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Abstract

| danni al sistema nervo centrale affliggono cicanilioni di persone all’anno, con
conseguenze spesso devastanti. In questo lavaesidsono presentate le enormi
possibilita che sembrano poter essere offerte inigdlgneria dei tessuti per la
riparazione di midollo spinale lesionato. Sono désde caratteristiche richieste allo
scaffold, i materiali che meglio rispondono a tacessita e le principali tecniche di
produzione. L’attenzione viene poi rivolta all’appcio biomimetico, che combina
I'utilizzo di scaffolds con molecole biologicamengdtive per ottenere materiali
biomimetici capaci di indurre specifiche risposgdidari e dirigere la formazione di
nuovo tessuto mediante meccanismi di riconoscimeraiecolare.

Il lavoro si conclude citando alcuni studi sperirtaincon lo scopo di mostrare come
il comportamento cellulari vitro possa essere influenzato da molteplici aspetiti, Si

fisici che biochimici.






Capitolo 1

Introduzione

| danni al sistema nervo centrale, che affliggomoac2 milioni di persone all'anno
[1], possono essere devastanti; qualunque neasigite, il risultato di un grave
danno al midollo spinale e in genere lo stesso:aligartotale o parziale,
accompagnata dalla perdita di sensibilita in tlgteparti del corpo sottostanti la
lesione.

Anche se la natura precisa di una lesione al nudgginale varia da caso a caso, Si
possono individuare alcuni elementi comuni. Quanda caduta o qualche altro
trauma fratturano o dislocano la colonna vertebrigevertebre che normalmente
racchiudono e proteggono il midollo possono schgmy; distruggendo o
danneggiando gli assoni. Talvolta viene lesa in enainificativo soltanto la
sostanza grigia; se cosi e, i disturbi muscolasiersoriali rimangono confinati ai
tessuti che scambiano segnali con i neuroni delltivcolpito del midollo spinale,
senza alterare molto le funzioni al di sotto detélello. Al contrario, se viene
distrutta anche tutta la sostanza bianca di urgssteegmento midollare, la lesione
interrompe i segnali in verticale, impedendo ai saggi che hanno origine nel
cervello di propagarsi al di sotto dell'area dama e bloccando il flusso di segnali
sensoriali che provengono da sotto la lesione esghe diretti al cervello.

Purtroppo la lesione meccanica € soltanto I'indgo problemi: essa provoca infatti
una seconda ondata di danni che con il passaremelb allarga progressivamente i

confini, e quindi I'entita, del danno funzionalaié3ta diffusione secondaria tende in



un primo momento a progredire longitudinalmenteaa#rso la sostanza grigia e poi
si estende alla sostanza bianca. Alla fine i diveegmenti midollari, sia sopra sia
sotto la lesione originaria, possono risultare rditit Il risultato finale € una
complessa situazione di malfunzionamento.

Gli assoni danneggiati si trasformano in moncoutiliy privi di collegamenti, e le
loro estremita troncate cominciano a disintegra@giesso molti assoni rimangono
intatti, ma diventano inutilizzabili a causa deflardita del rivestimento mielinico
isolante. Al posto dei neuroni, degli assoni o a@ellire cellule, si forma una cavita
piena di liquido, o cisti, e le cellule gliliali piiferano in modo anomalo, formando la
cicatrice gliale. Insieme, cisti e cicatrici, rappentano una barriera impenetrabile
per gli assoni recisi.

Si e scoperto che il deterioramento secondariovaedall'interazione di molti
meccanismi differenti: entro pochi minuti dal traausi verificano piccole emorragie
dai vasi sanguigni lesionati, e il midollo spinalgonfia. Il danno ai vasi sanguigni e
il gonfiore impediscono il normale apporto di sogi@ nutritive e di ossigeno alle
cellule, causando la morte di molte di esse. Natdmpo, le cellule, gli assoni e i
vasi sanguigni danneggiati liberano sostanze chientossiche che vanno ad agire
sulle cellule vicine intatte. Una di queste sostanaz particolare, avvia un processo
altamente distruttivo conosciuto come eccitototsidilel midollo sano, le estremita
di molti assoni secernono piccole quantita di ghuteato che si lega a recettori sui
neuroni bersaglio e li stimola a emettere impW& quando i neuroni spinali, gli
assoni o gli astrociti sono lesi, il flusso di giontmato diventa abbondante. L'elevato
livello di tale sostanza eccita oltre misura i reguvicini e li induce a lasciar entrare
ondate di ioni, che a loro volta avviano una sdrie@venti distruttivi, compresa la
produzione di radicali liberi. Queste molecole @mléante reattive possono attaccare le
membrane e altre componenti cellulari, fino a uered neuroni e gli oligodendrociti
(cellule produttrici di mielina).

L'inflammazione, segnalata dall'afflusso di paitaco cellule immunitarie, puo
durare anche giorni, esacerbando questi effetti.

Normalmente le cellule del sistema immunitario mivdno nel sangue e sono
incapaci di accedere ai tessuti del sistema nergestrale; possono pero infiltrarsi

laddove i vasi sanguigni sono danneggiati e quanaste cellule e la microglia si



attivano in risposta a una lesione, la produzioneadicali liberi e di altre sostanze
tossiche aumenta ancora.

La distruzione di cellule nel midollo spinale sabiiopo una lesione si verifica
soprattutto per necrosi. Giorni o settimane dopdralma iniziale si ha inoltre
I'apoptosi degli oligodendrociti, spesso addiri#dino a quattro segmenti di distanza
dal sito del trauma.

Negli scorsi anni sono state identificate moltetaauze (fattori neurotrofici) che
promuovono la sopravvivenza dei neuroni e dell&uleeliali. La migliore terapia
dovrebbe essere in grado non solo di ridurre hsst@e di una lesione, ma anche di
riparare il danno. Un elemento chiave di questacgsso di riparazione dovrebbe
consistere nello stimolare la rigenerazione deggioai danneggiati: indurre cioe il
loro allungamento e la riconnessione con le apjmtgcellule bersaglio.

E importante sottolineare che dal punto di vistdedkesioni, il sistema nervoso
periferico (SNP) e il sistema nervoso centrale (PNiSpondono diversamente
(figura 1.1).
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Figura 1.1 — Rappresentazione del processo di rigeneraziongn chervo lesionato nel sistema
nervoso centrale e periferico. Processo di guargginel SNC (A) con formazione delle cicatrice
gliale e processo di guarigione nel SNP (B) mediaellule di Schwann, macrofagi e monociti.



Mentre in molti casi gli assoni del SNP sono indgrali ricrescere e reinnervare i
loro targets (non sempre cio pero coincide coredupero funzionale), nel caso del
SNC raramente si € osservato una riparazione s&ltie danneggiato. Cio comporta
che malattie e lesioni a carico del SNC sono spdegenerative e accompagnate da
disfunzioni permanenti.

Diversi studi hanno dimostrato che il recuperottitrale e funzionale in seguito a
lesioni nel sistema nervoso dipendono da una ‘@adetfattori, sia intrinseci che
estrinseci ai neuroni. | fattori intrinseci coingoho in primo luogo la capacita del
neurone di rigenerare, mentre quelli estrinsecosfamtemente legati allambiente
circostante il sito della lesione.

Comparando il tessuto circostante le diverse IeslehSNP e del SNC, si nota che
nel SNC mancano alcuni fattori presenti invece ®8P. Nel SNP si trovano le
cellule di Schwann che sono in grado di fornirerimgnto, fare da guida e
provvedere alla mielinizzazione degli assoni rigatipsintetizzano inoltre i fattori
neurotrofici che favoriscono la sopravvivenza neate e la crescita assonale e
danno origine a strutture indispensabili nel preoedi rigenerazione: le bande di
Bungner che orientano la crescita degli assoni. dalule sono assenti nel SNC,
dove vi e invece sovrabbondanza di molecole, aladelée quali presenti nella
mielina, che inibiscono attivamente la rigeneragidegli assoni. Sono state scoperte
molte molecole ad attivita inibitoria: alcune sqmodotte dagli astrociti e altre sono
normalmente presenti nella matrice extracellul&embra quindi verosimile la
necessita di terapie combinate per combattere acéte la produzione simultanea di
molteplici inibitori.

Oltre a rimuovere i "freni” alla ricrescita assamalina strategia efficace dovrebbe
fornire sostanze che promuovano attivamente I'gurento degli assoni (fattori
neurotrofici).

Fortunatamente i neuroni adulti mantengono la d&pal rispondere ai segnali di
stimolo della rigenerazione assonale che provengimauesti fattori, anche se,
come € owvio, la produzione naturale di questeasast € ben inferiore a quanto
sarebbe necessario per la rigenerazione del midpiioale. Anzi, sembra che la
sintesi di certi fattori neurotrofici, invece di raentare, diminuisca per alcune

settimane dopo il trauma.
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Dopo che gli assoni incominciano a crescere, devessgre guidati verso il loro
bersaglio naturale, vale a dire le cellule a cuaner originariamente collegati.
Durante lo sviluppo, gli assoni in crescita vengamtirizzati verso il loro bersaglio
da molecole che agiscono sulle estremita anterioregono di accrescimento,
dell'assone. E stato scoperto un notevole numersosianze che partecipano a
guesto processo. Alcune, come quelle chiamate @ssiphmente netrine, vengono
liberate o esposte dai neuroni o dalle celluleligliasse stimolano gli assoni a
crescere in particolari direzioni e impedisconadtascimento in altre. Ulteriori
molecole guida sono i componenti della matriceamdliulare: alcune molecole della
matrice si legano strettamente a specifiche matedohdesione cellulare presenti sul
cono di accrescimento fornendo cosi un'ancora pasgoni in crescita. Durante lo
sviluppo, le molecole direzionali necessarie vemgooresentate ai coni di
accrescimento secondo sequenze temporali preggabili
Un diverso metodo consiste nel cercare di colmaré&atuna creata dal danno al
midollo: si tratta di dirigere gli assoni dannediigerso la loro esatta destinazione
fornendo un condotto attraverso cui possano propaggpure rendendo disponibile
un altro sostegno adeguato che sia in grado dingeeasupporto fisico alle fibre
mentre queste cercano di attraversare la cistin{almnente impenetrabile). I
supporto puo anche servire come fonte di farmagiprtbhmuovano la crescita [2].
Ecco quindi che I'ingegneria tessutale, che appliogetodi dell'ingegneria e delle
scienze biologiche per costruire scaffolds araficutili alla rigenerazione di tessuti,
offre molte possibilita per la riparazione di tessneurale.
Il paradigma dellingegneria tessutale consistd’iselare specifiche cellule dal
paziente attraverso una piccola biopsia, far crestali cellule in uno scaffold
biomimetico tridimensionale in condizioni di colucontrollate, inserire il costrutto
nel sito anatomico del paziente e guidare la foromezdi nuovo tessuto all'interno
dello scaffold che pud essere eventualmente defgraghtempo.
Al fine di ottenere, con l'ingegneria tessutaleawoddisfacente rigenerazione di
organi o tessuti danneggiati occorre considerarersii elementi critici riguardanti:

- 1 biomateriali che costituiscono il supporto medcanper la crescita

cellulare;

- le cellule progenitrici che devono differenziarsisipecifici tipi cellulari;
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- i fattori di crescita e di adesione in grado di miade I'attivita cellulare.
| biomateriali rivestono un ruolo importante in neoltecniche dell'ingegneria
tessutale: essi possono servire, per esempio, sabwrato al quale far aderire e sul
guale far migrare una certa popolazione cellullarscaffold cosi ottenuto puo essere
impiantato con una combinazione di tipi cellulasihnte veicolo per le cellule oppure
puo essere utilizzato come sistemaddig delivery in modo da attivare specifiche
funzioni in regioni localizzate [3].
Tale supporto dovrebbe contenere stimoli per I'mofes cellulare in modo da
permettere ai neuroni di estendere i loro assohsit@ lesionato; dovrebbe inoltre
servire da ponte per guidare la ricrescita degloase ristabilire le connessioni tra i
neuroni [4].
Lo sviluppo di biomateriali si sta ora focalizzanslalla progettazione di materiali
biomimetici capaci di indurre specifiche risposgdidari e dirigere la formazione di
nuovo tessuto mediante meccanismi di riconoscimerdi@colare [3,5].
L’approccio biomimetico, che combina ['utilizzo dicaffold con molecole della
matrice extra-cellulare, permette un miglioramemébcontrollo della proliferazione,

della sopravvivenza, della migrazione e della défiziazione cellulare [6].
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Capitolo 2

Scaffolds per il midollo spinale

La classificazione dei biomateriali utilizzati negtaffolds per il midollo spinale e
basata sulla loro natura, sul fatto che siano lgatabili o0 meno e sull’eventuale
presenza di modificazioni specifiche o adattamiemzionali.
Molti impianti contengono specifiche popolazionllgkari che andranno selezionate
per soddisfare alcuni dei seguenti criteri:

- compatibilita con il midollo spinale;

- ripristino di neuroni persi o cellule gliali;

- attivazione della rigenerazione degli assoni;

- mielinizzazione di nuovi dendriti o di assoni delmizzati;

- abilita di migrare nel midollo spinale.
Le cellule impiantabili finora studiate comprendole cellule nervose di nervi
periferici, le olfactory ensheating cells, fibroblasti geneticamente modificati, cellule
del midollo spinale fetale, macrofagi stimolati,llcle staminali e cellule di
Schwann.
La scelta del materiale € una delle prime consmi@na da fare al momento della
progettazione di uno scaffold per tessuti neurai;due principali tipologie di
materiali studiati sono i polimeri naturali e i poéri sintetici.
In accordo con le proprieta dei materiali natucalsintetici, gli scaffolds vengono
progettati in modo da rispondere al meglio ai regjurichiesti per avere un’ottima

funzionalita. Le caratteristiche considerate al rapto della progettazione sono
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elencate in tabella 2.lalcune delle quali verranno approfondite nel paxfgr

successivo.

FUNZIONI DELLO SCAFFOLD

CARATTERISTICHE RICHIESTE

Non deve indurre una risposta inflammatori
anticorpaldn vivo

Assistere alla crescita del tessuto/organo ned!
dimensioni

Fornire una superficie
I'attecchimento, la proliferazione
differenziazione cellulare

appropriata
e

Permettere significative interazioni delle cell
superficiali, es. adesione cellulare

Promuovere la proliferazione e la migrazig
cellulare indotta grazie ad una elevata poros
interconnettivita tra i pori

Dirigere l'orientazione delle cellule nellECM
nel nuovo tessuto

Permettere il movimento dei nutrienti e dei rifi
dall’esterno all'interno e viceversa

Deve degradarsi lasciando posto al huovo tess

Possedere una sufficiente integrita strutturale
mantenere la propria forma vivo e un’adeguat
resistenza meccanica per supportare il tessu
formazione e resistere alle forizevivo

aCempatibile, non tossico e non cancerogeno

eTiridimensionale con una specifica forma

pAcccurata topografia e biofunzionalizzazione d
lauperficie e dello scheletro

ulelevata area superficiale per unita di volume

mBmensione ottimizzata dei pori per permetter
tpemetrazione cellulare e la crescita del tessu
ogni parte dello scheletro

€orretta orientazione delle fibre

UEilevata porosita e interconnettivita tra i pori

sdtasso di degradazione confrontabile con il ta
di formazione del tessuto, i prodotti
degradazione non devono essere tossici e
devono indurre infliammazioin vivo

Peoprieta meccaniche equivalenti a quelle
atessuto
to in

plla

e la
0 in

1SS0
di
non

del

Tabella 2.1— Parametri strutturali ideali di uno scaffold.
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2.1 Caratteristiche richieste

Le proprieta ideali di uno scaffold per la rigermoae del tessuto nervoso sono:
biocompatibilita, biodegradabilitd controllabile Indempo con prodotti di
degradazione non tossici per l'organismo, porogi& la vascolarizzazione e
migrazione cellulare, matrice tridimensionale camppieta meccaniche simili a
guelle della matrice extracellulare e processi dbbficazione semplici che
consentono, durante la produzione, la modifica atardel materiale per migliorarne
I'interazione con il tessuto circostante.

E fondamentale che i materiali abbiano proprietanmatibili con I'ambiente
specifico del midollo spinale.

| materiali ideali per lI'ingegneria dei tessuti n&u dovrebbero avere eccellenti
proprieta meccaniche ed elettriche e un’ottimacaitopatibilita.

Senza una buona citocompatibilita, i materiali polrero ostacolare la crescita del
neurone e indurre pericolose reazioni di inflammoagi

Scaffolds con proprieta meccaniche insufficientirgioobero non essere in grado di
fornire supporto fisico alle fibre in rigenerazione

Nella comunicazione tra neuroni un ruolo chiavedte dal potenziale d’azione che
si genera nelle sinapsi: una buona conduzioneriekete percio essenziale per
promuovere la crescita del neurite [7].

In relazione al sangue, il liquido cefalo-rachidiazontiene meno nutrienti cellulari.
La permeabilita dello scaffold a molecole di vadiemensioni € quindi cruciale per
I'accesso dell’ossigeno e dei nutrienti e permaoazione di rifiuti metabolici.

Per evitare la compressione dei nervi rigeneratpee mantenere il corretto
allineamento e inoltre fondamentale conoscereaitlgrdi dilatazione del materiale in
presenza di un ambiente acquoso quale quello dilimispinale.

La rigidita, la permeabilita, la resistenza, laoeia di degradazione e il coefficiente
di dilatazione sono specifici del particolare panmm impiegato, ma possono essere
modificati variando la concentrazione del polimeria percentuale dei costituenti.
Anche le metodologie d’impianto richiedono una jgatare attenzione: quando |l
materiale € posizionato nella colonna vertebrade,cdlonna vertebrale richiede
un'ulteriore fissazione; scaffolds inseriti in cotee vertebrali mobili tendono a

spostarsi e portano facilmente a scoliosi [8].
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Rooney e collaboratori hanno dimostrato che laafigse della colonna vertebrale
previene la scoliosi, riduce la cifosi e permette scaffold di mantenere un corretto
allineamento.

Per quanto riguarda la rigenerazione del tessaédfadds non allineati con il midollo

spinale lesionato potrebbero potenzialmente aumeitdsformazione delle cicatrice
gliale ostacolando la crescita degli assoni.

Nella prova sono stati analizzati 18 ratti a ciustéto & stato inserito uno scaffold
(contenente bario come mezzo di contrasto) di PIB5A5 nella colonna vertebrale
inseguito ad una lesione del midollo spinale. Ai Quksti ratti & stata praticata la
fissazione delle colonna vertebrale (figura 2.1.1).

Nel caso di colonne vertebrali non fissate, cortiitndo le radiografie effettuate il
giorno stesso dell'impianto (figura 2.1.2 (A)) cdém radiografie effettuate 2 e 4
settimane dopo l'intervento si nota la comparsaireh progressiva scoliosi (figura
2.1.2 (B) e figura 2.1.2 (C) rispettivamente).

Nel caso di colonne vertebrali fissate le radiagrahostrano invece un corretto
allineamento dello scaffold all’interno della colanvertebrale (figura 2.1.3 (A)) e
una minima deformita scoliotica (figura 2.1.3 (B)).

Le immagini da MRM tridimensionale (figura 2.1.3)nfermano che, in ratti a cui &
stata praticata la fissazione della colonna vealebio scaffold rimane allineato con

il midollo spinale lesionato [9].

Figura 2.1.1— Procedura chirurgica mostrante il posizionamelgito scaffold e la fissazione della
colonna vertebrale. E stata eseguita una lamingatartivello delle vertebre T9/T10 con conseguente
esteriorizzazione del midollo spinale (A). Doparipianto dello scaffold nel midollo spinale lesiamat
sono stati praticati dei fori nei processi spindsile vertebre a monte e a valle della lesione.
Attraverso questi fori sono stati fatti passarefilied’acciaio e sopra questi fili € stato posiaaio un
tondino d’acciaio inossidabile (B). Il tondino d&@aio é stato fissato alla colonna vertebrale madia

i fili suddetti (C).
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Figura 2.1.2— Radiografia mostrante una progressiva scolielsiaito con colonna vertebrale non
fissata. Radiografia eseguita il giorno stessdidedlvento (A), 2 settimane dopo (B) e 4 settimane
dopo (C). La freccia indica la posizione dello éoiaf.

Figura 2.1.3 -La radiografia laterale (A) e la radiografia verdi@sale (B) mostrano rispettivamente
un corretto allineamento dello scaffold e una mauoliosi dopo 4 settimane dall’impianto.
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Figura 2.1.4 -Effetto della stabilizzazione della colonna vergdérsull’allineamento dello scaffold.
Immagini da MRM tridimensionale: immagine longitodie ((A) e (B)) e immagine trasversale ((C) e
(D)) dopo 4 settimane dal posizionamento dellofethel midollo sezionato con ((A) e (C)) e senza
((B) e (D)) fissazione della colonna vertebrale.

| prodotti di degradazione del polimero e qualsasb residuo di fabbricazione non
devono essere citotossici, localmente o sisteminganee non devono indurre
risposte immunitarie e conseguente gliosi la qealévela spesso distruttiva sia per
lo scaffold che per gli assoni in rigenerazione.

Un altro aspetto fondamentale dello scaffold eua gorosita. Per creare pori nella
struttura possono essere incorporati nella mispelanerica cristalli di cloruro di
sodio, cristalli di ghiaccio o bolle di gas. La d@insione del poro pud essere
controllata modificando i parametri che controlldaadimensione e la direzione di
crescita del cristallo o aggiustando il contenuexgua nel caso diydrogel.

Una struttura porosa che imita molto fedelmentedsatteristiche meccaniche del
tessuto originale fornisce il miglior ambiente pa&rrigenerazione. La porosita del

materiale € essenziale per I'attacco cellularesente di collegare distanze maggiori
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e migliora il recupero funzionale dopo la lesioh@ porosita facilita inoltre la
vascolarizzazione, influenza la migrazione cella il fenotipo e aumenta la

stabilita dell'impianto nell'interfaccia scaffoldstonna vertebrale [8].

Figura 2.1.3 - Porosita di uno scaffold. La porosita di lydrogel a base di glicole polietilenico &
controllata variando la dimensione dei cristallEN® di hydrogel liofilizzato ((a)-(c)) mostrano una
struttura fortemente porosa con pori aperti, irdenessi circondati dalle pareti del polimero. Sono
comparate immagini da MRM dello scaffold in situadi idratate ((d)-(f)): le dimensioni delle
particelle di cloruro di sodio appartengono ad nterivallo di 100-50Qum. (a) e (d): rappresentano
uno scaffold senza porosita; (b) e (e): rappresentmo scaffold con un contenuto di cristalli di
cloruro di sodio pari al 75%, cristallo di dimens300um; (c) e (f): rappresentano uno scaffold con
un contenuto di cristalli di cloruro di sodio pati75%, cristallo di dimensione 5@n.

2.2 Possibilita offerte dall'utilizzo di nanomaterili nell’ingegneria dei tessuti

neurali

| nanomateriali sono ottimi candidati per la progeione di scaffolds di
nanofibre/nanotubi citocompatibili ed elettricameenbndulttivi.

L’interesse per le nanotecnologie deriva dalla pilgs di controllare le proprieta
dei materiali attraverso il loro assemblaggio allivnanometrico.

| materiali organizzati a tale livello acquisisconaove caratteristiche: sono piu
resistenti, piu leggeri, piu porosi, piu attivi ohcamente, meno corrosivi,
aumentano la loro conduttivita elettrica e le pr@r magnetiche (super

paramagnetismo).

19



Scaffolds con strutture nanometriche presentanandiufunzionalitd che non
avrebbero in scala micrometrica [4].

| nanomateriali sono materiali con una struttur@ase (grani, particelle, fibre o altri
costituenti) inferiore ai 100 nm in almeno una diasiene. | nanomateriali sono stati
studiati abbondantemente per numerose applicabiomediche, in particolare per
la medicina rigenerativa. Possono essere costduithetalli, ceramiche, polimeri,
materiali organici e compositi. Attualmente diversxnologie di fabbricazione
(electrospinning, self assembly, deposizione dia flottili, fotolitografia, ecc..) sono
in grado di sintetizzare nanomateriali con una t@pagrafia ordinata o casuale.

A mano a mano che la dimensione scende a livehomatrico, aumenta fortemente
I'area superficiale; le irregolarita sulla supedie I'area superficiale disponibile per
unita di volume possono essere controllate per ionagke le proprieta fisico-
chimiche dei materiali. L'elevata superficie forresun’ampia zona di contatto tra le
cellule e le fibre e percido aumenta l'interazioreeliiomateriale e tessuto.

Dato che i componenti di organi e tessuti su soatdecolare hanno dimensioni
nanometriche e che le cellule interagiscono dinettate con la matrice extra-
cellulare (nanostrutturata), le caratteristichexbioetiche di tali materiali giocano un
ruolo fondamentale nella stimolazione della cresaellulare tanto quanto nella
guida della rigenerazione del tessuto [10].

Le fibre della matrice extra-cellulare (ECM) comecollagene, I'elastina e la
cheratina forniscono un supporto biologico e fisi@w I'adesione, la proliferazione,
la migrazione, la differenziazione e la morte dekdule; sono percio fondamentali
nella regolazione del comportamento cellulare erizando le cellule con segnali
biochimici e stimoli topografici. Ugualmente, le nudibre polimeriche possono
giocare lo stesso ruolo chiave nei processi dnegazione dei tessulti.

La topografia delle nanofibre in sé, indipendentet®e dal materiale, €
potenzialmente in grado di modulare comportamegitulari quali: I'allineamento
unidirezionale; l'adesione, la produzione di ECM, migrazione guidata e la
differenziazione controllata.

Alcuni studi hanno dimostrato che una superficieap@rosa aumenta notevolmente
la formazioni di neuriti tra i neuroni mentre vielmitata la cicatrizzazione gliale,

principale ostacolo al recupero funzionale.
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In aggiunta, diversi esperimenti hanno evidenziedone le caratteristiche della
struttura superficiale a livello sub-micrometricmsgano influire sulla crescita
neuronale.

Modificando la nanotopografia di una superficie eeando una specifica
nanoarchitettura é possibile aumentare quindinaitinalita delle cellule neuronali.
La versatilita delle nanofibre alla funzionalizzaz& con biomolecole apre le porte a
vaste opportunita per la progettazione di scaffolals un sempre maggior controllo
sulle funzioni cellulari.

Malgrado le potenzialita delle nanofibre polimegctin ora ci sono pochi successi
clinici rilevanti perché non esiste una singolantea di fabbricazione che permette
un controllo sull'organizzazione strutturale, sultamposizione del materiale e sulla

biofunzionalizzazione mantenendo costi e profégionevoli [11,12].
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Capitolo 3

Biomateriali polimerici

| polimeri sono materiali organici prodotti medianpolimerizzazioni controllate a
partire da singole molecole dette monomeri. Leiggazli polimerizzazione possono
avvenire per condensazione (per ottenere ad eseimpadiestere) oppure per via
radicalica (per ottenere il polistirene o il paliete).
| biomateriali polimerici sono facilmente fabbriclaln diverse forme (solidi, films,
materiali viscoelasticihydrogels) e taluni hanno densita simile a quella dei tessut
naturali. E possibile modulare le proprieta chireicfisiche e meccaniche formando
copolimeri o miscele utilizzando differenti monomer
Gli svantaggi legati al loro utilizzo sono principeente:
- il basso modulo elastico, soprattutto per i polintegradabili, che limita il
loro uso nelle applicazioni dove e richiesta urende resistenza al carico;
- la natura stessa della polimerizzazione che liggab/olta biodegradabili;
- la difficolta nell'ottenere polimeri utilizzabili ame biomateriali senza
utilizzare additivi, antiossidanti e plasticizzanti
| polimeri possono presentare diverse strutturepolimeri alternati, random,
ramificati, a blocchi; possono costituiretworks interpenetrati oppure possono
costituire miscele compatibili o incompatibili secto la miscibilita reciproca.
| polimeri per applicazioni biomedicali, a secondel loro comportamento dopo
I'impianto o quando sono in contatto con i fluidblogici, possono essere classificati

in non degradabili o biodegradabili.
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| polimeri biodegradabili, una volta impiantati,bsscono sostanziali trasformazioni
chimiche e/o fisiche che li portano a scomparirgempo.

Particolare attenzione e rivolta ai polimeri biggarbibili. Questi subiscono una
progressiva degradazione all'interno del sistenmobico, senza che cio provochi
reazioni di rigetto o effetti tossici.

Per questa proprieta sono studiati per applicazohireve termine che richiedono
solo la presenza temporanea dell'impianto polingergistemi a rilascio controllato
di farmaci, mezzi di sutura o substrato a sostetphdessuto in rigenerazione.

A seconda delle diverse applicazioni gli impiantichredono velocita di
biodegradazione diversa, che quindi devono essergrgmmate e predeterminate
sulla base delle specifiche applicazioni clinichequesto proposito e importante
identificare i fattori che influenzano la velociti biodegradazione e i relativi
meccanismi.

Nel corpo umano i principali agenti degradativi gqessono modificare i materiali
polimerici sono I'acqua, gli enzimi, 'ossigeno suoi prodotti di reazione all'interno
dell’organismo. Il meccanismo piu importante di d&tpzione nel corpo umano e
sicuramente la reazione di idrolisi , la cui vetadlipende dalla natura del polimero
(quindi dal tipo di legami presenti nella catendirmperica), dall’eventuale presenza
di eteroatomi nella catena polimerica e dalla catrezione di acqua disponibile per
il processo d’idrolisi.

Assumono importanza di conseguenza il coefficiaditeliffusione dell’acqua nei
polimeri (compreso tra 10 e 10° cnf/s a seconda del tipo di polimero) e
'assorbimento d’acqua. In base a quest’ultimo petao si definisconadrofobi i
polimeri che assorbono meno dell'l% in peso d’acoqoaleratamente idrofili quelli
che assorbono una percentuale compresa fra 1 ¢ itéfili i polimeri che ne
assorbono una percentuale maggiore.

Il processo di diffusione dell’acqua nei polimesia in termini cinetici che
termodinamici, dipende contemporaneamente da difadteri e, quindi, puo essere
molto complesso. E’ noto ad esempio che la presdnzmioni e cationi presenti
nellacqua che diffonde nel materiale polimerico difica sostanzialmente la
velocita d'idrolisi: gli ioni N&, K*, C&*, Mg®*, F€*, F€*, CI, HCO*, COs*, H.PO"

, PQ¥, HSG" possono aumentare la velocita d'idrolisi di 3-%e0
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Altri fattori importanti che influenzano la cineéi d’idrolisi sono:

- la cristallinita del polimero, in quanto le zone@fe sono piu rapidamente
coinvolte nel processo essendo piu accessibilinatikecole d’acqua;

- la temperatura, in quanto un suo aumento fino arivauperiori alla
temperatura di transizione vetrosa del materialeerdena una maggiore
mobilita di catena favorendo cosi la penetrazicgiBagtqua;

- la struttura chimica, in particolare la presenzgrdippi idrofobici o idrofilici
che possono rendere il processo piu 0 meno agevole;

- la morfologia superficiale, in quanto la presenkzaigomogeneita, rugosita,
cavita accelera in genere il processo di degradazio

In base alla struttura, il polimero riassorbibileopanche subire degradazione
enzimatica, per la quale e degradato e/o riassorbit

La composizione del polimero influenza molto la @e@zione enzimatica ed essa
avviene sempre in connessione alla degradazioaoktiich:.

La degradazione enzimatica pu0 essere stimolairendo in catena sequenze
specifiche di amminoacidi riconoscibili da part@alenzimi.

L’idrolisi dei polimeri sintetici con legami idrdlcamente deboli puo essere divisa in
due categorie: meccanismo di degradazione “bulkineccanismo di erosione

superficiale. Nella degradazione bulk la velocita pgnetrazione dell'acqua €

maggiore della velocita di rottura dei legami, eelisione avviene il processo

inverso.

| fattori che influenzano la degradazione idroétisono di tipo microstrutturale e

macrostrutturale e sono riassunti nella tabella 3.1

Infine, anche i radicali presenti nel corpo umammsgono iniziare processi di

degradazione dei polimeri in esso introdotti [13].
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FATTORI MICROSTRUTTURALI

FATTORI MACROSTRUTTURALI

Struttura chimica

Composizione chimica del polimero (unita |
idrofiliche velocizzano la degradazione)

Distribuzione delle unita ripetitive

Presenza di gruppi ionici

Presenza di unita inaspettate o difetti di catena
Permeabilita all'acqua

Struttura configurazionale

Peso molecolare e sua distribuzione
(polidispersione)

Morfologia e grado di cristallinita
Presenza di microstrutture e di stress residui

Porosita e qualita della matrice e della superfig

Dimensione e geometria dell'impianto (design)
bRRapporto peso/superficie

Metodo e condizioni di processo

Eventuali trattamenti termici

Metodo di sterilizzazione

Durata e condizioni dell'immagazzinamento
Ambiente di impianto

pH, forza ionica e temperatura del mezzo
degradazione

Composti adsorbiti e assorbiti

Meccanismo di degradazione

ie

Tabella 3.1- | principali fattori che influenzano la velocithdegradazione dei polimeri.
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3.1 Polimeri naturali

| polimeri naturali presentano spesso il vantagliipossedere specifiche interazioni
cellulari (il cosiddetto “riconoscimento cellulaje’ma essendo prelevati da tessuti
umani, animali o vegetali, non sono sempre displbmibgrandi quantita. | materiali
di origine naturale possono essere portatori dn@getogeni e differiscono anche
notevolmente tra loro dipendentemente dall’organisda cui sono prelevati.
Dispongono di una versatilita limitata nella cogtome di scaffolds con proprieta
specifiche (ad es. in termini di resistenza meazgne richiedono elevati costi di

lavorazione [14].

3.1.1 Collagene

Il collagene é considerato come una matrice idpatel’ingegneria dei tessuti dato
che e il principale costituente della matrice extHdulare (ECM).

Sono stati identificati almeno 12 tipi di collagehdpi I, Il e 1l sono i piu comuni e
formano fibrille strutturalmente simili fra lorol ¢ollagene di tipo 1V forma invece
un reticolo bidimensionale.

Il collagene € costituito da catene polipeptdiafenominate catene, strettamente
intrecciate tra loro in modo da formare una supieeecompatta. Nel collagene di
tipo I, Il e Ill, la struttura primaria delle sinilgocatene € composta da oltre 1400
amminoacidi ed € caratterizzata dalla ripetizioh@uimerose triplette di sequenza
Gly-Pro-Hp (glicina, prolina, idrossiprolina). Ogsingolo filamento assume una
struttura terziaria elicoidale sinistrorsa; tregsih filamenti si organizzano in una
super-elica destrorsa, che costituisce la strutguaternaria del tropocollagene,
precursore del collagene. L’'organizzazione dellerilfe (polimeri ordinati di
collagene) nella ECM si adatta ai bisogni del tesssono infatti le cellule del
tessuto connettivo a determinare la dimensione didposizione delle fibrille di
collagene. La singola fibra di collagene &€ compaddauna matassa di molte
macrofibrille; ciascuna macrofibrilla € a sua votstituita da molte microfibrille,
ognuna delle quali € composta da molte elicheoghdcollagene (figura 3.1.1.1).

Nel collagene di tipo IV, la sequenza amminoacidiig-X-Y, che si ripete nelle
catenea del tipo IV, si interrompe in alcune zone perdeiddali siti la struttura a

tripla elica. Le molecole di “pro-collagene” di 4@V non vengono scisse dopo la
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secrezione, interagiscono per mezzo dei loro dorpnerpeptidici non scissi e
anziché aggregarsi in fibrille, formano un reticpiano a piu strati [15].

Il collagene viene isolato principalmente dal tégsanimale; nelle applicazioni
biomediche il piu usato € il collagene di tipo theccostituisce approssimativamente
Il 30% del tessuto muscolo-scheletrico nei mammifer

Il collagene contiene siti molecolari per 'adesoa la migrazione cellulare; ha un
ruolo importante nella trasmissione dei segnali per proliferazione e la
differenziazione, ha proprieta meccaniche similigaelle dei tessuti molli, &
biocompatibile ed ha una bassa antigenicita.

Puo essere prodotto in diversi formati come galwjthe o nanofibre porose.

Il collagene in sé ha una limitata capacita di sufgpper la crescita dei neuriti, e
richiede una specifica funzionalizzazione. L’'estens degli assoni lungo le fibre di
collagene puod essere aumentata attraverso modiificazovalenti o I'incorporazione
di molecole che mediano I'adesione cellulare (plasinina).

Poiché a temperatura fisiologica il collagene gelif puo essere utilizzato come
polimero iniettabile per delivery system. Tale proprieta rende possibile
l'incorporazione di fattori neurotrofici, farmaci @ellule al momento della
gelificazione senza danni termici ai fattori disec#a o alle popolazioni cellulari.

Si sta valutando anche I'utilizzo di collagene dareto, conosciuto come gelatina.

Il collagene di tipo IV, principale componente @elihembrane basali, si utilizza

come scaffold per la crescita neuronale in formaatrigel.

(¢) Collagen molacules
{triple helices)

i

(d) a-chains

R R 3

Figura 3.1.1.% Le catene: di collagene si organizzano in molecole, fibréldéibre.
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3.1.2 Agarosio/Alginato

L’agarosio ha utilizzi simili a quelli del collagenma non & biodegradabile. E un
polisaccaride purificato dall'agar-agar, una sastagelatinosa isolata a sua volta da
delle alghe. E un polimero lineare neutro formatouita di D-galattosio e 3,6-

anidro-L-galattosio legate alternativamente comuhegglicosidici (figura 3.1.2.1).

Figura 3.1.2.1- Struttura delle unita ripetute di agarosio.

E uno zucchero solubile in acqua alla temperatirabdllizione, mentre diventa
solido a mano a mano che si raffredda formandoaligrgzie alla formazione di una
matrice tridimensionale che si costituisce attrawdegami a idrogeno tra le catene
lineari. E usato come sistema iniettabile, puo ressaffreddato rapidamenta situ
usando vapori di azoto liquido. Come il collagehiagarosio € poco penetrabile
dagli assoni, ma si & dimostrato un eccellentetgtbsper la crescita assonale se
funzionalizzato con laminina.

Gli alginati soncsali dell’acido alginico, copolimeri a blocchi coogti da due unita

monosaccaridi, I'acido L-guluronico (G) e l'acido-rbannuronico (M) (figura

3.1.2.2).
@ y
COO.
oH oH
=

B-D-mannuronate (M) a-L-guluronate (G)
C OH ‘00C OH -00C
s
W
H HO OH
00c” by
gj /&
00 OH N
M G

Figura 3.1.2.2— In alto € rappresentata la struttura dell’ac@lanannuronico (M) e l'acido L-
guluronico (G), in basso la formula del copolimero.
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Le regioni costituite da blocchi di tipo G formahydrogels in soluzioni acquose di
cationi bivalenti (tipicamente calcio) a temperatambiente: tale caratteristica viene
sfruttata per incapsulare farmaci, fattori di criese/o cellule [4].

Grazie alla loro biocompatibilita, idrofilicita eabsa tossicita ghydrogels di alginati
vengono usati per riempire le cavita comparse guise alle lesioni del midollo
spinale; tali scaffolds riducono la formazione daticatrice gliale e consentono la
crescita assonale senza la presenza di fattoredcita [16].

| processi di fabbricazione di scaffolds a basalgiinati comprendono normalmente
una fase di gelificazione attraverso la quale semé I'architettura tridimensionale
richiesta.

Alcuni svantaggi legati all'utilizzo dell’'alginatoncludono la scarsa resistenza
meccanica e la difficile adesione cellulare sullpesficie.

Per superare tali limitazioni viene miscelato cdti anateriali, inclusi polimeri
naturali quali I'agarosio e il chitosano.

Prima dell'utilizzo nella produzione di scaffoldsgarosio e alginato vanno trattati
perché spesso le preparazioni commerciali contengmitoprodotti citotossici e

mitogeni.

3.1.3 Acido ialuronico

L’acido ialuronico € un componente naturale desués(é un glicosamminoglicano
presente nella ECM del cervello) in grado di svagein ruolo chiave nella
riparazione dei tessuti.

L’acido ialuronico regola I'adesione, la crescitdaemigrazione cellulare e non e
immunogenico.

A causa del veloce riassorbimento, della solubitit@mbiente acquoso e della sua
non processabilita si ricorre ad un suo derivatenatto mediante esterificazione dei
gruppi carbossilici dell’acido glucuronico con dlbenzilico.

Tale derivato e processabile, biocompatibile, girdéa lentamente ed € compatibile
con il processo di sterilizzazione. Viene prodattdorma di matrice tridimensionale
per la crescita di celluli@ vitro.

Con metilcellulosa, l'acido ialuronico costituisce copolimero in forma di gel

utilizzato per ildrug delivery intratecale.
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In figura 3.1.3.1 € rappresentata la formula dell’agauronico.

/ OH CH \
0

\ o™

Figura 3.1.3.1- Unita disaccaridica che si ripete nella macraoola dell'acido ialuronico.

3.1.4 Chitosano

Il chitosano & un polimero di origine naturale castp da D-glucosamina e N-
acetil-D-glucosamina, legate tramite legdi(ii-4).

E derivato per deacetilazione alcalina dalla chitiffigura 3.1.4.1), presente

nell’esoscheletro di crostacei, insetti ed in alcipi di funghi. Il chitosano viene

dissolto in acqua agendo sul pH.

CHy CHy
O:< OH O:<
NH NH
-..-OWOHO R OWO"" Chitin
NH
OH o:< OH
H

CHy

l Chitin-Deacetylase

CHa
OH O=<
NH, /&/ NH
HO 0 Q HO o _
O\%\ HO O%\ Chitosan
NH,
OH OH

Figura 3.1.4.1- Sintesi del chiosano.
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Scaffolds di chitosano inducono nell'organismo un@&ima reazione da corpo
estraneo, sostengono la crescita assonale e in@ai pud essere utilizzato per
incapsulare specifiche popolazioni cellulari .

Il suo utilizzo ha permesso la realizzazione di dwmiti intramidollari ed
extramidollari capaci di supportare la differenmae di cellule staminali neurali nel
midollo spinale lesionato.

Il chitosano possiede gruppi chimici per l'attacdo altre molecole: I'entita
dell'adesione cellulare indotta e determinata daténsione della carica positiva, la
qguale a sua volta é funzione del grado di deacaiit@ alcalina. Viene facilmente
combinato con altri materiali per aumentarne lastesza Attualmente si utilizzano
miscele con polimeri naturali come il collagene an @olimeri sintetici come |l

glicole polietilenico [4].

3.1.5 Fibronectina

La fibronectina, ottenuta dal plasma umano o bqvinan’importante proteina di
adesione presente nellECM.

Il ruolo fondamentale della fibronectina e queliofal aderire le cellule al’lECM,
interagendo e legando specifiche proteine ancaita superficie della membrana
cellulare. Interagisce inoltre con altre biomolecdel’lECM come collagene, fibrina
ed eparina.

E una lunga molecola flessibile (figura 3.1.5.1),ndrma presente sotto forma di
dimero con le due subunita tenute assieme da ute gisolfuro che si realizza nella

zone C-terminale.

C T 1]
COOH - Collagen binding
p Cell Surface dormains
| . receptor binding

S é Fibrin domains

binding Heparin RGD
% domains binding

domains Fibrin binding

/j‘( b domains Heparin and

COOCH —— Fibrin binding
""""—-‘3‘"\_{ domains

5—NH,
Fibronectin Structure

Figura 3.1.5.1- Diversi domini della fibronectina.
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Ciascuna catena di fibronectina é costituita da#idi strutturali che si ripetono,
chiamati tipo | (Fnl), tipo Il (Fnll), tipo Il (FHI) e dominio V. Nella maggior parte
delle fibronectine, questi domini sono organizzatimodo che 6 domini di Fnl
risultano seguiti da 2 domini Fnll, 3 domini Fn# @lomini Fnlll, 1 dominio V, 1
dominio Fnlll e 3 domini Fnl. Il sito per linterame con lintegrina & stato
individuato in 10Fnlll, dove & presente un motivBIR[15].

Porzioni di fibronectina sono in grado di direziomda crescita assonale, sono
strutture porose in grado di fornire siti per I'aabme cellulare e di assorbire fattori di

crescita (NGF) e anticorpi [4].

3.2 Polimeri sintetici

| materiali sintetici possono essere industrialmeptoducibili su grande scala e
possono essere trasformati in una matrice tridimeate nella quale la struttura
principale, le proprieta meccaniche e la velocitddelgradazione possono essere
controllate. Hanno una composizione nota e poss®sere progettati in modo da
minimizzare la risposta immunitaria.

Polimeri sintetici con caratteristiche diverse [pwes essere fatti reagire assieme in
modo da combinare le proprieta specifiche di ciascui principale svantaggio dei
materiali sintetici consiste nella mancanza di séigspecifici per il riconoscimento

cellulare.

3.2.1 Acido polilattico (PLA)

L’acido polilattico € un poliestere biodegradaklkerivato dall’acido lattico. L'acido
lattico € un composto naturale normalmente preseeli&rganismo e quindi ben
tollerato e facilmente metabolizzato.

Dato che questo polimero € biodegradabile, biocaimije gode di buone proprieta
meccaniche e dissolve nei comuni solventi indus&istato utilizzato con successo
come matrice per il trapianto di cellule e la rigeazione di tessuto.

E stato dimostratdn vivo edin vitro, che il PLA e i suoi prodotti di degradazione
sono compatibili con il midollo spinale e con lélale di Schwann [4].

Lo sviluppo di scaffolds macroporosi funzionalizzebn cellule di Schwann che

effettivamente promuovono la rigenerazione assomalenidollo spinale lesionato e
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ostacolato dalla scarsa sopravvivenza di tali elluna volta impiantate nello
scaffold. Una possibile soluzione é stata propdatililler con i suoi collaboratori.
Miller ha utilizzato scaffolds nella cui struttuesano presenti dei microcanali con
adsorbite molecole di laminina. La laminina si endstrata in grado di aumentare
I'adesione delle cellule di Schwann nel substraadi cellule si allineavano lungo i
canali. E stato scoperto inoltre che la larghezzlacdnale influenza notevolmente
I'allineamento, mentre la profondita non sembracgie un ruolo altrettanto

significativo [17].

3.2.2 Copolimero acido lattico — acido glicolicol(8A)

L’acido poliglicolico (PGA) é altamente cristallinba un elevato punto di fusione e
rispetto al PLA ha una bassa solubilita nei solvenganici. Per la sua natura
idrofilica é stato utilizzato come materiale diwgat gia a partire dagli anni '70.

E stato dimostrato che suture di PGA tendono a eperdapidamente la loro
resistenza meccanica dopo 2-4 settimane dall'iatéov Migliori prestazioni si
possono ottenere usando copolimeri di PGA e PLA.ptesenza di un gruppo
metilico in pit rende I'acido lattico piu idrofolmaell’acido glicolico. L'idrofobicita
del PLA limita l'assorbimento di acqua da parte a@elpolimero, rendendone
I'idrolisi piu lenta rispetto a quella del solo PGAgendo sul rapporto PLA:PGA del
copolimero €& possibile variare le proprigtavitro (rigonfiamento, permeabilita,
velocita di degradazione, deformazione) del PLGA.Ruiter ha determinato i valori

ottimali di tale rapporto per scaffolds utilizzaliklla riparazione del midollo spinale

[4].

3.2.3 Policaprolattone (PCL)

Il policaprolattone & un poliestere alifatico dotadi buone caratteristiche di
biocompatibilita, riassorbibilita ed elevata stabitermica.

Questo polimero ha un basso punto di fusione (@i 60° C) e una temperatura di
transizione vetrosa intorno a —60°, particolarmdrdssa rispetto ad altri polimeri
bioriassorbibili usati per applicazioni biomediche.

Ha una buona resistenza nei confronti del cloradgua, dell'olio e dei solventi in

genere.
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Si degrada in condizioni fisiologiche per idrolesicausa della presenza all’interno
della sua struttura di legami esterei e percidd¢evuto una particolare attenzione per
la realizzazione di dispositivi impiantabili.

E utilizzato per la realizzazione di impianti dnlga durata, a causa della sua piu

lenta degradazione rispetto al PLA [4].

3.2.4 Polipirrolo

Il polipirrolo oltre ad essere biocompatibile, egrado di condurre corrente elettrica
ed & antiossidante. E stato scoperto che il pabilpiraumenta la rigenerazione
nervosa se stimolato elettricamente. Inoltre, datproprieta antiossidanti potrebbe
deossidare qualsiasi radicale libero nel sito deane minimizzando la formazione
della cicatrice gliale [7].

Viene ossidato e ridotto facilmente e reversibilteegrazie all’azione di dopanti; i

principali dopanti utilizzati sono anioni, protejrfattori di crescita e altre molecole
biologicamente attive.

Non e pero biodegradabile e problemi legati alla sicurezza nei sistemi biologici

ne hanno limitato fortemente l'utilizzo in condqter la ricrescita nervosa.

3.2.5 Glicole polietilenico (PEG)

Il glicole polietilenico, conosciuto anche come PB@OE, e commercialmente il
piu importante dei polieteri. Nella forma nativa@stanzialmente non adesivo per le
cellule ma puo essere funzionalizzato e coniugatodiverse molecole bioattive tra
cui peptidi recanti segnali di adesione cellulgrees. sequenze RGD).

L'utilizzo di PEG riduce l'assorbimento proteico suna varieta di substrati
idrofobici. Per queste proprieta aiuta a minimigzé risposta immunitaria dopo
I'impianto.

In aggiunta tale polimero puo anche contribuireigillare le membrane cellulari
dopo la lesione, limitando la morte cellulare.

I PEG € biocompatibile, ha un comportamento idicdi viene utilizzato nella
produzione dhydrogels per il drug delivery con tassi di degradazione e di rilascio di
farmaci varabili in un ampio range. E anche utdize comedelivery system per

cellule, neurotrofine e costrutti genetici.

34



Questi gels possono essere modificati chimicamagd¢gungendo siti per I'adesione

cellulare o molecole della matrice extra-cellulare.

3.2.6 Poliidrossietilmetacrilato (PHEMA)

Il poliidrossietiimetacrilato (PHEMA) e unhydrogel che si ottiene dalla
polimerizzazione e reticolazione dell'idrossietitaerilato (HEMA). E un polimero
termoindurente, non biodegradabile.

E unhydrogel neutro, cio@ non ionico, e pud contenere acquaoappmativamente
pari al 40% in peso, regolabile attraverso la copalizzazione con monomeri
idrofobici o idrofilici.

Al'aumentare del contenuto d’acqua, diminuiscedsistenza a trazione ed a rottura
del PHEMA,; anche la temperatura esercita indirettaten una certa influenza, dal
momento che controlla il fenomeno del rigonfiamento

Differenti metodi di preparazione del PHEMA possondurre diversi valori delle
proprieta meccaniche e fisiche.

Tale polimero € particolarmente attraente per I@liegzioni dell'ingegneria
biomedica.

Nonostante per sua natura non sia adesivo perllidescepud essere facilmente
modificato con peptidi per stimolare specifichgaste cellulari.

Flynn e i suoi collaboratori hanno creato canalin cHEMA orientati
longitudinalmente per la rigenerazione di tessw@orale: hanno scoperto che questi
scaffolds sono in grado di aumentare la rigenerezitervosa dopo una lesione del
midollo spinale aumentando I'area superficiale disbile e fornendo una guida per

I'estensione degli assoni e I'invasione delle delld].
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Capitolo 4

Tecniche di fabbricazione

Sono state sviluppate diverse tecniche per ottem@renateriali naturali o sintetici,

scaffolds porosi adatti ad applicazioni biomediche. principali tecniche sono:

electrospinning, self-assembly, solvent-castingtipaate leaching, gas foaming,
liquid-liquid phase separation e sistemi di soteeform fabrication.

Le piu diffuse sono I'electrospinning e il self-astbly che permettono la formazione
di networks tridimensionali di nanofibre con morfologia e dietno vicini a quelli

delle fibre che costituiscono la matrice extradahe del tessuto nervoso.

4.1 Electrospinning

Tale tecnica utilizza forze elettrostatiche peregare fibre polimeriche con diametri
variabili tra i 100-500 nm. Diversi materiali possoessere elettrofilati. Le fibre
elettrofilate possono essere orientate o dispasteainiera casuale, in esse € possibile
incorporare antibiotici, agenti antitumorali, proe DNA e RNA. Anche
sospensioni contenenti cellule viventi possonoressiettrofilate con successo [18].
Confrontando substrati costituiti di film polimerie di nanofibre elettrofilate e stata
dimostrata, siain vivo che in vitro, l'efficacia delle nanofibre elettrofilate
nellaumentare la rigenerazione nervosa [19].

Un tipico sistema per l'electrospinning € costiuda una siringa nella quale e

contenuto il fluido polimerico sotto forma di solome o fuso; un generatore di
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tensione ad alto voltaggio ed un collettore posteaasa (figura 4.1). La siringa forza
il passaggio della soluzione polimerica attravefago. Il generatore, collegato
all'ago, carica elettrostaticamente il fluido. Alilimentare dell’intensita del campo
elettrico, la superficie del fluido sulla punta dmpillare si allunga formando il
cosiddetto “cono di Taylor”. Se all'interno del liglo le forze elettrostatiche dovute
alla repulsione di cariche simili superano la tensi superficiale, il fluido carico
viene emesso a partire dall'apice del cono di Tiaglaccelerato verso il collettore.
Durante il tragitto verso il collettore il getto ldsce un processo di instabilita
(whipping instability). Tale processo porta all’assottigliamento deltgedtesso,
aumenta il tempo di transito e la lunghezza detqrso consentendo I'evaporazione
del solvente.

Le fibre sono poi raccolte in un collettore. Le figurazioni possibili per i collettori
variano a seconda delle applicazioni: meats di fibre orientate casualmente si
utilizzano collettori stazionari; penats di fibre allineate si ricorre a collettori rotanti
(in questo caso la velocita di rotazione giocawwria fondamentale nel determinare
il grado di anisotropia).

La conducibilita e la porosita del collettore detgrano invece la densita di
impacchettament@écking density) delle fibre raccolte.

Taylor Cone

Whipping
Instability

4

Rotating and Translating
Grounded Collector

High—Vaoltage
DC Supply

Figura 4.1— Schematizzazione di un tipico apparato per mlgpinning.

Diversi parametri del processo (tensione applicatdocita di flusso e distanza
capillare-collettore) e della soluzione (concerittag del polimero, volatilita del

solvente e conducibilita della soluzione) possonftu¢nzare la formazione e la
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morfologia delle fibre. Sebbene si possano indiardudelle relazioni generali tra la
morfologia delle fibre e i vari parametri sopraeiat (tabella 4.1), I'esatta influenza

di ciascuno di essi dipende dal particolare sistpalianero/solvente [18].

PARAMETRI EFFETTI SULLA MORFOLOGIA DELLE FIBRE

Aumentando la tensione il diametro delle fibre imimente

Tensione applicata LT .
diminuisce, poi torna ad aumentare.

Allaumentare della velocitd di flusso aumenta iardetro delle
fibre e la dimensione dei pori. Per velocita elevsitha un aumento
dei difetti (peads) dovuto al fatto che le fibre non si asciugano
completamente prima di raggiungere il collettore.

Velocita di flusso

Tale distanza puo influenzare la dimensione dédefdi uno o due
ordini di grandezza. Allaumentare della distankzdiametro dellg
fibre diminuisce. Se la distanza & troppo piccaldosmano de
difetti.

Distanza capillare-collettore

La concentrazione del polimero influenza sia lacesta che la
tensione superficiale della soluzione. Se la sohzié troppo diluita
la fibra polimerica si rompe prima di raggiungetecollettore,
Concentrazione del polimero | mentre se la soluzione & troppo concentrata la fiton riesce a
formarsi. All'interno del range ottimale di conceattioni per |3
formazione di nanofibre, un aumento della concerdree comporta
un aumento del diametro della fibra.

Allaumentare della conducibilita il diametro dintiisce. Soluzion
con elevata conducibilita sono altamente instahilipresenza d
campi elettrici elevati e le fibre che ne derivdramno un diametr,
variabile in un ampio range.

Conducibilita della soluzione

O

D

Affinché avvenga una sufficiente evaporazione délente durante
il tragitto tra il capillare e il collettore &€ nesg@ario usare un solverjte
volatile. Al diminuire della volatilita del solvemtdiminuisce la
densita dei pori.

Volatilita del solvente

Tabella 4.1- Effetti dei parametri del processo e della sole sulla morfologia delle fibre.

4.2 Self-Assembly (SA)

Il self-assembly consiste nell’organizzazione spontanea di molednlestrutture
particolari, senza l'intervento umano. Questo pssoee mediato da legami non
covalenti, come forze di Van Der Waals, legami mgeno e forze elettrostatiche.
Sebbene questi legami siano relativamente insaamifi se isolati, nel loro insieme
governano la conformazione strutturale di tuttemacromolecole biologiche e
influenzano le loro interazioni con altre molecf#8].

Le nanofibre ottenute con tale tecnica imitano mdédelmente la struttura della
matrice extracellulare: il loro diametro & almenaido o due ordini di grandezza piu

piccolo di quello delle fibre elettrofilate.
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Diversi studi hanno dimostrato che molte proteingeptidi possono produrre
strutture di nanofibre stabili e ordinate con notevregolarita. Tali molecole
peptidiche, coinvolte nella formazioni di nanofiprpossono scindersi in L-
amminoacidi che oltre a non essere tossici, potniebessere usati da cellule vicine a
tali fibre per la crescita e la riparazione.

| peptidi piu comunemente usati nella produzione sdaffolds di nanofibre
autoassemblate (SAPNSs) per la coltura di cellggradi sono Arginina-Alanina-
Aspartato (RAD) 16-I e Isoleucina-Lisina-Valina-Aiaa-Valina (IKVAV), in grado

di promuovere e dirigere la crescita di neuriti.

Nella riparazione del sistema nervoso centrale,ecgia spiegato nel capitolo 1, la
cicatrice glialeg il principale ostacolo alla rigenerazione assedalpo una lesione al
midollo spinale. Inibire la sua formazione € permiaciale per avere successo.
Tysseling-Mattiate e i loro collaboratori hanno dstrato che utilizzando uno
SAPNSs IKVAV e possibile inibire la formazione dellcicatrice gliale e al
contempo promuovere I'allungamento assonale dopdasione al midollo spinale.
Sebbene i vantaggi nell’'utilizzo di scaffolds dnoéibre auto-assemblanti siano stati
provati siain vivo che in vitro, tale tecnica presenta delle limitazioni legate
allinstabilitd meccanica della struttura tridimensale e alla formazione non
controllabile di macro-pori. Se confrontato conld&rospinning, il self-assembly
inoltre richiede tecniche e procedure piu compéicette potrebbero portare ad una

riduzione della produttivita [19].

4.3 Liquid-liquid phase separation

Il polimero viene sciolto in un solvente carattedato da bassa temperatura di fusione
in grado di sublimare facilmente, come il naftalen& fenolo. In alcuni casi sono
aggiunte piccole quantita di acqua, in veste di rsmivente, per indurre la
separazione di fase. La soluzione polimerica vipaeraffreddata al di sotto del
punto di fusione del solvente e essiccata sottdovper alcuni giorni per assicurare
la completa sublimazione del solvente. La morf@ogiello scaffold risultante
dipende da diversi parametri quali: la concentraaidella soluzione; il metodo di
raffreddamento e il tempo impiegato; il rapporttvente/non solvente e la presenza

di surfattanti che possono ridurre la tensioneasslilperficie di separazione tra le
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fasi, incrementare la dimensione dei pori e la lon@rconnessione. Grazie alla
possibilita di controllare la porosita e la dimem& dei pori attraverso svariati
parametri, tale tecnica € molto diffusa nonostamthieda l'utilizzo di solventi

organici, potenzialmente nocivi per le cellule.

4.4 Gas foaming

Questa tecnica ha il notevole vantaggio di elimenButilizzo di solventi organici
nella produzione di spugne porose: I'agente porogeim questo caso un gas.

Il polimero viene saturato con GQ@d alta pressione. La solubilita del gas nel
polimero e poi diminuita rapidamente portando laspione di C@alla pressione
atmosferica. Cio comporta nel polimero la nucleaegie la crescita di bolle gassose
la cui dimensione varia tra 100-5(f. In una struttura cosi ottenuta solo il 10-30 %

dei pori risulta connesso.

4.5 Solvent-casting particulate leaching

Un altro metodo per creare pori nello scaffold cstes nell’'utilizzo di agenti
porogeni solubili in acqua, come ad esempio ilwordi sodio.

Il primo passo del processo prevede la dissoluzaeiepolimero in cloroformio o
cloruro di metilene; a tale soluzione andranno gaggiunti i cristalli di cloruro di
sodio. Il solvente viene lasciato evaporare e imposto polimero/sale viene
immerso in acqua. La porosita dello scaffold resnie dipende dalla quantita di sale
aggiunto, mentre la dimensione dei pori & contraltialla dimensione dei cristalli di
NacCl.

Tale procedura prevede I'utilizzo di solventi orgaiche in molti casi precludono la
possibilita di aggiungere agenti farmacologici almaffold durante la fabbricazione
[21].

4.6 Solid Freeform Fabrication (SFF)

Le tecniche finora presentate non consentono urtralm accurato né della
microstruttura dello scaffold né della geometrialedla distribuzione delle cavita

porose.
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Le tecnologie SFF potrebbero essere la soluziotedeaproblema: permettono di
produrre scaffolds con una forma esterna predafieituna morfologia interna
riproducibile; consentono di controllare la porasita dimensione dei pori e la loro
distribuzione; creano strutture in grado di migdiar il trasporto di ossigeno e dei
nutrienti in profondita nello scaffold. Sebbenesigino diverse varianti commerciali,
il processo generale prevede l'utilizzo di sistainielaborazione automatica delle
immagini (CAD) e la fabbricazione assistita al cédtore. L’'oggetto viene prodotto
sovrapponendo progressivamente sezioni parallefeermio dalla base fino ad
arrivare alla sommita. Le informazioni ottenute imeate tomografia assiale
computerizzata (TAC) e risonanza magnetica (MRIhgo®o usate per creare
modelli CAD su misura, lo scaffold cosi ottenutseabVesatta forma esterna richiesta
dal sito d'impianto e una morfologia interna prexigd e riproducibile.

Nei successivi paragrafi sono descritte brevemientecnologie SFF usate in campo
biomedico.

Esiste anche una differente scuola di pensieronslecda quale i sistemi di
prototipazione rapida vengono usati per produrrglidgampi all'interno dei quali
andranno poi colati i materiali utilizzati per laoguzione degli scaffolds. Il
procedimento € illustrato in figura 4.6. Tale metotbn presenta gli inconvenienti
tipici dei sistemi di solid freeform fabricationga di collanti organici tossici, elevate
temperature di processo, poca resistenza meccanligacolta nella rimozione delle
polveri), mantenendo al contempo l'alto grado dntcollo e I'elevata risoluzione

offerta dalle tecniche SFF

Figura 4.6 — Punti principali per produrre uno stampo perffsth con prototipazione rapida: lo
scaffold previsto; lo stampo possiede la forma tiegalello scaffold, € progettato da un computer
usando CAD e prodotto con una tecnica di protoigrez rapida; il materiale biodegradabile e
biocompatibile viene colato nello stampo e lascstbidificare; lo stampo viene rimosso attraverso
una tecnica di dissoluzione chimica o termica.
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Sachlos e collaboratori utilizzando la tecnica agpeescritta sono riusciti a produrre
uno scaffold di collagene per l'ingegneria dei tgissnolli con una morfologia
interna predefinita.

Lo stampo, prodotto con un sistema SFF, € statopite con una dispersione di
collagene di tipo I, la temperatura e stata poiagbhta a —20° C. Lo stampo e i
cristalli di ghiaccio sono stati sciolti per immiense dello stampo stesso in etanolo.
E stata cosi prodotta una struttura porosa di gefla con canali interni definiti
durante la progettazione dello stampo. Lunghedaegbezza minima ottenibile per i
canali & di 200£20 pm.

L’etanolo, probabilmente il solvente organico pppeopriato perché eventuali suoi
residui non sono letali per le cellule, é statoasso per essiccamento al punto critico
con diossido di carbonio liquido.

Le temperature durante tutto il processo di pragluzinon hanno mai raggiunto i
36°C, e stata cosi garantita la non denaturazieheallagene.

Con tale tecnica, date le basse temperature raggiud quindi possibile

I'incorporazione di molecole biologiche allo scdéfo

4.6.1 Three Dimensional Printing (3DP)
Inizialmente viene steso uno sottile strato di padvsu un apposito apparato e da una
testina simile a quella di una stampante a getbockiostro viene spruzzato un

collante. Tale testina e controllata automaticametdh una stazione di lavoro

connessa al computer (figura 4.6.1).

powder +z

Figura 4.6.1— Schematizzazione di un apparato per 3D printing.

42



Il collante si dissolve e unisce le polveri adidcelo strato viene abbassato, la
superficie ricoperta di un nuovo strato di pohetiil processo riparte.

La polvere in eccesso aiuta a sorreggere, strgio dtvato, 'oggetto in costruzione
impedendone ogni deformazione geometrica.

Terminato lo scaffolds € necessario rimuovere legrd questa procedura si rivela
alquanto complicata nei canali piu profondi detlaitsura.

Oltre ai problemi legati alla rimozione delle palyetale tecnica prevede spesso

I'utilizzo di solventi organici come collanti.

4.6.2 Stereolithography (SLA)

Questo processo si basa sulla polimerizzaziona dianomero liquido fotosensibile
per mezzo di un raggio laser ultravioletto. Il regdJV viene deflesso sulla
superficie liquida contenente il monomero grazieuadsistema di specchi pilotato
dal computer. In figura 4.6.2 & schematizzatagtalgtura.

Appena il primo strato e costruito, il carrello sui poggia I'oggetto in costruzione
viene abbassato cosi da permettere al fotopolifiggrmo di ricoprire nuovamente la
superficie.

L'ultimo step prima di ripetere il procedimento peele I'utilizzo di una specie di

tergicristalloper spianare la superficie e renderla uniforme.

liguid
photocurahle
mMonomer

Figura 4.6.2- Schematizzazione di un apparato per stereolittpbty.

Se nello scaffold sono presenti parti non vincoldla base o che potrebbero cadere
durante la fabbricazione, € necessario aggiunged&e dtrutture di supporto
provvisorie che andranno poi rimosse manualmerdgevotia completato lo scaffold.
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4.6.3 Fused Deposition Modelling (FDM)

FDM usa un ugello mobile per estrudere una fibréimmrica con la quale é

costruito, strato dopo strato, I'intero scaffold. t&rmine della formazione di uno
strato, I'oggetto viene abbassato e la procedpeate (figura 4.6.3).

In maniera automatica vengono anche prodotte daildture esterne che dovranno
essere poi rimosse manualmente per supportarespargenti o scollegate.

La porosita puo variare tra il 48-77% in dipenderd® diametro della punta

dell'ugello.

Questa tecnica, non implicando l'utilizzo di soltiearganici tossici, ha suscitato
notevole interesse nel campo dell’ ingegneria dessdti. Essa opera pero a
temperature elevate (120 °C) che impediscono lfipo@zione di molecole

biologiche durante il processo.

thermoplastic
filament

Figura 4.6.3— Schematizzazione di un apparato per fusion démosnodelling.

4.6.4 3D Bioplotter

Tale tecnica utilizza un ugello mobile, controllatelle tre direzioni, e aria

compressa per far uscire la soluzione (figura 4.@.4igello puo essere riscaldato a
temperatura desiderata. La soluzione solidificangoaentra in contatto con lo strato
precedente.

Il bioplotter € estremamente versatile perché auesei lavorare leghe a caldo,
dispersioni di polimeri, monomeri o oligomeri réated e inoltre utilizzabile per la

produzione dhydrogel.

Essendo praticabile gia a 37° C, offre inoltre tsgbilitd di incorporare diverse

popolazioni cellulari nelle soluzioni [22].
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Figura 4.6.4— Schematizzazione di un apparato per 3D bioplotte
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Capitolo 5

Biofunzionalizzazione di scaffolds

5.1 Interazioni delle cellule con 'ambiente extrazellulare

La matrice extra-cellulare (ECM) é una strutturaltm@omplessa che circonda e
supporta le cellule dei tessuti animali e contieamerosi pori per la diffusione delle
sostanze nutritive e dell’ossigeno. Serve da sostegrutturale per i tessuti ma ha
anche un ruolo attivo nella trasmissione dei segnajuanto regola lo sviluppo, la
migrazione, la proliferazione, la forma e la fumgodelle cellule a stretto contatto
con essa. Si comporta quindi come uno scaffoldysale ed entro il quale i tessuti
posSsono organizzarsi, tale aspetto merita unacpéate attenzione nel momento in
cui si progetta uno scaffold, che dovrebbe funger&CM permanente

| principali componenti della ECM sono:

- le proteine strutturali (collagene ed elastina);

- i glicosamminoglicani ed i proteoglicani;

- le proteine di adesione (fibronectina, laminitgamascina e vitronectina).
L’esatta composizione e l'organizzazione spazial@avcomunque anche a seconda
del tessuto [15].

Le interazioni tra cellula e matrice extracellulamo fondamentali per determinare
il destino della cellula stessa. E stato dimostrete la cellula richiede un area
minima di contatto per sopravvivere in un substraédlule che perdono tale contatto

hanno una frequenza di apoptosi piu alta rispdigtccallule ancorate [23].
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5.1.1 Interazioni cellula-ECM: le integrine

Le cellule sono collegate tra loro e alla matricgraecellulare per mezzo delle
molecole di adesione cellulare (CAMs). Le CAMs ssgpono suddividere in quattro
ampie famiglie: le integrine, le caderine, la Supamiglia delle Immunoglobine (Ig
SF) e le selectine.

La trasmissione di segnali chimici e meccaniciaallatrice extracellulare € mediata
principalmente dalle integrine. Le interazioni EQGMegrina controllano la
sopravvivenza, la crescita, la migrazione e leedéihziazione della cellula.

Le integrine sono una famiglia di recettori transmbeana che si trovano sulla
superficie cellulare. Ciascuna integrina € un elienero che contiene una subunita
e una subunitf legate fra loro in modo non covalente [24].

Le zone piu importanti sono tre: una serie di 7z di circa 60 amminoacidi che
si ripetono nella zona N-terminale della suburitaogni porzione ha un sito di
legame per il C& ; un “inserted domain”, sempre nella subumitacontenente un
sito di coordinazione per uno ione bivalente e itm @i legame per un nucleotide;
una zona simile all'inserted domain nella cat@nd5]. Entrambe le subunita sono
caratterizzate da un ampio dominio extra-cellueata una corta coda citoplasmatica

in grado di interagire con il citoscheletro (fig&gd.1.1).

matrix binding

i chain

divalent
cation

cysteine-

 chain :
A rich domains

plasma
membrane

HOOC C/_./"

L | cytosol
talin and

w-actinin binding

1
10 nm

Figura 5.1.1.1- Schematizzazione di un’integrina, per entrangbgubunita sono evidenziate le zone
pit importanti.
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Esistono 8 diverse subuniae 18 subunita& che associandosi fra loro formano 24
distinte combinazionia. La combinazione di una subunitacon unaf da la
specificita di ligando. Molte integrine possonodegy diverse molecole della matrice
extracellulare e, viceversa, molte molecole posdegarsi a piu di una integrina.

Le vie biochimiche associate alla funzione delléegnine sono bidirezionali,
“interno-esterno” o “esterno-interno” iiside-out cell signalling”, “outside-in cell
signalling”).

In seqguito alle interazioni tra domini extracelluldelle integrine e molecole della
matrice extracellulare si formano aggregati macilecwari che si estendono in
entrambi i lati della membrana e collegano la matextracellulare ai filamenti del
citoscheletro. Queste strutture prendono il nomeddisioni focali (figura 5.1.1.2).
All'interno della cellula si generano cosi segnblochimici e si attivano vie
metaboliche intracellulari capaci di generare dieerisposte come riarrangiamento

del citoscheletro e regolazione dell'espressiomécge

Extracellular Matrix

Integrins

Vinculin—

]
Actin Filaments

Cytoplasm

Figura 5.1.1.2— Meccanismo di adesione cellulare mediato daliegrine. Nel disegno le molecole
legate della matrice extracellulare sono collagefibronectina.

Nonostante le macromolecole della ECM abbiano tstr@itprimarie costituite da
migliaia di amminoacidi, le integrine riconosconolegiano solo brevi sequenze
peptidiche: nel collagene tipo I, Il, 11l le celtuki legano alla sequenza GFOGER e
RGD mentre nella fibronectina vengono riconosciletesequenza RGD, PHSRN,
REDV e LDV. Il legame con laminina & invece pernteggazie alle sequenze RGD,
IKVAV, YIGSR e PDSGR [24].
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Nel prossimo paragrafo saranno indicate sequenzgurgiye, specifiche pero

dell’adesione neurale.

5.2 Molecole biologicamente attive per I'ingegneridei tessuti neurali

La biofunzionalizzazione di scaffolds adatti ad la@zioni neurali si basa
principalmente sull'utilizzo di molecole di adesenhe legano integrina e fattori di
crescita.

Molecole in grado di mediare I'adesione cellulakdal (per es., molecole di adesione
delle cellule neurali: NCAMS) non hanno trovatodiia molte applicazioni in questo
campo.

Anche i proteoglicani promuovono l'adesione cellelama sono raramente usati
nellingegneria dei tessuti neurali perché hanno effetto inibitorio per la
rigenerazione assonale nel sistema nervoso ceftijale

Poiché l'applicazione di proteine native, molecdiedesione o fattori di crescita, e
penalizzata dalla labilita della struttura teraaffiondamentale per garantire l'attivita
biologica di queste proteine) e dalla difficile eepilita, 'uso dell'intera proteina é
stato soppiantato dall’utilizzo di particolari seqaze petidiche [15].

L’applicazione di specifiche sequenze peptidichd agaffolds per applicazioni
neurali sta ricevendo grande attenzione. | peptidpetto alle proteine, sono piu
stabili, facilmente sintetizzabili e hanno menolpemi legati allingombro sterico
dopo la funzionalizzazione del biomateriale [5].cOwe perd tenere presente che
sperimentalmente, a paritd di concentrazione, ilitdt biologica dei peptidi e
inferiore rispetto a quelle delle proteine nativa dui sono tratte le sequenze
amminoacidiche. Quest’'unico svantaggio € comuneureldilanciato da quanto visto
sopra [15].

La sequenza RGD (presente in collagene, laminiitaz@nectina) e stata identificata
come la minima sequenza di ricognizione cellulargrado di mediare I'adesione di
molti tipi di cellule, neuroni inclusi.

Specifiche sequenze per l'adesione neurale si mmsprattutto nella laminina e
sono: YIGSR, IKVAV, RNIAEIIKIDI e RYVVLPR. La comlazione di questi
peptidi e sequenze estese di peptidi che comprendd@GSR e IKVAV sono in

grado di aumentare significativamente I'adesioneroreale. Anche nel collagene, si
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trovano sequenze peptidiche in grado di promuoladesione delle cellule neurali
per mezzo delle integrine, la piu studiata e laisega DGEA presente nel collagene
di tipo | e nelle fibrille che lo costituiscono.

Oltre alle proteine della ECM e ai peptidi da essgivati, anche la polilisina
influenza positivamente I'adesione cellulare. Ldiligna € un polipetide composto
da sequenze di lisina: esso aumenta l'adesionealeguta proliferazione e
I'estensione dei neuriti. L'adesione cellulare, dnesto caso, non € mediata da
recettori presenti sulla membrana cellulare date lehcellule non hanno recettori
specifici per questo polipeptide.

La carica positiva presente nella molecola di ol attrae la membrana cellulare
carica negativamente portando alla formazione diegame elettrostatico (figura
5.2.1) [5]. Una volta formato il legame elettrogtat la polilisina induce una
ridistribuzione di carica sulle molecole della meara cellulare che porta a
variazioni di conduttivita e permeabilita della ntmana stessa [25].

Negatively charged cell
Pasitively charged — {——— membrane
Polylysine M = - - = =
'7—?| T+~ T T + I S, R S |—'

Substrate

Figura 5.2.1 —Meccanismo di adesione cellulare della polilisina.

L'interazione risultante polilisina-cellula € similalle interazioni mediate da
recettore-ligando.

E stato scoperto che la funzionalizzazione di biemii con piccole concentrazioni
di polilisina a basso peso molecolare promuove delmlmente I'adesione, mentre
se presente in alte concentrazioni ed elevato pedecolare induce lisi cellulare nel
tessuto limitrofo all'impianto. La risposta delleliule in superficie funzionalizzate
con polilisina dipende quindi fortemente dal pesmavolare della stessa [5].

Come anticipato all'inizio del paragrafo, enormspibilita per I'interazione cellula-
materiale sono offerte anche dai fattori di cresditfattori di crescita sono proteine
che si legano a recettori specifici sulla supegfidella membrana citoplasmatica e

attivano opportune funzioni cellulari [15].
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Di seguito sono riportati i fattori di crescita channo trovato applicazioni nella
funzionalizzazione di scaffolds per il midollo sgie.

Alcuni dei piu comuni fattori di crescita usati pgromuovere la rigenerazione di
tessuto neurale sono le neurotrofine [14]. Le neafioe sono una famiglia di fattori
di crescita che includonmerve growth factor (NGF), neurotrofina-3 (NT-3),
neurotrofina-4/5 (NT-4/5) e brain derived neurotrophic factor (BDNF). Queste
proteine si legano a recettori di terminazioni wse; vengono internalizzate e poi
trasportate per via retrograda al corpo cellul@leye attivano la produzione di
proteine associate con crescita, sviluppo e soprewga neuronale. Ogni
neurotrofina possiede un Trk recettore per il queeelevata affinita: 'NGF si lega
al Trk A, il BDNF al Trk B, NT-3 al Trk C. Vi e inltre un recettore a bassa affinita,
il p75' R che lega tutte e quattro le neurotrofine con ugaéflaita. Questo recettore
pero in assenza di recettore Trk A, puo causarptapioin risposta al NGF [23].
L’'NGF gioca un ruolo cruciale nella crescita e aetlonservazione di neuroni
simpatici, di alcuni neuroni sensoriali e, nel @lw, di neuroni colinergici.

L’'NT-3 e fondamentale nella neurogenesi, promuavelifferenziazione di nuovi
neuroni e la formazione del tratto corticospinalgatite lo sviluppo. Basandosi su
cio, studi hanno dimostrato che questa neurotrgiina favorire la sopravvivenza e
la crescita di neuroni motori dopo una lesione igato spinale.

Originariamente isolato dal cervello, il BDNF puditare a dirigere il normale
sviluppo neurale e possiede proprieta neuropregetiimile a quelle di NGF ed NT-
3.

Altri fattori di crescita studiati per la loro capt nel promuovere la rigenerazione
nervosa nel midollo spinale includonibiary neurotrophic factor (CNTF), fibroblast
growth factors (acido e basico, aFGF e bFG&pansforming growth factor £ (TGF-
B)-

I CNTF promuove la sopravvivenza di neuroni lesibre neuroni del midollo
spinale embrionale, e stato utilizzato per trattaseoni al midollo spinale, ma alcuni
studi fanno pensare che contribuisca alla formazdglla cicatrice gliale.

| fattori di crescita FGF promuovono il recupero nrmaniere indiretta, inducendo
angiogenesi, e in maniera diretta favorendo laifpralzione cellulare e la crescita

assonale nel sito della lesione.
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Il TGF-3 in vitro riduce la proliferazione degli astrociti e puo erssutile per

rivestire impianti neurali [14].
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Capitolo 6

Tecniche di funzionalizzazione

Le molecole biologicamente attive viste nel capit@recedente possono essere
applicate ai biomateriali per indurre risposte f@&wwoli nelle cellule e nei tessuti con

I quali i biomateriali entreranno in contatto.

Le proteine e i peptidi applicati permettono al enale di “dialogare” sul piano
biochimico con le cellule e i tessuti simulandotesaente cio che avviene in natura
tra cellule e matrice extra-cellulare. Tali molexoiteragiscono infatti con i recettori
superficiali della cellula e inducono la trasduaa segnali che influenzano, dopo
I'adesione, la crescita cellulare e la formazioneubvo tessuto.

Biomateriali cosi modificati prendono il nome di dteriali biomimetici”. Essi sono
estremamente ultili, oltre che per dispositivi psate per la preparazioni di scaffolds

destinati allingegneria dei tessuti [15].

6.1 Funzionalizzazione superficiale

Uno dei principali vantaggi dei materiali polimerie la loro versatilita per le
modificazioni superficiali [11]. Le modificazioniuperficiali di biomateriali con
molecole biottive € un modo relativamente sempleg rendere biomimetici i
materiali utilizzati per gli scaffolds [3]. In guesmodo pero e possibile controllare |l
comportamento cellulare solamente in prossimitdadslperficie del dispositivo

biomedico.
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6.1.1 Deposizione superficiale (adsorbimento protgi

Consiste nel rivestire la superficie del mater@da molecole biologicamente attive.
Le molecole sono legate al materiale per mezzoetli forze (forze di Van der
Waals, legami a idrogeno).

La deposizione superficiale si realizza lasciaradsuperficie del materiale a contatto
con una soluzione contenente le biomolecole petempo stabilito in condizioni
controllate. Il processo di adsorbimento non e dliabile e quindi rimane incerta la
quantita di biomolecole legate per unita di superf|15].

Sebbene lo scaffold cosi modificato sia in gradprdmuovere I'adesione di cellule
neurali, tale tecnica presenta un grosso limiteuttbwalla poca stabilita dello strato
biologicamente attivo uno volta posto a contattn Eambiente biologico. Occorre
inoltre considerare che nel caso di proteine o aerg peptidiche lunghe, la
deposizione superficiale pud creare ingombro gierniel sito attivo, ostacolando
I'adesione cellulare e quindi la potenziale rigexzésne di tessuto [5].

Nel caso di scaffolds costituiti da nanofibre perokefficienza dell’adsorbimento
puo essere migliorata per mezzo di un trattamentplasma. Ci0 aumenta
l'idrofilicita delle nanofibre consentendo una magg infiltrazione delle soluzioni

acquose contenenti biomolecole [11].

6.1.2 Electrostatic attachment

Questa tecnica € molto simile all'adsorbimento gicat e al blending; cio che la
contraddistingue € il legame elettrostatico traeunole attive e materiale. Esistono
due tipi di electrostatic attachment: layer-by-layéLbL) assembly ed

electrochemical polymerization.

6.1.2.1 Layer-by-Layer (LbL) assembly

Questa tecnica consiste nella deposizione altedhagtati di materiali policationici

e polianionici che possono auto-assemblarsi graziéorze elettrostatiche per
produrre rivestimenti con dimensioni nanometriohd()OZ\). Per esempio materiali
carichi positivamente possono essere accoppidtradeaticamente con molecole di
adesione cariche negativamente per produrre gsteuthlternate di (-materiale-

molecoley,.
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Se il materiale non possiede una carica intrinsessa puo essere indotta attraverso
specifici trattamenti superficiali.

Perché si verifichi I'accoppiamento € inoltre neeze® che le molecole
biologicamente attive possiedano una carica opp@stguella del materiale
sufficiente.

La tecnica e relativamente semplice (figura 6.11):Iconsiste nellimmersione del
substrato carico negativamente o0 positivamenternalteamente in soluzioni
policationiche e polianioniche. Tra una fase diagegione e I'altra, eventuali eccessi
di polielettrolita vengono rimossi con un risciaogql’operazione é ripetuta fino a

guando si ottiene lo spessore del film desiderato.

Substrate|LbL
Figura 6.1.2.1.1-Schematizzazione della tecnica LbL.

Per garantire allo scaffold un’interazione direttan le cellule e i tessuti l'ultimo

strato deve contenere la molecola di interesse.

Films LbL hanno molti vantaggi: sono versatili, poso essere potenzialmente
applicati a qualsiasi substrato carico e hanno spessore controllabile a livello
nanometrico. Occorre considerare pero che sonoonseltsibili a variazioni di pH:

piccole alterazioni producono instabilita.

6.1.2.2 Electrochemical polymerization

La polimerizzazione elettrochimica permette di mpavare molecole biologicamente
attive in polimeri conduttivi, ad esempio il poliglo. Il polipirrolo, dopo essere
stato ossidato, sviluppa una carica positiva e @sgere accoppiato, grazie a tale

tecnica, con molecole di adesione cariche negatwaen
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Con questa tecnica € possibile ottenere film estreemte sottili (~ 20 nm).

In questo processo e utilizzato un apparato coropestire elettrodi: un elettrodo di
lavoro (in questo caso silicio), un elettrodo aasib (p. es., platino) e un elettrodo di
riferimento (p. es., elettrodo a calomelano). Quekdttrodi sono immersi in una
soluzione liquida di monomero (il pirrolo) e drogarfle molecole utilizzate per la
funzionalizzazione) (figura 6.1.2.2.1).

Applicando una corrente elettrica al sistema, aldttrodo di lavoro si deposita un
film conduttivo di polimero/molecole.

I monomeri del polimero, in corrispondenza dell’dapsi ossidano formando cationi
che possono legarsi alle molecole di drogante lvarieegativamente. Il composto

risultante ha percio una carica netta pari a zero.

Working electrode surface

Working electrode
(e.g., ITO or metal)

Reference electrode
(e.g., Ag/AgCl, saturated
calomel electrode)

Counter electrode __|
(e.g., platinum mesh)

Electrolyte solution
(monomer and dopant)

() = neutral pyrrole
@ =radical or radical cation pyrrole
e = anion (A-) in this case a cell adhesive molecule

Figura 6.1.2.2.1- Schema di un apparato per polimerizzazioneretdtimica.

| parametri che possono influenzare la topografidaeconduttivita del film
polimerico sono: il tempo di deposizione, la tenapera, il sistema di elettrodi e la
scelta del solvente.

Un aspetto da sottolineare di questa tecnica € ithdrogaggio (quindi la
funzionalizzazione del materiale) e la polimerizeae avvengono in simultanea.
Cui con i suoi collaboratori ha realizzato filmsroiestimento di polipirrolo drogato

con CDPYIGSR (una sequenza di peptidi derivatieshaithina); tali materialin vivo
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si sono dimostrati stabili per almeno una settima&naapaci di promuovere
I'adesione neurale. Successivamente Cui in colibone con Stauffer ha utilizzato
come molecole droganti per il polipirrolo la sequenpeptidica RNIAEIKKIDI
(anch’essa derivata dalla laminina). Questi contpasi sono rivelati migliori
nell’aumentare I'adesione neurale e la crescitarads.

Invece di usare direttamente come drogante le roldagoeptidiche di interesse, é
possibile drogare il polipirrolo con I'acido polighmmico (PGlu); il polimero puo
essere poi funzionalizzato con molecole differenhe andranno a legarsi

covalentemente con il PGlu [5].

6.1.3 Covalent attachment

Questo metodo prevede la formazione di un legamwlente con cui ancorare
stabilmente le molecole alla superficie del materi&sistono diverse tecniche di
covalent attachment, specifiche per la funzionaltzane di biomateriali. In alcune si
utilizzano gruppi reattivi esistenti, in altre sormmrevisti dei pre-trattamenti
superficiali per indurne di nuovi. Il legame fraobiiolecola e materiale puo essere
diretto oppure pud coinvolgere un’ulteriore moleco]l5]. Generalmente si
preferisce l'utilizzo dicrossiinkers intermedi piuttosto che legare direttamente le
molecole al biomateriale: in questo modo si ridliogombro sterico in superficie e
si preserva la conformazione della proteina o dgiltide. La scelta dell’'agente di
cross-linking dipende dall'applicazione; nell'usovivo per esempio si sceglie un
agente in grado di minimizzare la risposta immurath principali metodi di
covalent attachment sfruttano i seguenti grupgtikeéa-SH, -NH,, -COOH, -OH.

La modificazione chimica per mezzo del gruppo tol{-SH) prevede la reazione di
un composto sulfidrilico con un maleimide-derivamrtando alla formazione di un

legame tioetere (figura 6.1.3.1).

0 0
R N /\N
R'——SH + —_— R S ~
/ X
0 7
0
Sulfhydryl
compound Maleimide derivative Thioether bond

Figura 6.1.3.1- Reazione di covalent attachment per mezzo diruppo tiolico.
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E possibile utilizzare come agente di cross-linkirsylfo-SMCC (figura 6.1.3.2).

R
0 \
S
/ S 0
N—o0 N R—NH N
0 0
0 0 0 Crosslinked product
R—~NH;
Amine containing compound R SH
0
Sulthydryl containing compound
0 \
N—OH R—~NH N
0
0 0
NHS SMCC activated intermediate

Figura 6.1.3.2 —Reazione di covalent attachment per mezzo di uppgrtiolico e agente di cross-

linking.

Molti polimeri usati nellingegneria dei tessutiurali (per es., I'agarosio e I'acido

ialuronico) contengono il gruppo ossidrile (-OH).

Il carbonildiimidazolo (CDI) pud essere utilizzaper legare i biomateriali con le

molecole di adesione per mezzo di tale gruppo @gul.3.3).

Hydroxyl

0

U
AN N \NH
Q Q

Imidazole carbamate

compound DI
active intermediate
OH 0]
R R )k - IEN
AN + R——NH, AN S NH
o] N /B 0 NH ~—
\%
Imidazolyl N Amine containing ) )
N . Carbamate linkage
carbamate compound g

Figura 6.1.3.3 -Reazione di covalent attachment per
linking.
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Con tale tecnica €& stato possibili legare I'agaroai frammenti di laminina
(CDPGYIGSR, IKVAV, GRGDCP e loro combinazioni).

Il metodo forse piu diffuso per legare covalentetegoolimeri e molecole attive
sfrutta il gruppo carbossilico (-COOH) e 'EDC o BD (figura 6.1.3.4).

Se i prodotti intermedi sono altamente instabifiresenti in basse concentrazioni e
necessario I'uso aggiuntivo di sulfo-NHS.

CHs
| ol

N NH*
R 0 ; / \/\/ \C .
+ H
\{ /\ / : Isourea
HaC N
OH

EDC

CHs
.
R NFy HaC NH NH NH

Carboxylic acid R Amine compound

AN N 1

0
)\ CH, R NH
HsC /\N H \N/\/\NH/

| Amide bond formation

o-acylisourea active intermediate CH,

Figura 6.1.3.4 -Reazione di covalent attachment per mezzo di uppy carbossilico e agente di
cross-linking.

Tale tecnica € molto utilizzata per la funzionadizione di biomateriali adatti a
tessuti neurali.

E stata usata per legare covalentemente il chitosan sequenze peptidiche derivate
dalla laminina, lI'acido ialuronico con polilisinBalginato con la sequenza YIGSR,
PLGA e chitosano con laminina. Recentemente soate dunzionalizzate con
laminina anche fibre elettrofilate di PLA [5].

| principali svantaggi di tale tecnica sono legdte rigide condizioni di lavoro che
potrebbero limitare i tipi di biomolecole utilizzébPer esempio, i solventi organici
usati in alcune procedure di covalent attachmemtepbero deattivare i fattori di
crescita [11].

Oltre a questi metodi, € possibile legare covatestdge le molecole ai materiali per

mezzo di foto-attivazione eoagulazione enzimatica. Con la foto-attivaziondasi
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maggior controllo sulla reazione di accoppiamento tempi vengono ridotti (la

reazione termina in pochi minuti).

La coagulazione enzimatica e stata utilizzata dbheSse e collaboratori per la
funzionalizzazione di scaffolds di fibrina. Pepta#rivati dalla laminina in grado di
promuovere I'estensione dei neuriti sono stati agia gel di fibrina per migliorare

le loro intrinseche proprieta di adesione cellu[&ile

6.2 Funzionalizzazione del bulk

La funzionalizzazione del bulk permette di incogrer molecole attive nello
scheletro dello scaffolds gia durante il processtalbricazione. E stato dimostrato
che le tecniche di incorporazione diretta, se caatpacon le tecniche di
modificazione superficiale, consentono di incorperana quantita maggiore di
biomolecole e aumentano la bioattivitd dello sddfo Nel caso di materiali
biodegradabili tali tecniche consentono il rilasprolungato di biomolecole, rilascio
che dipende dalla cinetica di degradazione dellffald. La funzionalizzazione
dello scheletro consente inoltre di incorporarérairno del biomateriale cellule o

sequenze degradabili enzimaticamente [3].

6.2.1 Blending

Alcune molecole possono essere incorporate diretiggnnel polimero durante il
processo di fabbricazione. Tale tecnica puo esseata per incorporare molecole
attive in film, hydrogels o in scaffolds tridimensionali di fibre elettrafte. E
importante sottolineare pero che le forze attrattha materiale e biomolecole sono
forze deboli e quindi le molecole tendono nel tengab abbandonare la matrice
polimerica. Questa tecnica permette di produrre wumue scaffolds piu stabili
rispetto a quelli ottenuti con adsorbimento dire¢id € piu veloce rispetto alla
modificazione covalente.

Chengel e collaboratori hanno utilizzato il chitesamiscelato con collagene e
polilisina per formare un film adatto ad applicagion tessuti nervosi. Tale film
aumenta I'adesione dei neuroni rispetto al chitogam modificato.

Film cosi prodotti potrebbero essere usati comestinenti per impianti protesici

neurali; occorre considerare pero l'instabilitd di@av ad una incorporazione non
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covalente, la riduzione del numero di molecole dispile per unitd di area
superficiale allaumentare dello spessore del 8lha struttura bidimensionale.

Gli hydrogels sono stati ampiamente studiati colw@in mimetics per la struttura

molto simile a quella dei glicosamminoglicani, mipali componenti della matrice
extra-cellulare (ECM) del cervello. L'aggiunta diohacole di adesione agli
hydrogels tramite blending aumenta I'adesione delle celldgvose e permette di
ottenere una matrice con proprieta simili alla ECM.

Dal punto di vista produttivo, tale tecnica e piantaggiosa per i costrutti
nanostrutturati se confrontata con il metodo clevgue I'ancoraggio delle molecole
alla superficie per mezzo di legami covalenti. Leleoole possono essere infatti
incorporate direttamente durante il processo ddpzmne, senza richiedere fasi
successive.

Nel caso di scaffolds porosi nanostrutturati, lazionalizzazione post-produzione e
piuttosto impegnativa perché diventa difficile gdanae alle molecole un accesso
uniforme all'interno dello scaffold. Cio diventa aora piu complicato quando le
dimensioni dei pori sono confrontabili con quelkdle biomolecole. Nel caso di pori
con dimensioni maggiori delle molecole, tale metatioincorporazione € pero
sconsigliato perché le molecole, non essendo piagpolate fisicamente all’interno
della struttura, possono diffondere nell'ambienteastante [5].
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Capitolo 7

Risultati ottenuti

| risultati ottenuti possono essere valutati rigpedlla morfologia, allineamento,
adesione, proliferazione e differenzazione delliulee Nei prossimi paragrafi sono
rappresentati alcuni lavori, con lo scopo non tahtdare un’idea completa di quanto
e stato fatto finora nell'ambito della rigenerazaaei tessuti neurali, ma di mostrare
come i vari aspetti del comportamento cellularespos essere controllati da

moltissimi parametri, sia fisici che biochimici.

7.1 Morfologia

La morfologia della cellula pud essere influenzdéh substrato. Per esempio, in
molti casi la morfologia assunta su un substratm@ié diversa da quella assunta,
dalla stessa cellula, su un substrato tridimengtogiananofibre.

Viene descritta generalmente come il rapporto 'aee& disponibile e il grado di
spreading. In alternativa puo essere valutato il rapporégd'asse lungo e I'asse corto
0, come nel caso di prove che coinvolgono neutartiinghezza dei prolungamenti.

Il successo della rigenerazione nervosa dipenda dedscita assonale: lo studio di
seguito riportato evidenzia gli effetti dell’alliamento e delle dimensioni di fibre di
PLLA sulla lunghezza dei neuriti.

Il gruppo di F. Yang ha studiato I'efficacia natijegneria dei tessuti neurali di

scaffolds di nano/micro fibre allineate di PLLA. lero prestazioni sono state
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confrontate con quelle di scaffolds costituiti didré disordinate dello stesso
polimero. Gli scaffolds sono stati prodotti con tkcnica dell’electrospinning, il
diametro delle fibre & stato controllato agenddascbncentrazione della soluzione
polimerica (vedi Capitolo 4). La loro efficacia nglomuovere la differenziazione
neurale (vedi paragrafo 7.5) e la crescita guidiianeuriti (esposta in seguito e
ripresa al paragrafo 7.2) e stata valutatavitro usando cellule staminali neurali
(NSCs) C17.2.

La struttura morfologica delle fibre allineate oitiée da soluzioni polimeriche al 2%
e al 5% sono mostrate in figura 7.1.1 a) e b). ibeefdi entrambi gli scaffolds
presentano un notevole allineamento che risultadjuessere indipendente dalla
concentrazione della soluzione. Il diametro vaidalts0 e 500 nm per concentrazioni
di PLLA pari a 2% e tra 800 e 3000 nm per conceidra di PLLA pari al 5%. La
media € di circa 300 nm per il primo caso (nanefiaitineate: ANF) e 1.5m per il
secondo caso (microfibre allineate: AMF). Gli soafé di fibre disordinate sono
stati prodotti con concentrazioni della soluziorei @ 1% e 3%, il diametro medio
delle fibre risulta essere 250 nm nel primo casm@fibre disordinate: RNF) e 1.25

pum nel secondo caso (microfibre disordinate: RMigQufa 7.1.1 c) e d).
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Figura 7.1.1- Micrografia SEM di PLLA (a) ANF; (b) AMF; (c) RNE(d) RMF.
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La figura 7.1.2 mostra la lunghezza dei neuritN&Cs coltivate per due giorni sugli
scaffolds in funzione del tipo di fibre che cossttono gli scaffolds stessi. La
lunghezza media dei neuriti € maggiore nelle ANFegzhri a circa 10Qm. Tra le
AMF, RNF e RMF non ci sono differenze significatieel i valori medi sono
compresi tra 75 e 80m.

| risultati ottenuti evidenziano che in scala naetmoa la disposizione delle fibre
influisce notevolmente sulla crescita dei neunitentre nel caso delle microfibre non

ci sono significative differenze tra fibre allinea non.
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Figura 7.1.2 La lunghezza media del neurite pit lungo penst&lé misurata tra 50 cellule scelte
casualmente in ogni scaffold (sono state piasgae 10 cellule/cnf).

| risultati della prova indicano quindi come migkosubstrato per la crescita di
cellule nervose scaffolds di nanofibre allineat@][2

L’importanza delle nanotecnologie nel controllo demportamento cellulare e stata
evidenziata anche dalle prove condotte da Bechaesa@ collaboratori. Il gruppo ha
realizzato una superficie di policaprolattone (PC&dn nanowires allineati
verticalmente. Come modello cellulare per valuta@esione, la proliferazione e la
differenziazione sulla superficie sono state usatielle PC12.

In questo e nei successivi paragrafi verranno espiosultati ottenuti.

La morfologia cellulare sulla superficie di PCL coanowires (NW) e sulla
superficie di PCL liscia (SPCL) é stata analizzasando immagini SEM. Le
immagini sono prese al primo e quarto giorno diwal (figura 7.1.3).

Dopo 4 giorni di coltura sulla superficie SPCL 8ibile un basso numero di cellule
(figura 7.1.3 a) e b)).
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Cio potrebbe essere dovuto al fatto che tale siggerion fornisce stimoli fisici in
grado di indurre l'adesione delle cellule e la latonseguente crescita. Sulla
superficie NW invece, gia al primo giorno di coliusi nota un certgpreading
(figura 7.1.3 c)). Dopo 4 giorni (figura 7.1.3 d)visibile, evidenziato dal cerchio
tratteggiato, una prima comunicazione cellulare.p®oun giorno di coltura,
'immagine con maggiore ingrandimento delle cellotdtivate sulla superficie NW
mostra una rete di lamellipodi e filopodi che iagiscono con la struttura del
substrato (figura 7.1.3 e) cerchio tratteggiata)eQo comportamento & piu marcato

dopo 4 giorni di coltura (figura 7.1.3.f) cerchratteggiato).

Daay 1 Diay 4

Figura 7.1.3— Immagini SEM di cellule PC12 su SPCL (a) e bNW (c) e d)) dopo 1 e 4 giorni di
coltura rispettivamente. Le immagini SEM ad eleviaigrandimento (e) e f)) mostrano le interazioni
delle cellule con l'architettura nanometrica dope 4 giorni di coltura rispettivamente.
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L'interazione dei filopodi con la superficie € mat@d dalle integrine ed é
estremamente importante per mantenere il fenotge d@ellule a lungo termine. |
risultato ottenuti confermano che le cellule samgrado di interagire con strutture di
scala nanometrica [12].

Il substrato di crescita puo influenzare la morfiéo cellulare attraverso le sue
proprieta fisiche come si € appena visto, ma arattiaverso le sue proprieta
chimiche.

Il gruppo di Morabekeh ha analizzato la crescita n@uriti su nanofibre di
policaprolattone (PCL) funzionalizzate con gelatiNediante electrospinning sono
stati prodotti scaffolds di nanofibre, allineatenen, di PCL/gelatina in rapporti
diversi. Le analisi sulla crescita di neuriti siseao sul confronto tra la crescita di
neuriti in substrati funzionalizzati e non, il comrto tra fibre allineate e disordinate
e servito invece come spunto di riflessione pemndisi della proliferazione
presentata al paragrafo 7.4.

Le nanofibre di PCL/gelatina 70:30 sono risultatera le migliori proprieta per la
rigenerazione di tessuto nervoso e sono stateza#tk per la colturan vitro di
cellule C17.2. La figura 7.1.4 mostra la microggabEM dell'interazione della
cellula con nanofibre elettrofilate di PLC e PCl#gma dopo 6 giorni di coltura.
Come si vede, il PCL funzionalizzato con gelatinananta |'estensione dei neuriti
rispetto al solo PCL, inoltre i neuriti di cellultivate sul PCL sono piu corti di
quelli presenti sulle nanofibre contenenti gelatiQauesta osservazione indica una
migliore integrazione delle cellule con gli scaffeldi PCL funzionalizzati con
gelatina.

Risultati simili sono stati ottenuti anche da Sdhed suoi collaboratori che hanno
realizzato scaffolds di nanofibre elettrofilate ICL e PCL funzionalizzato con

collagene [26].
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Figura 7.1.4— Morfologia di cellule C17.2 su PCL/gelatina (iagdimento: 3000 (A) e 6000 (B)) e
su PCL (ingrandimento: 3000 (C) e 6000 (D)) dogpadni di coltura.
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7.2 Allineamento

L’allineamento delle cellule & un aspetto della fologia cellulare che merita una
trattazione a parte.

Molti tessuti sono costituiti da cellule orientatecondo una precisa direzione. Gli
scaffolds previsti per la rigenerazione di tali stgs dovrebbero riuscire ad
influenzare l'allineamento per ottenere una dispose delle cellule simile a quella
naturale.

E documentato che le cellule adottano un’orientazidineare in substrati che
presentano scanalature in superficie o costitaifilsre ordinate.

Molti studi hanno dimostrato che le cellule siraano secondo la direzione delle
fibre che costituiscono il substrato di crescita.

Le prove condotte da Yang e i suoi collaborataespntate al paragrafo precedente,
hanno evidenziato come le NSCs si allunghino ero leeuriti crescano lungo la
direzione di allineamento delle fibre.Nessuna difgzza € stata evidenziata invece
per il diametro delle fibre stesse.

La figura 7.2.1 rappresenta la micrografia PLCMcdllule C17.2 in coltura nei
differenti scaffolds ANF, AMF, RNF di PLLA dopo wugorno.

| risultati indicano che le NSCs hanno aderito sitiotlo scaffold e che le cellule
hanno abbandonato la loro originale forma rotonda gono allungate assumendo
una forma simile a quella di un fuso.

La direzione di allungamento delle NSCs e dellsdta dei neuriti € parallela alla
direzione di allineamento delle fibore ANF e AMFgffira 7.2.1 a) e b)), mentre &
caotica nelle fiore RNF (figura 7.2.1 c¢)). In figu7.2.2 & riportata la micrografia
LSCM delle NSCs al secondo giorno di coltura inrdikallineate di PLLA con
differenti diametri.

In accordo con i risultati della PLCM, le cellulezscono parallele alle nanofibre di
PLLA che forniscono il miglior effetto dcontact guidance. La teoria del contact
guidance sostiene che le cellule sembrano avergioragrobabilita di migrare in
particolari direzioni associate a proprieta chimgicktrutturali e/o meccaniche del
substrato. La maggior parte delle cellule differatezha una forma bipolare con due
estesi neuriti che emergono dalle regioni del sgraeallelamente alla fibre e

distribuiti in maniera simmetrica rispetto al soste@sso.
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Esistono comunque delle eccezioni evidenziateguwréi 7.2.2 b) con delle frecce.

E stato stimato che la frequenza di neuriti corziéme di crescita parallela alle fibre
e del 94% per le ANF e 88% per le AMF. Il 4% deuri# su ANF e AMF sono
perpendicolari e il rimanente 2% per ANF e 8% p&tFAsi trova in una situazione
intermedia. Questi risultati indicano che le NSGsosentano preferibilmente
seguendo la direzione delle fibre di PLLA e chedlmensione delle fibre non
influenza tale comportamento.

In figura 7.2.3 € riportata la micrografia LSCM ldeNSCs al secondo giorno di
coltura in fibre disordinate di PLLA con differerdiametri. Le immagini indicano
che le fibre disordinate inducono notevoli cambiath@el fenotipo delle cellule
neurali in coltura per 2 giorni rispetto alle fibaflineate. Si nota che i neuriti sono
orientati casualmente, le cellule presentano diyemungamenti e alcuni dei neuriti
si diramano durante lo sviluppo e si connettono atin neuriti 0 soma di altri
neuroni formando le giunzioni sinaptiche. Dato dee fibre disordinate non
forniscono contact guidance la crescita dei neuriti potrebbe essere guidata

principalmente da stimoli chimici o cellulari [26].

Figura 7.2.1— Micrografia PLCM: si nota I'adesione delle NS€ls (a) ANF; (b) AMF e (c) RNF,
dopo 1 giorno di coltura.
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Figura 7.2.2— Micrografia LSCM di neurofilamenti marcati conriminoistochimica 200 kD in NSCs
dopo 2 giorni di coltura; (a) su ANF, ingrandimext@00; (b) su ANF, ingrandimento x 400; (c) su
AMF, ingrandimento x 200 e (d) su AMF, ingrandimert400.
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Figura 7.2.3— Micrografia LSCM di neurofilamenti marcati conrminoistochimica 200 kD in NSCs
dopo 2 giorni di coltura; (a) su RNF e (b) su RMF.
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7.3 Adesione

L’adesione deve essere considerata come una yeogpea forma di comunicazione.
E quindi facilmente intuibile che per ottenere w@fficiente rigenerazione di tessuto
e fondamentale che le cellule aderiscano allo slth{ff’edi Capitolo 5).

Diversi esperimenti sembrano confermare che lelleelideriscono maggiormente a
substrati di nanofibre rispetto a substrati lisgubstrati di nanofibre infatti riescono
ad intrappolare le cellule penetrate all'internpresentano un maggior numero di
adesioni focali. L’adesione delle cellule al susigirin questo caso dipende dal
diametro delle fibre (il valore ottimale €& funziorel tipo di cellule e delle
condizioni) e dalla loro disposizione [11].

Oltre ai benefici portati dall’'utilizzo di nanofiby notevoli vantaggi derivano anche
dalla modificazione dello scaffold con molecoledittve (vedi Capitolo 5).

T. Tina Yu e M.S. Soichet hanno realizzato degiffedds P(HEMA-co-AEMA) con
una particolare geometria e li hanno poi funziazti con peptidi derivati da
laminina. Gli scaffolds presentano numerosi candgntati longitudinalmente con
un diametro medio di 1966 um per promuovere laiéatazione dei neurofilamenti
rigenerati e con un modulo di compressione di 19RP8, dello stesso ordine di
grandezza del modulo di compressione del midolinade felino (200-600 kPa).

La copolimerizzazione di  2-idrossietiimetacrilato HEMA) con  2-
amminoetilmetacrilato (AEMA) fornisce un gruppo amioo primario al quale sono
legati covalentemente, per mezzo di sulfo-SMCC, dequenze peptidiche
CDPGYIGSR e CQAASIKVAV.

La sequenza YIGSR promuove l'adesione neurale, iadat sequenza IKVAV
aumenta la crescita dei neuriti. Le sequenze CDEQAAS sono deglspacer.

Tali scaffolds forniscono stimoli fisici (i canalé chimici (i peptidi) per I'adesione
delle cellule neurali e guidano la crescita deiritiesecondo precise direzioni.
L’adesione cellulare e stata testata utilizzandarow primari del ganglio della
radice dorsale (DRG) di un pulcino.

Come mostrato in figura 7.3.1 l'adesione cellul&emaggiore sulla superficie
modificata con i peptidi rispetto alla superficiemtrattata P(HEMA-co-AEMA) e
non c’'é differenza tra I'adesione sullo strato dintrollo PLL/laminina e I'adesione

sullo scaffolds funzionalizzato [28].
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Figura 7.3.1 — Confronto tra I'adesione su: scaffold di P(HEM&-8EMA-1%) funzionalizzato,
substrato di controllo PLL/laminina e scaffold nfomzionalizzato. | dati provengono dalla media dei
valori ottenuti da 55 campi di raccolta casualisergi sulla superficie dello scaffold dopo 2 giodni
coltura.

7.4 Sopravvivenza e proliferazione

Sebbene gli eventi che governano il ciclo cellulaom siano stati completamenti
capiti, € noto che la presenza di un particolarbianme extracellulare concorre nel
determinare se e quando la cellula si dividerdipendenza della loro propensione
per la proliferazione, le cellule si possono cligsmsie inlabili, permanenti o stabili.

Le cellule labili si replicano continuamente mer&eellule permanenti sono cellule
terminalmente differenziate incapaci di prolifer§pe es., neuroni). Le cellule stabili
si collocano tra questi estremi, dopo una divisiasgumono una specifica funzione,
ma possono essere indotte da particolari stimadérdrare nel ciclo e a proliferare.
Stimoli non adatti provenienti dallambiente extellulare possono viceversa
indurre alla morte della cellula stessa. Cio pugeawre per necrosi o apoptosi. Il
controllo della proliferazione della cellule e @elbro sopravvivenza é fondamentale
per la rigenerazione dei tessuti [29].

In molti casi si cerca di raggiungere la massimalifgrazione, ma esistono alcune
eccezioni: per esempio la proliferazione di astro@ll'interfaccia impianto/tessuto
nel sistema nervoso centrale porta all'indesidefatanazione della cicatrice gliale
(vedi Capitolo 1).

Come anticipato, Mobarak si & occupato dello studiédla proliferazione delle
cellule C17.2 su scaffolds di nanofibre di PCL e_R@hzionalizzato con gelatina. In
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figura 7.4.1 si vede come la proliferazione dellellde sugli scaffolds
funzionalizzati € piu alta rispetto a quanto aveiesu substrati semplici di PCL.

Inoltre se confrontata con le nanofibre disordinkaeproliferazione su nanofibre

allineate € maggiore [27].

BTCP

B PCL (Random)

DPCL (Aligned)

O PCL /Gelatin T0:30{Random)
B PCL /Gelatin T0:30(Aligned)

Cell Viability

Day2 Dayd Daya

Time after cell seeding

Figura 7.4.1— Valori ottenuti da saggio MTS per cellule C13w2nanofibre ordinate e non di PCL e
PCL/gelatina dopo 2, 4, 6 giorni dalla seminazione.

Substrati di PCL sono stati usati ancheéBgechara e i suoi collaboratori.
Nell’esperimento, gia presentato al paragrafo & 4tata valutata anche I'adesione e
la proliferazione delle cellule PC12 su superfioh@anowires (NW), su superfici
lisce di PCL (SPCL) e su superfici lisce di potistie (PS).

Di solito, le superfici PS vengono rivestite dilagene per assicurare una buona
adesione delle cellule al substrato. Per studilireffgtti della nanotopografia sulle
funzioni cellulari, nessuna delle superfici di testi controllo é stata rivestita.

Le immagini da microscopia fluorescente indicane &b cellule hanno aderito e
hanno proliferato maggiormente sulle superfici NWgpetto alle superfici SPCL e
SP (figura 7.4.2). Le cellule PC12 seminate su N@gétnano una maggiore adesione
dopo 1 giorno di coltura (figura 7.4.2 e)) e dopogibrni di coltura la loro
proliferazione e comunicazione € indicata dall'ditello di aggregazione cellulare

(figura 7.4.2 f)). La proliferazione e invece mirarper le colture su PS (figura 7.4.2
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a) e b)) e su SPCL (figura 7.4.2 c) e d)) dopo4lgeorni di coltura.Le superfici PS
sono state usate come controllo per accertareckeifh delle condizioni di coltura,
mentre le superfici SPCL servono come confronto yautare |'efficacia della
nanotopografia in superficie. | risultati indicarahie manipolando l'architettura
superficiale si puo controllare la proliferazioredlglare.

Le cellule PC12 normalmente non sono in grado drieglalle superfici e per questo
gli scaffolds necessitano di un rivestimento dilaggne. Quanto ottenuto dimostra
che una particolare nanotopografia € in grado diape all’adesione e conseguente

proliferazione anche senza I'utilizzo di collag¢h?].

Day 4 Day 4

Figura 7.4.2— Immagini da microscopia fluorescente (10x) diube PC12 su superfici PS (a) e b),
SPCL (c) e d)) e NW (e) e f)) rispettivamente ddpm4 giorni di coltura.
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7.5 Differenziazione

Molte strategie di rigenerazione dei tessuti ridbigo la selettiva differenziazione di
cellule progenitrici o staminali in specifici tipellulari.

Le cellule staminali sono cellule non specializzedpaci di trasformarsi in diversi
altri tipi di cellule del corpo. Sono in grado dioplurrecellule differenziate, cellule
che svolgono una particolare funzione all'interno uh tessuto. Le cellule
differenziate possono essere labili, stabili o @eremti, ma possono produrre solo
cellule del proprio tipo. Le cellule staminali iroeepossono dividersi e dare origine a
cellule pluripotenti, in grado a loro volta di differenziarsi e produla maggior parte
dei tessuti di un organismo, alule totipotenti, le cui differenziazioni possono
portare alla formazione di tutti i tessuti sia tetibrione che extra-embrionari.

La principale differenza tra le cellule staminatil&ionali e le staminali adulte € che
le prime, presenti negli embrioni, non sono an&ase impegnate in un certo tipo di
tessuto e percio, in dipendenza dell’eta dell’ene] possono essere considerate piu
0 meno dei totipotenti. Le cellule staminali adu#teno specifiche invece di un
particolare tessuto ma possono produrre celluléesuti diversi, possono essere
viste come dei pluripotenti.

Gli stadi di differenziazione delle cellule stanlinpossono essere avviati e
controllati da complessi segnali provenienti daeaftellule o dal’ambiente in cui
vivono [29].

Scaffolds di nanofibre sono in grado sia di prexeefa differenziazione permettendo
la proliferazione e il mantenimento di nicchie pgbatenti sia di supportare la
differenziazione.

Nelle prove condotte da Yang e collaboratori, g@spntate ai paragrafo 7.1 e 7.2, &
stata valutata anche I'influenza della topogra@#iednanofibre sulla differenziazione
delle cellule. Le cellule C17.2, usate nelle proseno in grado di differenziarsi
senza l'interazione con molecole di adesione camnenina, fibronectina, collagene
o polilisina, generalmente richieste come subst@tomissivo alla crescita dei
neuriti. Questo aspetto le rende notevolmente estamti, in quanto la loro
differenziazione dipende in questo caso solamealle daratteristiche delle fibre di
PLLA. Si é visto che nelle ANF e nelle RNF si sodifferenziate 1'80% delle

cellule, mentre nelle AMF e nelle RMF solo il 40%.
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Questi risultati indicano che la differenziazionelle cellule staminali neurali é
indipendente dall’allineamento delle fibre, ma mnige fortemente delle loro
dimensioni [26].

L’influenza della nanotopografia del substrato aullifferenziazione e stata
evidenziata anche dagli esperimenti di Becharalbmratori. La linea cellulare
usata (PC12) deriva da cellule di feocromocitomaatip. Le cellule PC12 sono in
grado di differenziarsi in neuroni mediante I'aggau di Nerve Growth Factor
(NGF).

Dopo 4 giorni di coltura, le cellule sono state asdp al NGF per indurne la
differenziazione.Per visualizzare la formazionestii neuronali le cellule PC12 sono
state colorate con CMFDA.

Dopo 1, 4 e 7 giorni dall'aggiunta del NGF sullgetficie SPCL le cellule sono
poche e la crescita dei neuriti € molto scarsau(éigr.5.1 a) c) ed e)). Le cellule
coltivate invece sulla superficie NW mostrano unagpessiva crescita dei neuriti per
I'intera durata della coltura. Gia al primo giornpeuriti cominciano a crescere e le
cellule mostrano una migliore colonizzazione (fyut.5.1 b) cerchio tratteggiato).
Dopo 4 giorni i neuriti sono piu lunghi e interagpso tra loro per formare una rete
neuronale (figura 7.5.1 d)). In figura 7.5.1 fyvede che al giorno 7 si & formata una
rete neuronale estesa: ci0 suggerisce che la ranbeitura promuove la
differenziazione delle cellule PC12 in neuroni. €asioni simili si ottengono
studiando i cambiamenti della morfologia celluléiigura 7.5.2).

Sulla superficie SPCL, come prevedibile, le celluesenti sono poche dopo 1,4 e 7
giorni dall'aggiunta del NGF (figura 7.5.2 a), d)g®. Le cellule hanno una forma
sferica e non c’e una crescita evidente di neuriti.

Le cellule sulla superficie NW dopo 1 giorno semmar&omunicare tra loro (figura
7.5.2 b)). Le immagini ingrandite mostrano che deensioni cellulari interagiscono
con i nanowires (figura 7.5.2 c)). Dopo 4 giorni, le immagini SEMostrano
un’iniziale crescita dei neuriti (figura 7.5.2 eflallimmagine ingrandita si vede che
I neuriti si diramano e interagiscono con le stmgtdel substrato (figura 7.5.2 f)). Al
settimo giorno é visibile una rete neuronale (figidr5.2 h)e i)). La nanotopografia
del substrato mantiene lo stato differenziato dedtule PC12; la mancanza della

nanoarchitettura sulle superfici SPCL non permetteece una forte adesione e
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impedisce la formazione di una rete neuronale.righiestudi su tali colture cellulari
fanno evidenziato I'espressione miarkers neuronali, NF-H e TH, da parte delle

cellule differenziate su superfici NW [12].

SPCL NW

Figura 7.5.1— Immagine da microscopia fluorescente (10x) tlulsePC12 colorate con CMFDA su
SPCL e NW dopo: (a) e b)) 1 giorno, (c) e d)) drgi e (e) e f)) 7 giorni dall’'aggiunta di NGF.
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SPCL MW

Figura 7.5.2 —-Immagine SEM di cellule PC12 su superfici SPCLW Nspettivamente dopo (a) b)
e c)) 1 giorno, (d) e) e f)) 4 giorni e (g) h) g7)giorni dal'aggiunta di NGF.
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Conclusioni

La rigenerazione di tessuto nervoso nel midollmalei lesionato rappresenta una
sfida alquanto complessa. Dal punto di vista dek#one infatti, il sistema nervoso
centrale e periferico rispondono in maniera divefdantre nel sistema nervoso
periferico in seguito ad una lesione gli assonispas rigenerare e reinnervare i loro
targets (anche se non sempre cio coincide corcilpero funzionale), nel sistema
nervoso centrale raramente si € osservato unaaripae di tessuto danneggiato.
Ecco perché malattie e traumi a carico del sistegr®0so centrale sono spesso
degenerative e accompagnate da disfunzioni perrtianen

L’ingegneria tessutale in quest’ambito si proponie relalizzare dei substrati
(scaffolds) in grado di fornire sostegno alle fibnerigenerazione mentre queste
tentano di attraversare la cisti (normalmente irepraile). Tali substrati serviranno
inoltre come fonte di farmaci o sostanze in grad@rdmuovere la crescita degli
assoni.

Gli studi sperimentali finora condoitn vivo edin vitro dimostrano che gli sviluppi
sul campo delle nanotecnologie e I'approccio bioatioo sembrano offrire ampie

possibilita.
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