12mms¯¹. 
 
2.3.3 Impianto dei condotti nervosi in un modello animale di lesione 
del nervo periferico  
Tutte le procedure sugli animali sono state approvate del comitato etico 
dell’Università di Padova, in accordo con le linee guida del Ministero 
Italiano della salute (Autorizzazione n.837/2019-PR, 9 dicembre 2019). 
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Quindici ratti Sprague-Dawley adulti sono stati divisi casualmente in tre 
gruppi sperimentali, 5 ratti ciascuno: Reverse Autograft, OxPVA, 
OxPva+MWCNT-S. In breve, gli animali sono stati anestetizzati con una 
miscela di isoflurano/ossigeno, il nervo sciatico sinistro è stato esposto e 
sezionato lasciando un gap di 5 mm. Nel caso del Reverse Autograft il 
nervo sciatico, invertito, è stato reimpiantato usando suture in Nylon 9-0;  
nel caso dei condotti (lunghi 10 mm), questi sono stati posizionati in 
modo da connettere il moncone prossimale e distale e sono stati suturati 
all’epinevrio con suture in Nylon 9-0. Dopo l’intervento i ratti sono stati 
lasciati recuperare in gabbia nei cinque giorni successivi con un ambiente 
e dieta adeguati e somministrando loro una terapia appropriata 
antinfiammatoria e antibiotica (Rimadyl® e Baytril® rispettivamente). 
L’eutanasia è stata effettuata mediante somministrazione di anidride 
carbonica a 6 settimane dall’intervento chirurgico. Gli impianti sono stati 
valutati in situ per eventuali rotture, integrità o segni di infiammazione; 
sono stati quindi isolati e processati per le analisi successive. Due 
campioni per gruppo sono stati fissati per l’analisi istologica, 
immunoistochimica e di immunofluorescenza, mentre 3 campioni per 
gruppo sono stati processati per la preparazione di sezioni semifine,per lo 
studio morfometrico e l’analisi al TEM. I muscoli gastrocnemi sono stati 
comparati per l’aspetto macroscopico e per il peso. 
 
2.4 Salute degli animali e recupero delle funzionalità 
2.4.1 Peso degli animali 
Per verificare il benessere degli animali, il loro peso è stato misurato al 
giorno  n.0, n.20 e n.42 dall’intervento chirurgico. 
 
2.4.2  Valutazione dell’indice funzionale sciatico 
L’indice SFI è stato utilizzato per valutare il recupero motorio del nervo 
sottoposto a intervento. A tal fine, le zampe posteriori dei ratti sono state 
colorate con inchiostro nero e gli animali sono stati fatti camminare lungo 
un corridoio rivestito di carta bianca, in modo da ottenere le impronte 
necessarie per l’analisi funzionale. L’SFI è stato determinato con la 
formula di Bain et al. considerando le impronte delle zampe normali e 
delle zampe operate. Un punteggio di 0 è associato a normale funzione 
nervosa, uno di -100 è associato a disfunzione motoria totale del nervo 
sciatico. 
 
2.4.3 Recupero dei condotti nervosi e analisi del sito chirurgico 
Al termine dell’esperimento gli impianti sono stati considerati in situ per 
la presenza d’infiammazione e aderenze perineurali. Le aderenze sono 
state valutate secondo Petersen et al. Specificatamente: grado 1: minime 
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aderenze che non richiedono dissezione o richiedono una dissezione 
minima; grado 2: aderenze moderate che richiedono vigorosa dissezione 
senza strumenti taglienti; grado 3: aderenze significative che richiedono 
strumenti taglienti per la dissezione. 
 
2.4.4 Caratterizzazione istologica del tessuto rigenerato 
Una volta raccolti, due campioni per gruppo sono stati fissati in formalina 
al 10% (p/v) in PBS. La porzione centrale dei campioni è stata quindi 
isolata, inclusa in paraffina e sezionata (sezioni trasversali seriali di 4μm). 
L’aspetto generale e la presenza di tessuto fibro-connetivale sono stati 
indagati, rispettivamente, mediante colorazione con ematossilina-eosina 
(H&E) e Azan Mallory. 
 
2.5 Immunoistochimica 
Le porzioni centrali dei campioni sono state analizzate mediante 
immunoistochimica utilizzando i seguenti anticorpi primari: anti-CD3 
(anticorpo policlonale di coniglio, A0452, Dako®, Milano, Italia; diluizione 
1:500) e anti-F4/80 (anticorpo policlonale di coniglio anti-topo, sc-
26643-R, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA; diluizione 1:800), impiegati 
per evidenziare rispettivamente linfociti e macrofagi; anti-S100 
(anticorpo policlonale di coniglio, Z0311, Dako®; diluizione 1:5000), 
utilizzato per identificare le cellule di Schwann; anti-βIII-tubulina 
(anticorpo policlonale di coniglio contro la βIII-tubulina neuronale, PRB-
435P, Covance, Princeton, NJ, USA; diluizione 1:1000) e anti-
neurofilamento a catena pesante (NEFH) (anticorpo monoclonale 
ricombinante di coniglio, ab207176, Abcam, Cambridge, Regno Unito; 
diluizione 1:1000), utilizzati per confermare la presenza degli assoni. 
Per tutti gli anticorpi, ad eccezione dell’anti-S100, è stato eseguito il 
recupero antigenico mediante incubazione in tampone citrato di sodio 10 
mM (pH 6,0) a 90 °C per 10 minuti. Successivamente, le sezioni sono state 
incubate in una soluzione bloccante costituita da albumina sierica bovina 
(BSA) e siero normale di capra allo 0,5% (p/v) per 30 minuti a 
temperatura ambiente, al fine di ridurre i legami aspecifici. Le sezioni 
sono state quindi incubate con gli anticorpi primari sopra descritti per 1 
ora a temperatura ambiente. 
 
2.6 Immunofluorescenza 
La qualità del tessuto rigenerato è stata verificata su sezioni longitudinali, 
mediante immunofluorescenza. Sono stati usati, a tale scopo, i marcatori 
S-100 (anti-S100 policlonale di coniglio; Z 0311; Dako®, diluito 1:3000) e 
PGP9.5 (anti-PGP9.5 policlonale di topo; Dako®; diluito 1:300). Dopo 
smascheramento (tampone di citrato di sodio 10mM, pH 6.0, a 95 ˚C per 
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10 min), i campioni sono stati immersi in una soluzione di quenching 
(133.76 mg di NH4Cl in 50 ml di dH2O per 10 min a TA) per ridurre le 
fluorescenza di fondo delle molecole native. Dopo il lavaggio in PBS i 
campioni sono stati trattati con soluzione permeabilizzante e di blocking 
(15% v/v siero di capra, 2% p/v BSA, 0.25% p/v gelatina, 0.2% p/v 
glicina in PBS) contenente 0.5% di TritonX-100 (1h a TA). 
Successivamente, le sezioni sono state incubate con gli anticorpi primari 
overnight a 4 °C. Gli anticorpi secondari Alexa Fluor Plus 568 anti-coniglio 
(A11011, segnale rosso) e Alexa Fluor Plus 488 di capra anti-topo 
(A32723, segnale verde) sono stati diluiti 1:200 in una soluzione 
contenente 5% BSA e 0,05% Triton X-100 e incubati per 1 ora a 
temperatura ambiente. 
I segnali immunofluorescenti sono stati rilevati e acquisiti mediante 
microscopia confocale a scansione laser (Leica SP5). 
 
2.7 Studio morfometrico 
L’esito rigenerativo associato a diversi impianti è stato verificato 
attraverso uno studio morfometrico. Tre campioni per gruppo sono stati 
fissati in glutaraldeide al 2.5% (p/v) in PBS 0.1M, divisi in 4 segmenti e 
post-fissati in 1% di tetrossido di osmio (Agar Scientific Elektron 
Technology, UK) in 0.1M di tampone fosfato. Dopo la disidratazione in 
una serie a concentrazione crescente di alcol, i campioni sono stati inclusi 
in una resina epossidica; ne sono state tagliate delle sezioni semifini 
(05.μm) con l’ultramicrotomo RMC-PTX PowerTome (Boeckeler 
Instruments , AZ, USA)  quindi colorate con blu di toluidina all’1%. Le 
immagini sono state acquisite con il microscopio Leica DMR. Le sezioni 
trasversali sono state comparate per: area totale media della sezione 
trasversale (μm²), area fascicolare (μm²), e area della guaine epineurale 
(%) ([area totale della sezione-area fascicolare]*100). Cinque quadranti 
casuali nell’area fascicolare sono stati selezionati e tre campi ad alto 
ingrandimento sono stati usati per calcolare in numero totale di assoni 
mielinizzati, la densità media degli assoni mielinizzati (assoni/μm²) e il g-
ratio (diametro degli assoni/diametro delle fibre). Le misurazioni sono 
state condotte con il software ImageJ. In parallelo, sono stati allestiti i 
campioni per l’analisi al TEM (Hitachi H-300). 
 
2.8 Analisi del muscolo gastrocnemio 
I muscoli gastrocnemi, isolati dall’arto operato e dal controlaterale di 
ciascun animale, sono stati isolati e il loro peso umido è stato registrato 
con una bilancia elettronica. Quindi, il peso del muscolo operato è stato 
espresso come percentuale rispetto al peso del controlaterale. 
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2.9 Analisi statistica 
I risultati sono presentati come le media±SD di almeno tre repliche per 
ogni esperimento. Le analisi statistiche sono state effettuate con software 
Prism. Le differenze tra i gruppi sperimentali sono state analizzate con 
metodi statistici parametrici e non parametrici. Per dati con distribuzione 
normale è stata usata l’analisi della varianza (ANOVA) ad un fattore, 
seguita dal test post hoc di Tukey, mentre per dati con distribuzione non-
normale è stato applicato il test Kruskal-Wallis seguito dal test post hoc di 
Dunn. La significatività statistica è stata fissata a P ≤ 0.05.  I valori SRS dei 
due tipi di idrogel sono stati analizzati con un U test non parametrico 
Mann-Withney, considerando P-value≤0.05. Analisi statistiche sono state 
effettuate mediante il programma MATLAB. 
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3. RISULTATI 
3.1 Distribuzione di MWCNT-S in OxPVA 
Per valutare la distribuzione spaziale dei MWCNT-S nella matrice 
polimerica, è stata effettuata un’analisi al TEM sia della membrana in 
OxPVA sia quella di in OxPVA+MWCNT-S. Dalle immagini, gli MWCNT-S 
appaiono come elementi tubuliformi individuali e uniformemente 
distribuiti (Figura 2). Ciò dimostra che l’approccio usato nella 
funzionalizzazione è efficace nel prevenire l’aggregazione dei nanotubi 
non in soluzione ma anche nella matrice solida, con un possibile impatto 
sulle proprietà fisiche del nanocomposito.  
 

 
Figura 2. Immagini TEM di campioni di OxPVA e OxPVA+MWCNT-S acquisite a diversi 
ingrandimenti. Le frecce bianche mostrano i MWCNT-S all'interno della matrice polimerica. Scale 
bar: 2 μm; 200 nm. 

 
3.2 Aspetto dei condotti nervosi 
Inizialmente i device sono stati comparati per aspetto macroscopico e 
ultrastruttura.  
Dopo l’estrazione dallo stampo, i dispositivi sono risultati manipolabili 
pur mantenendo la loro pervietà. La presenza dei MWCNT-S ha portato i 
NC ad assumere un colore più scuro; non sono state notate aree di 
agglomerazione suggerendo l’omogenea dispersione delle nanostrutture 
nella matrice polimerica. All’analisi al SEM i condotti di OxPVA hanno 
mostrato una superficie esterna e una sezione trasversale lisce, mentre la 
presenza dei MWCNT-S si è associata alla presenza di irregolarità nella 
parete esterna e alla presenza di nanopori nella sezione trasversale 
(Figura 3). 
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Figura 3. Aspetto macroscopico e ultrastruttura dei condotti nervosi in OxPVA e OxPVA+MWCNT-
S riferiti sia alla superficie esterna (scale bar: 50 μm) che alla sezione trasversale (scale bar: 100 
μm). 

 
3.3 Resistenza alla sutura 
I risultati del test di resistenza alla sutura, condotto sulle membrane di 
OxPVA e di OxPVA+MWCNT-S, sono mostrati in Figura 4. Questi test 
hanno permesso di identificare un range tra 0.23 e 0.27 N per l’OxPVA e 
tra 0.12 e 0.23 N per OxPVA+MWCNT-S. Non sono state rilevate 
differenze significative tra i due gruppi sperimentali (P>0.05).  
 

 
Figura 4. Forza di ritenzione della sutura in funzione dello spostamento per OxPVA (A) e 
OxPVA+MWCNT-S (B) fino alla fuoriuscita della sutura. Confronto dei valori di forza di ritenzione 
della sutura (± DS) tra OxPVA e OxPVA+MWCNT-S(C). 

 
3.4 Riparazione chirurgica del nervo sciatico lesionato 
I condotti di OxPVA hanno dimostrato ottime performance in situ, 
adattandosi bene ai monconi nervosi, inoltre non si sono verificate 
rotture durante la sutura, né kinking dei condotti. Lo stesso si è verificato 
per quanto riguarda i condotti compositi inOxPVA+MWCNT-S. L’aspetto 
trasparente dei condotti di OxPVA ha facilitato il posizionamento in vivo; 
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il corretto posizionamento dei condotti di OxPVA+MWCNT-S è stato 
comunque possibile(Figura 5). 

 
Figura 5. Impianti di Reverse Autograft, condotti nervosi in OxPVA e OxPVA+MWCNT-S nel 
modello di lesione del nervo sciatico di ratto Sprague-Dawley (gap: 5 mm). 

 
3.5 Risposta comportamentale agli impianti e valutazione del 
recupero funzionale 
La valutazione dello stato di salute dei ratti rappresenta un parametro 
importante per determinare la tollerabilità dell'intervento chirurgico, 
mentre il peso corporeo costituisce un indicatore fondamentale delle 
condizioni generali di salute degli animali(Figura 6A). 
Il recupero della funzionalità nervosa è stato valutato mediante 
l’attribuzione punteggio SFI a 6 settimane dalla chirurgia, i cui valori sono 
risultati essere i seguenti: -78.70±10.30 per il Reverse Autograft, -
79.52±9.73 per l’OxPVA e -82.20±12.48 per OxPVA+MWCNT-S (Figura 
6B). 
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Figura 6. Valutazione del peso degli animali e del recupero funzionale. L'andamento del peso degli 
animali è stato valutato il giorno dell'intervento chirurgico (Giorno 0), a metà del periodo 
sperimentale (Giorno 20) e prima dell'endpoint sperimentale (Giorno 42) (A). Attribuzione del 
punteggio relativo all’indice di funzionalità del nervo sciatico (SFI) prima dell'eutanasia. Un SFI 
intorno a 0 suggerisce una normale funzione del nervo; un SFI intorno a −100 è associato a una 
disfunzione motoria totale del nervo sciatico (B). Non sono state osservate differenze 
statisticamente significative confrontando i gruppi sperimentali sia nel peso che nel punteggio SFI. 

 
3.6 Valutazione dei campioni recuperati 
Dopo l’eutanasia e l’esposizione del nervo sciatico, gli impianti sono stati 
osservati in situ. Le aderenze agli impianti sono state classificate di grado 
2 per tutta la coorte. In seguito alla rimozione della capsula connettivale, i 
condotti sono apparsi ben posizionati, dimostrando la loro capacità 
nell’essere stabili una volta collocati in una regione ad alta mobilità come 
quella del nervo sciatico; inoltre, le estremità dei condotti hanno ben 
supportato le suture, senza segni di dislocazione. Non sono stati rilevati 
né tessuto cicatriziale, né presenza di neuroma. Una volta espiantati, tutti 
i NC hanno dimostrato del tessuto rigenerato al loro interno, 
macroscopicamente visibile anche attraverso le pareti più scure dei 
condotti ibridi. Gli espianti, dopo colorazione con H&E, hanno confermato 
questa evidenza  e, in parallelo, la colorazione Azan Mallory ha mostrato 
la presenza di tessuto connettivo (fibre collagene in blu) sia nell’epinevrio 
sia all’interno dei fascicoli, suggerendo la formazione di setti. L’analisi 
istologica ha mostrato inoltre l’aspetto del Reverse Autograft, 
caratterizzato dalla presenza di tre fasci separati da tessuto fibro-
connettivale (Figura 7). 
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Figura 7. Reverse Autograft e condotti nervosi inOxPVA a 6 settimane dall'intervento. La 
colorazione con ematossilina ed eosina e Azan Mallory mostra l'aspetto generale e la 
presenza/distribuzione del tessuto fibro-connettivale in corrispondenza delle sezioni centrali 
degli espianti. Scale bar: 100 μm. 

 
In accordo con l’analisi immunoistochimica, è stata evidenziata solo una 
blanda immunopositività per i marker CD3 e F4/80, all’interno dei 
condotti. Per quanto riguarda il gruppo del Reverse Autograft, i linfociti e 
i macrofagi erano scarsi e identificabili in corrispondenza dei vasi (Figura 
8). 
 

 
Figura 8. Immunolocalizzazione di elementi CD3 (linfociti) e F4/80 (macrofagi) positivi nella 
porzione centrale degli espianti. Scale bar: 25 μm. 
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Tutte le porzioni centrali hanno mostrato immunoreattività per il 
marcatore S100 delle cellule di Schwann e per i marcatori assonali β-III-
tubulina e NEFH. Inoltre,anche la presenza di cellule endoteliali, CD31-
positive,è stata individuata nella coorte (Figura 9).  
 

 
Figura 9. Immunolocalizzazione di S-100 (cellule di Schwann), β III-tubulina (assoni), NEFH 
(catena pesante del neurofilamento) e CD31 (cellule endoteliali) nella porzione centrale degli 
espianti. Scale bar: 100 μm. 

 
La rigenerazione nervosa attraverso i dispositivi sintetici è stata 
ulteriormente confermata mediante l'analisi di sezioni longitudinali 
sottoposte a immunofluorescenza con S100 (rosso) e con il marcatore 
delle fibre nervose periferiche PGP9.5 (verde). Il condotto, ancora 
chiaramente riconoscibile, ha supportato la riconnessione strutturale tra 
il moncone prossimale e quello distale del nervo lesionato (Figura 10). 
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Figura 10. Analisi di immunofluorescenza della rigenerazione nervosa dopo 6 settimane 
dall'intervento chirurgico. Immagini rappresentative di sezioni longitudinali a lunghezza intera 
degli innesti/condotti espiantati che mostrano assoni appena rigenerati. La doppia colorazione in 
immunofluorescenza mostra le cellule di Schwann (S100, rosso) e gli assoni (PGP9.5, verde). I 
nuclei cellulari sono colorati con Hoechst (blu).  Scale bar: 500 μm. 

 
3.7 Analisi morfometrica 
L’analisi morfometrica è necessaria per confrontare i risultati associati 
all’impiego dei diversi device versus Reverse Autograft. Per quanto 
riguarda l’area totale della sezione trasversale (μm²), quella del Reverse 
Autograft (1 4664 490±22 771.18) è risultata essere la maggiore 
(P<0.0001) tra quelle misurate nella coorte (OxPVA: 216 776.1±25 
593.49; OxPVA+MWCNT-S: 359 149.1±14 831.18, P<0.001) (Figura 11A). 
allo stesso modo, anche nell’area fascicolare (μm²) il Reverse Autograft ha 
dimostrato un valore medio maggiore (P<0.0001) (740 261.7±27 60.72) 
seguito da OxPVA+MWCNT-S (286 320.8±16 690.29) e OxPVA (147 
745±24 352.76). È stata riscontrata una differenza statisticamente 
significativa confrontando OxPVA+MWCNT-S e OxPVA (P<0.001) (Figura 
11C).  
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Figura 11. Analisi morfometrica della sezione trasversale centrale. Gli istogrammi mostrano l'area 
totale media della sezione trasversale del nervo (μm2) (A), l'area fascicolare (μm2) (B) e l'area 
della guaina epineurale (%) (C). (P < 0,01; ***P < 0,001; ****P < 0,0001). 
 

La mielinizzazione e la rigenerazione degli assoni sono state indagate 
mediante colorazione con blu di toluidina su sezione semifina e TEM 
(Figura 12A). Sono stati determinati il numero totale di assoni 
mielinizzati/nervo e la loro densità; quindi, sono stati determinati il 
diametro della fibra, dell’assone, lo spessore della mielina e il g-ratio, non 
solo per favorire una descrizione del tessuto rigenerato, ma anche per 
fornire dati importanti relativi al recupero funzionale. In relazione al 
numero totale di assoni mielinizzati/nervo (fascicolo nervoso), il Reverse 
Autograft ha mostrato il valore medio più alto (14 236.52±1940.13) 
(OxPVA: 3249.30±349.89, P<0.001; OxPVA+MWCNT-S: 6928.47±1560.81, 
P<0.01). con una differenza significativa tra OxPVA+MWCNT-S e OxPVA 
(P<0.05)(Figura 12B). Con riferimento alla densità degli assoni 
(assoni/μm²) (Figura 12C) l’ordine decrescente è risultato essere il 
seguente: Reverse Autograft (0.019745±0.001188), OxPVA 
(0.020826±0.002151), OxPVA+MWCNT-S (0.024198± 0.005451); senza 
differenze significative. Il diametro della fibra (μm) ha mostrato il 
seguente ordine: OxPVA(6.61±0.30), Reverse Autograft (6.37±0.62), 
OxPVA+MWCNT-S (4.44±0.17), quest’ultimo con valori significativamente 
inferiori rispetto ai primi due gruppi (P<0.01) (Figura 12D). La media del 
diametro degli assoni (μm) è stata calcolata per ogni gruppo: OxPVA, 
4.48±0.20, Reverse Autgraft, 4.21±0.33, OxPVA+MWCNT-S, 3.00±0.17, 
con differenze significative tra tutti i gruppi (Figura 12E). La guaina 
mielinica (μm) è stata misurata ed è stata riconoscibile una progressiva 
riduzione dello spessore nel seguente ordine: Reverse Autograft 
(1.01±0.07), OxPVA (0.86±0.04), OxPVA+MWCNT-S (0.74±0.02), con 
differenze significative tra i gruppi (Figura 12F). La media dei g-ratio ha 
mostrato i seguenti valori: Reverse Autograft (0.65±0.041); OxPVA 
(0.76±0.05); OxPVA+MWCNT_S (0.65±0.02); con differenze significative 
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tra l’OxPVA e gli altri due gruppi (P<0.05) (Figura 12G). Per quanto 
riguarda la distribuzione/prevalenza degli intervalli di g-ratio (%), il 
range 0.6-0.7 è stato principalmente rappresentato nei gruppi Reverse 
Auograft e OxPVa+MWCNT-S (rispettivamente 39.47% e 46.81%), 
l’OxPVA ha mostrato principalmente l’intervallo 0.7-0.8 (69.31%) (Figura 
12H-J). 
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Figura 12.Analisi degli assoni mielinizzati, porzione intermedia. (A) Valutazione del tessuto 
rigenerato tramite colorazione con blu di toluidina e microscopia elettronica a trasmissione (TEM) 
(barra di scala: 20 μm (sezioni semisottili); 6 μm, immagini TEM). (B, C) Gli istogrammi mostrano 
il numero totale di assoni mielinizzati/nervo (B) e la densità degli assoni mielinizzati (numero di 
assoni/area fascicolare (μm2)) (C). (D-F) Gli istogrammi mostrano il diametro medio della fibra 
(μm2) (D), il diametro medio dell'assone (μm2) (E), lo spessore medio della mielina (μm2) (F). (G) 
Valori medi del g-ratio calcolati per ciascun gruppo sperimentale. (H-J) Valutazione della 
distribuzione dei valori del g-ratio e percentuale di prevalenza per ciascun gruppo sperimentale. I 
risultati sono riportati come valori medi ± DS (*P < 0,05; P < 0,01; ***P < 0,001; ****P < 0,0001). 

 
3.8 Peso del muscolo gastrocnemio 
L’atrofia del muscolo gastrocnemio, associata a una riduzione della massa 
muscolare, è una conseguenza comunemente osservata in seguito alla 
lesione o resezione del nervo sciatico. I dati raccolti, ottenuti 
confrontando il peso umido del muscolo dell’arto operato con quello 
dell’arto controlaterale sano, non hanno evidenziato differenze 
statisticamente significative tra i gruppi sperimentali. Tuttavia, i valori 
percentuali del rapporto tra il peso del muscolo operato e quello 
controlaterale hanno mostrato il seguente ordine decrescente: Reverse 
Autograft (32.67±23.70%), OxPVA (30.33±18.61%), OxPVA+MWCNT-S 
(27.33±4.93%).  
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       4. DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 

4.1 Discussione 
In seguito ad una lesione del nervo periferico, il recupero della funzione 
dipende dalla crescita e dall’estensione degli assoni rigenerati, attraverso 
il sito lesionato, fino a raggiungere e re-innervare il sito target distale. Le 
evidenze sperimentali mostrano il posizionamento del condotto come 
un’alternativa promettente all’interposizione di autoinnesti. I dispositivi 
tubulari ricoprono un ruolo cruciale nel guidare la crescita degli assoni e 
nel fornire un microambiente adatto al rilascio/diffusione dei fattori 
neurotrofici prevenendo al contempo l’infiltrazione di tessuto fibro-
connettivale che potrebbe ostacolare la rigenerazione stessa. In questo 
contesto, studi emergenti evidenziano il potenziale di nanomateriali nella 
rigenerazione nervosa periferica in quanto simulano un microambiente 
fisiologico, promuovendo così la crescita, il differenziamento e 
l’organizzazione spaziale dei neuroni. L’incorporazione dello 0.1% in peso 
di MWCNT-S all’interno della soluzione di OxPVA ha portato a idrogel 
reticolati con una certa conduttività superficiale (OxPVA+MWCNT-S: 
1.81x10¯⁶±2.00x10¯⁷; OxPVA: 2.00x10¯¹⁰±9.16x10¯¹²); tuttavia, l’efficacia 
di tali dispositivi tubulari in un modello animale di lesione del nervo 
periferico non era ancora stata considerata. La rigenerazione del nervo 
periferico in seguito alla perdita di sostanza è un evento complesso che 
richiede l’azione combinata di diversi fattori e segnali per ristabilire il 
microambiente ideale. Gli attuali progressi nello sviluppo di condotti 
nervosi mirano a creare un ambiente interno che imiti quello naturale per 
garantire una migliore efficacia terapeutica. Una volta reticolati 
fisicamente, i condotti di OxPVA+MWCNT-S hanno confermato una certa 
nanoporosità in sezione e un’alterazione della superficie; questa 
organizzazione ultrastrutturale può avere un ruolo interessante nel 
promuovere l’adsorbimento delle proteine ECM che vengono rilasciate 
durante la rigenerazione incluso il plasma ricco di fattori neurotrofici e 
molecole precursori ECM (fibrinogeno e fattore XIII). La dimensione dei 
pori nell’OxPVA cambia con l’introduzione delle nano strutture e ciò può 
essere dovuto al metodo d’incorporazione meccanica dei MWCNT-S e alla 
loro interazione con le catene di OxPVA. Si può presumere che l’aumento 
di nanoporosità migliori ulteriormente le capacità dell’OxPVA di 
adsorbire e rilasciare molecole bioattive trasformando lo spazio luminale 
del condotto in una camera di rigenerazione per gli assoni. I condotti a 
base di OxPVA dimostrano di adattarsi bene ai monconi terminali dei 
nervi e di resistere alla sutura senza dare origine a rotture; inoltre, l’SRS 
dei condotti di OxPVA e OxPVA+MWCNT-S variava tra 0.23 e 0.27 e tra 
0.12 e 0.23 rispettivamente, valori quindi paragonabili a valori di SRS 
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riportati per altri condotti nervosi in letteratura; in aggiunta, è da notare 
che l’incorporazione di MWCNT-S nell’idrogel di OxPVA non ha 
modificato in modo significativo l’SRS. Le proprietà meccaniche (trazione) 
dei due tipi di condotti sono analoghe. Dopo l’intervento chirurgico, il 
benessere degli animali è stato monitorato nel tempo e gli impianti in 
questo caso si sono dimostrati ben tollerati dall’intera coorte. Risultati 
funzionali specifici sono stati valutati mediante la determinazione 
dell’SFI. L’intera coorte è lontana da valori che potrebbero suggerire uno 
stato “normale”; verosimilmente ciò potrebbe essere ricondotto al 
momento precoce in cui è stata fatta la valutazione. Contestualmente i 
dati istologici e morfologici forniscono indicatori precoci di rigenerazione. 
Al momento dell’espianto, i nervi sono stati osservati in situ prima del 
prelievo. Gli idrogel risultavano ancora chiaramente identificabili nel sito 
di impianto, suggerendo l’idoneità dei dispositivi nel supportare il 
processo di rigenerazione nervosa. Inoltre, il profilo di degradazione 
dell’1% di OxPVA è risultato coerente con i requisiti richiesti per i 
condotti nervosi, che dovrebbero mantenere la propria integrità 
strutturale fino al completamento della rigenerazione del nervo e 
successivamente degradarsi in modo graduale, al fine di minimizzare il 
rischio di una risposta immunitaria cronica o di fenomeni di rigetto. Il 
tessuto rigenerato è stato valutato mediante analisi di 
immunoistochimica e di immunofluorescenza associate ad analisi 
morfostrutturali: è stata confermata la presenza di tessuto nervoso 
all’interno dei condotti. La formazione dell’epinevrio è stata 
ulteriormente confermata mediante colorazione Azan-Mallory su sezioni 
trasversali della porzione centrale del nervo rigenerato. Questa struttura 
connettivale svolge un ruolo fondamentale nel processo rigenerativo, 
favorendo la crescita assonale e fornendo proprietà angiogeniche 
essenziali per il supporto della rigenerazione nervosa. A seguito 
dell’impianto dei condotti OxPVA+MWCNT-S non sono stati osservati 
segni di infiammazione severa, né all’esame macroscopico né in seguito 
alle analisi istologiche. Tali risultati dimostrano l’elevata biocompatibilità 
dei condotti e la loro buona tollerabilità da parte degli animali dell’intera 
coorte sperimentale. Infine, è stato condotto uno studio morfometrico: il 
diametro della fibra e dell’assone e lo spessore della mielina sono 
fondamentali in quanto influenzano le velocità di conduzione dell’impulso 
nervoso; per quanto riguarda il g-ratio, il valore di 0.6 è associato ad una 
conduzione degli impulsi nervosi ottimale, mentre 0.4 può indicare fibre 
nervose degenerate e il valore di 0.7 può indicare fibre rigenerate con 
guaina mielinica sottile o fibre de-mielinizzate. Analizzando i risultati 
dello studio, sono stati riscontrati valori medi più elevati del diametro 
assonale, del diametro delle fibre nervose e dello spessore della guaina 
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mielinica nel gruppo OxPVA rispetto al gruppo OxPVA+MWCNT-S. 
Tuttavia, il numero totale di assoni mielinizzati per nervo e la densità 
assonale sono risultati maggiori nei campioni trattati con 
OxPVA+MWCNT-S rispetto a quelli trattati con OxPVA. Inoltre, l’analisi 
del g-ratio ha evidenziato un andamento simile nei gruppi 
OxPVA+MWCNT-S e Reverse Autograft, con la maggior parte delle fibre 
distribuita nell’intervallo compreso tra 0,6 e 0,7. Al contrario, nel gruppo 
OxPVA è stata osservata una prevalenza di fibre con g-ratio compreso tra 
0,7 e 0,8. 
Per completare ulteriormente questo studio e valutare in maniera più 
approfondita il recupero funzionale nel modello di lesione adottato, 
potrebbero essere integrate analisi elettrofisiologiche, dati ottenuti da 
periodi di impianto in vivo più prolungati e risultati relativi a un gruppo 
di controllo sham, al fine di consentire un confronto diretto con il tessuto 
nervoso nativo non lesionato. Nonostante tali limitazioni, l’inclusione del 
Reverse Autograft, considerato il gold standard e ampiamente utilizzato 
nella pratica clinica, fornisce un importante riferimento per la valutazione 
delle prestazioni rigenerative dei condotti OxPVA+MWCNT-S. Nel 
complesso, le evidenze sperimentali raccolte rappresentano un passo 
significativo verso lo sviluppo di condotti nervosi più efficaci per la 
rigenerazione dei nervi periferici, basati su idrogel funzionalizzati 
mediante l’incorporazione di nanomateriali elettroconduttivi. 
 
4.2 Conclusioni 
In questo studio, è stato esplorato e confermato il potenziale di un nuovo 
materiale nanocomposito ibrido per la produzione di NC, derivato dalla 
combinazione di idrogel di OxPVA con MWCNT-S. È interessante notare 
che l’incorporazione di MWCNT-S (0.1% in peso) all’interno della 
soluzione polimerica di OxPVA si è dimostrata efficace: era a basso 
dosaggio, omogenea e non ha influenzato/compromesso la resistenza 
meccanica del materiale reticolato. Inoltre, le evidenze dello studio 
preclinico, comprese le analisi istologiche, immunoistochimiche e di 
immunofluorescenza degli espianti, hanno mostrato che i NC compositi 
hanno promosso le rigenerazione tissutale con cellule di Schwann, assoni 
e vasi sanguigni che sono stati tutti riconosciuti, senza segni di 
infiammazione. Questi risultati sono in accordo con precedenti evidenze 
in cui la presenza di MWCNT-S in OxPVA non è stata associata a 
citotossicità in vitro o segni locali di infiammazione dopo l’impianto 
sottocutaneo (14 e 42 giorni), dimostrando le biocompatibilità del 
materiale composito. Per quanto riguarda l’analisi morfometrica del 
nervo rigenerato, sono stati osservati valori inferiori in termini di area 
della sezione trasversale e area fascicolare dei condotti di OxPVA+MWNT-
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S rispetto al gruppo Reverse Autograft, ma non rispetto al solo OxPVA. Il 
Reverse Autograft, non essendo un processo di rigenerazione de novo 
come i condotti, può spiegare il maggior numero di assoni mielinizzati 
osservato in questo gruppo. L’area dell’epinevrio è risultata più ampia nel 
Reverse Autograft, seguita da OxPVA e OxPVA+MWCNT-S, e il suo 
spessore riflette l’equilibrio tra rigenerazione assonale, infiammazione e 
rimodellamento della matrice extracellulare. La densità assonale più 
elevata è stata invece osservata nel gruppo OxPVA+MWCNT-S. Le analisi 
del g-ratio hanno mostrato una distribuzione simile tra OxPVA+MWCNT-S 
e Reverse Autograft. In prospettiva, saranno necessari studi su gap 
nervosi più estesi, follow-up a lungo termine e valutazioni 
elettrofisiologiche per una caratterizzazione più completa dell’efficacia 
funzionale e del potenziale clinico dei condotti. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
  



 

29 

 

5. Bibliografia 
[1](FitzGerald, Gruener, & Mtui, 2008) 
[2] Campbell WW. Evaluation and management of peripheral nerve injury. 
Clin Neurophysiol. 2008 Sep;119(9):1951-65. doi: 
10.1016/j.clinph.2008.03.018. Epub 2008 May 14. PMID: 18482862 
[3] Modrak M, Talukder MAH, Gurgenashvili K, Noble M, Elfar JC. Peripheral 
nerve injury and myelination: Potential therapeutic strategies. J Neurosci Res. 
2020 May;98(5):780-795. doi: 10.1002/jnr.24538. Epub 2019 Oct 13. PMID: 
31608497; PMCID: PMC7072007. 
[4] Stocco E, Barbon S, Emmi A, Tiengo C, Macchi V, De Caro R, Porzionato A. 
Bridging Gaps in Peripheral Nerves: From Current Strategies to Future  
Perspectives in Conduit Design. Int J Mol Sci. 2023 May 24;24(11):9170. doi: 
10.3390/ijms24119170. PMID: 37298122; PMCID: PMC10252835. 
[5] Klimovich P, Rubina K, Sysoeva V, Semina E. New Frontiers in Peripheral 
Nerve Regeneration: Concerns and Remedies. Int J Mol Sci. 2021 Dec 
13;22(24):13380. doi: 10.3390/ijms222413380. PMID: 34948176; PMCID: 

PMC8703705. 

  



 

30 

 

  



 

31 

 

6. Appendice 
Stocco E, Barbon S, Confalonieri M, Petrelli L, D'Osualdo A, Ceroni L, 
Benazzato S, Contran M, Emmi A, Tiengo C, De Caro R, Macchi V, Todros S, 
Pavan PG, Menna E, Porzionato A. Hybrid nanocomposite conduit based 
on oxidized polyvinyl alcohol and multiwalled carbon nanotubes: a new 
device supporting peripheral nerve regeneration in animal model of 
disease. Regen Biomater. 2025 Nov 12;12:rbaf108. doi: 
10.1093/rb/rbaf108. PMID: 41427423; PMCID: PMC12714389



 

 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 


