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Sommario 

Alcune tecniche utilizzate nel Tissue Engineering prevedono la lavorazione di scaffold 

naturali o artificiali per la ricostruzione di tessuti in vitro. 

Questo progetto si propone di sviluppare nuove metodologie di lavorazione di uno 

scaffold naturale di esofago, preventivamente decellularizzato, ossia privato di tutte le sue 

componenti cellulari. Talvolta però permangono tracce di DNA che spesso possono essere 

la causa del rigetto dell’impianto o di una reazione infiammatoria dell’organismo nei 

confronti di un corpo estraneo. L’obiettivo di tale progetto è di ricreare un tessuto 

muscolare di esofago in vitro attraverso la creazione di una rete di canali che permetta 

l’ingresso di staminali adulte all’interno dello scaffold. Abbiamo implementato due nuovi 

metodi di lavorazione che prevedono la costruzione di questa rete di canali all’interno dello 

scaffold secondo precise angolazioni e conformazioni geometriche. La struttura che si 

viene così a creare permetterà nelle fasi successive la semina di cellule staminali adulte 

prelevate dal midollo osseo del paziente stesso. Queste dovranno penetrare all’interno dello 

scaffold precedentemente lavorato ove troveranno un microenvironment favorevole per 

l’adesione, la differenziazione e la loro sopravvivenza. 

Tutto questo è realizzabile con tecnologie all’avanguardia e di grande precisione, 

come il bisturi Vesalius® e il robot Yamaha, supportate da ulteriori strumenti progettati 

appositamente per le sperimentazioni e ritenuti coadiuvanti nella realizzazione del 

progetto. 

Questa tecnica di lavorazione potrà rivelarsi valida non solo per tessuti del tratto esofageo, 

ma anche per altri tessuti del nostro organismo come l’intestino, la vescica e la cartilagine.  
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CAPITOLO 1 
 

 

1. Introduzione 

 

L’enorme progresso delle conoscenze nell’ambito della biologia cellulare e 

dell’Ingegneria ha consentito, negli ultimi anni, lo sviluppo di tecnologie mirate alla 

coltivazione ed alla ricostruzione in vitro di tessuti e organi, definendo una nuova branca 

delle scienze biomediche conosciuta con il termine di Ingegneria Tissutale. 

Questa è una disciplina che, attraverso il connubio tra Ingegneria e Medicina, si 

propone di costruire in vitro tessuti biologici destinati alla riparazione o sostituzione di 

tessuti umani danneggiati o affetti da patologie. La perdita di una certa porzione di tessuto 

o la compromissione di un organo a causa di eventi patologici o traumatici è uno dei più 

devastanti e costosi problemi della pratica clinica moderna. Gli interventi chirurgici, fino 

ad ora praticati, prevedono a seconda dei casi quattro possibili alternative:  

- trapianto di organo tra individui diversi;  

- trapianto di tessuto da un sito sano dello stesso individuo, al sito danneggiato;  

- sostituzione della funzione lesa attraverso un biomateriale artificiale o naturale;  

- trattamento farmacologico che compensa la carenza dei prodotti del tessuto danneggiato. 

Nonostante siano stati raggiunti ottimi risultati con queste tecniche, permangono 

problemi che sembra trovino soluzione nell’Ingegneria Tissutale. Il particolare approccio 

fornito da quest’ultima differisce dalle tradizionali tecniche di trapianto per il fatto che i 

tessuti ingegnerizzati, in caso di successo, si integrano con quelli del paziente, apportando 

in tal modo un contributo specifico e duraturo alla cura dello stato patologico, senza 

richiedere debilitanti trattamenti farmacologici. Nello specifico il Tissue Engineering 

impiega cellule organo-specifiche per popolare in vitro una struttura artificiale (detta 

scaffold o impalcatura) che viene successivamente impiantata in un organismo per 
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sostituire tessuti danneggiati irreversibilmente. La combinazione di determinati tipi 

cellulari con particolari geometrie di scaffold realizzati con materiali biodegradabili, 

naturali o sintetici, forniscono in vitro strutture “viventi”. Con questi costrutti artificiali, le 

cellule proliferano e ricostituiscono la matrice extracellulare (ECM, Extra-Cellular Matrix) 

di nuova formazione. I processi che si verificano durante la formazione e la rigenerazione 

del tessuto sono:  

- proliferazione e differenziazione cellulare;  

- produzione e organizzazione dell’ECM;  

- degradazione dello scaffold;  

- rimodellamento in vivo e crescita del tessuto.  

Ad oggi, diversi tipi di tessuto sono stati sviluppati nei laboratori di tutto il mondo, 

anche se permangono tuttavia problematiche aperte che ostacolano un successivo sviluppo. 

Il problema di fondo è duplice e riguarda i trasferimenti di massa all’interno delle strutture 

tridimensionali e la neovascolarizzazione del nuovo tessuto. I progressi più recenti in 

questo interessante e promettente settore della Bioingegneria sono stati ottenuti con l’uso 

di cellule staminali, con la scienza dei materiali, con le tecnologie di microfabbricazione e 

con lo sviluppo di sistemi dinamici di coltura cellulare. Possiamo raggruppare la ricerca nel 

campo dell’ingegneria dei tessuti attorno a quei componenti che compongono il paradigma 

dell’Ingegneria Tissutale, ovvero:  

- la componente cellulare;  

- lo scaffold;  

- il sistema di coltura.  

In questo contesto, le prospettive offerte dall’utilizzo delle cellule staminali autologhe
1
 

per la rigenerazione di tessuti ed organi rappresentano il settore più avanzato nell’ambito 

dell’Ingegneria Tissutale e della medicina moderna. La loro coltivazione in vitro 

permetterà, infatti, di far fronte alla crescente domanda di tessuti ed organi per il trapianto 

ed al tempo stesso permettere il superamento del problema del rigetto, dal momento che 

esse derivano dal medesimo soggetto. Attualmente i tessuti ingegnerizzati sono molto 

                                                             
1 Provenienti dal paziente stesso 
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utilizzati nella ricerca come modelli per studi su particolari malattie, nei test di farmaci, e 

in molte altre applicazioni. Un importante ambito applicativo è quello della chirurgia 

pediatrica e neonatale. Le patologie trattate in questo lavoro di Tesi riguardano in 

particolare quelle che colpiscono l’apparato digerente, nello specifico le patologie che 

colpiscono l’esofago. Il progetto, infatti, focalizza la propria attenzione nello studio di 

tecniche di lavorazione di scaffold naturali esofagei. Si sta cercando di creare il primo 

tessuto muscolare attraverso lo sviluppo, all’interno di uno scaffold appositamente 

lavorato, di un ambiente ottimale (microenvironment) per accogliere cellule staminali 

mesenchimali autologhe e permettere loro di differenziarsi e di ricreare gli strati muscolari 

caratterizzanti dell’esofago. 

 

 

1.1 Scaffold utilizzati nell’Ingegneria Tissutale  

      

   Un tessuto ingegnerizzato è costituito da uno scaffold (impalcatura) di natura 

sintetica o naturale il cui interno accoglie cellule e molecole portatrici di segnale. Lo 

scaffold risulta perciò essere la struttura portante per lo sviluppo tridimensionale delle 

colture cellulari. La sua morfologia deve mimare il più possibile la struttura originaria della 

matrice extracellulare. Lo scaffold risulta essere un supporto meccanico non passivo ma 

che partecipa bensì attivamente alla ricostruzione del tessuto in quanto deve interfacciarsi 

con l’ospite garantendo la realizzazione dei processi di migrazione cellulare, infiltrazione 

vascolare, contrazione e divisione cellulare. I requisiti fondamentali a cui deve rispondere 

sono la capacità di consentire l’adesione delle cellule nelle prime fasi di coltura in vitro e 

l’integrazione con l’ospite nelle fasi successive. Queste caratteristiche funzionali e 

l’attività biologica dello scaffold dipendono dalle sue stesse caratteristiche strutturali. Uno 

studio fatto da OBriena et al. [1] hanno dimostrato che la porosità di quest’ultimo influisce 

significativamente sulla migrazione cellulare, sulla quantità e profondità della crescita 

cellulare sia in vivo che in vitro.  

La preferenza nell’utilizzo di scaffold artificiali o naturali è dettata dalle esigenze di 

applicazione e dagli strumenti di lavorazione che si hanno a disposizione. Se da un lato gli 
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scaffold artificiali presentano il vantaggio di essere facilmente riproducibili e lavorabili in 

3D, dall’altro essi presentano difficoltà a integrarsi completamente con il tessuto ospite, 

crescendo così con esso. Studi su applicazioni di Ingegneria Tissutale e Medicina 

Rigenerativa dimostrano invece quanto gli scaffold che derivano da matrice extracellulare 

(ECM) facilitino il rimodellamento costruttivo di tessuti lacerati, ma soprattutto riducano il 

processo di formazione cicatriziale che accompagna generalmente il processo di guarigione 

di un biomateriale sintetico impiantato. L’adesione e la migrazione cellulare, la 

proliferazione e la disposizione tridimensionale sono fortemente influenzati e guidati dalla 

composizione e dalla struttura della matrice. Essa si trova, infatti, in uno stato di 

“equilibrio dinamico” con le cellule ed il tessuto di cui è parte integrante formando 

un’importante via di comunicazione tra le cellule. Queste motivazioni risultano sufficienti 

per adottare uno scaffold naturale per molteplici applicazioni nell’Ingegneria Tissutale. 

Possiamo utilizzare scaffold di natura omologa (da donatore a paziente), autologa (dallo 

stesso paziente) o xenologa (da animale a paziente). Generalmente gli scaffold naturali 

utilizzati nelle sperimentazioni provengono dal derma, dall’intestino o dalla vescica di 

maiale, dal derma bovino, dal pericardio equino e dalla pelle umana.  

Il processo di decellularizzazione di questi scaffold è una fase fondamentale della 

sperimentazione e può variare moltissimo a seconda del tessuto da trattare. Si tratta di un 

processo determinante poiché una risposta immunologica avversa può essere scatenata 

dagli epitopi
1
, o dal DNA allogenico

2
 o xenogenico

3
 per esempio. 

Uno studio fatto da Gilbert et al.[2], ha evidenziato che la maggior parte degli scaffold 

di ECM disponibili in commercio contengono tracce di DNA originale, residuo dei 

processi di decellularizzazione. Quest’ultima può avvenire tramite processi di detersione 

enzimatica e lavaggi particolarmente adatti a rimuovere  il contenuto cellulare del tessuto. 

In ogni caso, non solo le tracce di DNA ma anche diversi componenti della membrana 

                                                             
1L'epitopo (o determinante antigenico) è quella piccola parte di antigene che lega l'anticorpo specifico. La 

singola molecola di antigene può contenere diversi epitopi riconosciuti da anticorpi differenti. 

 
2Il termine allogenico viene usato per indicare geni, tessuti o cellule utilizzate per il trapianto che derivano da 

un organismo che appartiene alla stessa specie del ricevente, ma con un patrimonio genetico differente. 

 
3 Il termine xenogenico viene usato per indicare geni, tessuti o cellule utilizzate per il trapianto che derivano 

da un organismo che appartiene ad una specie diversa rispetto al ricevente. 

 
 

http://it.wikipedia.org/wiki/Anticorpo
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cellulare possono essere la causa scatenante di una reazione immunologica e quindi 

possono provocare il rigetto dell’impianto. 

 

Figura 1.: Paradigma dell'Ingegneria Tissutale 

 

 

1.1.1Scaffold esofagei 

 

La struttura anatomica dell’esofago, pur risultando apparentemente semplice, si presenta 

particolarmente complessa in sede di sostituzione parziale o totale di tale tessuto, viste le 

difficoltà di riproduzione delle proprietà meccaniche e funzioni della struttura originale. 

Sono molteplici le malattie congenite o acquisite a richiedere tale intervento: il tumore 

dell’esofago, l’ingestione di sostanze caustiche, l’atresia esofagea (EA)
1
 e Fistole Tracheo-

esofagee (TEF)
2
 sono tra le più comuni.  

                                                             
1 L’Atresia Esofagea è la mancanza di continuità dell’esofago, vale a dire che l’esofago si interrompe,  

ovvero termina a fondo cieco e non comunica con lo stomaco. 

2 La Fistola Tracheo-Esofagea è una comunicazione anomala tra una porzione dell’esofago e la trachea e 

deriva dal tratto, più o meno lungo, che è in comune alla via respiratoria e digerente durante lo sviluppo 

embrionale. I liquidi somministrati alla nascita per via orale invadono le vie respiratorie. 
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Figura 2.: Come si presenta l’Atresia Esofagea e la Fistola Tracheo-Esofagea in pazienti pediatrici. 

 

Non è ancora stata definita la tecnica migliore per la sostituzione dell’esofago. Le più 

importanti e diffuse tecniche chirurgiche per la sostituzione esofagea nei bambini sono la 

Trasposizione Gastrica
1
. e l’Esofagocolonplastica

2
. I risultati nel lungo termine per 

entrambe le procedure chirurgiche, sono considerati buoni in termini di mantenimento del 

peso corporeo, assenza di disfagia, e assenza di altri sintomi intestinali [4,3]. L’intervento 

di sostituzione dell’esofago con queste tecniche non garantisce al bambino una funzionalità 

pari a quella dell’organo nativo, perciò è meglio salvare quanto più possibile dell’esofago 

di origine prima di pensare ad una sua alternativa. Questo lavoro di Tesi propone una 

valida alternativa attraverso l’utilizzo di uno scaffold naturale che accolga colture cellulari 

per essere successivamente impiantato come sostitutivo del tessuto danneggiato. 

 

Per quanto riguarda lo scaffold naturale per la rigenerazione della parete esofagea, uno 

studio fatto da Marzaro et al.[5], ha evidenziato l’utilità a questo scopo della matrice 

acellulare esofagea omologa (HEAM – Homologous Esophageal Acellular Matrix) 

prelevata da maiale. Questo scaffold possiede uno spessore e una struttura che si avvicina 

                                                             
1 Trasposizione Gastrica: La complicanza più frequente, l’avversione per l’alimentazione e la difficoltà 

deglutitoria 

 
2 Esofagocolonplastica: il tratto di ansa colica viene interposto in senso isoperistaltico o fra i due capi 

esofagei oppure fra l’esofago terminale ed il fondo gastrico. 
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molto alla struttura del tessuto nativo del maiale. Il processo di decellularizzazione 

utilizzato (metodo enzimatico - detergente) ha preservato l’integrità della matrice e ha 

rimosso pressoché completamente i marcatori delle membrane.  Gli esperimenti in vitro 

fatti su questo tipo di scaffold utilizzano cellule autologhe provenienti dal midollo osseo e 

differenziate in seguito in SMC
1
. 

 

Figura 3.: Istologico dello scaffold proveniente da maiale. Si nota come la porosità della struttura sia densa 

e quindi sono favoriti gli scambi nutritivi e cataboliti. La porosità intrinseca però non ha dimensioni tali da 

permettere il passaggio spontaneo di cellule: da qui la necessità di lavorare ulteriormente lo scaffold. 

 

Nei nostri esperimenti, infatti, sono stati decellularizzati scaffold provenienti da maiale, 

in quanto la struttura e la composizione tissutale di tale esofago si avvicina molto a quella 

umana. Questo scaffold, dopo aver subito processi di decellularizzazione, che come detto 

in precedenza indeboliscono la struttura, ha mantenuto comunque una resistenza alla 

trazione e all’uso chirurgico sufficiente, tale da permettere ulteriori stadi di lavorazione.  

  

                                                             
1 Smooth muscle cells 
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1.2 Colture cellulari di cellule staminali 

 

Tra le diverse aree di ricerca che concorrono a formare le competenze dell’Ingegneria 

Tissutale, un ruolo fondamentale è quello giocato dalla biologia cellulare. Risulta, infatti, 

sempre più necessario comprendere nei dettagli i meccanismi che regolano la crescita e la 

differenziazione cellulare e le modalità attraverso le quali i componenti della matrice 

extracellulare (ECM) interagiscono con le funzioni cellulari. Altri aspetti rilevanti 

riguardano ovviamente la provenienza delle cellule da trapiantare (possono provenire da 

linee cellulari differenziate o prelevate da tessuti del paziente stesso, di altri donatori 

omologhi, da animali) ed il modo di conservarle.  

Le cellule dunque svolgono un ruolo cruciale nei processi di riparazione e rigenerazione 

dei tessuti. Le loro caratteristiche biologico - funzionali comprendono: proliferazione, 

differenziamento, interazioni inter-cellulari, produzione di biomolecole, formazione della 

ECM. Le fonti cellulari possono essere autologhe
1
, singeniche

2
, allogeniche

3
 o 

xenogeniche
4
. 

Le cellule ideali da utilizzare in ingegneria tessutale dovrebbero essere dotate di alcune 

importanti proprietà:  

 dovrebbero essere facilmente reperibili;  

 dovrebbero facilmente moltiplicarsi senza subire alterazioni fenotipiche o 

funzionali;  

 non dovrebbero essere in grado di trasmettere agenti patogeni interspecie;  

 dovrebbero essere in grado di differenziarsi in una certa varietà cellulare;  

 dovrebbero infine provocare una risposta immunologica minima.  

 

Le tecniche che prevedono l’uso di linee cellulari nell’Ingegneria Tissutale permettono 

la sostituzione selettiva delle cellule malate con cellule capaci di ripristinare la funzione 

desiderata. Se da un lato rappresentano il vantaggio di essere manipolate in vitro prima 

                                                             
1Autologhe: prelevate dallo stesso individuo.  
2 Singeniche: prelevate da un individuo geneticamente identico. 
3 Allogeniche: prelevate da un diverso individuo della stessa specie.  
4 Xenogeniche: prelevate da una specie diversa 
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dell’impianto in vivo, dall’altro sono vincolate dalla capacità delle cellule di mantenere le 

loro funzioni in vivo. Una tecnica di grandissima attualità che sembra avere promettenti 

sviluppi e viene impiegata in sempre più numerose applicazioni, è quella che prevede l’uso 

di particolari cellule: le cellule staminali.  

Esse hanno infatti ottime caratteristiche in termini di differenziazione. È noto infatti che 

cellule derivanti da blastocisti di embrione umano, dopo 4-5 mesi di proliferazione 

indifferenziata in coltura, riescono a differenziarsi in tutti e tre gli strati di germinazione 

embrionali: endoderma (e.g. epitelio intestinale), mesoderma (e.g. cartilagine, osso, 

muscolo), ectoderma (e.g. epitelio squamoso stratificato) [6]. Benché queste linee cellulari 

si mostrino molto promettenti, forti vincoli etico - morali e legali, ancora oggi motivo di 

dibattiti, ne impediscono l’utilizzo e lo studio in molte nazioni, non permettendo in questo 

modo la comprensione di quei meccanismi che presiedono al controllo del 

differenziamento cellulare. 

 

Figura 4. :Ingrandimenti di alcuni ti pi di tessuto: a) tessuto epiteliale; b) tessuto muscolare cardiaco; 

c) tessuto epatico; d) tessuto adiposo; e) tessuto muscolare liscio; f) tessuto nervoso. 
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Generalmente l’utilizzo di colture cellulari, disseminate in scaffold appositamente 

creati, ha come obiettivo il ripristino della funzione di un tessuto attraverso una vera e 

propria sostituzione delle cellule malate con nuove cellule funzionalmente attive. Poter 

manipolare preventivamente in vitro queste colture cellulari prima del loro impianto in vivo 

ne costituisce un vantaggio. Il limite invece, di questa tecnica è ricollegabile alla reale 

capacità delle cellule di mantenere le loro funzioni in vivo ed alla possibile insorgenza di 

fenomeni di rigetto. Attualmente le tecniche di neomorfogenesi in vitro stanno ottenendo 

risultati promettenti grazie all’uso non tanto di colture di cellule mature, quanto di cellule 

staminali per favorire il processo di guarigione e la rigenerazione di nuovi tessuti ed 

organi. 

 

1.2.1 Cellule staminali: classificazione e proprietà 

 

La cellula staminale è una cellula non specializzata capace di dividersi indefinitamente; 

a ogni suddivisione produce due cellule figlie, delle quali una è staminale e l’altra è 

precursore di una popolazione di cellule che, a loro volta, danno luogo a cellule mature e 

differenziate.  

Le caratteristiche tipiche di una cellula staminale sono quindi: 

• non è una cellula differenziata; 

• si può dividere senza limitazioni; 

• quando si divide, ciascuna cellula figlia ha la possibilità di rimanere cellula staminale o 

seguire un processo che la porta alla specializzazione. 

 Le cellule staminali assicurano la formazione e il rinnovamento dei tessuti, ovvero la 

sostituzione delle cellule che hanno terminato il proprio ciclo vitale e di quelle lesionate. 

Nell’adulto, la quantità e la capacità proliferativa delle cellule indifferenziate è diversa nei 

tessuti che, per tale motivo, presentano differente capacità di rinnovamento e, nell’istologia 

classica, vengono distinti in labili (in attiva proliferazione), stabili (normalmente 

quiescenti ma in grado di riprendere la proliferazione) e perenni (definitivamente uscite dal 

ciclo cellulare pertanto incapaci di proliferare).  
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Figura 5.: Caratteristiche distintive di cellule staminali e cellule progenitrici/precursori.  

 

Una possibile suddivisione delle cellule staminali è la seguente: 

 cellule staminali totipotenti, che possono svilupparsi in un intero organismo e 

persino in tessuti extra-embrionali. Lo sono lo zigote e le cellule delle prime 

divisioni dell'embrione. 

 cellule staminali pluripotenti, che possono specializzarsi in tutti i tipi di cellule 

derivati dai tre foglietti embrionali, ma non nelle cellule che compongono i tessuti 

extra-embrionali, presenti sia nel feto, sia in alcuni tipi di cellule staminali adulte 

(come ad esempio nel cordone ombelicale). 

 cellule staminali multipotenti, che sono in grado di specializzarsi unicamente in 

alcuni tipi di cellule collegate, ad esempio negli elementi del sangue come globuli 

rossi, bianchi e piastrine. Anche nel sistema nervoso adulto sono presenti cellule 

staminali multipotenti. 
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 cellule staminali unipotenti, che possono generare solamente un tipo di cellula 

specializzata. 

In realtà, molte proprietà delle cellule staminali e i meccanismi che ne guidano il 

differenziamento sono ancora in una fase di studio; numerose ricerche hanno rivelato 

caratteristiche prima inaspettate, come la capacità di alcune cellule staminali adulte di 

trasformarsi in cellule di tessuti diversi da quello cui appartengono 

(transdifferenziamento). Inoltre, cellule di tipo staminale sono state trovate anche in tessuti 

tradizionalmente considerati incapaci di rinnovarsi (perenni), come il tessuto nervoso e 

quello pancreatico. La loro straordinaria capacità proliferativa, combinata con la capacità 

di differenziazione, rende queste cellule uniche nel loro genere. E sono proprio queste loro 

immense proprietà che le rendono ancor oggi difficili da trattare. Un comune interesse 

mondiale le vede come protagoniste, soprattutto nelle ricerche che riguardano la 

sostituzione di tessuti danneggiati o malati con tessuti creati a partire dalla loro 

differenziazione. L’applicazione in laboratorio di cellule staminali consiste nella 

manipolazione di queste ultime per farle diventare cellule specializzate. Questo processo è 

noto come differenziazione diretta [7] .  

Le cellule staminali sono estremamente importanti nei primi stadi dello sviluppo 

embrionale. Tuttavia cellule multipotenti sono presenti in piccole quantità anche in età 

adulta. Un esempio di staminali multipotenti è dato dalle cellule staminali del midollo 

osseo.  

 

1.2.2 Cellule staminali adulte 

 

Le prime operazioni di isolamento di cellule staminali pluripotenti a partire da embrioni 

umani trovano impiego verso la fine degli anni Novanta. La ricerca rivolge particolare 

attenzione alle cellule staminali adulte, le quali si localizzano in tessuti differenziati ove 

sono presenti in diverse concentrazioni e stati di attività. Esse sono per definizione cellule 

non-specializzate e sono costantemente sottoposte ad un auto-rinnovamento. Questo 

aspetto le rende difficilmente quantificabili e localizzabili con precisione [7]. Le proprietà 

principali che possono essere attribuite a queste cellule sono sicuramente la capacità di 

auto-riparazione e auto-rigenerazione. Quest’ultimo aspetto si concretizza nell’abilità da 

parte di queste cellule di duplicarsi: la divisione porta la progenie a differenziarsi e/o 
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evolversi in cellule mature con caratteristiche strutturali e funzionali ben precise. La 

capacità da parte delle cellule staminali adulte di differenziarsi in una cellula di un 

determinato tipo di tessuto in certe condizioni microambientali prende il nome di plasticità 

[8].   

Questa potenzialità ha importanti implicazioni applicative ma anche politiche ed etiche. 

In molte malattie genetiche o acquisite in età matura, le cellule staminali residenti nel 

tessuto colpito potrebbero essere state distrutte dal processo patologico o aver esaurito la 

loro capacità proliferativa e non essere quindi più disponibili per contribuire alla 

rigenerazione tissutale. In questi casi sarebbe utile poter isolare le cellule staminali da un 

altro tessuto, non colpito dalla malattia e utilizzarle per riparare il tessuto leso, dopo averle 

indotte a differenziarsi nel tipo cellulare interessato. Perché un simile procedimento possa 

divenire terapeuticamente efficace, sarà però necessario soddisfare tutte le seguenti 

necessità: 

 

1. le cellule staminali devono essere isolate dal tessuto affetto (se possibile) o da un 

tessuto sano ma comunque clinicamente accessibile. 

 

2. le cellule staminali devono essere isolate in numero sufficiente oppure espanse in 

coltura senza perdita di staminalità (capacità di auto-rinnovamento) e/o potenzialità 

differenziativa.  

 

3. le cellule staminali devono essere veicolate all’interno del tessuto danneggiato in 

modo selettivo ed efficiente. A differenza del midollo (“homing” spontaneo dopo 

iniezione endovenosa) e dell’epidermide (applicazione topica di lembi di tessuto) 

tutti gli altri organi devono essere raggiunti o per iniezione intra-tissutate o per via 

ematica. La prima procedura è complessa e inefficiente poiché le cellule iniettate 

migrano poco e quindi numerosissime iniezioni sarebbero necessarie. La seconda, 

logicamente preferibile, richiede però che le cellule iniettate siano capaci di 

arrestarsi nell’organo bersaglio, di aderire e attraversare l’endotelio, una proprietà 

non ancora dimostrata per la maggior parte delle cellule staminali. 
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4. le cellule staminali devono sopravvivere nel tessuto danneggiato e differenziarsi 

con alta efficienza nel tipo cellulare richiesto, così da ripristinare le funzioni 

precedentemente danneggiate dalla malattia. 

 

Nonostante questi problemi, lo sviluppo di linee cellulari in grado di produrre molti 

tessuti dell’organismo umano rappresenta uno dei più stimolanti studi di ricerca dell’ultimo 

decennio ed apre la porta ad una rivoluzione nella pratica medica [9].  

 

1.2.3 Cellule staminali mesenchimali 

 

Le cellule staminali mesenchimali sono una popolazione cellulare multipotente; se 

adeguatamente indirizzate possono dare origine a cellule con caratteristiche di vari tessuti 

come quello osseo, cartilagineo, adiposo o muscolare. 

Le cellule staminali mesenchimali sono contenute all'interno dello stroma midollare. Una 

delle maggiori difficoltà che si incontrano nell'utilizzo in campo clinico di queste cellule è 

la loro scarsa presenza nel midollo. Quindi, per poter essere utilizzate, devono essere 

prelevate ed espanse in laboratorio per raggiungere un numero clinicamente rilevante. Al 

di fuori del corpo (ex-vivo), le cellule staminali mesenchimali mantengono una buona 

capacità proliferativa e sono capaci di aderire a superfici quali vetro e plastica, che 

vengono comunemente utilizzate per la cultura delle cellule in laboratorio. 

In un processo composto di prelievo, espansione e reimpianto, l'espansione è il punto 

chiave. Il metodo utilizzato per espandere deve essere sicuro, efficace, facile da ottenere e 

poco costoso. Per ottenere un’espansione cellulare è necessario non solo 'alimentare' le 

cellule, ma anche fornire loro dei segnali che le inducano a moltiplicarsi. Nella pratica di 

laboratorio questo stimolo si traduce nell'esporre le cellule a delle proteine generalmente 

classificate come fattori di crescita. In un’ottica di utilizzo di cellule autologhe, ovvero del 

soggetto stesso, per una ricostruzione biologica di un tessuto, costituisce una prospettiva 

logica utilizzare per l'espansione delle cellule fattori di crescita autologhi.  
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Questi fattori possono essere contenuti nel siero
1
 del soggetto, a cui vengono prelevate 

le cellule o nelle sue piastrine. Oltre alla logica bisogna considerare che i fattori di crescita 

autologhi costituiscono un'opzione dai costi contenuti e con buoni margini di sicurezza. 

Le loro proprietà di espansione e di differenziazione in una linea specifica di cellule, 

offrono una valida alternativa agli studi dell’Ingegneria Tissutale e alle terapie di Medicina 

Rigenerativa. La selezione di una linea specifica di MSCs (Mesenchymal Stem Cells) 

differenziata è stata oggetto di numerosi studi in vitro, promuovendo la differenziazione in 

osteoblasti, adipociti e condrociti [10]. 

 

Figura 6. :Linea staminale mesenchimale 

 

Diversi studi hanno utilizzato le cellule staminali del midollo osseo per ricreare cellule 

del tessuto muscolare. Una ricerca fatta nel 2003 da Cho et al. [11], ha dimostrato l’abilità 

delle cellule del midollo osseo di differenziarsi in diverse linee di cellule mesenchimali. 

Muovendosi sulla traccia di quanto descritto nel lavoro di Cho et al.[11], per quanto 

riguarda l’utilizzo delle cellule staminali da midollo osseo, ancoriamo la convinzione che il 

                                                             
1 Il siero è la fase liquida del sangue senza fibrinogeno (la proteina che lo fa coagulare).  
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connubio di queste colture cellulari con uno scaffold adeguato per spessore, consistenza, 

forma e dimensioni possa portare alla produzione di un precursore dell’organo definito, 

tale da poterlo sostituire e rigenerare nei tratti mancanti. Questa tecnica può essere 

replicata per molti tessuti/organi differenti, soprattutto se costituiti fondamentalmente da 

tessuto muscolare, sia piani che cavi, quali esofago, intestino, vescica, uretra, diaframma, 

parete addominale, e altri ancora basati su tessuti differenti. 
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CAPITOLO 2 
 

 

2. Strumentazione e materiali utilizzati 

 

Questo progetto è frutto di una collaborazione interdisciplinare che coinvolge diversi 

enti, quali: 

 Università di Padova, con il Dipartimento di Ingegneria dell’Informazione, 

 Il Dipartimento di Fisiologia, il Dipartimento di Scienze Farmaceutiche e il Centro 

di Chirurgia Sperimentale; 

 Divisione Clinicizzata di Chirurgia Pediatrica dell’Azienda ULSS n°9 di Treviso; 

 Telea Electronic Engineering SRL (Sandrigo - Vicenza). 

L’obiettivo del progetto è un sistema combinato il cui prodotto sia un tessuto 

ingegnerizzato tale da poter essere trapiantato direttamente nell’organismo di un paziente. 

Lo scaffold naturale proveniente da esofago di maiale di nostro interesse è stato ottenuto 

mediante processi di decellularizzazione. Su di esso sono stati creati reti di canali 

comunicanti tra di loro, lungo tutto il suo spessore, di diametri e angolazioni diverse 

variabili e controllabili in tutti i parametri. La necessità di creare questa 

intercomunicabilità all’interno del tessuto risulta fondamentale affinché le cellule possano 

permeare il tessuto ed aderire alle sue pareti. La naturale microporosità della struttura, 

comunque, favorisce uno scambio di sostanze nutritive, di fattori di crescita, di fattori 

induttivi, e l’eliminazione delle sostanze di scarto. Questi sono motivi per cui è stata 

ribadita più volte la propensione nell’utilizzo dello scaffold naturale. Questa rete di canali 

configura un microsistema adatto a rivitalizzare lo scaffold in tutto il suo spessore. 

Nonostante venga leggermente indebolita dai processi di decellularizzazione, la resistenza 

e la compattezza della struttura tridimensionale dello scaffold ha permesso una lavorazione 

ottimale.  
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Il connubio tra diverse tecnologie all’avanguardia ha permesso il raggiungimento del 

nostro scopo. La precisione e l’accuratezza di cui si necessitava per fare migliaia di fori del 

diametro di poche decine di micron, ordinatamente disposti in pochi centimetri quadrati di 

tessuto, sono state garantite da un Robot, fornitoci dalla YAMAHA Corporation, al quale è 

stata abbinata la tecnologia del bisturi a Risonanza Quantica Molecolare VESALIUS®. 

Sono stati inoltre utilizzati un piano inclinabile per creare la rete di canali secondo precise 

angolazioni. È prevista l’introduzione di ulteriore strumentazione per lo svolgimento del 

progetto (vedi Capitolo 5). 

2.1 Il Robot Yamaha 

Il robot utilizzato in questo progetto appartiene alla serie di robot RCX sviluppata dalla 

YAMAHA. Anni di esperienza e risultati hanno provato la loro efficacia sia nell’ambito 

dell’elettronica che della robotica. Questi controllori sono specificatamente indicati per 

svolgere un’attività in cui l’efficienza e l’accuratezza sono parametri imprescindibili per la 

realizzazione del nostro progetto. Il Robot YAMAHA utilizzato, ha numerose 

caratteristiche che lo rendono un mezzo molto preciso per quanto riguarda gli spostamenti 

per la creazione della nostra rete di canali. Una descrizione grafica dei suoi componenti è 

riportata in Figura 7, dove si possono notare due rotaie per gli spostamenti lungo gli assi x 

e y, e un braccio che effettua invece gli spostamenti lungo l’asse z. Il quarto asse, ovvero 

quello di rotazione, potrebbe rivelarsi utile nelle futuri lavorazioni dello scaffold quando 

avrà forma cilindrica (richiamando la forma stessa dell’esofago).  

 

Figura 7.: Robot YAMAHA (serie RCX240), in prospettiva laterale, frontale e inversione 3D.  
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Le caratteristiche intrinseche del robot indicano che per gli spostamenti sui tre assi, 

l’errore di ripetibilità (per una singola oscillazione) è di circa 0,01 mm. La velocità 

massima che può raggiungere varia invece a seconda degli assi: 1200 mm/sec per gli 

spostamenti lungo gli assi x e y, mentre 600 mm/sec per spostamenti lungo l’asse z.  

Le escursioni massime, ossia il massimo range di movimento lungo le corsie del robot, 

variano anche esse a seconda degli assi considerati: 150 mm per l’asse x, 100 mm per 

l’asse y e 50 mm per l’asse z. Per avere questa differenza nei parametri di movimento 

lungo gli assi, il motore eroga potenze diverse a seconda dell’asse da far muovere: sono 

previsti 200 W per l’asse x, e 100 W per gli assi y e z. 

Le operazioni della serie RCX di controllori vengono gestite da un linguaggio di 

programmazione per robot ad alto livello del tipo BASIC, il quale è conforme al 

linguaggio di programmazione dell’industria robotica SLIM
1
. Si tratta di un linguaggio che 

permette una facile implementazione e programmazione anche di movimenti complessi e 

utilizza un metodo di compilazione per avere un’esecuzione rapida dei programmi. Questo 

metodo di compilazione controlla la sintassi del linguaggio del robot, la converte in codici 

intermediari, e crea un file eseguibile (file oggetto) prima di far funzionare il programma 

stesso. Come strumento di programmazione è stato usato un controllore del modello RPB 

(Programming box della serie R). 

Per fornire un’elevata affidabilità e resistenza all’ambiente viene utilizzato un risolutore 

per il rilevatore di posizione del motore. Essendo un prodotto della YAMAHA, la serie 

RCX di controllori robotici risulta conforme alle direttive dei macchinari, del basso 

voltaggio e della EMC (Electromagnetic compatibility) secondo le norme CE. Il modello 

di questo robot è stato configurato per operare secondo la modalità "SAFE". 

 

 

 

 

                                                             
1 Standard Language for Industrial Manipulators. 
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2.2 Il Bisturi a Risonanza Quantica Molecolare Vesalius® 

 

Il bisturi elettronico a risonanza quantica molecolare VESALIUS® è il risultato di anni 

di studio nel campo della radiochirurgia in alta frequenza e degli effetti che questa 

determina sui tessuti biologici. È ritenuta da molti una delle più innovative tecnologie 

presenti attualmente nel mercato. È unico al mondo ed è brevettato dalla Telea Electronic 

Engineering SRL. Questo strumento implementa la teoria della risonanza quantica 

molecolare, la quale utilizzando campi elettromagnetici in alta frequenza con determinate 

frequenze stimola la deformazione delle cellule. La particolarità di questo bisturi sta nel 

fatto che utilizza determinate frequenze senza aumentare in modo apprezzabile la 

temperatura del tessuto biologico. Quando si dà energia ad un sistema, l’energia assorbita 

si converte principalmente in energia cinetica che a sua volta si converte in energia 

potenziale, poi ancora in energia cinetica e così via. Questo vale anche quando si dà 

energia ad un sistema biologico ad es. il tessuto umano. 

 Quando diamo energia al tessuto biologico, questa porta ad un aumento della 

vibrazione molecolare e quindi aumenta la temperatura del suddetto tessuto (aumento 

dell’energia cinetica e potenziale) e quando la temperatura supera i 50°C si ha la morte 

cellulare. Gran parte delle trasformazioni e dei processi che si manifestano nelle cellule e 

nei tessuti biologici in genere, avvengono quando si produce una separazione tra atomi o 

molecole (creazione di ioni ecc.).  

 

 

 

 

 

  Figura 8.: Spettro di frequenza in risonanza (da 4MHZ a 64 MHZ). Conseguenza 

principale: rottura dei legami molecolari 



  

 

 

21 
 

 

La separazione di queste entità avviene fornendo energia in modo da ottenere un 

aumento dell’energia assorbita (potenziale e cinetica). Purtroppo l’aumento dell’energia 

cinetica porta ad un aumento di temperatura che provoca il cosiddetto danno termico. Se si 

potesse dare energia in modo tale da ottenere questa separazione senza un aumento 

apprezzabile dell’energia cinetica di vibrazione, otterremmo il risultato cercato senza 

apprezzabile aumento di temperatura, con tutti i vantaggi del caso.  

Poiché un sistema assorbe energia per quantità discrete (quanti di energia) possiamo 

supporre che un legame molecolare assorba un’energia quantizzata il cui valore dipende 

dalla frequenza dell’onda che trasporta questi quanti di energia (onda portante). 

Possiamo dunque affermare che:  

- per ogni tipo di legame, atomico, molecolare, ecc. esiste un valore quantico di energia 

tale da rompere questo legame senza far aumentare l’energia cinetica degli atomi o 

molecole colpite e quindi senza provocare un aumento della temperatura. 

- qualsiasi forma di energia viene trasmessa da una sorgente ad un “utilizzatore” per 

pacchetti o quanti di energia; il valore di energia trasportata da questi quanti dipende dalla 

frequenza della sorgente che li ha prodotti. 

Quando questi quanti di energia colpiscono il “ricevente”, nel nostro caso il tessuto umano, 

producono in esso un’azione di questo tipo: 

-se il valore dell’energia del quanto è diverso dall’energia di legame della molecola o 

dell’atomo colpito, si ha solo un aumento dell’energia cinetica dell’atomo o della molecola 

senza immediata rottura del loro legame, portando ciò ad un aumento della temperatura (il 

legame può rompersi dopo un certo tempo per effetto della temperatura elevata) 

-se il valore dell’energia del quanto è uguale all’energia di legame dell’atomo o molecola 

interessata, allora tutta l’energia del quanto viene assorbita e utilizzata per rompere il 

suddetto legame, senza aumentare la loro energia cinetica e quindi senza aumentare la 

temperatura. 

L’impedenza del tessuto è misurata in Ohm di resistenza alla corrente e varia 

notevolmente da un distretto anatomico all’altro, dal tipo di vascolarizzazione, e dalla 
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presenza di saliva o di sudore. I tessuti umidi infatti hanno bassa impedenza mentre quelli 

asciutti o l’epidermide hanno alta impedenza: quindi più è elevata l’idratazione e più è 

agevole il passaggio della corrente, più è alta la disidratazione e più la corrente avrà 

difficoltà a passare. 

Il Vesalius genera una corrente alternata in alta frequenza con onde combinate in modo 

particolare. L’onda fondamentale a 4MHz e le successive onde a 8, 12 e 16MHz, con 

ampiezza decrescente e aumento della frequenza, creano quanti energetici di un valore tale 

da rompere i legami molecolari senza provocare l’aumento di energia cinetica degli atomi 

e delle molecole colpite e di conseguenza senza aumentare la temperatura (infatti, non 

supera mai i 45- 50). L’impiego degli elettroni per trasferire i quanti di energia alle 

molecole risulta clinicamente vantaggioso per la precisione del taglio e per la potenza. 

 Il taglio è provocato quindi dalla rottura della struttura cellulare ad’opera dell’energia 

fornita dalla punta del bisturi. Il funzionamento tipico, invece, di tutti gli elettrobisturi 

standard, è di creare una bruciatura attorno al tessuto trattato, dovuto ad un innalzamento 

consistente della temperatura. Quindi, questi sistemi espongono il paziente a pericolose 

tensioni e ad estese aree di necrosi secondaria[12]. Risulta da queste considerazioni che 

l’utilizzo del bisturi a risonanza quantica molecolare in questo progetto risulta a dir poco 

vantaggioso. 

Nel nostro caso specifico abbiamo utilizzato il modello MCN del bisturi VESALIUS® 

la cui estremità del manipolo è caratterizzata dalla presenza di un ago, di diametro 

variabile (dell’ordine dei micrometri), utilizzato più comunemente per trattamenti di 

epilazione e teleangectasie
1
.  

 

                                                             
1 La teleangectasia è la dilatazione di piccoli vasi sanguigni, generalmente superficiali, i quali assumono 

l'aspetto di arborescenze sinuose di colore rosso vivo o rosso-bluastro e divengono visibili oltre l'epidermide. 

http://it.wikipedia.org/wiki/Vaso_sanguigno
http://it.wikipedia.org/wiki/Epidermide
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Figura 9.: Vesalius MCN ‐ Bisturi a Risonanza Quantica Molecolare  

 

II bisturi a Risonanza Quantica Molecolare VESALIUS® MCN è un innovativo 

apparato monopolare e bipolare pensato per le applicazioni più varie, quali la Chirurgia 

Plastica, la Maxillo Facciale, la Ginecologia, l’Otorinolaringoiatria, l’Ortopedia, la 

Chirurgia Pediatrica e in tutte le specialità più delicate. Il VESALIUS® MCN consente di 

tagliare il tessuto senza esercitare la minima pressione, il taglio avviene appunto per 

risonanza molecolare e i tessuti vengono separati senza creare il minimo danno termico (la 

temperatura raggiunge al massimo 45-50°C). Precedentemente sono state effettuate delle 

sperimentazioni mettendo a confronto il Vesalius con un altro elettrobisturi standard. Il 

tessuto lavorato con quest’ultimo risulta infatti troppo danneggiato dalle bruciature 

provocate e quindi non utilizzabile come scaffold ideale per la sopravvivenza e la 

successiva differenziazione delle cellule. 

 

L’utilizzo del Vesalius presenta dei vantaggi concreti in questo progetto. Una delle 

capacità principali che bisogna riconoscerne è quella di non generare tessuto necrotico nel 

tessuto trattato. Questo ha portato ad ottenere una qualità ottimale del campione alla fine 

della lavorazione con conseguente ottenimento di analisi istologiche di elevato interesse 

biologico. 

L’accostamento di altre strutture e di altri dispositivi al bisturi rende ancor di più 

efficace e rara nel suo genere la lavorazione degli scaffold naturali, in quanto tutte le 

componenti intrinseche della struttura tessutale originale rimangono intatte.  
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2.3 Il Piano inclinato 

 

L’idea di base su cui si fonda questo progetto di Tesi è quello di realizzare una nuova 

rete di canalizzazione all’interno dello scaffold per ottenere una serie di vasi comunicanti 

attraverso cui è prevista la proliferazione e differenziazione delle cellule staminali. L’idea 

di creare dei canali intrecciati per garantire una più complessa ed efficace comunicabilità 

tra le cellule ha richiesto di effettuare le forature non solo in verticale ma bensì anche 

secondo angolazioni che sono state studiate in precedenza e ritenute favorevoli per le 

sperimentazioni successive. È stata progettata una nuova struttura di sostegno dello 

scaffold inclinata secondo le nostre esigenze. Dagli esperimenti svolti precedentemente si è 

verificato che una foratura del tessuto con un’angolazione di 30° fosse plausibilmente 

favorevole. A tal proposito è stato progettato un piano inclinato ed un angolatore per 

ottenere l’inclinazione desiderata.  

 

Figura 10.: Robot e piano inclinato. A destra l’angolatore di 60° da posizionare all’interno del supporto del 

piano inclinato. 

 

Per massimizzare l’intreccio dei canali sono stati implementati degli algoritmi coerenti 

con le ipotesi dei modelli matematici studiati. Si è tenuto conto delle varie inclinazioni e 

delle dimensioni dei diametri degli aghi. Questa massimizzazione, benché goda della 

precisione algoritmica, è comunque compromessa dall’errore di lavorazione del robot e 

dagli errori intrinseci della struttura collegata. Nonostante si tratti di un errore minimo 
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(dell’ordine dei micrometri), anche un piccolo scostamento, provoca uno sfasamento 

notevole degli intrecci.  

Qui in figura si può vedere una rete di canali intrecciati su linee parallele. Il tessuto è 

stato lavorato con due tipi di inclinazioni diverse. Dal disegno si nota una fitta rete di 

intrecci molto regolare. Questo tipo di lavorazione era già stato svolto nella fase precedente 

del progetto in cui è stata usata una singola dimensione del diametro dell’ago (pari a 

75μm). 

 

Figura 11.: Rete di canali intrecciati su linee parallele (visione bidimensionale e tridimensionale).  

 

La novità dei nuovi metodi di canalizzazione prevede l’introduzione di un ago dal 

diametro più grande con cui si effettua una foratura in verticale secondo parametri che 

verranno meglio esplicati nel capitolo successivo.  
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CAPITOLO 3 

 

3.1 Tecniche operative e sperimentazioni  

 

La porosità intrinseca dello scaffold non permette alle cellule di infiltrarsi 

spontaneamente, ma è necessario creare una rete di canalizzazione interna per facilitare il 

loro passaggio e comunicazione verso l’interno dello scaffold. Gli studi precedenti sulla 

semina di colture cellulari prevedevano una distribuzione delle cellule solo in superficie 

ma buona parte di queste sono state rimosse dai fluidi presenti nel microsistema prima di 

agganciarsi allo scaffold. Questa riduzione del numero di cellule spesso comporta un 

fallimento dell’esperimento oltre ad uno spreco di materiale cellulare costoso. 

Il nostro obiettivo in questo studio di ricerca è infatti quello di trovare il metodo ideale per 

favorire l’ingresso di colture cellulari (nel nostro caso cellule staminali mesenchimali 

autologhe) attraverso la creazione di una rete molto densa di canali intrecciati in maniera 

ottimale, in modo da favorire l’adesione di queste cellule e la loro sopravvivenza 

all’interno dello scaffold, senza spargimento al di fuori del tessuto lavorato.  

Le prime fasi di sperimentazione del progetto [13] riguardano prevalentemente lo studio 

degli strumenti, dei metodi e delle tecniche che sono stati successivamente implementati 

nella fase seguente del progetto. La standardizzazione, per quanto ipotetica, di alcuni 

parametri ha permesso di ipotizzare determinati parametri per le nostre sperimentazioni.  

La resistenza dell’ago dopo migliaia di buchi ad esempio è stato un test importante. I 

risultati ottenuti hanno confermato che l’ago ha un’ottima tenuta e resistenza alla rottura. 

Leggere curvature sono dovute all’irregolarità superficiale del tessuto e ai movimenti 

necessari che è costretto a fare durante la lavorazione. Un’irrigazione del tessuto con 

fisiologica migliora ulteriormente le prestazioni e la qualità sia del tessuto e sia dell’ago, 

che resiste più a lungo con pochi interventi di pulizia delle sue pareti. La resistenza alla 

rottura dell’ago è un aspetto molto importante. Qualora esistesse una remota probabilità di 

rottura si dovrebbe intervenire con l’azione di un sistema di controllo visivo dell’ago, in 

grado di localizzare le coordinate esatte del punto in cui è avvenuta la rottura e di 
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provvedere a rimuovere la punta all’interno dello scaffold. La mancata precisione di 

localizzazione del punto esatto in cui avviene l’interruzione del lavoro, comprometterebbe 

tutta la sperimentazione. Altri parametri da tenere in considerazione sono sicuramente la 

potenza del bisturi Vesalius® e la velocità di interpolazione del robot ai fini di una buona 

lavorazione per salvaguardare sia l’ago che il tessuto stesso. Una potenza troppo alta brucia 

il tessuto e un’alta velocità di interpolazione del robot lo sfibra .  

Si è giunti perciò ad un compromesso di standardizzazione di questi parametri per le 

sperimentazioni. Sono stati impostati parametri di velocità intorno al 40-50% rispetto alla 

velocità massima interpolata dal robot e una potenza nel range di livello tra 8-12 impostato 

nel bisturi. 

L’idea innovativa di questo lavoro di Tesi consiste nello studio di nuovi metodi di 

canalizzazione per ottimizzare ulteriormente l’intreccio dei canali che si formano grazie 

alla lavorazione del tessuto. Fino ad oggi sono state fatte sperimentazioni con una sola 

dimensione di diametro dell’ago. Il tessuto ha mostrato una buona tenuta e la rete di canali 

formatasi, visibile dalle immagini al SEM e dalle analisi istologiche, ha spinto a 

considerare nuove strade per la lavorazione dello scaffold. Da qui, nasce l’idea di 

introdurre nelle lavorazioni di sperimentazione l’utilizzo di un ago di dimensioni più 

grandi rispetto a quelli utilizzati nelle sperimentazioni precedenti. In particolare l’idea è 

quella di utilizzare due dimensioni diverse di aghi nella lavorazione dello stesso tessuto 

secondo i metodi che verranno a breve esplicati.  

Come spiegato precedentemente nelle nostre sperimentazioni abbiamo utilizzato tessuto 

esofageo. Da esso si rimuove lo strato della mucosa interna e si utilizza soltanto lo strato di 

tessuto muscolare a cui vengono rimosse le cellule muscolari attraverso un processo 

specifico di decellularizzazione. Innanzi tutto la matrice acellulare, ossia priva di tutte le 

cellule, è stata ottenuta in condizioni sterili dai tessuti muscolari della parete esofagea di 

maiali di circa 4 kg, dopo che erano stati sacrificati. In seguito al processo di 

decellularizzazione, lo scaffold è stato conservato sotto PBS
1
 alla temperatura di 4-5°C. La 

decellularizzazione porta sicuramente ad una riduzione delle proprietà fisico-meccaniche 

del tessuto. Nonostante ciò la lavorazione non ha compromesso lo sfaldamento del tessuto. 

Nelle sperimentazioni svolte i buchi sono fatti secondo due angolazioni diverse in seguito 

ad una prima foratura verticale. L’ipotesi di lasciare intatta una piccola percentuale dello 

spessore totale alla base dello scaffold garantisce una maggiore resistenza dello scaffold. In 

                                                             
1 Phosphate Buffered Saline 
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questo modo le cellule non si disperdono dal fondo, una volta inserite durante la fase di 

semina. L’ipotesi di lavorazione mantenendo uno strato percentuale dello scaffold intatto 

non è garantita al 100% poiché la probabilità che l’ago completi comunque la sua corsa 

lungo l’intero spessore è abbastanza elevata. Questa probabilità è dovuta a diversi fattori: 

 lo scaffold presenta uno spessore variabile nelle sue varie parti e di ridotte 

dimensioni,in media all’incirca 1,5 mm; 

 l’errore del robot, anche se piccolo (0,01 mm in ripetibilità), per lavorazioni così 

precise può  provocare variazioni apprezzabili nel risultato finale. 

 

Per ovviare a questi problemi inseriamo una membrana microporosa sotto il tessuto 

durante la semina delle colture cellulari per evitare la loro dispersione nel caso in cui 

alcune zone del tessuto risultino perforate lungo l’intero spessore. 

 

 

3.2 Implementazione di nuovi metodi di canalizzazione 

 

L’architettura caratteristica di un qualsiasi tessuto è il risultato di una molteplicità di 

processi cellulari. Oltre a considerare il ruolo della matrice, bisogna distinguere i processi 

legati al ciclo cellulare (crescita, mitosi
1
, differenziamento e apoptosi

2
)  e processi legati 

alla motilità delle cellule (migrazione e rimodellamento della ECM). Questi processi sono 

controllati e diretti da tre tipi di interazioni:  

 

 interazioni cellula-cellula;  

 interazioni cellula-matrice;  

 interazioni cellula-fase fluida.  

 

La realizzazione di queste interazioni, che sono fondamentali nel ciclo vitale delle 

cellule, la otteniamo anzitutto grazie all’utilizzo di uno scaffold naturale. Quest’ultimo 

                                                             
1 Fase del ciclo cellulare in cui la cellula si divide. 
2 Morte programmata delle cellule. Differendosi dalla necrosi, che è una forma di morte cellulare risultante 

da un acuto stress o trauma cellulare, l’apoptosi è portata avanti in modo ordinato e regolare, richiede 
consumo di energia (ATP) e in condizioni normali contribuisce al mantenimento del numero di cellule in un 

sistema. 
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garantisce in primis alle colture cellulare di crescere e differenziarsi in un ambiente che 

risulta loro “familiare”. Questo tipo di matrice contiene una struttura tridimensionale con 

una superficie irregolare e non liscia. Tali caratteristiche rendono lo scaffold l’ambiente 

ideale per l’adesione cellulare e per il passaggio di fluidi biologici e di fattori di crescita 

che modulano i processi biologici quali l’angiogenesi
1
, la migrazione e la proliferazione 

cellulare. 

 

Le cellule hanno un comportamento metabolico, morfologico e funzionale dipendente 

dalla loro disposizione geometrica nello spazio e dalla variazione delle forze fisiche 

dell’ambiente di coltura. La particolare interazione cellula-cellula deve essere supportata 

dalla configurazione spaziale all’interno dello scaffold delle vie preferenziali che si 

formano dalla lavorazione di questo. La presenza di canali ed interconnessioni incide 

significativamente sull’integrità meccanica della struttura. Per questo è necessario un 

compromesso fra densità di canalizzazione, dimensioni e disposizione spaziale degli stessi 

per la stabilità del tessuto e per la creazione di un microsistema adatto alla sopravvivenza 

delle cellule.  

Nasce perciò la necessità di effettuare uno studio attento e mirato alla geometria di 

lavorazione del tessuto ai fini di formare intrecci di canali di varie dimensioni, secondo 

determinate angolazioni per fornire dei veri e propri binari sui quali dovranno in seguito 

migrare le cellule.                   

La novità introdotta in questa fase del progetto consiste nella realizzazione di una rete di 

canali di dimensioni diverse. Si è pensato infatti di lavorare lo scaffold inizialmente 

attraverso una foratura in verticale con un ago da 300μm e successivamente secondo due 

angolature rispettivamente di 30° e -30° con un ago da 75μm. Sono stati implementati due 

algoritmi di lavorazione che prevedono in codice la traduzione delle geometrie studiate per 

lo scaffold.  

 

                                                             
1 L'angiogenesi consiste nello sviluppo di nuovi vasi sanguigni a partire da altri già esistenti. È un processo di 

fondamentale importanza in molti processi fisiologici, quali la normale crescita del tessuto, lo sviluppo 

embrionale, la cicatrizzazione delle ferite, il ciclo mestruale, e patologici. 
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Figura 12.: Set aghi di varie dimensioni  

 

L’introduzione dell’ago da 300μm nella lavorazione nasce dall’idea di creare delle celle di 

accumulo ove le cellule possano accumularsi per poi migrare e la proliferare lungo i canali. 

Questo sistema dovrebbe aumentare il numero di cellule all’interno della struttura e gli 

scambi di informazione reciproca tra le cellule garantendo così un aumento della 

probabilità di esito positivo della sperimentazione.   

Nel paragrafo vengono descritti i due metodi di canalizzazione studiati e le sperimentazioni 

fatte in seguito all’implementazione degli algoritmi per il robot Yamaha. 

 

3.2.1 Primo metodo di canalizzazione 

 

I due nuovi metodi di canalizzazione introducono l’utilizzo di due diversi diametri di aghi 

per la foratura dello scaffold. Il primo metodo di canalizzazione si presenta secondo uno 

schema alternato di buchi piccoli e grandi. Si è calcolata una risoluzione, intesa come 

distanza tra i centri dei buchi grandi e piccoli pari a 400μm. 

Per implementare questo nuovo metodo è stato sviluppato un algoritmo che tramite 

funzioni particolari effettua la foratura prima con l’ago di dimensione maggiore (300μm) e 

successivamente con quello più piccolo (75μm) secondo due inclinazioni diverse: a 60° e a 

-60°. Tali angoli si riferiscono all’angolo di rotazione del piano perciò, secondo la 

geometria analitica, i canali all’interno dello scaffold saranno angolati di 30°.  
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Figura 13.: Primo metodo di canalizzazione: alternanza tra buchi piccoli e grandi. 

 

 

Figura 14.: Qui sono indicati i canali angolati di 30°, risultato della lavorazione con le due angolazioni a 

30° e a -30° con ago da 75μm.  
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Per ambedue le metodologie sono stati studiati dei modelli matematici che possano 

delineare alcuni aspetti importanti per comprendere la struttura geometrica che si forma.  

Per un volume finito di tessuto si considera  Lx, Ly, Lz  come dimensione dei lati del 

volume considerato. È stata fatta una stima dei livelli su cui si verifica almeno un incrocio.  

Chiamiamo levels tale parametro. È inoltre necessario distinguere le facce laterali del 

volume in quanto bisogna distinguere gli incroci che vengono a formarsi secondo due 

angolazioni nella faccia parallela al piano yz e quella invece parallela al piano xz. Avremo 

infatti NY buchi totali lungo il piano yz e  NX  buchi lungo il piano xz. Lungo quest’ultimo 

piano avremo però un numero diverso di fori grandi rispetto a quelli piccoli. Ciò è dovuto 

al fatto che la risoluzione in questo piano è diversa tra buchi piccoli (pari a 200 μm) e tra 

buchi grandi (pari a 400 μm ). Chiamiamo crosses invece il numero stimato di incroci che 

vengono a formarsi internamente allo scaffold per un volume finito, con una risoluzione R 

(pari a 400 μm) e un determinato angolo  (30° angolo dei canali all’interno del tessuto).  

 

     (3.0) 

 

           (3.1) 

  

    (3.2) 

 

        (3.3) 

 

    (3.4) 

                

 

Se consideriamo Lx =2mm, Ly =2mm, Lz =2mm otteniamo una stima del numero dei livelli 

e degli incroci. Si hanno infatti 6 buchi lungo il piano yz e si contano circa 5 livelli e 8 

incroci come si vede in Figura 13. La particolarità degli incroci sta nel fatto che essi sono 

tutti incroci tripli, ossia confluiscono tre aghi angolati diversamente: a 30°, 0° e -30°. 
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3.2.2 Secondo metodo di canalizzazione 

 

Il secondo metodo di canalizzazione presenta una configurazione geometrica leggermente 

diversa rispetto al metodo precedente. Anche qui abbiamo supposto l’utilizzo di due 

diametri diversi per gli aghi, delle medesime dimensioni previste per il primo metodo. 

L’aspetto di diversità che contraddistingue questa metodologia è la diversa risoluzione che 

c’è tra buco piccolo e grande e buchi piccoli tra di loro, come si può notare dal disegno. 

 

Figura 15.: Secondo metodo di canalizzazione. 

 

Più precisamente si ha una risoluzione di 400μm tra buchi piccoli e grandi ed una 

risoluzione di 200μm tra i buchi piccoli. Questa metodologia si rivela dal punto di vista 

geometrico più complessa rispetto a quella precedente. La rete di canali che si viene a 

formare è nettamente più fitta rispetto a quella precedente. È aumentato infatti il numero 

dei buchi nel piano yz però c’è un aumento notevole per quanto concerne il numero dei 

livelli e di conseguenza il numero degli incroci. Dal punto di vista geometrico questa 

metodologia di canalizzazione ha la potenzialità di essere altamente efficace ai fini 

dell’obiettivo che ci siamo proposti: ovvero aumentare il numero degli incroci per garantire 

un’alta comunicabilità tra le cellule oltre a preservare la presenza di nicchie di accumulo 

per esse.  
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Anche per questo metodo è stato studiato un modello matematico per la stima degli incroci 

considerando sempre un volume finito di tessuto.  

Allo stesso modo consideriamo Lx, Ly, Lz come lunghezze relative ai lati del volume 

considerato. Levels è ancora il numero di livelli su cui si verifica almeno un incrocio. È 

inoltre necessario considerare separatamente le facce laterali del volume in quanto bisogna 

distinguere gli incroci che vengono a formarsi secondo due angolazioni nella faccia 

parallela al piano yz e quella invece parallela al piano xz. Avremo infatti NY buchi totali 

lungo il piano yz e NX  buchi lungo il piano xz. Lungo quest’ultimo piano avremo però un 

numero diverso di fori grandi rispetto a quelli piccoli. Ciò è dovuto al fatto che la 

risoluzione è diversa tra buchi piccoli (pari a 200μm) e tra buchi grandi (pari a 400 μm). 

Chiamiamo crosses invece il numero stimato di incroci che vengono a formarsi 

internamente allo scaffold per un volume finito, con una risoluzione R (qui fissata a 200 

μm) e un determinato angolo  (30° angolo dei canali all’interno del tessuto).  

 

   (3.5) 

 

    (3.6) 

 

     (3.7) 

 

    (3.8) 

 

    (3.9) 

 

Se consideriamo Lx =2mm, Ly =2mm, LZ =2mm anche in questo caso possiamo contare 6 

buchi lungo il piano yz, circa 8 livelli e 16 incroci. Questa volta non si hanno solo incroci 
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tripli ma anche doppi. Questi ultimi si riscontrano nelle zone in cui si susseguono i buchi 

piccoli come si può notare dall’immagine. 

 

 

Figura 16.: Modello matematico per il secondo metodo di canalizzazione 

 

Questi tipi di parametrizzazione rappresentano un modello matematico ideale, che 

definisce teoricamente la lavorazione da effettuare sullo scaffold. Nella realtà è necessario 

considerare diversi fattori che compromettono l’esito dell’esperimento: 

 il tessuto, essendo costantemente irrigato da fisiologica, può subire anche piccoli 

movimenti, dovuti al fatto che esso non aderisce perfettamente al piano; 

 l’irregolarità della superficie del tessuto può deviare anche minimamente la 

traiettoria dell’ago; 

 si possono verificare episodi di incrostamento di residui lungo le pareti dell’ago; 

 l’errore intrinseco del robot può deviare le traiettorie dei canali, riducendo quindi 

le probabilità di ottenere il numero precedentemente calcolato di incroci all’interno 

dello scaffold. 
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Un riscontro pratico di queste considerazioni lo abbiamo dai risultati delle prove di 

sperimentazione. In seguito vengono presentati due sperimentazioni effettuate con i 

rispettivi risultati istologici e al SEM. Non tutti gli esiti rispondono alle ipotesi fatte. 

Questo sarà infatti motivo di considerazioni ulteriori sui metodi di canalizzazione e altri 

parametri da utilizzare nelle prove. 

 

3.3 Sperimentazioni  

 

In questo lavoro di Tesi abbiamo effettuato due lavorazioni sullo scaffold di esofago 

decellularizzato. In base allo studio teorico svolto sulle metodologie di canalizzazione, 

abbiamo fatto delle ipotesi concerni la scelta tra i due metodi.  

L’introduzione nella lavorazione dello scaffold di un ago da 300μm ci ha indotto a 

considerare un caso limite di lavorazione. Infatti, lavorando il tessuto solo con l’ago da 300 

μm abbiamo una rete composta da fori verticali e con una risoluzione (distanza tra i centri 

dei fori) di 400μm. Si tratta di un caso limite perché con una risoluzione così bassa e con 

un ago di queste dimensioni si riduce notevolmente la distanza tra le tangenti dei fori che si 

vengono a creare. Il successo di una prova limite di questo tipo ci dà ulteriori convinzioni 

nel credere alle potenzialità dei nuovi metodi studiati.  

È doveroso aggiungere e specificare che la lavorazione dello scaffold avviene secondo 

un protocollo ed una procedura ben precisa che diventa altamente rigorosa e 

imprescindibile soprattutto per la lavorazione in sterile. Sul piano inclinato viene 

appoggiata una piastra dotata di due linguette dove viene agganciato il connettore del 

Vesalius. Sopra la piastra viene steso il tessuto il quale viene successivamente cucito con il 

filo da sutura lungo tutti e quattro i lati del campione.  Il tessuto va cucito in modo da non 

sfaldarlo e da mantenerlo teso ma non stirato completamente altrimenti si rischia di alterare 

la struttura del tessuto stesso costringendolo ad una conformazione che può risultare non 

più fisiologica una volta impiantato nell’organismo.  
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Figura 17.: A sinistra: la piastra utilizzata nei nostri esperimenti,il connettore del Vesalius. In basso si può 

vedere il campione ancorato alla piastra a cui è attaccato il connettore. 

 

Il fissaggio corretto del campione ci permette di mantenere la sua stabilità durante la 

lavorazione evitando dunque di perdere o compromettere i punti di riferimento che per una 

lavorazione di questo tipo risultano essere vincolanti. Il tessuto è costantemente irrigato da 

fisiologica durante la lavorazione con il bisturi Vesalius poiché la lavorazione in sterile 

richiederà la completa immersione del tessuto in un fluido sterile. 

 

3.3.1 Primo esperimento  

 

Questo primo esperimento è stato fatto con aghi da 300 µm di diametro per verificare la 

tenuta del tessuto. Il campione intero di esofago decellularizzato è stato conservato sotto 

PBS a 4°C. Per questa sperimentazione è stata utilizzata una metodologia di lavorazione 

che prevede la foratura dello scaffold verticalmente formando una matrice regolare di 

buchi. Dopo aver seguito la procedura di fissaggio del campione abbiamo settato il robot 

con l’algoritmo necessario alla lavorazione.   
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Inizialmente sono stati impostati i parametri di velocità e potenza valutati come standard 

dagli esperimenti svolti precedentemente nella prima fase del progetto (40% la velocità e 

15 di potenza). Nella lavorazione della prima fila di buchi si è verificato che la potenza era 

troppo elevata e l’ago scintillava. È stato necessario abbassare la potenza fino a 

raggiungere un range di 8-9 come parametri favorevoli. 

La profondità della foratura non è stata superiore a 1 mm in quanto risulta difficile fare un 

calcolo così preciso sulla discesa dell'ago non avendo un misuratore adatto e non 

conoscendo le misure esatte della base su cui poggia il campione e sullo spessore del 

campione stesso. Nel tessuto non si sono verificati tagli o bruciature. L’ago a fine 

lavorazione risulta leggermente sporco (Figura 18 ) ma l’esito non è stato compromesso. 

 

Figura 18.: Immagine dell’ago (300 μm) a  fine lavorazione. Risulta leggermente sporco sulla punta a causa 

del tessuto che ha trascinato durante la lavorazione. 
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Qui in seguito la tabella riassume i parametri utilizzati durante la sperimentazione .  

 

 

 

3.3.2 Secondo esperimento  

 

Avendo ritenuto in un primo istante abbastanza soddisfacente la lavorazione del primo 

esperimento, è stata fatta un’ulteriore prova utilizzando una delle nuove metodologie di 

canalizzazione. È stato prediletto in un primo momento il secondo metodo di 

canalizzazione.  

Per questa prova si sono presentate non poche difficoltà. Per la prima volta è stato 

necessario cambiare l’ago dopo il primo step di lavorazione. La lavorazione prevedeva 

infatti una prima foratura verticale con l’ago di diametro da 300μm e successivamente 

buchi secondo le due angolature del piano a 60° e a -60° con un ago da 75μm.  

Anche in questo caso sono state seguite le procedure di fissaggio del campione. La 

lavorazione del tessuto in verticale non ha comportato particolari difficoltà.  

 

Alla fine di questo step è stato necessario inserire nel manipolo l’ago da 75μm per 

effettuare la lavorazione degli angoli stabiliti. È stato riscontrato un problema per il quale 

stiamo cercando tutt’ora una soluzione. Si tratta dell’escursione massima dell’asse z del 

robot. 

ESPERIMENTO 1 

Irrigazione fisiologica 

Tipologia ago acciaio inox 

Diametro ago 300μm 

Inclinazione piano 0° 

Risoluzione 400μm 

Quantità buchi circa 1400 

Potenza 8 - 9 

Velocità 40% 

Profondità buchi circa 1mm 
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Quest’ultimo, come spiegato nel capitolo di riferimento, ha appunto un’escursione 

massima di 50 mm. La distanza tra l’ago e il piano, quando si trova a un angolo di 0°, è di 

circa 40 mm. Quando il piano è inclinato, il punto più basso da esso raggiunto supera i 50 

mm. In questo caso il robot si blocca lanciando un messaggio di Oversoft Limit e oltre non 

può proseguire. Questo comporta un ostacolo non indifferente ai fini della lavorazione e 

compromette la lavorazione integrale del tessuto. Questo problema si riscontra 

naturalmente sia quando il piano è inclinato di 60° che di -60°. C’è stato, infatti, in fase di 

lavorazione una perdita dei riferimenti dei punti di partenza e di fine lavorazione a causa di 

questo ostacolo. La lavorazione è stata ugualmente conclusa, anche se non tutta la matrice 

è stata lavorata come previsto.  

 

Figura 19.: Tessuto di esofago decellularizzato su cui è stata effettuata la sperimentazione. Nel rettangolo 

più grande è mostrata la matrice assegnata come lavorabile e in quello più piccolo quella completamente 

lavorata. 
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La tabella riassume i parametri utilizzati per la seconda sperimentazione.  

ESPERIMENTO 2 

Irrigazione fisiologica fisiologica fisiologica 

Tipo ago acciaio inox acciaio inox acciaio inox 

Diametro ago 300μm 75 μm 75 μm 

Inclinazione piano 0° 60° -60° 

Risoluzione 
1000 μm tra i buchi 

grandi 

200 μm tra buchi 

piccoli 

400 μm tra buchi 

piccoli e grandi 

Quantità buchi 4625 9375 9375 

Potenza 8-9 10-11 10-11 

Velocità 40% 40% 40% 

Profondità circa 1mm circa 1mm circa 1mm 
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CAPITOLO 4 
 

4.1 Risultati delle sperimentazioni 

 

Possiamo discutere sui risultati delle nostre sperimentazioni basandoci sugli esami delle 

immagini al SEM
1
 e sulle analisi degli esami istologici

2
.  

Sia le immagini al Microscopio elettronico a scansione che le analisi istologiche sono 

state effettuate rispettivamente dopo 90 giorni dalla lavorazione, per quanto concerne la 

prova della prima sperimentazione e dopo 15 giorni dalla seconda sperimentazione. 

Alla fine del primo esperimento il tessuto a fine lavorazione sembrava stabile e le file di 

buchi risultavano visibili anche ad occhio nudo: le linee parallele previste dall’algoritmo di 

lavorazione erano distinguibili una dall’altra. È stato lavorato un tessuto di dimensione 

15x15 mm con uno spessore di 1,5 mm. Rispettando i parametri analizzati 

precedentemente nella fase di studio delle sperimentazioni abbiamo ottenuto una matrice di 

circa 1400 buchi. Conclusa la lavorazione metà campione è stato conservato a -17°C per le 

analisi istologiche e un'altra metà per le immagini al SEM .  

Queste prime considerazioni non sono del tutto giustificate dalle immagini che abbiamo 

ottenuto. Come si può notare dalle immagini al SEM la qualità dei buchi è buona ma le file 

di fori, pur essendo visibili, risultano essere troppo vicine tra di loro. Questo significa che 

la risoluzione prevista nella lavorazione (400μm) è troppo bassa se si considera che il 

diametro dell’ago è di 300μm. La distanza tra le tangenti infatti si riduce a circa 100μm. 

 Un’idea ancor più significativa ce la danno le immagini delle analisi istologiche. Anche 

qui la rete di canali è visibile ma risulta essere molto fitta. Si nota infatti quanto la matrice 

sia stata lavorata eccessivamente.  

 

 

 

                                                             
1Microscopia Elettronica a Scansione. Per dettagli consultare Appendice B [13] 
2 Mediante colorazioni istologiche è possibile effettuare una valutazione della morfologia del tessuto. Vedi Appendice C 
[13] 
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  a) Linee parallele di fori    b) Qualità fori 

 

 

c) Istologico della serie di canali  

 

Figura 20.: Risultati della sperimentazione, fatta al 40% della velocità, illustrate da microscopio elettronico 

(a e b) e immagini istologiche (c). 

 
 

Nella seconda sperimentazione è stata lavorata una matrice di tessuto di 15x20 mm con 

una profondità di circa 1 mm. In totale sono stati ottenuti circa 23.400 buchi.  Le difficoltà 

incontrate durante questa sperimentazione, causate principalmente dalla perdita dei 

riferimenti dovuti al limite di escursione massima prevista dal robot per l’asse z, trovano 

manifestazione chiara nei risultati degli istologici e dalle analisi al SEM.  
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Il numero di buchi in questa seconda sperimentazione è di gran lunga superiore rispetto 

alla prima prova. Ci si aspetta infatti di ottenere risultati non del tutto soddisfacenti, viste le 

conclusioni a cui si è giunti dalle prime analisi. I risultati di questa seconda 

sperimentazione infatti mettono ancora più in evidenza l’inadeguatezza della dimensione 

dell’ago da 300μm. In questa lavorazione subentra inoltre la presenza dei buchi fatti 

secondo le angolature previste dall’algoritmo. Ciò ha appesantito ulteriormente la matrice. 

Come si può notare dall’immagine infatti la rete di canali prevista dal modello non è 

chiaramente visibile al SEM e tanto meno dall’istologico. Quest’ultimo evidenzia in modo 

particolare l’esagerata lavorazione del tessuto. La matrice extracellulare risulta essere 

molto rarefatta. Questo aspetto fa certamente rivalutare alcuni dei parametri utilizzati in 

queste due sperimentazioni.  

 

  

 

 

Figura 21.: Istologici e immagine al SEM della seconda sperimentazione  
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CAPITOLO 5 
 

5.1 Conclusioni e prospettive future 

 

Le analisi finali degli esami istologici e al SEM delle due sperimentazioni effettuate ci 

inducono verso considerazioni che richiedono ulteriori sperimentazioni. È molto 

importante tenere in considerazione l’arco di tempo trascorso tra la lavorazione del tessuto 

e l’analisi delle immagini, in quanto dopo qualche giorno, il buco collassa leggermente 

fino ad una condizione di stabilità. Il diametro dei buchi infatti risulta essere superiore 

rispetto a quella dell’ago. Questo accade poiché la lavorazione con il robot avviene 

erogando potenza costantemente, perciò durante la lavorazione ogni buco subisce due 

forature consecutive ad ogni passaggio dell’ago. L’esito inevitabile è un piccolo 

allargamento del diametro. Un’alternanza di corrente tra la fase di discesa e quella di salita 

porrebbe rimedio a quest’incombenza ma questa soluzione si rivela irrealizzabile dal 

momento che i movimenti di foratura sono talmente veloci da non permettere 

all’elettrobisturi di tararsi correttamente nei suoi parametri.  

In tutte le immagini che abbiamo a disposizione notiamo quanto la rete di canali che è 

venuta a formarsi sia densa al punto tale da indebolire la matrice extracellulare. Ciò 

significa che la rete è particolarmente fitta, e in termini di geometria di costruzione, 

significa che la risoluzione tra i fori è troppo bassa. Inoltre le dimensioni dell’ago grosso 

con cui abbiamo ipotizzato di realizzare le nicchie di accumulo per le cellule staminali 

risultano essere non idonei per una lavorazione di questo tipo.  

Una nuova metodologia di canalizzazione che sfrutti e migliori ambedue i parametri 

sopra descritti potrebbe essere il compromesso per ottenere dei risultati soddisfacenti. Si 

potrebbe infatti lavorare il tessuto in modo da ottenere sempre  una rete intrecciata di 

canali angolati rispettivamente di 30° e -30, rivalutando però la risoluzione e utilizzando 

come dimensione per la nicchia di accumulo un ago da 230 μm o da 150μm per assicurare 

ancor di più la stabilità che è venuta a mancare nelle prove precedenti.  
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Uno studio della nuova metodologia si può vedere in Figura 22. Il nuovo metodo 

prevede una riduzione del numero di fori verticali e quindi delle nicchie di accumulo. 

L’implementazione di questo nuovo metodo verrà ultimato a breve e verrà probabilmente 

utilizzata nella prossima sperimentazione. 

 

Figura 22.: Nuovo metodo di canalizzazione che verrà testato con una prova di lavorazione del tessuto nelle 

sperimentazioni venture. 

L’ipotesi di diminuire significativamente in numero e la dimensione delle “nicchie” 

all’interno dello scaffold nasce dalla necessità di preservare la stabilità meccanica del 

tessuto che abbiamo riscontrato venir meno dai due esperimenti effettuati.  

La diminuzione delle “nicchie” non compromette l’ipotesi della creazione di veri e propri 

pozzi di accumulo per le cellule le quali potranno successivamente comunicare tra di loro 

grazie alla rete di canali garantita dall’incrocio dei fori angolati. 

Una rete di canali ottimale deve essere una rete che non solo faciliti, attraverso un 

intreccio fitto di canali, il passaggio e l’intercomunicabilità dei corpi cellulari e delle 

sostanze nutritive, ma deve anche favorire l’aumento del numero di cellule che dovranno 

aderire allo scaffold (esternamente ed internamente) garantendo quindi la loro 

sopravvivenza e crescita. Ciò non può avvenire se la struttura stessa di supporto (nel nostro 

caso la matrice extracellulare che costituisce lo scaffold) presenta una precaria stabilità 

meccanica nelle componenti di substrato. Le difficoltà si riscontrerebbero immediatamente 

nella coltura in vitro e ciò comprometterebbe la fase successiva ovvero la sperimentazione 

in vivo. 
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Gli studi teorici fatti sulla direzionalità dei canali hanno permesso di ipotizzare due 

metodi diversi di canalizzazione. I risultati ottenuti ci portano ad effettuare ulteriori prove 

con la nuova metodologia studiata, con l’ottica di migliorare la stabilità meccanica del 

tessuto garantendo però nel contempo una soddisfacente rete comunicativa per le cellule. 

Per le prossime sperimentazioni è stata progettata una struttura per l’applicazione di una 

pompa peristaltica
1
 che sarà fondamentale soprattutto nelle fasi finali della 

sperimentazione, ossia quando sarà necessario far penetrare le cellule staminali adulte 

(prelevate da midollo osseo) all’interno dello scaffold. Le cellule, infatti, non penetrano 

spontaneamente, ma necessitano di una depressione che le attiri verso l’interno del 

biomateriale. 

La realizzazione ultima di questo progetto ha come prerogativa le condizioni di sterilità, 

anche se in queste prime fasi di sperimentazione, le prove sono state svolte in un ambiente 

e con materiali non asettici. 

Il seguito del progetto avrà come condizione imprescindibile la lavorazione in 

condizioni di sterilità. Il materiale utilizzato e l’ambiente in cui si dovrà operare deve 

essere decontaminato. Per rispondere a queste necessità è stato adottato un apparecchio che 

consente di lavorare in un ambiente più sterile possibile. Si tratta di una cabina a flusso 

laminare verticale
2
 concepita per la protezione del prodotto e dell'operatore durante la 

manipolazione di materiale non patogeno.  

Queste cabine sono particolarmente indicate nel caso sia preferibile non investire 

l'operatore con il flusso d'aria proveniente dalla zona di lavoro (manipolazione di sostanze 

allergizzanti o potenzialmente tali, maleodoranti, finemente polverose). Tra le applicazioni 

più comuni rientrano la manipolazione di prodotti che devono conservare la sterilità, in 

particolare colture cellulari e materiale biologico, nonché la preparazione e ricostituzione 

di farmaci.  

 

 

                                                             
1 Appendice A 
2 Appendice B 
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Figura 23.: 1) Aria espulsa (30%);2) Filtro HEPA in espulsione (optional);3) Aria contaminata;4) Filtro 

HEPA di lavoro;5) Flusso laminare sterile (70%);6) Schermo frontale motorizzato;7) Aria aspirata (30%). 

 

Nel prossimo mese sono previste le prime prove in sterile che usufruiranno dell’utilizzo 

della cappa. È in programma, infatti, la lavorazione sotto cappa di un pezzo di tessuto di 

esofago decellularizzato di maiale con il nuovo metodo presentato precedentemente. Ci 

aspettiamo che lo scaffold, questa volta, risulti stabile dopo la lavorazione. Una volta 

ottenute le immagini al SEM e gli istologici si provvederà ad effettuare la prima semina 

cellulare la cui proliferazione verrà verificata dopo 24 ore, 72 ore e 7 giorni dalla semina.  

Questa è una tappa importante all’interno del progetto poiché i risultati che otterremo 

daranno modo di confermare e/o migliorare le tecniche di lavorazione e i rispettivi 

parametri di cui si è discusso in questo lavoro di Tesi. 

In futuro è prevista la creazione di matrici di scaffold naturale cilindrico fino a circa 10 

cm di lunghezza per la sostituzione di un tratto esofageo, o di un tratto di intestino, 

perforato in maniera funzionale con canali angolati e comunicanti tra loro così da dare un 

ambiente quanto più ideale alle cellule per la loro crescita e differenziazione. Le 

prospettive future riguardano anche l’estensione della metodologia per altri tipi di tessuti, 

tra i quali, per esempio, la vescica, la cartilagine, ecc. 
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APPENDICE A 

 

La Pompa Peristaltica 

 

In seguito alla lavorazione dello scaffold con il raggiungimento dei canali e degli intrecci 

desiderati, subentra nel progetto una nuova fase ovvero quella della semina vera e propria 

delle colture cellulari. Da qui, la necessità dell’utilizzo della pompa peristaltica. Si tratta di 

un dispositivo che sfrutta il principio della peristalsi secondo cui la prevalenza di fluido 

trattato viene impressa da una strozzatura che scorre lungo il tubo.  

E’ una pompa particolare di tipo volumetrico, la quale agisce trasferendo energia 

meccanica al liquido, esercitando una forza su di esso mediante una superficie in 

movimento. 

 

 
Figura24.: Principio di funzionamento di una pompa peristaltica 

 
 

Le pompe peristaltiche lavorano con liquidi, e in particolare vengono utilizzate in tutti quei 

processi in cui è necessario che il fluido trattato non entri in contatto con altre componenti 

della pompa. Il principale tipo di pompa peristaltica è caratterizzato dalla presenza di rulli 

contrapposti in rotazione, che comprimono alternativamente un tubo in elastomero contro 

una parete della pompa; il ritorno del tubo alla posizione di riposo crea un vuoto, 
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provocando così l’aspirazione del liquido, il quale viene spinto in avanti al rullo 

successivo. In altre parole si crea una pressione nel senso di avanzamento e una 

depressione nel senso opposto (richiamo continuo del liquido). 

Sfruttare uno strumento di questo tipo nel nostro progetto risulta essere alquanto 

favorevole. L’ingresso delle colture cellulare all’interno dei canali avverrà proprio grazie 

all’azione depressiva della pompa peristaltica. 

Questo tipo di pompa consente di tarare con precisione la portata e di mantenerla costante. 

Nonostante questo tipo di pompa sia per sua natura “pulsante”, l’introduzione di un 

numero maggiore di rulli fa si che si assorba il “picco di pulsazione ”fino ad ottenere una 

portata costante. Queste caratteristiche la rendono ideale laddove precisione sui dosaggi e 

ripetibilità della misura sono requisiti indispensabili come nei laboratori chimici e nella 

bioricerca .  

 

La pompa peristaltica utilizzata nei nostri esperimenti (modello SR25-S300) appartiene 

alla gamma di pompe fornite dall’azienda Thomas. Per ottimizzare la lavorazione si è 

pensato inoltre alla progettazione di una struttura di sostegno per il funzionamento della 

pompa peristaltica. La struttura deve ospitare il tessuto lavorato sopra il quale viene versato 

il gel con le cellule staminali. 

 

 

Figura25.: La pompa peristaltica Thomas (modello SR25-S300).  
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È stato precedentemente studiato un prototipo per un supporto della pompa peristaltica che 

fosse altamente funzionale al nostro progetto. Le fasi sperimentali con la pompa 

peristaltica svolte fino ad ora hanno avuto come supporto lo strumento in Figura 26. 

 

 

 

Figura 26.: Struttura di supporto utilizzata per la pompa peristaltica. 

 

I risultati ottenuti con questo tipo di supporto ci hanno fatto fare delle ipotesi per trovare 

un’alternativa più funzionale. Nasce così la progettazione di un nuovo supporto Figura 27.  

          

Figura 27.: Nuovo prototipo della struttura di sostegno della pompa peristaltica per la fase di semina delle 

cellule staminali. 
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APPENDICE B 

 

Telstar BIO II A Class II Biological Safety Cabinet 

 

La cappa sterile da noi adottata è una Telstar BIO II A Class II Biological Safety Cabinet.  

 

Figura28.: Telstar BIO II A Class II Biological Safety Cabinet. A destra è mostrata la parte della cabina in 

cui viene appoggiata la strumentazione e su cui effettivamente si lavora. 

La conformità alle condizioni di sterilità è un parametro basilare di cui si dovrà tenere 

conto nelle future applicazioni. Tutte le strumentazioni utilizzate dovranno seguire 

protocolli di sterilizzazione e di qualità medicale precisi e garantiti dalle GMPs (Good 

Manufacturing Practices). Abbiamo infatti preventivamente studiato e sottoscritto un 

protocollo di lavorazione del tessuto all’interno della cappa sterile, nonché una procedura 

specifica per la sterilizzazione e la pulizia rapportando le norme al nostro specifico 

progetto. 

La scelta per la tipologia di cappa da utilizzare è stata fatta in base alle nostre esigenze 

di lavoro. Non è stata infatti scelta una cappa a flusso orizzontale ("cappa sterile") poiché 

non è una cappa di sicurezza biologica e non va usata come tale, perché pericolosa per 



  

 

 

56 
 

l’operatore (che viene investito direttamente dall’aria contaminata) e per l’ambiente (vedi 

Figura 29). 

 

 

Figura 29.: schema di cappa a flusso orizzontale. Assolutamente da evitare perché l'operatore viene 

investito direttamente dall'aria contaminata. 

Tra le cappe a flusso laminare verticale, noi abbiamo scelto una cappa di classe II 

poiché la loro filosofia costruttiva è rivolta sia alla protezione dell’operatore, sia alla 

protezione dell’ambiente circostante e contestualmente del materiale manipolato (non 

assicurata dalle cappe di classe I). Questa classe di cappe a flusso laminare è suddivisa in 

sottoclassi in funzione del grado di ricircolo dell’aria nel vano interno; in particolare le 

cappe di classe II A, come la nostra, si definiscono biohazard poiché permettono un 

ricircolo interno pari al 70% del volume aspirato (solo il 30% del volume viene 

costantemente rinnovato) e sono in grado di offrire la massima protezione dei campioni 

manipolati. 

Le cappe di classe II A sono denominate Biohazard dalla normativa del National 

Federal Standard 49 (USA). Le stesse possiedono caratteristiche costruttive e parametri di 

funzionamento regolamentati da standard internazionali: DIN 12950 (GERMANIA), BS 

5726 (UK), ANFOR (FRANCIA), NFS 49 (USA); a livello europeo la EN 12469 è la 

norma che definisce e unifica le cappe biohazard. 
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