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Capitolo 1

Riassunto

PRESUPPOSTI DELLO STUDIO Nel mondo occidentale la patologia
valvolare cardiaca presenta una prevalenza del 2% nella popolazione gene-
rale, ed e in costante crescita dato I'invecchiamento della popolazione. La
terapia chirurgica attuale utilizza sostituti valvolari meccanici e biologici, che
frequentemente portano i pazienti al reintervento o all’insorgenza di compli-
canze. L’Ingegneria Tissutale (TE), disciplina che unisce il contributo del-
I'ingegneria e della biologia, potrebbe permettere di creare sostituti valvolari
dotati di patrimonio cellulare autologo e vitale in grado di andare incontro a
rimodellamento e crescita in accordo con lo stato fisiologico dei pazienti, in
particolare quelli pediatrici.

SCOPO DELLO STUDIO Gli scopi di questo studio sono stati: veri-
ficare la capacita di decellularizzazione dei metodi UTRIDOC, TRICOL e
TRITDOC quando applicati al Pericardio Bovino (PB), al Pericardio Bo-
vino di Vitello (PBV) e al Pericardio Porcino (PP); testare il potenziale di
ricellularizzazione del PB UTRIDOC, TRICOL e TRITDOC e caratterizzare
strutturalmente e fisicamente il PBV e il PP prima e dopo decellularizzazione
TRITDOC che si e rivelato un promettente metodo per ’adesione cellulare
endoteliale. Gli scaffolds ottenuti sono stati valutati come biomateriali di
base per I'Ingegneria Tissutale delle valvole cardiache (TEHV).

MATERIALI E METODI Il PB e stato decellularizzato utilizzando tre
metodi denominati rispettivamente: UTRIDOC, TRICOL E TRITDOC. Ve-
rificata la completa decellularizzazione del tessuto e 'organizzazione della
Matrice Extracellulare (MEC) tramite tecniche istologiche ed immunoisto-
chimiche, sulla superficie sierosa del tessuto sono stati seminati fibroblasti
bovini (Pericardiociti) e cellule endoteliali umane (HUVEC). Le semine sono
state eseguite in diverse condizioni sperimentali per testare la densita cellu-
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lare piu promettente e i terreni di coltura piu adatti. I risultati delle semine
sono stati indagati attraverso colorazione dei campioni con Ematossilina ed
Eosina, Test di Landegren e Test MTT. II PB UTRIDOC e stato succes-
sivamente funzionalizzato con una sequenza peptidica sintetica proadesiva
RGD (arginina, glicina, acido aspartico), ed ¢ stata testata 1’adesione dei
Pericardiociti.

Il protocollo TRITDOC e stato poi applicato anche al PBV e al PP. In
quest’ultimi esperimenti i pericardi sono stati espiantati dopo sacrificio degli
animali e suddivisi in 4 aree anatomiche: VsxANT, VdxANT, VsxPOST,
VdxPOST. Per ogni area dei pericardi trattati TRITDOC e non trattati so-
no stati determinati lo spessore, la densita e il contenuto d’acqua medi. La
qualita della decellularizzazione e la preservazione delle matrici sono state
valutate tramite istologia, DAPI, immunoistochimica (IHC) e microscopia
elettronica a trasmissione (TEM). L’eliminazione dell’antigene xenogenico
a-Gal dai PBV e dai PP TRITDOC, e stata valutata tramite test ELISA.

RISULTATT Tutti i metodi di decellularizzazione sono in grado di eliminare
totalmente la componente cellulare dai tessuti pericardici, inoltre mantengo-
no inalterata 1’organizzazione generale della MEC. I test di semina cellulare
hanno mostrato che i Pericardiociti aderiscono alla superficie sierosa del PB
UTRIDOC dopo 6h e 18h dalla semina e cominciano ad entrare nella MEC
dopo 7 giorni nel PB TRICOL e UTRIDOC, mantenendo un metabolismo
attivo. In presenza del peptide proadesivo sintetico RGD, i pericardiociti ade-
riscono meglio al PB UTRIDOC anche utilizzando concentrazioni cellulari di
semina minori.

Le cellule HUVEC riescono ad aderire alla superficie sierosa del PB UTRI-
DOC se seminate per 1h, 3h, 5h e 24h, ma non formano un monostra-
to continuo. Dopo un tempo di 7 giorni dalla semina invece, aderiscono
piu uniformemente sul PB UTRIDCOC e formano un monostrato sul PB
TRITDOC, mantenendo ’espressione dei marcatori endoteliali vWf e CD31.

Considerando l'intero PBV, il trattamento TRITDOC causa una riduzio-
ne dello spessore (p>0,05), un incremento della densita (p<0,05) e una par-
ziale disidratazione del tessuto (p<0,05). Nel PP TRITDOC, nel VsxANT
e nel VAXANT lo spessore ¢ aumentato non significativamente (p>0,05) e il
contenuto d’acqua si e ridotto invece in maniera significativa (p<0,05), men-
tre nel VdxPOST e nel VsxPOST lo spessore e il contenuto d’acqua si sono
ridotti in modo non significativo (p>0,05). Dopo decellularizzazione, la den-
sita del PP non si ¢ modificata significativamente (p>0,05) rispetto al tessuto
nativo. Inoltre, le aree che ricoprono il VsxANT nel PB e il VdxANT nel
PP sono risultate le pit omogenee per le proprieta fisiche sopra menzionate,
sia prima sia dopo decellularizzazione. Le analisi morfo-strutturali eseguite,



Iistologia e la valutazione al TEM hanno rilevato una struttura della ma-
trice e un’organizzazione delle fibre collagene sostanzialmente preservata dal
trattamento TRITDOC.

CONCLUSIONTI I protocolli di decellularizzazione UTRIDOC, TRICOL
e TRITDOC producono scaffolds pericardici bovini e porcini acellulari, non
citotossici e con una MEC strutturalmente preservata. 11 PB TRITDOC
sembra lo scaffold pitt adatto per la semina di cellule umane endoteliali HU-
VEC. La decellularizzazione del PBV e del PP con il protocollo TRITDOC,
ha inoltre permesso di individuare delle aree pericardiche di potenziale in-
teresse per la TEHV. Studi approfonditi sulle prestazioni meccaniche e sul
ripopolamento cellulare di queste matrici permetteranno una valutazione piu
accurata dell’effetto del trattamento.



Abstract

BACKGROUND In the western world the prevalence of valvular heart
diseases in general population account for 2%, and is constantly increasing
due to ageing phenomena of the population. Current surgical therapies im-
ply the use of mechanical and biological valves for the replacement of the
diseased valve. Unfortunately in the long term this substitute valves lead
patients to complications or reoperations. By using Tissue Engineering (TE)
technologis, a science that combines contributions from engineering and bi-
ology, it is being investigated whether it is possible to create a new viable
valve substitute that, similarly to healthy human valves, can withstand in
vivo mechanical stress and undergo remodelling and growth after implanta-
tion, especially in paediatric patients.

AIM OF THE STUDY The purposes of this study are:

1. Understand efficacy of UTRIDOC, TRICOL and TRITDOC decellular-
isation methods applied to Bovine Pericardium (BP), Calf Pericardium
(CP) and Porcine Pericardium (PP)

2. To test recellularisation potential of UTRIDOC, TRICOL and TRIT-
DOC BP

3. Physical and structural characterisation of CF and PP, before and after
TRITDOC treatment

The obtained acellular scaffolds are considered as potential materials to be
used for TE heart valve production.

MATERIALS AND METHODS BP has been decellularized using three
methods: UTRIDOC, TRICOL and TRITDOC. Istological and immunois-
tochemical techniques has been used to verify the complete decellularization
of tissue and the organization of the Extracellular Matrix (ECM). Bovine fi-
broblasts (Pericardiocytes) and human endothelial cells (HUVEC) have then
been seeded on serosal layer. Many seeding have been done in order to test
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different cellular densities and culture media. Spectrophotometric Landegren
and MTT Tests and Haematoxylin and Eosin (H&E) have been carried on to
check the seeding processes. At the same time others samples of BP UTRI-
DOC have been funzionalized with a syntethic, proadhesive peptide RGD
sequence and Pericardiocytes have been seeded.

TRITDOC protocol has been also applyed to CP and PP. These Pericar-
dia have been collected and cutted in four anatomical areas: VsxANT, Vdx-
ANT, VsxPOST, VdxPOST. Density, thickness and water content HAVE
been determined for each area and have been compared with non-tReated
Pericardia. To check decellularisation and matrix preservation of these sam-
ples the following techniques have been applied: H&E, DAPI, immunohis-
tochemistry and electron transmission microscopy (TEM). Removal of the
xenoantigen a-Gal has been assessed by means of ELISA test.

RESULTS As been shown the three methods of decellularisation are able
to remove cellular component from pericardial tissues and maintain ECM or-
ganization. Cellular seeding tests have showed Pericardiocytes adhesion on
PB UTRIDOC serosal surface, after 6h and 18h of culture. Moreover, after
7 days Pericardiocyte begin to migrate into ECM of BP UTRIDOC e TRI-
COL maintaining an active metabolism. When using syntethic, proadhesive
peptide RGD, Pericardiocytes better adhere to the BP UTRIDOC.

HUVEC cells are able to adhere to the BP UTRIDOC in 1h, 3h, 5h and
24h since seeding, but they does not form a continous layer. However, they
form it after 7 days on the BP TRITDOC and they keep espression of vWf
and CD31.

The whole TRITDOC CP display a significant decrease of water con-
tent (p<0,05), a not significant decrease of thickness (p>0,05), while density
significantly increased (p<0,05), compared to the non-treated samples. In
TRITDOC PP, both the VsxANT and VdxANT showed a not significant
increase of thickness (p>0,05) and a significant decrease in water content
(p<0,05), compared to non-trated samples. On the contrary both VdxPOST
and VsxPOST display a not significantly decrease of thickness and of water
content and neither change in density (p>0,05). Moreover, for the mentioned
above physical features, the VsxANT area in CP and VAxANT area in PP
proved to be the most homogeneous specimens, compared to the other areas
in the same species. Structural analyses demonstrated complete decellular-
isation in both CP and PP TRITDOC. Matrix architecture and collagen
fibres organization were grossly maintained by the TRITDOC treatment, as
exhibited by histology and TEM analysis. The xenoantigen a-Gal was com-
pletely removed from CP and PP after TRITDOC decellularisation.
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CONCLUSIONS the tested decellularisation protocols, UTRIDOC, TRI-
COL and TRITDOC, produce bovine and porcine pericardial scaffolds that
are acellular, non-cytotoxic, and exhibit normal organisation of the ECM.
The TRITDOC BP, seems to be suitable for cellular seeding of human en-
dothelial cells HUVEC. TRITDOC decellularisation of CP and PP identified
specific pericardial areas more prone for use in TEHV. Further studies should
be carried out to assess the mechanical performances of such scaffold, prior
and after in-vitro cell seeding.



Capitolo 2

Introduzione

2.1 1l Pericardio

Il pericardio (Pericardium) ¢ un sacco fibroso che avvolge il cuore e lo sostiene
all’interno del mediastino ed inguaina i tratti iniziali del tronco polmonare
e dell’aorta, come pure le terminazioni delle vene cave (craniale/superiore e
caudale/inferiore) e delle vene polmonari Fig. [2.1] La forma e le dimensioni
del pericardio corrispondono a quelle del cuore, che si sposta liberamente al
suo interno coerentemente con i cambiamenti volumetrici sisto-diastolici [1].
Si distinguono un Pericardio sieroso e un Pericardio fibroso.

Il Pericardium serosum € un sacco chiuso che circonda il cuore. Si distin-
guono 2 foglietti: uno parietale e uno wiscerale, in continuita solo a livello
della zona di riflessione attorno ai grossi vasi alla base del cuore. 11 fogliet-
to parietale (Lamina Parietalis) & molto sottile e tappezza la faccia interna
del pericardio fibroso, da cui non puo essere staccato. E costituito da un
mesotelio a cellule piatte o cubiche, sostenute da un sottile strato di tessuto
connettivo ricco di fibre collagene ed elastiche, direttamente in continuita
con il tessuto proprio del pericardio fibroso. Il foglietto viscerale (Lamina
Visceralis) non ¢ altro che Iepicardio, che riveste esternamente il miocardio
ed e formato da un unico strato di cellule mesoteliali isoprismatiche o appiat-
tite, che riposano su un sottile strato di tessuto connettivo [3]. Questo strato
e ricco di fibre elastiche ed e provvisto di una rete capillare e di numerosi
elementi nervosi. Tra i due foglietti & presente una cavita (Cavum Pericar-
dii), che in condizioni normali & praticamente virtuale. I 2 foglietti scivolano
liberamente 'uno sull’altro grazie alla presenza di una piccola quantita di
liquido pericardico (da 2 a 3 ml nell'uomo). Abitualmente, il liquido peri-
cardico e chiaro, trasparente o ¢ leggermente citrino e un po’ vischioso. E al
tempo stesso prodotto e riassorbito dal mesotelio del pericardio sieroso. La



Figura 2.1: Immagine del sacco pericardico sezionato in modo da poter
visualizzare il cuore sottostante [J]

sua composizione ¢ variabile ma sempre povera di sali minerali (0.7-0.8%) e
di sostanze organiche (2-3%).

Il foglietto viscerale forma 2 guaine distinte: una attorno all’aorta e al
tronco polmonare, ’altra intorno alle terminazioni venose. Questa disposizio-
ne assicura l'indipendenza dei movimenti dei grossi tronchi arteriosi, rispetto
agli atri e alle vene. Il rivestimento pericardico solidarizza le 2 arterie, le cui
facce adiacenti sono infatti unite da uno spesso strato connettivale. La cavita
pericardica forma tra le vene polmonari sinistre e destre una specie di tasca:
il seno obliquo del pericardio o diverticolo di Haller. Questo seno ¢ molto
profondo nell’'uomo, mentre ¢ appena accennato nei mammiferi domestici e
praticamente assente nei ruminanti [IJ.

Il Pericardium fibrosum & un sacco sottile, ma resistente e inestensibile,
la cui forma riproduce praticamente quella del cuore. Presenta infatti una
forma conica, leggermente appiattita da un lato all’altro nei Mammiferi do-
mestici, in senso dorso-ventrale nell’'uomo. Il suo asse maggiore ¢ orientato
come quello del cuore, con 'apice diretto verso I’angolo sterno-diaframmatico
e con la base che avvolge i grossi vasi, arteriosi e venosi. Il suo colore e bian-
castro o madreperlaceo. La faccia interna di questa lamina fibrosa si continua
direttamente con lo strato di sostegno della lamina parietale del pericardio
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Figura 2.2: Disposizione del pericardio: schema di una sezione trasversale
del torace a livello del mediastino medio nel bovino [1]

sieroso, dal quale non puo essere separata. Al contrario, la sua faccia esterna
e rivestita da epipericardio ed € unita alla lamina mediastinica della pleura,
mediante un sottile strato di tessuto connettivo lasso, che in certi punti divie-
ne adiposo, permettendone cosi la separazione tramite dissezione Fig. 2.2 1
foglietto parietale del pericardio sieroso, il pericardio fibroso e I’epipericardio,
insieme, formano il cosiddetto Pericardio parietale [3.

Nell’uomo, il sacco pericardico aderisce, mediante una superficie relativa-
mente larga, direttamente al versante ventrale del diaframma. Quest’unione
avviene tramite tessuto connettivo lasso a livello periferico, mentre diviene
una connessione intima nella zona centrale, dove le formazioni fibrose si fon-
dono. Nei mammiferi domestici, invece, il pericardio rimane separato dal
diaframma mediante una stretta parte del mediastino caudale, nel quale &
presente il legamento freno-pericardico, pitt o meno distinto a seconda della
specie e dell’individuo. Inoltre, nell’'uomo il pericardio ¢ unito allo sterno
soltanto mediante due brevi legamenti sterno-pericardici, superiore e infe-
riore [4]. Questi legamenti hanno equivalenti solo nei ruminanti (bovini) e
nel maiale. Infine, tralci fibrosi accompagnano i grossi vasi (arteriosi e ve-
nosi) unendo in modo efficace la base del cuore e il pericardio alle pareti e
agli organi toracici. In questo modo, il cuore si trova sospeso nella regione
mediastinica media in modo solido, ma al tempo stesso elastico, fissato allo



Figura 2.3: Sezione trasversale schematizzata del pericardio parietale: si di-
stinguono lostrato sieroso (S), quello fibroso (F),lo strato di tessuto adiposo
(A) e lo strato epipericardico (E) pit esterno [5]

sterno, al diaframma e alla colonna vertebrale [I].

2.1.1 Istologia del pericardio

Il pericardio parietale, come detto sopra, e costituito da 3 strati Fig. [2.3

1. lo strato sieroso, il piu interno che guarda la cavita pericardica, formato
da cellule mesoteliali

2. lo strato fibroso, intermedio, formato da tessuto connettivo
3. Vepipericardio, il piu esterno [5]

Spesso ci si riferisce al pericardio parietale con il termine “pericardio”,
anche se quest’ultimo comprenderebbe piu propriamente anche il foglietto vi-
scerale sieroso (I’epicardio). Fatto questo chiarimento, d’ora in poi useremo il
termine “pericardio” per riferirci solo al pericardio parietale. L’epipericardio
analogo al rivestimento mesoteliale esterno della pleura parietale, ¢ formato
da uno strato di cellule pavimentose dotate di microvilli.

Lo strato sieroso ¢ tappezzato da cellule mesoteliali organizzate a formare
un epitelio pavimentoso semplice. Le cellule mesoteliali hanno una forma
esagonale o poligonale, con un rapporto nucleo/citoplasma piuttosto ampio.
La loro superficie luminale, che guarda la cavita pericardica, e ricoperta di
microvilli, pit o meno lunghi quanto l'altezza delle cellule nel pericardio
bovino e porcino, molto piu corti, invece, nel pericardio umano. Alcune
cellule possono inoltre presentare ciglia sulla loro superficie, a seconda delle
condizioni fisiologiche in vivo [4]. La labilita di questo epitelio di rivestimento
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¢ dovuta alla carenza di giunzioni intercellulari, quali desmosomi e giunzioni
strette, e di strutture di ancoraggio tra membrana basale e mesotelio [5].

Lo strato fibroso, infine, e costituito da tessuto connettivo denso in cui
si identificano una componente cellulare propria (fibroblasti) e una matrice
extracellulare (MEC) [6]. I fibroblasti sono le cellule principali dei tessuti
connettivi. Non hanno una forma ben definita ma spesso si presentano al-
lungate con alcuni prolungamenti laterali. Sintetizzano e secernono tutti i
componenti della MEC: collagene, proteoglicani, glicoproteine ed i compo-
nenti macromolecolari delle fibre elastiche. Queste cellule sembrano disporsi
lungo le fibre collagene rimodellandole ed organizzando tutta la struttura
tridimensionale tissutale, hanno numerosi mitocondri ed un reticolo endo-
plasmatico liscio e rugoso molto sviluppato. Il citoscheletro di queste cellule
¢ molto ben organizzato allo scopo di rendere efficiente 1’esocitosi delle nu-
merose molecole per la formazione della MEC. 1 fibroblasti del pericardio
sintetizzano principalmente collagene di tipo I e III [6].

La MEC oltre alla funzione di sostegno svolge anche un ruolo fondamen-
tale nella modulazione della proliferazione, del differenziamento e dell’orien-
tamento cellulare, influenzando il mantenimento dell’architettura tissutale e
gli scambi metabolici fra i vari distretti. Nei tessuti connettivi fibrosi densi
a funzione meccanica, come il pericardio, ’estensione della MEC & general-
mente piu abbondante della componente cellulare e la circonda completa-
mente determinando cosi le proprieta fisiche del tessuto stesso. Nella MEC
si distinguono 2 componenti principali:

e la sostanza fondamentale amorfa, che permette la diffusione delle so-
stanze nutrienti e dei cataboliti

e le proteine fibrillari (collagene, elastina), responsabili dell’elasticita e
della resistenza meccanica del tessuto [7].

Sostanza Fondamentale Amorfa

La sostanza fondamentale amorfa ¢ un gel altamente idratato che regola gli
scambi di nutrienti e cataboliti tra sangue e tessuto e funge da filtro selettivo
nel dirigere la migrazione cellulare attraverso la MEC. E’ omogenea e tra-
sparente, talvolta non apprezzabile nei preparati istologici dove puo essere
parzialmente solubilizzata se non fissata in maniera specifica. Le 2 classi di
macromolecole che la compongono sono: i proteoglicani (PGs) e le glicopro-
teine.

I PGs sono complesse strutture molecolari costituite da un asse proteico

su cui si inseriscono le catene polisaccaridiche acide, dette glicosaminoglicani
(GAGs). I GAGs sono molecole molto lunghe in cui si ripetono delle unita
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disaccaridiche legate insieme da legami O-glicosidici a formare delle macro-
molecole lineari [8]. In ognuna di queste unita che si ripetono, un residuo &
sempre costituito da un’esosammina o un amminozucchero (glucosammina e
galattosammina), mentre 1’altro di solito e costituito da un acido uronico (per
lo pin acido D-glucuronico). I GAGs presentano un’elevata concentrazione
di cariche negative e una spiccata idrofilia. Sono quindi in grado di assorbire
grandi quantita di acqua, assolvendo ad un importante ruolo meccanico e
biologico. In soluzione assumono una conformazione a spirale, conferendo
al tessuto plasticita e resistenza alla compressione [9]. Inoltre, i GAGs sono
capaci di legare i fattori di crescita e le citochine, influenzando la funzione e
sopravvivenza cellulare [I0]. Nel pericardio sono relativamente scarsi e i piu
rappresentati sono il condroitin solfato ed il dermatan solfato.

Nella sostanza fondamentale amorfa si trovano anche glicoproteine quali
laminina e fibronectina. La fibronectina (Fn) € una glicoproteina struttura-
le dimerica, che esiste sia in forma solubile che in forma tissutale. La Fn e
seconda solo al collagene, per quantita nella MEC. E particolarmente rappre-
sentata nella sottomucosa, nella membrana basale e nel tessuto interstiziale.
Contiene specifici domini di legame per gli altri componenti della MEC e per
le proteine transmembrana delle cellule, svolgendo un ruolo centrale nell’a-
desione e migrazione cellulare. La laminina ¢ un’altra proteina strutturale di
adesione della MEC, localizzata soprattutto a livello della membrana basale.
E uno dei fattori piu importanti nella differenziazione, migrazione, crescita e
adesione delle cellule epiteliali alla membrana basale, da cui discende la sua
importanza durante lo sviluppo embrionale [11].

Collagene

Attualmente si conoscono una ventina di tipi di collagene geneticamente e
immunologicamente distinti. I collageni interstiziali di tipo I e III sono pre-
senti nel tessuto pericardico. Il collagene IV assieme alla laminina e ai PGs,
contribuisce alla formazione di aggregati laminari quali le membrane basa-
li. La caratteristica peculiare di una tipica molecola di collagene ¢ la sua
struttura a tripla elica di catene proteiche (catene «, ognuna composta da
circa 1000 amminoacidi) contenenti sequenze regolarmente ripetute di Gly-
X-Y, dove X e Y sono solitamente rappresentate da prolina, idrossiprolina,
idrossilisina e alanina. La molecola che ne risulta, detta tropocollagene, rag-
giunge una lunghezza di circa 300 nm e un diametro di 1,5 nm [12]. Le unita
di tropocollagene si associano testa-coda e parallelamente tra loro a formare
fibrille di collagene (40-200 nm di diametro e lunghe centinaia di microme-
tri). Generalmente le fibrille si aggregano lateralmente e longitudinalmente
a formare le fibre collagene che poi si associano in fasci pit o meno ondulati,
di spessore variabile. In ogni fascio, le singole fibre collagene sono parallele
tra loro [13]. Nel pericardio bovino la componente collagenica ¢ del 90% del
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tipo I e del restante 10% del tipo III, mentre nel porcino la concentrazione ¢
rispettivamente 80% e 20% [14].

FElastina

L’elastina ¢ un componente molto importante del tessuto connettivo e del
pericardio nello specifico, dove ¢ presente in quantita pari al 5 - 6% [15].
E’ una proteina fibrosa idrofobica e non glicosilata di 830 amminoacidi (72
KDa), che come il collagene ¢ ricca di prolina e glicina ma, a differenza di
quest’ultimo, contiene poca idrossiprolina ed ¢ priva di idrossilisina. Viene
sintetizzata e secreta nella MEC dai fibroblasti elastogenici sotto forma di
tropoelastina, un precursore che si organizza con legami covalenti (cross-link)
in una struttura molecolare altamente polimerizzata e random, dando origi-
ne a fibre di elastina. Le fibre elastiche sono composte per piu del 90% da
una porzione apparentemente amorfa, cioe un materiale omogeneo di den-
sita elettronica variabile in microscopia elettronica a trasmissione, costituito
da elastina e per il restante 10% da microfibrille (di diametro 10-12 nm),
costituite dalla proteina microfibrillina e da una glicoproteina associata, la
MAGP (glicoproteina associata alle microfibrille). Le fibre elastiche del tes-
suto subiscono modificazioni durante la vita dei mammiferi superiori: sono
meno densamente distribuite proporzionalmente all’eta dell’individuo [16].
La presenza di elastina, assieme alle fibre collagene ed ai PGs, contribuisce
all’architettura tissutale e consente ai tessuti, come il pericardio, di recupe-
rare le dimensioni originali dopo I’allungamento.

Membrana Basale

La membrana basale (MB) ¢ una lamina di matrice extracellulare che separa
gli epiteli dal tessuto connettivo Fig. 2.4 Nel caso del pericardio la membra-
na basale separa il mesotelio della sierosa parietale dal suo foglietto fibroso.
La MB e prodotta dalle stesse cellule che vi risiedono, e modula 'adesione, il
differenziamento, la morfogenesi, la divisione cellulare e la motilita cellulare
nonché lo scambio selettivo di molecole tra le cellule ed il fluido interstizia-
le. La MB, in base al modo in cui puo essere evidenziata al microscopio
elettronico, puo essere suddivisa come segue:

e Lamina lucida esterna: una regione elettron-trasparente rivolta verso
le cellule parenchimali. Le cellule interagiscono con questo strato per
mezzo di recettori per la laminina contenuta nella MB

e Lamina densa: una regione amorfa elettron - densa contenente collage-
ne di tipo IV che si organizza a formare una rete tridimensionale che
conferisce alla MB notevole resistenza meccanica e flessibilita

e Lamina lucida interna: una regione elettron - trasparente costituita da
fibronectina e proteoglicani [17]
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Figura 2.4: Modello della struttura molecolare di una lamina basale formata
da interazioni specifiche tra le proteine collagene IV, laminina, nidogeno e

perlecano [18]

2.1.2 Utilizzo del Pericardio come Biomateriale

Il pericardio di vari mammiferi (bovino, porcino, ovino ed umano) & un tessu-
to ampiamente utilizzato sia a scopo chirurgico che sperimentale. In ambito
neurochirurgico, per esempio, il pericardio bovino ed ovino sono impiegati
per la riparazione della dura madre in seguito a patologie delle meningi o a
traumi di natura chirurgica/meccanica [19], negli interventi di tracheoplastica
infantile e utilizzato allo scopo di correggere I’anomala saldatura degli anelli
tracheali cartilaginei [20]. Inoltre, nella chirurgia maxillo-facciale, il peri-
cardio bovino consente la ricostruzione del pavimento orbitario nella regione
orbito-zigomatica, in seguito a fratture, in virtu del suo buon adattamento
al sito di impianto [2I]. Altri ambiti chirurgici in cui ¢ utilizzato sono la
chirurgia oftalmica e otorinolaringoiatrica. L’ambito cardiochirurgico e pero
quello in cui vi e il maggior impiego del tessuto pericardico. Negli interventi
su pazienti pediatrici con cardiopatie congenite, il patch pericardico e uti-
lizzato per riparare il setto interventricolare o interatriale, separando cosi il
circolo sistemico (gestito dal ventricolo sinistro) da quello polmonare (gesti-
to dal ventricolo destro)[22]. In modo similare, il patch pericardico consente
anche la correzione chirurgica di anomalie delle arterie coronarie [23] e la ri-
parazione del setto interventricolare dopo rottura post-infartuale. Inoltre, in
ambito cardiovascolare, il pericardio bovino ¢ il materiale di eccellenza per la
costruzione dei lembi valvolari di bioprotesi valvolari cardiache (tradizionali e
percutanee), tali valvole biologiche sono costruite ex-novo utilizzando alcune
porzioni di pericardio scelte e selezionate da zone specifiche del tessuto intero.
Queste zone devono presentare un alto grado di uniformita di orientamento
e distribuzione delle fibre di collagene e uno spessore tissutale costante [24].
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Figura 2.5: Cuore: camere e valvole cardiache [25]

A lungo il pericardio e stato considerato un materiale di qualita inferiore
rispetto ai lembi valvolari porcini per la costruzione delle bioprotesi, tutta-
via, le protesi in pericardio bovino hanno dimostrato una maggiore apertura
dei lembi, pitt completa e simmetrica, con conseguenti vantaggi emodinamici.
Inoltre, la maggiore percentuale di collagene presente nel tessuto pericardico,
comporterebbe una maggiore durata della valvola stessa [16].

2.2 Anatomia del cuore e delle valvole car-
diache

I1 cuore ha quattro camere (atrio destro, ventricolo destro, atrio sinistro e
ventricolo sinistro) e quattro valvole (tricuspide, polmonare, mitrale e aorti-
ca) (Fig. [2.5). La valvola tricuspide si trova tra Datrio e il ventricolo destro,
la polmonare tra il ventricolo destro e l’arteria polmonare, la mitrale tra
I’atrio e il ventricolo sinistro e l'aortica tra il ventricolo sinistro e l'aorta.
In seguito a questa collocazione anatomica, le valvole mitrale e tricuspide
sono anche chiamate valvole atrioventricolari e le valvole polmonare ed aor-
tica sono chiamate arterioventricolari. Le valvole aortica e polmonare sono
anche chiamate semilunari poiche i loro lembi hanno una forma a semiluna
(Fig. 2.5). Le valvole atrioventricolari sono attaccate al muscolo cardiaco
(miocardio) per mezzo di muscoli papillari e corde fibrose e sono considerate
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strutture attive in grado di rispondere alla contrazione miocardica. Le val-
vole semilunari, invece, non sono direttamente attaccate con le parti mobili
dei lembi al miocardio e per questo in passato si pensava funzionassero pas-
sivamente in risposta al flusso sanguigno. E’ stato pero dimostrato che parti
della valvola aortica sono attive [26].

Tutte le valvole permettono il flusso sanguigno in una direzione. Il sangue,
povero di ossigeno, ritorna dal corpo al cuore attraverso la vena cava superiore
e inferiore, all’atrio destro e, attraverso la valvola tricuspide va al ventricolo
destro. Da qui, attraverso la valvola polmonare va in arteria polmonare e ai
polmoni dove viene ossigenato. A questo punto passa nelle vene polmonari
e quindi nell’atrio sinistro da dove, attraverso la valvola mitrale, passa nel
ventricolo sinistro e attraversando la valvola aortica, ritorna alla circolazione
sistemica Fig. |2.6

YEna cava superiore — A~orta

Verso i palmoni == werso | polmoni

Yalvola polmonare  _ Arteria polmonare

Sangue di ritorng T~ 5an ue di ritorno

al polmoni al palmani
: ——__ Afrio sinistro
&bro destro — [ ) - Malvola mitrale

—— o o bicuspide
Yalvola tricuspide y
& e valvola aortica

Wentricolo destro ——— _ o semilunare

Wentricolo sinistro
Sangue deossigenato ——— /. Sangue ossigenato

Vena cava inferiore = __—Aorta discendente

Figura  2.6: Direzione  del  flusso  sanguigno  nel  cuore
(www. cuoreanatomiafisiologia.it)

Il flusso del sangue e permesso dall’azione pompante del cuore. Duran-
te I'eiezione ventricolare, le valvole polmonare ed aortica rimangono aperte
e quelle mitrale e tricuspide rimangono chiuse Fig. mentre durante il
riempimento ventricolare avviene il contrario Fig. [2.8|

La valvola aortica si apre per permettere che il sangue fluisca in aorta e si
chiude per prevenire il ritorno del sangue nel ventricolo. Questo “processo”
avviene approsimativamente 103mila volte ogni giorno e circa 3,7 bilioni di
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Figura 2.7: Valvole cardiache durante la fase sitolica del cuore [2]

volte in una vita. L’apertura e la chiusura della valvola ¢ garantita dal movi-
mento dei suoi 3 lembi. Sebbene la valvola aortica esegua lo stesso compito
di una protesi valvolare fatta dall’'uomo, il modo in cui lo realizza e unico,
nessuna protesi, ad oggi infatti, garantisce la stessa efficenza e durata. Que-
sto fatto diventa evidente quando una valvola aortica disfunzionante deve
essere rimpiazzata con una protesi. Sebbene le disfunzioni di ognuna delle
valvole cardiache possano compromettere la salute dell’individuo, quelle del-
la valvola aortica e mitrale risultano essere molto piu nefaste e per questo
I’attenzione per il loro trattamento ¢ maggiore.

2.2.1 Anatomia della valvola aortica

La valvola aortica ¢ formata da tre lembi e da tre seni. I lembi sono la
parte piu mobile della valvola e i seni sono cavita oltre i lembi. Nel margine
inferiore, i seni sono in continuita con il ventricolo sinistro, e nel margine
superiore sono parte dell’aorta ascendente rappresentandone una dilatazione.
Guardando all’interno della radice dall’apertura aortica, i seni possono essere
visti come tasche divergenti che sporgono lateralmente al di sopra dei lembi
chiusi. Le aperture delle arterie coronarie destra e sinistra sono presenti in
due dei tre seni e in seguito a questo, i seni e cosl i lembi corrispondenti, sono
denominati seno e lembo coronarico destro, seno e lembo coronarico sinistro
e infine, seno e lembo non-coronarico Fig. 2.9 1l lembo coronarico destro
e completamente circondato da miocardio ventricolare, il lembo coronarico
sinistro invece, € in parte in continuita con il lembo anteriore o aortico della
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valvola mitrale. Infine, il lembo non coronarico € I'unico che non e in relazione
con nessun’arteria coronaria e per la maggior parte si trova in contatto con la
valvola mitrale, in corrispondenza della cosiddetta continuita mitro-aortica

Fig. [217].

2.2.2 Istologia e citologia dei lembi valvolari aortici

I lembi valvolari aortici posseggono due distinte superfici. La superficie ven-
tricularis che e rivolta verso il ventricolo e la superficie fibrosa, rivolta verso
I'aorta ascendente. Entrambe queste superfici sono coperte da uno strato
confluente di valvular endothelial cells (VECs) o cellule endoteliali valvolari.
Tra questi strati endoteliali vi & un strato di matrice extracellulare (MEC)
popolata dalle cosidette valvular interstitial cells (VICs) o cellule valvola-
ri interstiziali. Le VECs hanno numerose funzioni, la piu importante delle
quali & quella di creare una superficie antitrombotica. Inoltre, svolgono un
ruolo importante nel rispondere agli stress a cui e sottoposto il lembo e nel
modulare il comportamento delle VICs sottostanti. Questa capacita sembra
dovuta alla loro peculiare disposizione circonferenziale [29]. Sembrano ave-
re un orientamento diverso rispetto alle cellule endoteliali vascolari. Mentre
queste ultime si allineano parallele al flusso ematico, le VECs si allineano
perpendicolarmente. Secondo alcune ipotesi questo comportamento potreb-
be essere dovuto al fatto che le cellule endoteliali si orientano sempre nella
direzione in cui lo stress meccanico ¢ maggiore: parallelo al flusso ematico
nei vasi, ma ortogonale allo stesso nelle cuspidi valvolari [30]. Secondo altre
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Figura 2.9: Presentazione schematica della valvola aortica aperta con un’in-
cisione longitudinale. Seni coronarici destro (R) e sinistro (L) che danno
origine alle arterie coronarie e seno aortico non-coronarico (N) [26]

ipotesi invece, questo comportamento sarebbe correlato ad una diversita dei
2 fenotipi cellulari. Infatti le cellule endoteliali valvolari e vascolari presente-
rebbero delle differenze nell’espressione genica anche se lo stimolo meccanico
¢ lo stesso [31]. Al di sotto delle VECs si trova una lamina basale continua,
composta da foglietti di collagene IV, laminina [32], perlecano (un proteogli-
cano) e nidogeno (una glicoproteina) [18]. Queste componenti assieme alla
proteina fibronectina, sono fondamentali per il mantenimento dell’adesione e
della proliferazione delle VECs [33].

Le VICs sono invece una popolazione di cellule eterogenea, che include
fibroblasti, miofibroblasti, cellule muscolari lisce e cellule staminali mesen-
chimali [34]. Le VICs sintetizzano la MEC valvolare ed esprimono enzimi
degradanti la matrice (incluse le mettalloproteinasi: MMPs) e i loro ini-
bitori che mediano e regolano il rimodellamento del collagene e delle altre
componenti della MEC. Attraverso questo meccanismo di modulazione della
funzione delle VICs, la valvola nativa mantiene la sua normale struttura e
funzione. Questo consente un adattamento strutturale della valvola agli stati
di stress e la riparazione dei danni subiti attraverso la sintesi, la riparazio-
ne e il rimodellamento delle componenti della MEC [35]. La perdita delle
VICs e stata associata con la degenerazione eta-correlata della valvola aorti-
ca nativa e la perdita della loro vitalita nelle bioprotesi e stata associata con
il disfunzionamento precoce delle stesse [36]. Queste considerazioni sottoli-
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Figura 2.10: Giunzione seno-tubulare (frecce grandi), orifizi delle arterie co-
ronarie (frecce piccole), continuita fibrosa mitro-aortica (linea tratteggiata,).
L’asterisco indica il setto membranoso [28]

neano l'importanza delle VICs nel mantenimento dello stato di “salute” dei
lembi della valvola aortica.

La MEC che compone la restante parte dei lembi e si trova in stretta
relazione con le componenti cellulari viste, ¢ suddivisa in tre strati o lamine:
la lamina fibrosa, la lamina ventricularis e compresa tra queste, la lamina
SPONGLOSa.

La lamina ventricularis, affacciata verso il ventricolo, € composta preva-
lentemente da fibre elastiche orientate radialmente, cosi come lo ¢ il collagene.
L’elastina presente in questo strato si retrae in sistole ed aiuta ad assicurare
I'apertura massima delle cuspidi [27, B7]. In diastole permette al lembo un
incremento di dimensioni in direzione radiale con un incremento minimo dello
stress. Questo permette una riduzione dell’usura e degli strappi assicurando
la coaptazione dei lembi. La lamina wventricularis € inoltre particolarmente
ricca di fibronectina [32].

La lamina fibrosa e lo strato piu evidente, presente in corrispondenza del-
la superficie aortica dei lembi. E’ molto densa e composta da fibre collagene
disposte principalmente in direzione circonferenziale. Queste fibre, costituite
in maggioranza da collagene di tipo I, si pensa possano arrivare a intercon-
nettersi nella parte centrale dei lembi. Data la sua densita e il suo spessore
e la porzione piu resistente dal punto di vista meccanico e la principale a
sostenere lo stress della pressione diastolica [27, [37]. Durante la sistole il
collagene della fibrosa presenta un evidente crimp pattern, poiché e retratto
dall’elastina presente nella lamina ventricularis [38]. Lo stiramento di questo
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pattern ondulato durante la sistole ha un ruolo importante nell’assorbimento
dello stress meccanico a cui la valvola e sottoposta durante il ciclo cardiaco
[39].

La lamina spongiosa, € lo strato centrale del lembo. Contiene un’alta con-
centrazione di glicosamminoglicani (GAGs) e proteoglicani (PGs) altamente
idratati. Sembra che questa struttura funga da cuscinetto tra la fibrosa e la
ventricularis: avrebbe la capacita di assorbire e attenuare lo stress diastoli-
co, conferendo plasticita al lembo e rendendo pit fluidi i suoi movimenti di
flessione [40]. Oltre alla loro funzione meccanica, i GAGs e i PGs valvolari
avrebbero anche un’attivita biologica nel regolare il sequestro di mediatori
solubili come fattori di crescita e nutrienti e permettere la diffusione di ossi-
geno alle VICs residenti. Si pensa che la perdita dei GAGs sia implicata nella
calcificazione dei lembi della valvola nativa e nella failure delle bioprotesi [32].

2.2.3 Stress meccanici della valvola aortica

Gli stress meccanici nella valvola aortica possono condizionarne la longevita.
Il loro eccesso puo infatti danneggiarla e causare alcuni tipi di patologia val-
volare. La valvola aortica infatti, & sottoposta a una complessa deformazione
durante il ciclo cardiaco. I lembi valvolari sostengono il carico pressorio in
diastole ma non in sistole, quando il gradiente di pressione decresce quasi
fino allo zero [26]. T lembi subiscono un’inversione della loro curvatura dal-
la sistole alla diastole e sono soggetti a un grande carico di flessioni, tra le
quali I'apparente “rotazione” ogni qualvolta la valvola si apre. Tutti questi
processi sono presenti in ogni ciclo cardiaco e possono produrre un grande
carico di stress [26].

Gli stress meccanici a cui sono sottoposti i lembi aortici e i biomateria-
li utilizzati per la loro costruzione nelle protesi valvolari cardiache, possono
essere studiati sperimentalmente attraverso la misurazione delle proprieta di
stress-strain. Quando una forza esterna e applicata a un lembo, questo svi-
luppa una forza interna uguale a quella esterna. Lo stress e definito come
la forza interna sezione trasversa del lembo. Lo strain rappresenta 1’allun-
gamento del lembo ed e spesso espresso come cambio percentuale della sua
lunghezza. Ai fini della comprensione del lavoro di questa tesi, prenderemo in
considerazione uno dei test eseguiti per determinare le proprieta meccaniche
dei lembi in vitro. Questo test viene definito test di stress-strain uniassiale ed
e applicabile anche ai biomateriali utilizzati per la costruzione di bioprotesi
valvolari cardiache come lembi valvolari porcini e tessuto pericardico.

Tipicamente un test di questo tipo viene eseguito secondo la procedu-
ra descritta di seguito. Un campione rettangolare del tessuto di interesse e
fissato da entrambe le estremita in una macchina utilizzata per valutare le
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proprieta “di tensione” dei materiali. Il campione e spesso tagliato a forma
di “manubrio” in modo da avere a disposizione del tessuto extra da utilizzare
per il fissaggio. Nella macchina la parte superiore del tessuto € mantenuta
fissa, mentre la parte inferiore ¢ tirata verso il basso a una velocita costante.
La forza sviluppata nel tessuto e registrata con un misuratore di tensione.
La lunghezza del tessuto e proporzionale alla lunghezza del grafico registrato
dato che sia la velocita e I'indice di traino del campione sono fissati. Un
esperimento eseguito in questo modo, genera una curva forza-lunghezza con-
tinua, o una curva carico-allungamento, le quali devono essere convertite in
una curva di stress-strain. Lo stress e ottenuto dividendo la forza con la
sezione trasversale dell’area del campione di tessuto. Lo strain e ottenuto
invece, dividendo l'incremento della lunghezza per la lunghezza iniziale.

E’ dimostrato che quasi tutti i tessuti contenenti collagene ed elastina
hanno un comportamento anisotropo e non lineare. Ne risulta che le pro-
prieta di stress-strain sono differenti nelle diverse direzioni (anisotropia) e
lo stress varia in maniera non lineare con la tensione (strain) [41]. Poiche
i lembi della valvola aortica e il pericardio sono composti principalmente di
fibre collagene ed elastiche orientate preferenzialmente nella direzione della
torsione prevalente, il loro comportamento stress-strain sara prevedibilmente
anisotropo e nonlineare.
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Figura 2.11: Relazione struttura-proprieta dei lembi aortici all’interno di un
intervallo fisiologico [37]
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2.2.4 Biomeccanica delle valvole cardiache

Il tessuto connettivo valvolare deve la sua funzione alla complessa morfolo-
gia strutturale, altamente adattabile e dinamica. Durante la sua funzione,
la MEC dei lembi aortici e in grado di resistere a cicli di stress molto ampi
cosi come a deformazioni dovute alle sollecitazioni del flusso sanguigno. Du-
rante queste deformazioni esibisce un comportamento non-lineare nel quale
lo stress cresce molto piu rapidamente di quello previsto dalla legge di Hoo-
ke’s (F=kéx). Il comportamento tipico di stress-strain del tessuto dei lembi
aortici si ritrova all’interno di un range fisiologico in condizioni di tensione
uniassiale Fig. 2.11] A questo comportamento contribuiscono il collagene
e l'elastina del tessuto. Questo tipo di comportamento di stress-strain ha
tre fasi distinte [42]. Nella prima fase (fase dell’elastina) il lembo pone una
piccola resistenza all’allungamento poiche la trasmissione della forza e la
sopportazione del carico sono sostenute principalmente dalle fibre elastiche.
Durante questa fase lo strato di fibre collagene presente nella fibrosa si svolge
e il collagene da un contributo minimo alla trasmissione della forza. In que-
sta fase il tessuto si comporta quasi come un solido elastico di Hooke con lo
stress che cresce linearmente con lo strain. Nella fase di transizione, avviene
il dispiegamneto del collagene e piu fibre collagene diventano gradualmente
allineate e srotolate. Questo incrementa il contributo alla trasmissione della
forza. Nella fase del collagene tutte le fibre sono srotolate e sopportano inte-
ramente il carico. La salita della curva di stress-strain in questa fase e ripida
e quasi costante, riflettendo le proprieta del materiale e delle fibre collagene,
che consentono un allungamento limitato evitando la frattura [43]. La fase
del collagene normalmente continua bene oltre il range fisiologico, grazie alla
riserva di resistenza. Alla fine della fase del collagene, la pendenza della cur-
va comincia a decrescere e un ulteriore incremento del carico porta il tessuto
a rompersi.

Come gia accennato, il comportamento di stress-strain del tessuto valvo-
lare € un comportamento visco-elastico non lineare. Sottoposto al carico ci-
clico va incontro a isteresi tra la fase di carico e quella sucessiva di perdita del
carico. Questo periodo iniziale di “aggiustamento” dopo una grande pertur-
bazione e chiamato precondizionamento ed avviene a causa dell’adattamento
della struttura interna durante il ciclo. Con i cicli sucessivi l'isteresi decresce
ed, eventualmente, e raggiunto uno stato stabile nel quale non avvengono
ulteriori cambiamenti fino a che la routine del ciclo ¢ modificata.
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2.3 Malattie delle valvole cardiache

Le disfunzioni delle valvole cardiache stanno attirando una crescente atten-
zione nella medicina cardiovascolare in particolare a causa del cambiamento
nella loro insorgenza e quindi della loro gestione, avvenuto negli ultimi 60
anni. Si stima che la prevalenza di queste disfunzioni sia del 2,5% nella
popolazione degli USA e sia in netta crescita dopo i 65 anni. Nei pae-
si industrializzati, infatti, da una eziologia reumatica delle disfunzioni si e
passati a un’eziologia prevalentemente degenerativa in seguito, soprattutto,
all’invecchiamento della popolazione. Questo cambiamento ha portato una
diversificazione delle caratteristiche dei pazienti e della distribuzione del tipo
di lesioni valvolari [38].

In Europa, la stenosi aortica (SA) e l'insufficienza mitralica sono i due
tipi pitt comuni di disfunzioni valvolari [44]. La stenosi aortica in particolare,
risulta essere la lesione piti comune per cui viene richiesto un trattamento
nei paesi industrializzati [45].

Figura 2.12: Immagine A: wvalvola aortica bicuspide calcifica. Immagine B:
stenosi aortica calcifica senile [28]

Nella SA vi & un impedimento allo svuotamento del ventricolo sinistro
a causa della degenerazione della valvola. Macroscopicamente la SA dege-
nerativa e caratterizzata da ispessimento e irrigidimento dei lembi associati
alla presenza di calcificazioni sul lato aortico. La degenerazione e causata
da un attivo rimodellamento valvolare che coinvolge processi infiammatori e
di calcificazione simili a quelli dell’aterosclerosi [46]. Le cause principali del-
la SA sono la calcificazione di una valvola aortica bicuspide, la disfunzione
post-inflammatoria fibrocalcifica e la degenerazione senile Fig. [27]. Le
caratteristiche dell’SA stanno subendo, pero, delle variazioni: a causa dell’in-
vecchiamento della popolazione la disfunzione degenerativa senile e diventata
la causa piu comune. La disponibilita sempre maggiore di una terapia anti-
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biotica ha ridotto, invece, I'incidenza della febbre reumatica come causa di
una SA post-infiammatoria [45].

La SA inizialmente causa un incremento del carico sul ventricolo sini-
stro compensato con ipertrofia concentrica, ma gradualmente produce una
disfunzione ventricolare, sintomi di dispnea, sincope ed angina e anche morte
improvvisa [47]. Il trattamento di questa disfunzione é tipicamente impiega-
to per i pazienti sintomatici ed e principalmente costituito dalla sostituzione
della valvola disfunzionante con una protesi valvolare.

2.4 Sostituzione Valvolare Aortica

Il trattamento chirurgico della disfunzione valvolare aortica ¢ di gran lun-
ga il piu frequente tipo di intervento di chirurgia valvolare. Ha raggiunto
il 67% di tutte le procedure di questa tipologia, nell’anno 2009 [48]. Nella
maggior parte dei pazienti adulti, la sostituzione valvolare aortica (Aortic
Valve Replacement: AVR) ¢ I'unico trattamento efficace per la SA severa e
sintomatica. Secondo un approccio “classico” ’AVR avviene attraverso una
procedura chirurgica a cuore aperto. Si stima pero che in Europa circa il
30% dei pazienti con SA severa non siano candidabili a questo tipo di in-
tervento [49]. La chirurgia non & praticabile principalmente per 2 ragioni:
I’eta troppo avanzata e la presenza contemporanea di gravi comorbidita che
aumentano la mortalita e la morbidita. Per questi pazienti, recentemente,
¢ emersa una procedura chirurgica meno invasiva: l'impianto transcatetere
della valvola aortica (transcatheter aortic valve implantation: TAVI) attra-
verso un approccio transfemorale o transapicale [50) 51]. Attualmente, con
questa procedura sono state impiantate piu di 20mila protesi in tutto il mon-
do. Quello che e stato evidenziato e la sostenibilita dell’intervento in pazienti
ad alto rischio con SA e una marcato miglioramento della funzione valvolare
[52).

La sostituzione valvolare aortica prevede 1'utilizzo di protesi valvolari. Ci
sono diversi tipi di sostituti valvolari:

e protesi meccaniche
e protesi biologiche
e homografts ed autografts

Le protesi meccaniche sono costituite da materiali sintetici o non-biologici,
mentre le protesi biologiche o bioprotesi, da tessuti biologici di altre specie.
Gli homografts sono valvole provenienti dalla stessa specie e gli autografts
dallo stesso individuo. La valvola polmonare ¢ un esempio di autografts
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quando utilizzata per la sostituzione della valvola aortica dello stesso indi-
viduo. Tutte le protesi valvolari cardiache posseggono un rivestimento in
“tessuto” cucito attorno alla base della protesi, il quale funge da sito di at-
tacco per la sutura della valvola all’interno dell’annulus valvolare nativo, dal
quale la valvola viene rimossa.

Le protesi valvolari differiscono tra loro per diverse caratteristiche: il pro-
filo emodinamico, la durata, l'effettiva area orifiziale e la trombogenicita. Le
valvole meccaniche (Mechanical Heart Valves, MHVs), con rare eccezioni,
hanno una durata media di 20 o 30 anni, ma richiedono una terapia anticoa-
gulante a lungo termine. Quando il sangue infatti, entra in contatto con il
materiale prostetico forma dei coaguli. Durante la terapia anticoagulante i
pazienti devono essere monitorati periodicamente perche possono sviluppare
complicanze emorragiche o tromboemboliche. Al contrario, le valvole biologi-
che (Tissue Heart Valves, THVs) non richiedono una terapia anticoagulante,
ma sono fissate con glutaraldeide e, a causa di questo trattamento, vanno in-
contro a fenomeni di calcificazione, distrofia e disfunzione che ne limitano
la durata a 10-15 anni. Gli Homografts, valvole umane derivate da donatori
cadaveri, provvedono a una migliore emodinamica rispetto alle altre prote-
si, ma riproducono fenomeni di calcificazione e degenerazione simili a quelli
delle bioprotesi oltre che essere di limitata disponiblita. Per queste ragioni
si preferisce impiantare le valvole meccaniche nei pazienti giovani, in quelli
con un’aspettativa di vita superiore a 10/15 anni o che richiedono una tera-
pia anticoagulante per altre ragioni. Le valvole biologiche, invece, sono da
preferirsi nei soggetti anziani o con un’aspettativa di vita inferiore ai 10/15
anni, o che non possono o non vogliono assumere la terapia anticoagulante
[53]. Nel mondo il numero di protesi impiantate & intorno a 250mila all’anno,
con un incremento annuale del 5-7%. Nei paesi sviluppati, circa il 55% del-
le protesi impiantate sono biologiche e il 45% sono meccaniche. L’uso delle
MHVs aumenta del 3-5% per anno, mentre 'impianto delle THVs aumenta
del 8-10% per anno [54].

Originariamente nel 1962 il chirurgo Dr. Dwight Harken stilo i criteri es-
senziali con cui dovevano essere realizzati i sostituti valvolari cardiaci e li este-
se anche alle protesi derivate da ingegneria tissutale (trattate successivamente
in questa tesi):

e devono essere non ostruttivi e la loro chiusura deve essere tempestiva
e completa

e devono essere costruiti con tessuto vivente non trombogenico che duri
per tutta la vita del paziente

26



e devono essere sottoposti a un processo di rimodellamento che faciliti
lo stato funzionale omeostatico e la riparazione di danni accumulati
durante la vita del paziente

e devono rimodellarsi e crescere con la crescita fisiologica del paziente

L’ultima caratteristica e particolarmente rilevante nelle sostituzioni val-
volari pediatriche. Le esistenti protesi meccaniche e biologiche infatti, non
hanno la capacita di crescere, rimodellarsi e ripararsi in risposta soprattutto
alla crescita fisiologica dei pazienti pediatrici. Inoltre, in questa fascia della
popolazione, la terapia anticoagulante richiesta dalle valvole meccaniche e
particolarmente pericolosa e i sostituti valvolari tissutali vanno incontro a un
processo di calcificazione molto accelerato. Tutto questo porta alla necessita
di continui reinterventi cardiochirurgici.

Nonostante i numerosi progressi fatti, attualmente, sia le protesi mecca-
niche che biologiche non posseggono tutte le caratteristiche di una valvola
ottimale, come enunciate dal Dr. Harken.

2.4.1 Protesi valvolari meccaniche

Tutte le MHVs hanno una struttura di base simile, formata da 3 costituenti
essenziali:

e Un occluder, rappresentato di solito da una o piu parti rigide e mobili,
come una palla (nelle protesi Starr-Edwards), un disco (nelle protesi
Bjork-Shiley) o un “hinged leaflet” circolare o semicircolare. Deve es-
sere in grado di aprirsi e chiudersi senza interferire con il flusso ematico
e di adattarsi alle differenze di pressione

e Un housing, in cui e inserito 'occluder

e Un sewing ring, rappresenta la base o il corpo della protesi. E un anello
di sutura in metallo o in graffite rivestito con cA destraarbone pirolitico.
E il punto di congiunzione della protesi con i tessuti del ricevente

Il movimento dell’occluder sull’housing influenza notevolmente il flusso
ematico. Le MHVs si aprono e si chiudono grazie a un movimento passivo,
che dipende dal gradiente pressorio e dai cambiamenti del flusso ematico.
La competenza del sostituto valvolare dipende dalla struttura della protesi
e, piu nello specifico, dal modo in cui 'occluder e posizionato. La maggior
parte delle MHVs ha un minimo grado di insufficienza (1-5%) per consentire
un lavaggio retrogrado dei componenti protesici (potenzialmente) capace di
inibire la trombosi. La protesi deve essere progettata in modo da minimizzare
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le turbolenze del flusso ematico, il lavoro compiuto dal cuore, la probabilita
di formazione di trombi e di comparsa di fenomeni emolitici. Le MHVs
posso essere suddivise in 2 gruppi in base al pattern del flusso transvalvolare:
protesi a flusso laterale (ball in cage valves); protesi a flusso centrale (tilting
disc e bileaflets valves) Fig. [2.13] [55].

Figura 2.13: Immagine A: protesi Caged-ball (Starr-Edwards);Immagine B:
protesi Single-Tilting disk (Bjokor-Shiley); Immagine C: protesi Bileaflet-
tilting disk (St.Jude Reagent) [55]

2.4.2 Protesi valvolari biologiche

Le protesi valvolari biologiche possono essere suddivise in:

e bioprotesi o xenografts, solitamente costituite da valvole aortiche por-
cine o tessuto pericardico bovino trattati con glutaraldeide

e valvole cardiache tissutali, rappresentate dagli homografts e dagli au-
tografts

Le bioprotesi o le valvole biologiche tissutali imitano generalmente le pro-
prieta di flusso e del materiale della valvola nativa. Questo le rende maggior-
mente compatibili rispetto alle valvole meccaniche. Gli homografts sono pero
sostituti valvolari di disponibilita limitata. Usualmente si tratta di una val-
vola aortica o polmonare prelevata da cadavere e preparata per essere usata
come protesi. La causa principale di failure dell’allografts a distanza di 10 -
15 anni dall'impianto ¢ la degenerazione protesica, soprattutto nei pazienti
pit giovani [56].

Gli autografts sono valvole polmonari utilizzate per sostituire la valvola
aortica disfunzionante. A sua volta questa, e sostituita da un homograft.
Entrambe le valvole appartengono allo stesso paziente. Questa procedura di
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sostituzione valvolare e piuttosto complessa e viene eseguita soprattutto nei
giovani pazienti con risultati eccellenti [57].

Gli zenografts, solitamente rappresentati da valvole aortiche porcine o val-
vole con tre cuspidi fatte di pericardio bovino, costituiscono la maggioranza
delle protesi biologiche. Il tessuto di queste protesi e trattato con glutaraldei-
de. Si distinguono in: stented e stentless. Negli zenografts stented il tessuto e
montato su un’impalcatura o stent in metallo o plastica, ricoperto da tessuto
sintetico. Mentre, in quelli stentless lo stent non e presente e le commissure
sono ancorate direttamente alla parete aortica nativa del paziente. Analoga-
mente alle valvole native le bioprotesi hanno un flusso centrale e una buona
emodinamica. La superficie biologica usualmente possiede delle buone pro-
prieta antitrombotiche rispetto alle valvole meccaniche e questo consente ai
pazienti con una singola bioprotesi, di poter evitare la terapia anticoagulante
e di conseguenza, tutte le sue controindicazioni [57].

Protesi pericardiche

Negli ultimi 25 anni, assieme agli xenografts porcini, si sono sviluppate del-
le bioprotesi costituite da pericardio (bovino ed equino) trattato con glu-
taraldeide. Queste bioprotesi hanno un’emodinamica migliore rispetto alle
porcine stented e numerose tipologie sono a disposizione nel mercato. La
prima generazione di queste bioprotesi (le valvole Ionescu-Shiley) ha dimo-
strato problemi relativi alla progettazione ed e fallita rapidamente a causa
soprattutto di rotture nei lembi valvolari. Per questo fu ritirata dal mercato
alla meta degli anni '80. La seconda generazione di bioprotesi pericardiche
(le CE Perimount) ha dimostrato un’emodinamica paragonabile alle valvole
stentless ed ¢ stata a lungo considerata la migliore, mostrando una durata
di oltre 17 anni. Sfortunatamente, anche se piu tardivamente, anche que-
sta generazione di protesi va incontro a deterioramento principalmente per
mineralizzazione delle cuspidi. Attualmente nella sostituzione valvolare aor-
tica sono utilizzate le bioprotesi lonescu-Shiley standard e low-profile, le CE
Perimount, le Mitroflow e le Sorin Pericarbon Fig. [2.14]

Recentemente, sono state messe a disposizione altre bioprotesi pericar-
diche per la sostituzione valvolare aortica. Queste protesi sono impiantate
con procedura TAVI e sono denominate Percutaneous Aortic Valve. Date le
caratteristiche della tecnica chirurgica di impianto, posseggono una struttua
diversa rispetto alle protesi viste precedentemente.

Ci sono 2 dispositivi utilizzati in Europa, approvati con il marchio CE
nel 2007, che possono essere utilizzati per la sostituzione della valvola aortica
attraverso la TAVI: il CoreValve ReValving System (Medtronic, Minneapolis,
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Figura 2.14:  Immagine A: protesi biologica Ionescu-Shiley Standard
[55];:Immagine B: protesi biologica Carpentier-Edwards Perimount (Model-
lo Magna Ease) (www.edwards.com); Immagine C: protesi biologica Sorin
Mitrofiow (www.sorin-hv.com)

USA) e I'Edwards SAPIEN tissue heart valve (Edwards Lifescience, Irvine,
California, USA).

L’ Edward SAPIEN heart valve € una protesi espandibile con pallone, for-
mata da uno stent cilindrico in acciaio inossidabile a cui sono attaccati i
lembi in pericardio equino, inizialmente (Cribier-Edwards) e attualmente in
pericardio bovino (Edwards-Sapien). Una fascia di tessuto (skirt) & cucita
allo stent a livello della porzione valvolare all'interno dell’outflow del ventri-
colo sinistro, per limitare il rigurgito paravalvolare. La protesi ¢ fissata in

glutarldeide Fig. [58].

Figura 2.15: Immagine A: FEdwards SAPIEN Percutaneous Heart Val-
ve; Immagine B: disegno che mostra la sede approssimativa della protesi
all’interno della radice aortica [59]

La CoreValve ReValving System € una bioprotesi con 3 lembi in pericardio
montati e suturati su uno stent in nitinolo autoespandibile. Lo stent e molto
esteso e puo essere suddiviso in 3 parti. Il terzo superiore (outflow portion)
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esercita una scarsa forza radiale ma conferisce stabilita longitudinale: si po-
siziona nell’aorta ascendente orientando la protesi nella direzione della radice
aortica e del flusso ematico. Il terzo medio dello stent ospita i lembi valvolari
e ha un’elevata forza circonferenziale per resistere alla deformazione e mante-
nere la normale funzione valvolare. 11 terzo inferiore (inflow portion) si situa
all’interno dell’outflow del ventricolo sinistro ed esercita un’importante forza
radiale, in modo da espandere ed escludere i lembi calcifichi nativi, senza re-
coil. Una striscia (skirt) di pericardio delimita la parte inferiore della valvola
e, insieme all’inflow portion, aiuta a creare una “guarnizione” per prevenire
il rigurgito paravalvolare [59]. Le valvole di I generazione erano in pericardio
bovino, mentre quelle di II e III generazione, sono costituite da pericardio

porcino Fig. [2.16]

Ascending Aorta

Aortic sinuses with
coronary ostia

Aortic valve annulus

Left Ventricle B

Figura 2.16: Immagine A: CoreValve ReValving System; Immagine B: dise-
gno che mostra la sede approssimativa della protesi all’interno della radice

aortica [59]

2.5 Deterioramento delle protesi valvolari car-
diache

La sostituzione di valvole cardiache disfunzionanti con protesi meccaniche
o bioprotesi ¢ una pratica chirurgica comune, salvavita e che migliora no-
tevolmente la qualita di vita dei pazienti. Nonostante questo vi sono delle
limitazioni fondamentali negli attuali sostituti valvolari, queste includono:

1. la necessita di una terapia anticoagulante a lungo termine per ridurre
le complicanze tromboemboliche nei pazienti con protesi meccaniche e
il conseguente rischio elevato di complicazioni emorragiche
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2. il deterioramento calcifico e non calcifico che porta a danni strutturali
delle protesi valvolari porcine o bovine fabbricate a partire da tessuti
trattati con glutaraldeide e quindi non vitali

Entrambi questi problemi sono accentuati nei pazienti pediatrici.

I1 30% circa degli xenograft e il 10-20% degli homograft richiedono una
sostituzione entro 10-15 anni, a causa di una degenerazione strutturale [60].
L’incidenza ¢ maggiore nei pazienti di eta inferiore ai 40 anni e in quelli con
protesi mitralica [61]. La maggior parte delle valvole degenerate presentano
una severa insufficienza a causa di una rottura di una o piu cuspidi valvo-
lari, diventate calcifiche e rigide. I meccanismi di deterioramento protesico
dipendono dal tipo, dalla preservazione e manipolazione del tessuto e dalla
modalita di attacco del tessuto al supporto/stent [29]. Due sono i principali
meccanismi, potenzialmente sinergici, che causano il deterioramento strut-
turale delle bioprotesi: la calcificazione e la degradazione non calcifica della

MEC.

2.5.1 Calcificazione delle bioprotesi

La Calcificazione delle cuspidi inizia a livello dei fosfolipidi delle membrane
cellulari delle cellule devitalizzate in seguito al trattamento con glutaraldei-
de [62]. La reazione essenziale ¢ tra i gruppi fosforici organici dei residui
cellulari e il calcio plasmatico, con la formazione di minerali di fosfato di
calcio, processo definito nucleazione [63]. Questi iniziali depositi calcifichi
possono coalescere e aumentare di dimensioni, formando dei noduli mine-
ralizzati macroscopicamente evidenti. Si assiste cosi alla progressione della
cristallizzazione. L’accrescimento dei nuclei di fosfato di calcio procede piu
o meno velocemente a seconda delle concentrazioni di calcio e di fosfato e in
funzione del bilancio tra acceleratori e inibitori della mineralizzazione. In-
fatti, la calcificazione & piu rapida nei pazienti giovani, in cui il metabolismo
di calcio e fosfato e accelerato. I depositi di calcio seguono la direzione del-
le fibre collagene e si concentrano nei siti di piu intenso stress meccanico,
come le commissure Fig. Questo causa un irrigidimento delle cuspidi
con successivo malfunzionamento della protesi [64]. La fissazione in glutaral-
deide sembra accelerare il processo, perché modifica la capacita delle VICs
non vitali di estrusione degli ioni calcio. Proprio per questo motivo, nuove
bioprotesi pre-trattate con agenti anticalcificanti (soprattutto quelli che ri-
muovono o alterano il substrato di fosfolipidi di origine cellulare) sono state
introdotte sul mercato [65], [66].
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Figura 2.17: Immagine A: bioprotesi porcina espiantata dopo fallimento per
calcificazione e rottura delle cuspidi; Immagine B: micrografia della cresta
di un deposito calcifico in una bioprotesi porcina: si vedono densita calcifiche
sia rotonde che allungate, che rappresentano la calcificazione iniziata nelle
cellule (frecce grandi) e nel collagene (frecce piccole). Colorazione Von Kossa,
Ingrandimento 400x; Immagine C: micrografia elettronica a trasmissione di
depositi calcifici associati a frammenti cellulari (freccia). Barra=1um [29]

2.5.2 Degradazione non calcifica delle bioprotesi

La degradazione non calcifica della MEC sembra dovuta alla fissazione chi-
mica con glutaraldeide che devitalizza le VICs (delle THVs porcine) e i fibro-
blasti (delle THVs in pericardio bovino) e fissa il collagene. Le cellule non
piu vitali sono incapaci di rimodellare e riparare i danni alla MEC, causa-
ti dagli stress meccanici valvolari. La fissazione delle fibre collagene in una
singola configurazione, impedisce i naturali riarrangiamenti della MEC delle
cuspidi (allineamento e crimping delle fibre collagene), che accompagnano il
normale funzionamento valvolare [67]. Di conseguenza, durante la chiusura
e apertura della bioprotesi fissata, lo stress meccanico determina la rottura
delle fibre collagene e la deformazione delle cuspidi. Alcuni fattori sembra-
no favorire tale quadro: un movimento valvolare anomalo, la deplezione di
GAGs e il danno diretto del trattamento chimico [68]. Nelle PHVs, inoltre,
si aggiungono altri fattori causali specifici, legati alla loro peculiare architet-
tura. Inanzittutto lo spessore medio dei lembi in pericardio ¢ di 0,25 mm,
a differenza di quello delle bioprotesi che ¢ di 0,40 mm, questa riduzione
del 40% potrebbe diminuire sostanzialmente la resistenza meccanica e quin-
di la durata del tessuto. Inoltre, per quanto riguarda le PAVs, la struttura
tubulare dello stent non permetterebbe la deflessione radiale dei lembi, au-
mentando il picco di stress del tessuto. Anche la differente geometria dei
lembi delle PAVs attualmente in commercio potrebbe essere uno dei fattori
che influiscono sul failure valvolare [69)].
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2.6 Tissue Enginnering of Heart Valve: TEHV

L’ Ingegneria dei Tessuti o Tissue Engineering (TE) ¢ una disciplina sorpren-
dentemente “vecchia”. Il termine fu coniato da Fung nell’ottobre del 1987
a Washington, DC, durante un congresso della National Science Foundation
[70]. La TE ha numerose definizioni, semplici e complesse. Una delle piu
semplici e quella trovata nel The Biomedical Engineering Handbook: L appli-
cazione dei principi scientifici alla progettazione, costruzione, modificazione,
crescita e mantenimento di un tessuto vivente.

Una definizione pitt complessa e data nel World Technology Panel Report
[71] fondato dal NIH, dalla FDA e da altre agenzie governative, nel quale
la TE e stata definita: L’applicazione dei principi e dei metodi dell’ingegne-
ria e delle scienze della vita per ottenere la comprensione della relazione tra
struttura e funzione nei tessuti nativi e patologici dei mammifer: e svilup-
pare sostituti biologici per ripristinare, mantenere o aumentare la funzione
tissutale.

La TE applicata alle valvole cardiache puo essere considerata come la
manipolazione di molecole biologiche e cellule con il proposito di creare nuo-
ve strutture che siano metabolicamente attive e che vadano a rimpiazzare
quelle disfunzionanti o malformate [70]. L’interesse e la necessita di applica-
zione della TE alla realizzazione di sostituti valvolari cardiaci, sono dovuti
alle attuali limitazioni delle protesi utilizzate (descritte nella sezione prece-
dente). In particolare queste limitazioni sono particolarmente rilevanti se
vengono considerati i pazienti pediatrici. Le disfunzioni cardiache congenite
sono presenti in circa 1'1% dei neonati e pitt di un terzo di queste anoma-
lie coinvolgono la valvola aortica o polmonare. Vi ¢ di conseguenza grande
necessita di sostituzioni valvolari in bambini ed adolescenti [72]. Le protesi
utlizzate, sia meccaniche che biologiche, non sono pero in grado di cresce-
re in concomitanza con la crescita fisiologica di questi pazienti, per cui essi
necessitano di reinterventi continui al fine di impiantare valvole piu larghe
[35].

Il paradigma della TE classica in-vitro comprende:

e l'isolamento e 'espansione di cellule autologhe (del paziente)

e la loro semina sucessiva all’interno di un apposito substrato (naturale
o sintetico)

e il condizionamento del costrutto per permettere la formazione di tessuto
(per esempio in un bioreattore)

e l'impianto nel paziente, idealmente dopo che il costrutto sia stato te-
stato
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Fig. 21§

Pathway A Pathway B
Circulating Precursor
Exogenous | ——.eee Cells (Endothelial
Cells | Scaffold and Mesenchymal)
Elements
Construct

In vitro maturation
in a bioreactor

In-vitro Phase

Engineered Tissue and
Derivatives of Seeded Cells and/or New Cells
In-vivo Phase In vivo remodeling

Figura 2.18: Pathway A Il paradigma convenzionale della TE: lo scaffold
¢ seminato con cellule (possibilmente del paziente), condizionato sucessiva-
mente in un bioreattore e impiantato in-vivo. I processi patofisiologici chiave
avvengono durante la fase in-vitro e in-vivo e sono la proliferazione cellulare,
la produzione e l'organizzazione della MEC, la degradazione dello scaffold e il
rimodellamento tissutale. Il costrutto risultante potrebbe contenere una com-
binazione di cellule seminate e nuove cellule. Pathway B La modificazione del
paradigma A potrebbe utilizzare uno scaffold non seminato, fabbricato con in-
formazioni biologiche adequate per attrarre e sostenere le cellule progenitrici
circolanti in-vivo [73]

Altri approcci di TE possono omettere uno o piu steps di questo schema.
Per esempio con la formazione di “foglietti” di cellule senza substrati [74] e
viceversa con 'utilizzo di substrati privi di cellule [75]. Mentre la TE in-vitro
mira a creare sostituti tissutali all’esterno del corpo umano, gli approcci piu
recenti di TE in-situ riportano la creazione di nuovo tessuto all’interno del
corpo in una specifica posizione usando substrati impiantabili privi di cellule.
Questi inducono una “guarigione” endogena, attraverso lo scaffold “nudo” o
funzionalizzato con apposite molecole capaci di influenzare il reclutamento e il
destino cellulare e lo sviluppo di tessuto in-situ Fig. [2.18| [76]. In tutti questi
approcci le cellule formano la componente vitale che secerne MEC e altre
molecole bioattive (MMPs, molecole segnale, inibitori). La MEC provvede
al “contesto” di base per il tessuto e diventa responsabile delle sue proprieta
strutturali e meccaniche. Lo scaffold funziona come una matrice cellulare
temporanea nella quale le cellule possono organizzarsi, crescere, proliferare e
produrre matrice nativa [3§].
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Si possono distinguere quattro processi chiave che hanno luogo durante
la fase di formazione e maturazione del tessuto in-vitro o in-vivo [11):

1. migrazione, proliferazione e differenziamento cellulare
2. produzione di MEC

3. degradazione dello scaffold

4. rimodellamento e potenziale crescita del tessuto

Una volta combinati assieme nella corretta maniera, sembra possibile che
si producano un fenotipo cellulare dinamico ed interattivo e nuova MEC.
L’interazione di questi elementi potrebbe portare allo sviluppo di una mi-
croarchitettura comparabile a quella della valvola nativa, in grado quindi di
crescere, svilupparsi, ripararsi e rimodellarsi [7§]. Nel caso della TEHV lo
scaffold su cui crescono le cellule e che viene modificato dalle stesse, deve
avere anche una struttura e delle caratteristiche meccaniche che consentano
una funzione similare a quella della valvola nativa, durante la sua “matura-
zione” in vivo [79]. Le caratteristiche e i criteri per la progettazione delle
protesi valvolari cardiache convenzionali ed ingegnerizzate sono riportati in

Tab. 211

2.6.1 Substrati (scaffolds) per la TEHV

Probabilmente, i primi esempi di TEHV sono rappresentati dagli esperimen-
ti di semina cellulare su substrati inerti. Questo approccio ha avuto pero
successo nell’ambito dei grafts vascolari [80] ma non in quello delle valvole
cardiache. I materiali sintetici biocompatibili hanno fallito come sostituti
dei lembi valvolari, non a causa di fenomeni tromboembolici ma come conse-
guenza dello stress subito dal materiale, correlato a microfratture, accumulo
di proteine plasmatiche e conseguente mineralizzazione [81]. A causa di que-
ste problematiche fondamentali, le matrici biologiche fissate in glutaraldeide
hanno dominato la TE delle valvole cardiache. I residui aldeidici sono pero
tossici e le protesi valvolari non possono essere colonizzate da cellule. Per
ragioni invece ancora non del tutto chiare, queste matrici non inducono feno-
meni tromboembolici e rimangono strutture essenzialmente passive nel flusso
sanguigno senza esercitare reazioni avverse [70]. Forse il primo esempio di
TEHYV proviene dall'universita di Vienna nel 1991, quando un gruppo di ri-
cercatori presentarono il loro successo nell’indurre la crescita di endotelio su
pericardio bovino fissato con glutaraldeide. La crescita delle cellule era resa
possibile grazie al trattamento con acido glutammico prima della semina,
questo ero in grado di inattivare i residui aldeidici [82].
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Parameter

Conventional (mechanical, bioprosthetic)

Tissue engineered

Closoure  of
leaflets

Rapid and complete

Rapid and complete

Fluidic func-
tion

Good

Potentially identical to native valve in terms
of effective orifice area and pulmonary and
systemic pressure and flow levels

Risk of th-  Yes (especially high in mechanical valves which ~ Endhotelial surface should inhibit thromboge-
rombosis require anticoagulation causing vulnerability — nesis
to hemorrhage)
Surgical Easy and permanent Easy and permanent
insertion

Risk of struc-
tural disfunc-
tion

Degradation of materials which are rare in me-
chanical valves but high in bioprosthetic valves
from tissue degredation and calcification

Potentially resistant to tissue degradation and
calcification owing to tissue viability

Rare in mechanical valves
High in bioprosthetic valves
degradation and calcification

from tissue

Risk of infec-
tion

Ever present

Resistant

Cellular func-
tion

None

Physiological VIC and VEC function

Tissue func- Durable and stable, chemically inert, nonhe- Durable and stable

tion molytic Functional anatomic characteristics: collagen,
elastin, GAG distribution and structure
Functional mechanical characteristics: ani-
sotropy, high tensile strength, low effective
flexural rigidity
Remodel according to need
Somatic growth

Geometry Set by design (mechanical/pericardial biopro- Designed at time of implantbased patent-

sthetic) or tissue source (porcine bioprosthe-
tic)

specific geometry

Somatic growth adaption may require/allow
for nonuniform changes

Surgical con-
siderations

Sterility design and implantation procedures
well established

Sterility

Practical considerations in cell sourcing

Implantation

Suturing/physical handling

In vivo moni-
toring requi-
rements

Standard hemodynamic function

Degeneration/regurgitation

Hemodynamic conditions over initial and long-
term remodeling periods

Cellular physiological and phenotype, mass
and content levels

Changes
changes

in tissue components and mass

Structure and mechanical properties

Differences between neonate, juvenile, and

adult

Tabella 2.1:

[38]

Criteri di progettazione delle valvole cardiache ingegnerizzate
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Lo scaffold ideale per la TEHV dovrebbe soddisfare alcuni requisiti fon-
damentali:

1. adeguate proprieta meccaniche per sostenere le condizioni dinamiche
del sito di impianto per tutta la vita del paziente. In particolare,
dovrebbe essere sufficientemente elastico per mantenere una chiusura
ermetica durante la fase diastolica del ciclo cardiaco

2. una microarchitettura simile a quella della AV nativa, dato che ’orien-
tamento delle fibre collagene ed elastina influenza le proprieta mecca-
niche e la funzionalita cellulare

3. una superficie simile a quella della membrana basale della AV nativa,
necessaria per lo sviluppo di uno strato confluente di cellule endoteliali
non trombogeno

4. capacita di rimodellamento, con una velocita di degradazione simile
a quella della sintesi della MEC. In tal modo si conserverebbero la
capacita di sostenere 'apertura valvolare ad elevati valori pressori in
sistole e una completa chiusura in diastole

5. capacita di supportare I’adesione, la proliferazione e la differenziazione
fenotipica delle VICs, delle VECs (o di qualsiasi altra tipologia cellulare
scelta per replicare il loro comportamento), cosi da garantire 1’anti-
trombogenicita e la non immunogenicita dello scaffold [79)

Gli scaffold utilizzati nella TEHV si distinguono in:
e Scaffold sintetici
e Scaffold naturali:

1. formati dai costituenti puri della MEC (collagene e fibrina)
2. biologici di origine non valvolare (pericardio)
3. biologici di origine valvolare (allograft o xenograft)
In questa introduzione ci concentreremo nel descrivere gli scaffolds di origine

non valvolare.

2.6.2 Scaffolds Biologici non Valvolari

Un tipo di matrice biologica molto utilizzata negli studi di TE e rappresen-
tata dal pericardio. 11 pericardio autologo umano ha dimostrato di possedere
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le migliori caratteristiche per la TE. E un biomateriale a basso costo, non
contaminato da patogeni propri del donatore, facilmente accessibile e che non
stimola una risposta immunitaria, perché riconosciuto come self dal Sistema
Immunitario [83]. Tuttavia, vi ¢ una scarsa disponibilita di pericardio auto-
logo umano a causa della reazione infiammatoria post pericardiotomia che
altera le proprieta tissutali e per la necessita di una sternotomia per recu-
perare il tessuto (soprattutto in caso di un suo impiego extra-cardiaco) [84].
A fronte di questi limiti, oggi si utilizza ampiamente il pericardio xenogeni-
co (bovino, porcino, ovino). Il tessuto pericardico utilizzato da piu tempo
nella TEHVs e quindi meglio caratterizzato e rappresentato dal Pericardio
Bovino (PB). 11 suo utilizzo presenta numerosi vantaggi e svantaggi, il fat-
tore pitt importante da considerare nell’impiego di questo biomateriale e la
sua intrinseca variabilita. Infatti, anche se macroscopicamente il tessuto puo
apparire uniforme, risulta invece eterogeneo a livello istologico e biochimico,
forse a causa dei diversi stress fisiologici cui le varie porzioni del tessuto sono
sottoposte [85]. Questa variabilita ha reso la caratterizzazione delle proprieta
meccaniche del PB un compito importante della ricerca, per migliorare il suo
utilizzo quale biomateriale da ingegnerizzare. Per la produzione di TEHVs,
¢ importante selezionare le aree di PB caratterizzate da struttura e proprieta
meccaniche regolari. Le porzioni ideali di PB sono quelle a spessore unifor-
me, con una limitata variabilita dell’orientamento delle fibre collagene, un
trascurabile quantitativo di tessuto adiposo e un’area sufficientemente ampia
da poter costruire un lembo valvolare [24].

La decellularizzazione degli xenografts come il Pericardio, ¢ una proce-
dura obbligatoria ai fini di produrre un sostituto valvolare ingegnerizzato.
La componente cellulare presente nel tessuto xenogenico se non eliminata
indurrebbe infatti, una rapida reazione di rigetto conosciuta come rigetto
wperacuto. Nelle bioprotesi attualmente utilizzate la “neutralizzazione” degli
antigeni specie-specifici, che causano questa reazione, avviene attraverso la
fissazione in glutaraldeide. In particolare il rigetto iperacuto ¢ causato dalla
presenza di un epitopo conosciuto come galattosio a1-3 galattosio (a-gal) il
quale e presente sulla superficie di quasi tutte le cellule di mammifero eccetto
quelle umane e delle scimmie del vecchio-mondo. Questi organismi sviluppa-
no anticorpi anti a-gal in risposta alla loro flora batterica intestinale, e questi
anticorpi reagiscono anche con l'antigene presente nei tessuti od organi xeno-
genici impiantati e daneggiano il rivestimento endoteliale dei vasi sanguigni
portando alla formazione di coaguli con conseguente blocco della circolazione,
ipossia e necrosi [37]. In alcune bioprotesi disponibili in commercio, 1'epito-
po a-Gal e stato identificato nonostante la fissazione in glutaraldeide e si e
dimostrato capace di stimolare la risposta del SI dei pazienti in cui la protesi
era impiantata. Infatti, dopo AVR, questi pazienti presentavano un significa-
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tivo rialzo dei livelli di anticorpi anti a-Gal, quando confrontati con pazienti
sottoposti a bypass aorto-coronarico [86]. In valvole porcine ingegnerizzate,
solo parzialmente decellularizzate, si ritrova la presenza di questo xenoantige-
ne a-gal [87]. Se 'induzione di una risposta immuno-specifica contro questo
antigene possa contribuire alla degenerazione valvolare, non e ancora sta-
to chiarito. Nonostante cio e chiaramente desiderabile evitare ogni reazione
contro la valvola impiantata. Alcuni protocolli di decellularizzazione stu-
diati sembrano comunque in grado di eliminare totalmente ’antigene a-gal
[87, 188] e per questo costituiscono dei protocolli promettenti per la creazione
di valvole cardiache ingegnerizzate.

2.7 Metodi di decellularizzazione nella TEHV

Esistono diversi metodi di decellularizzazione utilizzati sia per tessuti xe-
nogenici che allogenici. I diversi trattamenti differiscono per 'efficacia nel
rimuovere le cellule e i detriti cellulari, per la preservazione della struttura
della MEC e della sua funzione e per la suscettibilita alla semina cellulare
[89]. Tutti pero devono soddisfare precisi requisiti considerati indispensabili:

e devono rimuovere tutte le cellule valvolari, i loro residui cellulari e i
loro epitopi antigenici [90]

e devono conservare la struttura della MEC, dalla cui integrita dipende
una corretta funzione valvolare. Un trattamento tissutale aggressivo
puo alterare le proprieta meccaniche, elastiche ed emodinamiche della

TEHVs [01]

e deve produrre un substrato adeguato per la ricellularizzazione. Quindi,
deve conservare una struttura tridimensionale e la membrana basale,
che hanno un ruolo fondamentale nella crescita e migrazione cellula-
re ed eliminare i residui citotossici di detergente, per permettere la
replicazione e la crescita cellulare [33, 0]

Un protocollo di decellularizzazione, di solito, comprende una combina-
zione di metodi fisici, chimici ed enzimatici. Generalmente si riconoscono le
seguenti fasi:

1. lisi delle membrane cellulari, usando metodi fisici o soluzioni iper /ipotoniche

2. separazione delle componenti cellulari dalla MEC usando un tratta-
mento enzimatico. Dato che gli enzimi utilizzati possono essere molto
aggressivi, la loro azione deve essere controbilanciata da inibitori [89]
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3. solubilizzazione del citoplasma e delle componenti nucleari, usando
detergenti non ionici o zwitterionici

4. estrazione finale dei residui cellulari dal tessuto, usando detergenti
ionici

Questi steps possono essere accoppiati all’agitazione meccanica, in modo da
aumentarne 'efficacia del trattamento. Bisogna ricordare, pero, che gli agenti
usati per I'estrazione cellulare possono essere dannosi per la matrice: posso-
no degradare o denaturare le proteine della MEC o lasciare residui tossici,
che possono influire negativamente sulla meccanica funzionale o sulla rispo-
sta cellulare [92]. E’ importante di conseguenza, valutare la combinazione
delle varie fasi del processo di decellularizzazione, la scelta dei detergenti da
utilizzare e la durata dei tempi di lavaggio.

2.7.1 Metodi fisici

I metodi fisici di decellularizzazione comprendono: il congelamento, la so-
nicazione, 1’agitazione, I'applicazione diretta di pressione. Il rapido conge-
lamento e utilizzato spesso nella decellularizzazione dei tendini, legamenti,
tessuto nervoso. Questo approccio causa la formazione di cristalli di ghiaccio
che distruggono le membrane cellulari e causano la lisi cellulare. La tempera-
tura deve essere controllata attentamente per evitare danni alla MEC. Deve
comunque essere seguito dalla rimozione del materiale cellulare dal tessuto.
L’agitazione meccanica e la sonicazione sono utilizzate simultaneamente ai
trattamenti chimici, per favorire la lisi cellulare e la rimozione dei residui
cellulari [92].

2.7.2 Metodi chimici
Acidi e Alcali

Sono utilizzati nei protocolli di decellularizzazione per solubilizzare i compo-
nenti citoplasmatici delle cellule e per rimuovere gli acidi nucleici come 'RNA
e il DNA. Per esempio, I’acido acetico, I’acido paraacetico, I’acido idroclorico,
I’acido sulfidrico e I'idrossido di ammonio possono efficacemente distruggere
le membrane cellulari e gli organelli intracellulari [93, 04]. Queste sostan-
ze sembrano conservare le fibre collagene del tessuto trattato, preservare la
struttura e funzione dei fattori di crescita residenti nella MEC e mantenere le
proprieta meccaniche dello scaffold biologico, pero causano la dissociazione
d’importanti molecole della MEC come i GAG.
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Detergenti

I detergenti sono molecole che hanno regioni polari e non polari, che gli
consentono di agire come surfactanti. Si distinguono in ionici e non io-
nici. La loro struttura permette di abbassare la tensione superficiale e di
formare micelle ad una concentrazione specifica per ogni detergente (nota
come concentrazione micellare critica, CMC) [95]. Questa facolta permette
di solubilizzare le molecole idrofobiche.
Detergenti non ionici.
Sono ampiamente impiegati per il loro blando effetto sulla struttura del tes-
proteine, ma lasciano intatte le interazioni proteine-proteine. Quindi le pro-
teine all’interno di un tessuto dovrebbero conservare la loro conformazione
funzionale anche dopo trattamento con queste sostanze [96]. Il Triton X 100
(tert-octylphenylpolyoxyethylen) & il detergente non ionico piu studiato. La
decellularizzazione di tessuti con questo composto ha mostrato risultati varia-
bili. Quando usato per decellularizzare valvole cardiache sono stati osservati
la completa rimozione del materiale nucleare e la preservazione della strut-
tura valvolare dopo 24h. L’analisi dei componenti della MEC mostro pero
la completa perdita dei GAGs e un decremento del contenuto di laminina e
fibronectina [33]. In esperimenti in cui il Triton X 100 veniva utilizzato per
24h a 4 °C per decellularizzare il PB si osservarono una incompleta rimozio-
ne cellulare,con la conservazione del collagene e dell’elastina e gradi diversi
di estrazione dei GAG. Le proprieta meccaniche del tessuto erano conser-
vate [15]. In altri casi si riuscl a decellularizzare completamente il PB ma
si osservo una riduzione del 60% del contenuto di GAG, con conservazione
delle fibre collagene e delle loro proprieta tensili [97]. Se usato a temperatura
ambiente sempre su PB, altri lavori mostrarono una incompleta decellulariz-
zazione e danni alla MEC [98]. Il Triton X 100 puo essere quindi un metodo
effettivo di decellularizzazione, ma la sua efficacia dipende dal tessuto che
viene trattato e dai metodi a cui e associato.
Detergenti ionici.

Sono efficaci nella solubilizzazione sia della membrana cellulare che della
membrana nucleare, ma tendono a denaturare le proteine distruggendo le
interazioni proteina-proteina [96]. I detergenti ionici piu utilizzati sono il
sodio-dodecil-solfato (SDS), il sodio deossicolato (SD) e il sodio colato (SC).
L’SDS rispetto agli altri detergenti, ottiene una migliore rimozione dei re-
sidui nucleari e delle proteine citoplasmatiche come la vimentina [99], ma
tende a distruggere la struttura del tessuto nativo causando una riduzione
della concentrazione dei GAGs e perdita di integrita del collagene. Questo
danno provocato alla matrice potrebbe impedire una successiva ricellulariz-
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zazione dello scaffold [91]. Quando utilizzato per decellularizzare Pericardio
umano, I’'SDS allo 0,1% porto una completa decellularizzazione senza danno
alla. MEC: la micro-architettura di fibre collagene, il contenuto di GAG e
proteine strutturali erano conservate. Inoltre, non ci fu evidenza di citotos-
sicita una volta seminati fibroblasti di derma umano [84]. Le differenze in
questi risultati potrebbero essere dovute agli altri componenti utilizzati nelle
procedure, come gli inibitori di proteasi o al diverso tessuto impiegato [100].

L’SD e il SC sono acidi biliari, carichi negativamente e non coniugati.
Sono meno potenti rispetto agli altri detergenti ionici e quindi sono meno
denaturanti e capaci di preservare meglio l'ultrastruttura delle TEHVs [96].
L’SD e stato ampiamente utilizzato in vari protocolli di decellularizzazione.
Si e dimostrato efficace nella decellularizzazione di valvole aortiche porcine,
e nel mantenimento della struttura della MEC. Inoltre queste valvole sono
state efficacemente ripopolate da cellule progenitrici endoteliali che si man-
tenevano vitali e adese anche dopo 8 giorni di coltura [101]. Anche sul PB,
la decellularizzazione del tessuto e stata raggiunta con successo [98]. L’SC
¢ stato usato in combinazione con il Triton X 100 nel protocollo di decellu-
larizzazione denominato TRICOL [102]. Questa tecnica associa il Triton, al
SC, e prevede l'utilizzo di soluzioni ipo/ipertoniche e la rimozione degli aci-
di nucleici con una endonucleasi aspecifica. Nella decellularizzare di valvole
porcine aortiche e polmonari ha raggiunto una completa decellularizzazione,
senza significativi cambiamenti nelle proprieta meccaniche valvolari. Sembra
pero determinare una riduzione dello spessore valvolare e un certo grado di
perdita di componenti dei GAGs, uronato ed esosammine. Queste altera-
zioni potrebbere essere dovute alla presenza del Triton nel protocollo, dato
che risultati simili sono stati riportati con 1'utilizzo di quest’ultimo detergen-
te [I02]. Lembi valvolari polmonari umani e porcini decellularizzati con il
metodo TRICOL furono ripopolati con cellule mesenchimali del midollo con
successiva differenziazione in VICs [103].

Detergenti Zwitterionici Presentano le proprieta sia dei detergenti ionici
sia di quelli non ionici. I detergenti Zwitterionici hanno una maggiore tenden-
za a denaturare le proteine rispetto a quelli non ionici. Fanno parte di questa
categoria: il 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammoniol-1-propanesulfonate (CHAPS),
studiato per la decellularizzazione dei vasi sanguigni; il sulfobetaine-10 (SB-
10) e il sulfobetaine-16 (SB-16), che sono stati utilizzati per la decellula-
rizzazione dei nervi [104]. Il tessuto arterioso trattato con CHAPS presen-
ta una normale morfologia del collagene e dell’elastina all’esame istologico.
Inoltre, il contenuto di collagene sembra rimanere simile a quello dell’arte-
ria nativa. Questo trattamento determina una riduzione significativa della
pressione di rottura e dello stress massimo del tessuto arterioso. Tale decre-
mento, pero, € comparabile a quello ottenuto con Triton X 100 e con soluzioni
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ipotoniche/ipertoniche [104] .

Soluzioni Ipotoniche e Ipertoniche

Per aumentare I’azione dei detergenti, soluzioni ipotoniche e/o ipertoniche
possono essere incorporate nei metodi di decellularizzazione. L’immersio-
ne in una soluzione ipotonica (dove la concentrazione dei soluti ¢ minore
di quella nel citoplasma cellulare) causa un rigonfiamento delle cellule e la
loro succesiva rottura. Processo conosciuto come lisi osmotica. Il rigonfia-
mento indotto dal movimento dell’acqua all’interno delle cellule puo anche
aumentare 1’ “assorbimento” del detergente nella membrana cellulare.
L’immersione in soluzione ipertonica (dove la concentrazione di soluto ¢
piu elevata di quella nel citoplasma) ha l'effetto opposto. L’acqua si muove
all’esterno delle cellule nella soluzione circostante, causando la loro disidrata-
zione e contrazione. Il risultato e la morte cellulare e il distacco dalla matrice
[T05]. Questo metodo, perd, non ¢ in grado di rimuovere i residui cellulari
dal tessuto e i residui di DNA che, a causa della loro tendenza ad essere
“appiccicosi”, tendono ad aderire alle proteine della MEC. Si rende per cui
necessaria 'associazione di ulteriori trattamenti enzimatici o chimici [104].

Agenti chelanti

Gli agenti chelanti, come 'EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), formano
un complesso molecolare a forma di anello che lega saldamente e isola uno
ione metallico al centro. E stato dimostrato che i cationi divalenti, come
Ca?™ e Mg**, sono necessari per 1'adesione delle cellule al collagene e alla
fibronectina in corrispondenza della sequenza proteica RGD (Arg-Gly-Asp)
[106]. Questi agenti facilitano quindi, la rimozione del materiale cellulare dal
tessuto. L’EDTA e tipicamente usato in combinazione con la tripsina.

2.7.3 Metodi enzimatici
Tripsina

Le tecniche enzimatiche di decellularizzazione includono la digestione con
proteasi e nucleasi [I07]. La Tripsina ¢ uno degli enzimi proteolitici piu co-
munemente utilizzati. Il suo meccanismo di azione e il taglio delle proteine
al c-terminale dei residui di lisina e arginina nel caso in cui 'amminoacido
sucessivo non sia una prolina. E’ in grado di rompere i legami tra le cellule
che popolano la MEC, facilitandone il distacco e di distruggere i legami tra i
vari componenti della matrice, creando cosi una struttura piu aperta e favo-
rendo il washout cellulare [108]. La tripsina ¢ stata estesamente testata, ma
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si e dimostrata ripetutamente incapace di una completa decellularizzazione e
causa di un danno significativo alla MEC [109} 33]. Si deve fare molta atten-
zione all’uso di questo enzima per evitare un danno ecessivo alla struttura e
alla biomeccanica della funzione valvolare [37].

Nucleasi

Le nucleasi si distinguono in 2 gruppi: le endonucleasi e le esonucleasi. Le
prime catalizzano l'idrolisi dei legami interni della catena di ribonucleotidi o
deossi-ribonucleotidi mentre le esonucleasi ne catalizzano I'idrolisi dei legami
terminali. Entrambi i tipi di nucleasi determinano la degradazione del RNA
e del DNA. Dato che gli acidi nucleici sembrano agire da siti di calcificazione
e sembrano contribuire al prematuro fallimento della protesi, nei protocolli di
decellularizzazione sarebbe opportuno 1'utilizzo delle nucleasi in associazione
agli altri agenti decellularizzanti [110], 109, 102} T03].

Inibitori di Proteasi

Durante i protocolli di decellularizzazione numerose proteasi possono essere
rilasciate dalle cellule lisate e danneggiare 1'ultrastruttura della MEC nativa
dello scaffold. Questo danno puo determinare delle alterazioni nel comporta-
mento meccanico/emodinamico e nel potenziale di ripopolamento delle val-
vole [I11), O2]. Per questa ragione, si aggiungono gli inibitori delle proteasi
alle soluzioni in cui & immerso il tessuto. Anche 'utilizzo di una soluzione
tampone a ph 7-8, il controllo della temperatura e del tempo di esposizione
alle soluzioni di lisi cellulare, possono limitare/inibire I'attivita delle proteasi
cellulari. Alcuni esempi di inibitori di proteasi attualmente impiegati sono:

e gli antagonisti reversibili e competitivi delle serin-proteasi, quali apro-
tonina [100, 1T1], benzamidina (BA) e phenylmethanesulfonyl (PMSF)
[102, 112]

e gli inibitori delle cistein-proteasi (che alchilano i residui di cisteina pre-
venedo la loro digestione), quali iodoacetamide (IA) e N-Ethylmaleimide
(NEM) [103]

2.8 Ricellularizzazione degli Scaffold

Dopo la procedura di decellularizzazione, nella TEHV D'approccio ideale ¢
quello di ripopolare lo scaffold biologico tridimensionale, in modo da rende-
re il costrutto vitale, capace di crescere e rinnovarsi. Il tipo cellulare piu
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adatto per il ripopolamento dovrebbe essere in grado di proliferare, di auto-
rinnovarsi e di dare origine all’insieme eterogeneo di tipi cellulari necessario
per formare un tessuto/organo funzionale. Solo in rari casi, pero, ¢ possi-
bile isolare tipi cellulari differenziati organo-specifici, espanderli in vitro e
utilizzarli per la ricellularizzazione dello scaffold. Nelle altre situazioni devo-
no essere valutate altre fonti cellulari che comprendono cellule autologhe o
cellule allogeniche, cellule somatiche o cellule staminali [T13] [73]. Le caratte-
ristiche della semina cellulare (via, tempistica, dose) dipenderanno dal tipo
di cellule scelto e dall’obbiettivo finale che si desidera ottenere [113].

2.8.1 Metodi di ricellularizzazione

Esistono due approcci essenziali per il ripopolamento di uno scaffold, biode-
gradabile o decellularizzato:

1. Papproccio tradizionale, cioe la semina in-vitro

2. T'approccio della rigenerazione tissutale guidata (Tissue Guided Rege-
neration

Fig.

Semina in Vitro

L’approccio classico della TE prevede la pre-semina in vitro (prima dell’im-
pianto in vivo) dello scaffold sviluppato, con il tipo cellulare prescelto. Le
cellule vengono seminate sullo scaffold in presenza di segnali maturativi ap-
propriati che includono fattori di crescita e citochine, in modo da favorine
I’attecchimento e la proliferazione. Lo scaffold seminato viene quindi intro-
dotto all’interno di un bioreattore per favorire la formazione di tessuto, la
sua organizzazione e funzione. Il bioreattore espone il tessuto in via di svi-
luppo ad un condizionamento meccanico, attraverso un cambiamento ciclico
nel flusso e nella pressione che mima le condizioni fisiologiche. Nel caso delle
valvole cardiache, vengono riprodotte le condizioni fisiologiche caratteristi-
che dell’ambiente cardiocircolatorio. In particolare lo shear stress, cui sono
sottoposte le cellule in vivo, sembrerebbe rappresentare uno stimolo criti-
co anche durante la coltura cellulare in bioreattore. Il protocollo ottimale
di condizionamento dipende ovviamente, da numerosi parametri come la re-
sponsivita del fenotipo cellulare agli stimoli meccanici, il modo in cui questi
vengono trasferiti alle cellule, lo scaffold utilizzato, la sua grandezza e il tipo
di stimolazione meccanica. A questo condizionamento, segue I'impianto del
costrutto ingegnerizzato in vivo, dove il tessuto dovrebbe crescere e rimodel-
larsi [73]. L’utilizzo di un allograft polmonare decellularizzato seminato con
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cellule autologhe e condizionato in un bioreattore ha avuto successo. L’al-
lograft e stato usato per la ricostruzione del tratto di efflusso ventricolare
destro in un adulto ed ad un anno dall’intervento, le cellule endoteliali erano
ancora presenti, non c¢’era ne calcificazione, ne trombogenesi e la funzionalita
meccanica era mantenuta [114]

Tissue Guided Regeneration

Questo approccio prevede I'impianto in vivo di uno scaffold non seminato,
che contenga tutte le informazioni biologiche necessarie ad indurre ’entrata
in circolo e attrarre le cellule progenitrici endogene circolanti (potenzialmen-
te sia endoteliali sia mesenchimali) o quelle del tessuto circostante. Queste
cellule del ricevente dovrebbero poi essere in grado di invadere lo scaffold
e di differenziarsi nei fenotipi cellulari nativi, ripopolandolo completamente
Fig.[2.19] In questo caso & l'organismo del ricevente a fungere da bioreatto-
re, con segnali biomeccanici e citochinici endogeni. L’assenza di cellule pre-
seminate minimizza e semplifica il processo di fabbricazione di una TEHV
[73]. L’approccio della Tissue Guided Regeneration ha mostrato dei successi
nel modello animale [I15]. Una potenziale strategia per attrarre le cellule
circolanti del ricevente, come le cellule progenitrici endoteliali EPC, e quella
di ricoprire lo scaffold con delle molecole segnale appropriate per le cellule
im modo da incoraggiare la loro adesione e il differenziamento. F’ stato ese-
guito, per esempio, un esperimento utilizzando una valvola porcina aortica
decellularizzata contenente fibronectina e fattore di crescita per gli epatociti
ed e stato ottenuto un reclutamento di cellule progenitrici endoteliali e il
rivestimento del graft [116].

Nonostante i promettenti risultati in modelli animali utilizzando come
scaffolds xenografts decellularizzati [117], il passaggio all’uso clinico in pa-
zienti ha avuto numerose difficolta. Emblematico e stato il caso della val-
vola porcina decellularizzata Synergraft 7% prodotta da CryoLife Inc, USA
Fig. 2.20

Synergraft fu utilizzata nell’intervento di Ross per sostituire la valvola
polmonare, in una popolazione pediatrica di 4 pazienti. La valvola non era
stata pre-seminata né condizionata in un bioreattore prima dell’impianto,
nella speranza che lo scaffold fosse in grado di attrarre le cellule endoge-
ne. Le valvole dimostrarono pero un alto grado di fallimento, ’esame di
quelle espiantate post-failure rivelo una decellularizzazione incompleta, un
mancato ripopolamento valvolare, una mancata endotelizzazione, una severa
inflammagzione con infiltrazione di neutrofili e macrofagi, formazione di pan-
no fibroso, calcificazione e una severa degenerazione dei lembi e della parete
[118]. Sembra che la causa del failure valvolare sia stata una risposta immu-
nitaria iperacuta, con un’intensa reazione flogistica e conseguente cedimento
strutturale valvolare [37].
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Figura 2.19: Ipotesi rappresentativa per il ripopolamento di una valvola car-
diaca ingegnerizzata da cellule endogene. I processi chiave comprendono la
proliferazione, il differenziamento e la mobilizzazione di cellule progenitri-
ct endotelialt circolantt dal midollo osseo, a cui seque il passaggio nel san-
gue e l’adesione alla valvola. Successivamente, le cellule reclutate possono
transdifferenziare in cellule mesenchimali e infine in cellule interstiziali che
sintetizzano e rimodellano la MEC [T5]

2.8.2 Cellule per la TEHV

Per ripopolare la matrice delle valvole cardiache ingegnerizzate in-vitro esi-
stono diverse fonti cellulari e diversi tipi cellulari. Queste comprendono cel-
lule differenziate tessuto-specifiche (come le cellule endoteliali e/o le cellule
muscolari liscie) e cellule staminali, che possono essere autologhe o alloge-
niche. Le cellule parenchimali, cioe la tipologia di cellule responsabile della
funzione specifica dell’organo, sono strettamente necessarie. In aggiunta, le
cellule non-parenchimali come i fibroblasti e le cellule endoteliali aumentano il
fenotipo funzionale delle cellule parenchimali e contribuiscono all’organizza-
zione dell’architettura cellulare del tessuto [119]. Questo tipo di cellule sono
comunemente utilizzate nella TE e nella TEHV. Le cellule endoteliali sono
necessarie a creare una barriera antitrombotica per la matrice decellularizzata
[120], 1211, 122] ed assicurano che il flusso sanguigno in vivo sia confinato allo
spazio vascolare e che le cellule parenchimali siano protette dallo shear stress
[123]. Per quanto riguarda le valvole cardiache decellularizzate, la trombosi
potrebbe essere un problema maggiormente affrontabile, in quanto dopo il
trapianto in vivo solo la superficie piu esterna della struttura e a contatto
con il sangue [124, [125].

Un’altro tipo di cellule non-parenchimali importanti nella TE sono i fi-
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SYNERGRAFT™ (Crvolife Ine.. USA)

Figura 2.20: Valvola Synergraft (www.cryolife.com)

broblasti, i quali secernono e rimodellano la MEC ed aumentano la funzio-
ne cellulare parenchimale in cocoltura. Nella TEHV sono stati utilizzati in
associazione con cellule endoteliali e mesenchimali [120), [126].

2.8.3 Biofunzionalizzazione dei biomateriali per il ri-
popolamento cellulare in-situ

Nella TE avere a disposizione dei materiali che promuovono I’adesione cellula-
re in-situ degli impianti cardiovascolari, comprese le protesi valvolari cardia-
che, & altamente desiderabile. Questo consentirebbe di creare degli scaffold
che se seminati in-vitro o direttamente impiantati n-vivo sono in grado di
venire ripopolati con pit efficacia dalle cellule (per esempio cellule endoteliali,
o fibroblastiche o VICs) [127].

L’assorbimento di proteine e la conseguente adesione delle cellule in ri-
sposta a un materiale estraneo impiantato e determinata da una varieta di
proprieta del materiale. Queste proprieta includono la chimica di superfi-
cie, la topografia, I'elasticita meccanica micro e macro. Le proprieta di su-
perficie del materiale possono tuttavia, essere modificate dal punto di vista
fisico e chimico e le superfici biofunzionalizzate, per promuovere le interazio-
ni proteiche e cellulari. Le cellule sono infatti intrinsecamente sensibili agli
stimoli fisici, chimici e biochimici che provengono dall’ambiente circostante
in cui si trovano. In vivo, sono a stretto contatto con la MEC, la quale e
formata da una complessa connessione di proteine, glicoproteine e proteo-
glicani. La MEC provvede, non solo a un sostegno strutturale ma contiene
anche una riserva di motivi-segnale per le cellule e di fattori di crescita che
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ne guidano 1’adesione e il comportamento. L’ambiente “locale” o nicchia,
provvede a stimoli locali che determinano il reclutamento selettivo cellulare,
la proliferazione, il differenziamento e la produzione di numerose proteine
necessarie per l'organizzazione gerarchica tissutale [12§]. Esistono un gran
numero di composizioni di MEC, ognuna delle quali contiene varie concentra-
zioni di macromolecole insolubili (proteine fibrillari, collagene e glicoproteine
per esempio) le quali interagiscono con le proteine della superficie cellula-
re e macromolecole solubili come i fattori di crescita. L’organizzazione, la
densita, la geometria spaziale e la biochimica di questi composti della MEC
determinano la resistenza meccanica, la risposta cellulare e l'organizzazione
tessutale [129]. L’uso di scaffold acellulari xenogenici come le radici aortiche
porcine nella TEHV, potrebbe costituire un vantaggio anche per il ripopola-
meto e l'organizzazione cellulare in forza del fatto che queste matrici hanno
un’organizzazione della MEC assimilabile a quella delle corrispondenti valvo-
le umane. Il trattamento di questi costrutti con molecole bioattive, sembra
pero avantaggiare significativamente ’adesione cellulare [116]. Per quanto
concerne il nostro ambito di studio e sperimentazione, possiamo concentrare
I’attenzione sui Peptidi e in particolare sui domini funzionali dei componenti
della MEC, quali molecole utilizzate per gli scopi descritti sopra.

Varie sequenze peptidiche della MEC, che hanno dimostrato di influenza-
re il comportamento cellulare, sono state isolate e “legate” ai materiali per
la TE, per aumentare le loro proprieta biologiche. Alcuni esempi sono le
sequenze RGD e GRGDSP derivate dalla fibronectina, le sequenze di rico-
noscimento derivate dalla laminina e dal collagene I [130]. Tra i peptidi stu-
diati, il peptide RGD e forse quello piu utilizzato negli studi sui biomateriali
[130], 131, 132] anche nell’ambito della TEHV [133].

Oltre che alle sequenze peptidiche possono essere utilizzati anche poli-
meri naturali come quelli derivati dalla MEC. Il collagene, la fibronectina,
la laminina e la vitronectina hanno mostrato di facilitare 1’adesione cellula-
re grazie ai loro siti di riconoscimento intrenseci riconosciuti dalle integrine
cellulari [134]. Queste componenti della MEC o le loro parti funzionali sono
ottenute come estratti naturali e proteine adesive purificate, oligopeptidi di
sintesi o proteine ricombinanti geneticamente ingegnerizzate. Vi sono pero
degli effetti indesiderati che coinvolgono gli estratti naturali e le proteine
adesive purificate, come la risposta immunitaria, il rischio di infezione, la
purezza e la complessita strutturale. La sintesi di oligopeptidi e considera-
ta una soluzione per evitare questi problemi [127]. I peptidi possono avere
molti vantaggi rispetto alle proteine naturali pit grandi. Per esempio la
fibronectina (una proteina che contiene naturalmente la sequenza RGD) no-
nostante la sua affinita per il legame con le cellule endoteliali, ha mostrato
di attivare le piastrine, mentre la proteina ricombinante di fusione-RGD ha
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Figura 2.21: CryoValve SG™ (www.cryolife.com)

mostrato di favorire ’adesione cellulare e di inibire 'attivazione piastrinica
[127]. Nonostante la loro ampia applicazione e i benefici, ¢ stato perd anche
mostrato che alcuni oligopeptidi hanno una bassa attivita comparata con i
ligandi nativi, dovuta all’assenza di domini complementari o regolatori ed
amminoacidi in siti lontani dal dominio di legame delle cellule [I35]. Inoltre,
il peptide RGDS, testato in coltura con cellule VICs ha mostrato di favorire
fenomeni di calcificazione [I36]. L’igegneria genetica delle proteine ricombi-
nanti elimina molte di queste problematiche e fornisce delle opzioni migliori
per l'incorporazione di proteine che contengano il sito di legame completo
per le cellule.

2.9 Valvole ingegnerizzate in commercio

CryoValve SG™ (prodotta da CryoLife Inc. USA)

Dopo il fallimento della protesi Synergraft” e il suo ritiro dal commercio,
¢ stato introdotto il modello CryoValve SG™ Fig. che rappresenta il
primo allograft valvolare polmonare umano decellularizzato in commercio,
con approvazione FDA. SynerGraft (SG) € il nome del processo decellula-
rizzante che viene attuato. Viene praticata una lisi ipotonica degli elementi
cellulari, seguita da una digestione degli acidi nucleici, seguita da dei lavaggi
sequenziali per eliminare i detriti cellulari. Il processo rimuove piu del 99%
delle cellule e degli acidi nucleici dalla MEC. La valvola sembra possedere
buone proprieta meccaniche ed idrodinamiche in vitro, confermate anche dal
suo uso clinico. Inoltre non si e verificata una risposta immune versus il graft
dopo l'impianto [37]. Le indicazioni al suo uso clinico sono: la sostituzione
della valvola polmonare o di una protesi in questa sede quando danneggiata,
malformata o malfunzionante. In certe situazioni puo anche essere utilizzata
per sostituire la valvola polmonare nativa, durante l'intervento di Ross.
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Figura 2.22: A e B: Matriz P"™. C: Matriz P plus™ (wwuw.autotissue.de)

Matriz PP™M | Matriz P Plus™ e Matriz P Plus N (prodotte da AutoTissue-
Germany).

Matrix P Fig ¢ una valvola porcina decellurizzata, sviluppata im-
piegando un procedimento brevettato che prevede I'impiego dell’acido deos-
sicolico all'l% v/v come detergente. Il trattamento conserva la MEC che
contiene esclusivamente collagene ed elastina [I14]. L’impianto del prodotto
ingegnerizzato nel modello animale ovino, dopo 6 mesi, non ha dato riscon-
tro di alcun focolaio di calcificazione e ha rivelato una buona emodinamica,
proprieta biomeccaniche conservate e un iniziale ripopolamento cellulare del
costrutto (con fibroblasti e uno strato continuo di endotelio) [137]. Matrix
P Plus™ ¢ stata impiantata in 16 pazienti, nel periodo compreso tra luglio
2007 e dicembre 2008, nel tratto di efHlusso ventricolare destro per curare
patologie collegate a difetti cardiaci congeniti. Dopo un periodo medio di
10 mesi, 6 pazienti hanno subito un reintervento a causa della ostruzione del
graft. Nei condotti espiantati, € stato evidenziato un restringimento periferi-
co del condotto senza calcificazione dei lembi valvolari. Le analisi istologiche
hanno mostrato formazioni stenotiche causate da infiltrati inflammatori e da
una severa reazione fibrogenica pseudo-intimale. In base a questi risultati a
breve termine, la valvola polmonare decellularizzata Matrix P Plus”™, non
puo essere considerata come un sostituto ideale per la ricostruzione del tratto
di efflusso ventricolare destro, poiche il suo largo utilizzo puo incrementare
la possibilita di frequenti fallimenti precoci del condotto [T08].

Matrix P Plus N (Fig. [2.22)) ¢ invece la prima valvola polmonare acellulare
con un patch di pericardio equino a sua volta decellularizzato. E’ indicata in
caso di correzione di cardiopatie congenite complesse.
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Capitolo 3

Materiale e Metodi

3.1

Isolamento e coltura di fibroblasti da Pe-
ricardio Bovino (PB) (Pericardiociti)

Al macello locale e stato prelevato il PB dissezionandolo direttamente dal
cuore dell’animale da poco macellato. L’isolamento e avvenuto con 1'utilizzo
di strumenti chirurgici sterili e il tessuto € stato immerso in Phosphate Buf-
fered Saline (PBS) sterile fino all’arrivo in laboratorio. Qui sono avvenuti i
seguenti passaggi:

e stato eliminato il tessuto adiposo dalla superfice fibrosa del pericardio

sono stati isolati 10 frammenti di tessuto delle dimensioni di 2cm cir-
ca di lato, successivamente trasferiti in pozzetti di piastre 6wells non
tissue-culture (Falcon”™) contenenti PBS sterile

tolto il PBS, in ogni pozzetto & stato aggiunto 1ml di soluzione di
Collagenasi II 2mg/ml in terreno DMEM Hepes Modification

le piastre sono state messe in incubatore a 37 °C per 8 minuti, poi, ogni
pozzetto trattato con 3ml di DMEM-Hepes Modification contenente il
15% di FBS per bloccare 1'azione della Collagenasi 11

sono state eliminate le cellule mesoteliali dalla superfice sierosa utiliz-
zando uno scraper. Ogni pezzo e stato trasferito su piastre Petri cell
culture adagiando la superficie sierosa verso il fondo della piastra e
tagliando il quadrato di tessuto in piccoli pezzi di circa 3 mm di lato

sono stati aggiunti 2ml di terreno DMEM-Hepes Modification conte-
nente il 15% di FBS, I'l% di Peniccillina-streptomica e 1'1% di Glu-
tammina. Le piastre sono state poste in incubatore.
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e una volta al giorno sono state esaminate al microscopio per vedere se
i fibroblasti erano migrati sulla piastra. Quando circa il 50% della
superfice della piastra era ricoperta di cellule, sono stati tolti i pezzetti
di pericardio ed e stato cambiato il terreno di coltura

e le cellule sono state divise quando erano a confluenza e mantenute in
coltura fino al ITI, IV passaggio, dopo di che congelate in azoto liquido
fino al loro utilizzo

e per le semine dei pericardiociti su PB, le cellule sono state scongelate
e coltivate in MEM-«, 10% FBS, 1% Glutammina, 1% Pen-Strep

3.2 Decellularizzazione del PB

Il prelievo del PB ¢ avvenuto con la stessa procedura vista nella sezione
precedente. Per i protocolli di decellularizzazione TRICOL, UTRIDOC E
TRITDOC sono stati isolati dei tondini di tessuto del diametro di 1,5 cm.
Tutte le soluzioni utilizzate nei vari passaggi dei protocolli sono state rese
sterile con filtrazione su membrane Nalgene’™ con pori di dimensioni di
0,22 um, degasate sotto vuoto e flussate con azoto. Tutte le manipolazioni sia
dei campioni sia delle soluzioni sono avvenute sempre in condizioni di sterilita,
sotto cappa a flusso laminare. Prima di iniziare la decellularizzazione, i
campioni di pericardio sono stati lasciati equilibrare in PBS sotto agitazione
a 4 °C per 30 minuti. La decellularizzazione ¢ avvenuta attraverso i seguenti

passaggi:

e [ STEP: trattamento ipotonico in presenza di Dimetilsolfossido (DM-
SO) e inibitori di proteasi. I campioni sono stati posti allinterno di
tubi da 50 ml sospesi in una soluzione contenente 10% di tampone ma-
dre A (costituito da Ascorbato di Sodio 10 mM, EDTA 5 mM e NaNj
0,04% w/v in PBS a pH fisiologico di 7,4), 10% DMSO, inibitori di
proteasi (6,25 mM Benzamidina (Sigma—Aldrich), 1,25 nM lodoaceta-
mide (Fluka), 2,5 mM PMSF (Fluka) e 2,5 mM NEM (Fluka)) e acqua
distillata per portare a volume la soluzione. I tubi sono stati posti a
4 °C per 8 ore su agitatore orbitale, per un’agitazione delicata della
soluzione di sospensione. Segue la risospensione e la permanenza dei
campioni a 4 °C per 8 ore in soluzione ipotonica, contenente 10% di
TmA, senza DMSO e inibitori di proteasi.

Per i campioni trattati con il protocollo UTRIDOC, ¢ stato effettuato
un trattamento con una soluzione contenente il 10% di tampone madre
A, lo 0,04% di NaN3, UREA 0,9 M e acqua distillata, a temperatura
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ambiente per un’ora. A questo passaggio e seguito il lavaggio dei cam-
pioni con una soluzione al 10% di tampone madre A in PBS per 30
minuti.

IT STEP: estrazione dei detriti cellulari con detergente Triton X-100. I
campioni sono stati sospesi in una soluzione contenente 10% di TmA,
inibitori di protasi (come sopra) e 1% (v/v) Triton X-100 e lasciati in
agitazione a 4 °C per 8 ore. Poi, sono stati risospesi in TmA contenente
0,1% Triton X-100, in assenza di inibitori di proteasi e messi in agita-
zione a 4 °C per 8 ore. I preparati sono stati quindi sospesi in soluzione
ipertonica contenete NaCl 0,56M e 0,1% Triton X-100 disciolti in PBS
e mantenuti in agitazione a 4 °C. Questo trattamento e stato ripetuto
2 volte, per una durata di 8 ore ciascuna. I campioni sono quindi stati
sospesi in TmA con 0,1% Triton X-100, in agitazione a 4 °C per 1,5
ore. Questo lavaggio ¢ stato ripetuto una seconda volta con 0,1% Tri-
ton X-100, disciolto pero in PBS, in agitazione a temperatura ambiente
per 1,5 ore.

IIT STEP: estrazione dei detriti cellulari con Colato, Deossicolato o
TauroDeossicolato di sodio. I campioni sono stati sospesi in una solu-
zione contenete 10% TmA con 4 mM TDOC disciolto in PBS, a ph 7,4.
Questo step e stato ripetuto 2 volte a temperatura ambiente, al buio,
sotto agitazione, per 8 ore ciascuna.

IV STEP: lavaggi finali, per rimuovere i detergenti e i residui di matrice.
Lavaggio in PBS sterile, sotto agitazione a temperatura ambiente, per
1,5 ore; Lavaggio in PBS sterile, sotto agitazione a 4 °C, per 1,5 ore;
Lavaggio in soluzione fisiologica sterile (0,9% NaCl), sotto agitazione a
4 °C, per 30 minuti; Lavaggio in 10% (v/v) isopropanolo, disciolto in
soluzione fisiologica, sotto agitazione a 4 °C, per 1 ora. Questo lavaggio
e stato ripetuto due volte. I campioni sono stati conservati in PBS, a
4 °C.

V STEP: digestione degli acidi nucleici con endonucleasi. I campio-
ni sono stati trattati con 50 mM Tris-HCl e 1 mM MgCl, disciolti in
acqua distillata e posti sotto agitazione a 4 °C per 12 ore. Segue il
trattamento con Benzonasi’™ (Novagen) 330 U/ml, disciolta in 50 mM
Tris-HCl e 1 mM MgCl,, come riportato sulle istruzioni del produttore.
Questo trattamento e stato ripetuto due volte, sotto agitazione a 37 °C
per 24 ore ciascuna. I campioni sono quindi stati lavati due volte con
PBS sterile a 4 °C, sotto agitazione per 24 ore ciascuno, in modo da as-
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sicurare la rimozione completa dei residui enzimatici. Infine, i preparati
sono conservati in PBS sterile a 4 °C, fino ad ulteriore utilizzo.

3.3 Coltura di Human Umbilical Vein Endo-

thelial Cells (HUVEC)

Visti i risultati positivi delle semine cellulari con Pericardiociti e le finalita
dell'Ingegneria Tissutale (descritte nella sezione dell'introduzione), si e
deciso di continuare utilizzando cellule endoteliali di origine umana. Nello
specifico si sono utilizzate le cellule HUVEC. Le cellule HUVEC primarie da
cui sono derivate quelle impiegate negli esperimenti, sono state fornite dal
laboratorio del Prof. Parnigotto. Sono state coltivate in terreno ECM®_2
(Lonza) su piastre Tissue Culture (TC).

In breve, la procedura e stata la seguente:

le cellule congelate in azoto liquido in tubi da 2 ml sono state scongelate
rapidamente in bagnetto a 37 °C

sono state risospese in 10 ml di terreno EGM®_2 ¢ centrifugate a rpm
per 5 minuti

eliminato il surnatante, sono state nuovamente portate in sospensione
in 2 ml di terreno EGM®-2 ¢ trasferite in fiasche TC

¢ stata aggiunta una quantita di terreno di coltura adeguata alle di-
mensioni della fiasca e sono state trasferite in incubatore a 37 °C, 5%

Cco?

il terreno EGM®-2 ¢ stato cambiato ogni 2 giorni e le cellule sono state
divise quando raggiungevano 1’80% circa della confluenza

3.4 Semina Pericardiociti e HUVEC sul PB

1.

decellularizzato

Dopo il procedimento di decellularizzazione i dischetti di pericardio
sono stati posti in pozzetti di piastre da 24 wells non TC e ricoperti
con una soluzione di terreno MEM-« (per i Pericardiociti) ed EGM'W-2
(per le cellule HUVEC) contenente i seguenti antibiotici:

e Fungizone: 2,5 pug/ml
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e Cafazolina: 240 pg/ml
e Vancomicina: 50 pg/ml

e Lincocina: 0,15 pug/ml

2. Le piastre sono state messe in incubatore e la soluzione e stata sosti-
tuita con soluzione fresca ogni 24h per quattro giorni consecutivi. Al
quinto giorno ¢ stata sostituita con terreno MEM-a o EBM®.2 ¢ le
piastre messe in incubatore per altre 24h per verificare ’assenza di con-
taminazioni batteriche e/o fungine. Sopra i dischetti di PB sono stati
posti degli appositi anelli in plastica in modo che rimanessero il piu
possibile a contatto con il fondo del pozzetto

3. Le cellule da seminare (precedentemente messe in coltura) sono state
staccate dalle piastre di semina, contate con la camera di Burker e
seminate alla densita desiderata in 700ul di terreno di coltura

4. Se il tempo di semina era sufficentemente lungo, dopo 30 minuti ai poz-
zetti e stato aggiunto 1 ml di terreno di coltura e le piastre nuovamente
riposte in incubatore

5. Trascorso il tempo di semina previsto il terreno e stato eliminato, e
stato fatto un risciacquo con PBS contenente calcio e magnesio e i
dischetti sono stati inclusi in paraffina o congelati in OCT o trattati
per i test Landegren ed MTT.

3.5 Funzionalizzazione di scaffolds pericardi-
ci bovini UTRIDOC con un peptide pro-
adesivo RGD di sintesi

I dischetti di PB UTRIDOC sono stati liofilizzati e seccati sotto vuoto con
P05 per un ora e 30 minuti e successivamente pesati. I campioni di con-
trollo sono stati conservati in freezer a —20 °C, mentre gli altri campioni
funzionalizzati con il peptide secondo il seguente protocollo:

e trattamento con una soluzione 1 mg/0,5 ml di peptide per 6 ore sotto
agitazone

e liofilizzazione ed essicazione sotto vuoto con P,O5 per 5 ore

e irradiazione per 2 ore cn luce UV a 336 nm
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e tre lavaggi con tampone fosfato di sodio 0,1M pH=S8. Il primo lavaggio
della durata di una notte (15-16 ore), gli altri due di 2 ore ciascuno

e un lavaggio di un ora con acqua deionizzata

e liofilizzazione e successiva essicazione sotto vuoto con PoO5 per 5 ore

3.6 Test di Landegren

Dopo il risciacquo con PBS sono stati messi nei pozzetti 340 ul di Reagente di
Landegren composto da p-nitrofenolo-N-acetile-/3-D-glucoseamminide (con-
centrazione di 7,5 mM in tampone citrato 0,1 M a pH 5) e TRITON X-100
allo 0,5% in acqua. Le piastre sono state incubate a 37 °C per 2h al 100%
di umidita. Trascorso questo tempo sono stati aggiunti 510 ul/pozzetto di
Tampone di Glicina composto da Glicina 50 mM pH 10,4 ed EDTA 5mM,
per fermare la reazione. Sono stati poi trasferiti 150 ul della soluzione totale
in pozzetti di piastre da 96wells non TC ed ¢ stata letta I’Assorbanza (A) a
405 nm.

3.7 Test MTT

Dopo il risciacquo con PBS sono stati messi nei pozzetti 250 pl di terreno
EBMY-2 e 25 pul di reagente M'TT. Le piastre sono state trasferite in incu-
batore per 3,5h. Sono stati aggiunti 250 ul di una soluzione composta da
HCl/isopropanolo e disciolti i cristalli di formazano che si erano formati. Dal
volume presente in ogni pozzetto sono stati trasferiti 210 ul in corrispondenti
pozzetti di una piastra da 96wells. E’ stata misurata I’A a 540 nM e 670 nM.
Il valore di interesse finale e stato trovato sottraendo I’A dovuta ai residui
cellulari e alla presenza del terreno di coltura (Assonm), all’A delle cellule
vitali (A67Onm)-

3.8 Inclusione del tessuto pericardico in Op-
timal Cutting Temperature medium (OCT)

I campioni di pericardio sono stati posti sul fondo di apposite vaschette di
plastica e ricoperti con il mezzo di inclusione OCT (Bio-Optica). Le vaschette

sono state immerse in isopentano freddo e messe a contatto con azoto liquido
fino a che 'OCT e diventato bianco e solido. I blocchetti cosi formati sono
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stati tolti dalle vaschette e conservati a —80 °C. I campioni inclusi in OCT
sono stati tagliati al criostato in sezioni di 7 pm.

3.9 Inclusione del tessuto pericardico in Pa-

raffina

I campioni, decellularizzati e non, sono stati fissati in formalina 10% in tam-
pone fosfato, e inclusi in paraffina secondo il seguente protocollo di inclusione
eseguito presso I'Istituto di Anatomia Patologica:

1.

10.

11.

fissazione in PFA (Paraformaldeide) 4% al buio, a temperatura am-
biente, overnight

. lavaggio in acqua corrente per almeno 8 ore od overnight
. passaggio in etanolo 50% per 2 ore

. passaggio in etanolo 75% per 2 ore

. passaggio in etanolo 100% per 2 ore

. passaggio in xilolo 100% per 3 ore

. passaggio in paraffina liquida 100% per 5 ore, a 60 °C

. 1 campioni sono stati inseriti in una formella di ghisa e ricoperti da una

colata di paraffina liquida

. i campioni inclusi in paraffina, sono stati tagliati al microtomo in sezioni

di 3-4 pm
1 vetrini con le sezioni sono stati messi in stufa a 60 °C

i vetrini sono stati immersi in xilolo per 15 minuti e poi idratati in eta-
nolo, in concentrazioni decrescenti (100%, 75%, 50%) e sucessivamente
messi in acqua

3.10 Colorazione istologica con Ematossilina

ed Eosina (H&E)

La colorazione delle sezioni di pericardio ¢ stata eseguita secondo il seguente
protocollo:
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lavaggio dei vetrini in PBS per 5 minuti

lavaggio in acqua distillata per 2 minuti
immersione in Ematossilina di Mayer per 10 minuti
immersione in acqua di rubinetto per 10 volte
immersione nel Reagente di Viraggio per 10 volte
immersione in Eosina per 20 secondi

disidratazione attraverso passaggi sequenziali in etanolo a concentra-
zioni crescenti (50%, 75%, 100%) e chiarificazione in xilolo 100%, per
1 minuto ciascuno

montaggio del vetrino copri-oggetto con un balsamo montante

Le immagini sono state acquisite al Microscopio Ottico Leica DC 300.

3.11 Orientamento ed organizzazione delle fi-

bre collagene: colorazione istologica con
Picrosirius Red

La colorazione delle sezioni e stata eseguita presso l'Istituto di Anatomia
Patologica, secondo il seguente protocollo:

preparazione della soluzione madre all’l% di Picrosirius red (100 mg
Sirius red, 100 mg acido picrico)

diluizione della soluzione madre all’1% (Soluzione di Lavoro)

immersione delle sezioni di tessuto nella Soluzione di Lavoro per 30
minuti

disidratazione attraverso passaggi in etanolo a concentrazioni crescenti

(50%, 75%, 100%) e xilolo 100%

montaggio dei vetrini copri-oggetto con balsamo di montaggio

Le immagini sono state acquisite al Microscopio a luce polarizzata Leica LAS

AF 6000.
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3.12 Colorazione con DAPI

I1 DAPI (4,6-diamidino-2phenylindole) ¢ un colorante fluorescente che si lega
agli acidi nucleici. I campioni sono stati colorati nel modo seguente:

lavaggio delle sezione in PBS per 5 minuti per rimuovere i residui di
OCT

immersione in 2,5 pul di DAPI 500 nM, disciolto in PBS, per 5 minuti
al buio, sotto agitazione

tre lavaggi in PBS sotto agitazione, al buio per 5 minuti ciascuna
rimozione del liquido in eccesso dalle sezioni con carta assorbente

montaggio del vetrino copri-oggetto con agente montante acquoso

I vetrini sono stati conservati al buio fino alla visione al Microscopio a
Fluorescenza Leica DC 300F.

3.13 Semina di Pericardiociti e cellule HU-

VEC per Immunocitochimica (ICC)

La semina dei due tipi cellulari e avvenuta seguendo i seguenti passaggi:

1.

vetrini di 3 ecm di diametro sono stati posti sul fondo di piastre a 6
pozzetti non TC e trattati con una soluzione di Collagene I (Sigma)
10 p1/1 ml di PBS con calcio e magnesio (PBS with), per 1 ora a 37 °C

. la soluzione ¢ stata aspirata ed e stato fatto un lavaggio con 2 ml di

PBS with, a sua volta eliminato

. le cellule sono state seminate nei pozzetti alla densita di 50mila cellule

per cm?. Per i pericardiociti ¢ stato usato terreno di coltura MEM-

a, 10% FBS, 1% Glutammina, 1% Pen-Strep. Per le cellule HUVEC
terreno EBM\Y-2 completo. Le piastre sono state messe in incubatore
per 2-3 giorni, fino a quando le cellule non ricoprivano circa 1’'80% della
superfice del vetrino.

. il terreno di coltura e stato aspirato dai pozzetti ed e stato fatto un

lavaggio con PBS with. Per fissare le cellule ai vetrini sono stati aggiunti
2 ml di acetone per ogni pozzetto e le piastre sono state messe a -20 °C
per 10 minuti
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D.

I’acetone e stato eliminato e sono stati fatti 3 lavaggi di 5 minuti cia-
scuno con PBS with. La marcatura con gli anticorpi coniugati con
perossidasi € avvenuta secondo il protocollo riportato sotto. Le dif-
ferenze nella procedura sono state che i vari passaggi sono avvenuti
all’interno dei pozzetti delle piastre e che i vetrini con le cellule sono
stati trasferiti su un vetrino portaoggetto al momento del montaggio

3.14 Immunoistochimica (IHC),ICC ed Im-

munofluorescenza (IF)

Il protocollo seguito e riportato di seguito:

1.

10.

i vetrini con le sezioni di tessuto pericardico sono stati posti in lavaggio
con PBS per 5 minuti

. gli anticorpi (Ab) primari sono stati diluiti alla concentrazione appro-

priata in una soluzione di Albumina Sierica Fetale (BSA) all’l% in
PBS

. gli Ab primari sono stati centrifugati a 13000 rpm in Eppendorfs mini-

spin plus centrifuge per 2 minuti

. 1 vetrini sono stati asciugati e le sezioni sono state ricoperte con la

soluzione di Ab primario

. 1 vetrini sono stati lasciati ad incubare a 37 °C, al buio, in camera

umida, per un tempo compreso tra i 30 minuti e un’ora

. sono stati eseguiti 3 lavaggi con PBS, di 5 minuti ciascuno

. nel frattempo gli Ab secondari coniugati con la Perossidasi (per IHC ed

IC) o con diversi Fluorofori (per IF) sono stati diluiti alla concentrazio-
ne appropriata in una soluzione di Albumina Sierica Fetale 1% (BSA)
in PBS, siero bovino 1:100 v/v per le sezioni di pericardio bovino e con
siero porcino 1:100 v/v per le sezioni di pericardio porcino

. gli Ab secondari sono stati centrifugati a 13000 rpm per 2 minutiBEGM®

. 1 vetrini sono stati asciugati e le sezioni sono state ricoperte con la

soluzione di Ab secondario

i vetrini sono stati incubati a 37 °C, al buio, in camera umida, per 30
minuti
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11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.

18.

19.

sono stati eseguiti 3 lavaggi con PBS, di 5 minuti ciascuno

durante I'incubazione degli Ab secondari, 2 tavolette di AEC (AminoE-
tilCarbazolo) sono state sciolte in 5 ml di N-dimetilformamide (Carlo
Erba) in un contenitore asciutto

sono stati preparati 95 ml di buffer acetato (Acido Acetico 0,2 N, Ace-
tato di Sodio 0,2 M e Acqua Distillata) con 50 pl di HoOy al 30%. La
reazione rimane attiva per circa 30 minuti. Questa soluzione ¢ stata
aggiunta a quella del punto precedente

i vetrini in cui le sezioni erano state trattate con anticorpi primari
coniugati alla perossidasi, sono state incubate in questa soluzione per
5/10 minuti a temperatura ambiente, al buio

sono stati eseguiti 3 lavaggi in PBS, di 5 minuti
i nuclei sono stati contrastati con Ematossilina di Mayer per 2 minuti

le sezioni sono state lavate in acqua distillata e acqua di fonte per un
minuto

i vetrini in cui gli anticorpi primari erano coniugati a fluorofori sono
stati trattati per la colorazione con DAPI

in tutti i campioni sono stati montati i vetrini copri—oggetto con un
agente montante acquoso

Le immagini sono state acquisite al Microscopio ottico Leica DC 300.

3.15 Prelievo del tessuto pericardico per de-

terminazione delle proprieta fisiche

Il pericardio parietale di vitelli e suini e stato prelevato da animali di al-
levamento, immediatamente dopo il loro sacrificio. Prima dell’espianto del
tessuto, con suture continue in Vyecril 2,0 zeri, sono state evidenziate 4 aree
d’interesse nella porzione di pericardio che riveste i 2 ventricoli, seguendo
una mappatura anatomica che ricalca la suddivisione in ventricolo destro e
sinistro (Vdx e Vsx), faccia anteriore e posteriore (ANT e POST) del cuo-
re sottostante Fig Le 4 aree anatomiche del tessuto pericardico cosi
identificate sono denominate in base alla camera cardiaca che ricoprono:

e VdxANT, l'area che ricopre la faccia anteriore del ventricolo destro
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e VsxANT, l'area che ricopre la faccia anteriore del ventricolo sinistro
e VdxPOST, I'area che ricopre la faccia posteriore del ventricolo destro

e VsxPOST, 'area che ricopre la faccia posteriore del ventricolo sinistro

Margine
Ventricolare
Sx

Margine
i Ventricolare

5. Margine

Ventricolare

Solco Interventricolare Anteriore Solco Inventricolare Posteriore

Figura 3.1: Sopra: foto del PB disteso dopo sezione trasversale a livello
del solco atrio-ventricolare e sezione longitudinale a meta dell’area pericar-
dica che riveste la faccia posteriore del ventricolo sinistro. Sono indicate le
aree anatomiche considerate (Vsz=Ventricolo sinistro; Vdz=Ventricolo de-
stro; Ant=Anteriore; Post=Posteriore). I legamenti sterno-pericardici so-
no indicati dall’asterisco; Sotto a sinistra: disegno della faccia anteriore del
cuore bovino; Sotto a destra: disegno della faccia posteriore del cuore bo-
vino. Sono indicate le aree cardiache corrispondenti a quelle pericardiche
considerate

Quindi, con strumenti chirurgici sterili e stata espiantata la porzione di
sacco pericardico parietale che ricopre i ventricoli. Il tessuto ¢ stato avvolto
in garze sterili e immerso in PBS sterile e freddo 4 °C, fino al suo trasporto
in laboratorio. Entro 2 ore dall’espianto, il tessuto e stato delicatamente

64



manipolato in condizioni di sterilita sotto cappa biologica a flusso laminare.
Con pinze microchirurgiche sterili ¢ stato rimosso lo strato epipericardico e il
tessuto adiposo aderente alla superficie esterna. Usando le suture come reperi
anatomici, sono stati prelevati 8 campioni di tessuto di forma rettangolare
(5 mm x 8 mm) dalle 4 aree anatomiche d’interesse: VAXANT, VsxANT,
VdxPOST, VsxPOST Fig 3.1 Questo procedimento & stato eseguito per
tutti i campioni utilizzati per il processo di decellularizzazione, le analisi
fisiche e istologiche, e la microscopia elettronica.

3.16 Determinazione delle proprieta fisiche del
tessuto pericardico

Per caratterizzare il tessuto nativo e verificare 'effetto del protocollo di de-
cellularizzazione sulle proprieta fisiche del Pericardio Bovino di Vitello e del
Pericardio Porcino, sono stati misurati la massa, I’area, la densita, il volume,
lo spessore e il contenuto d’acqua, prima e dopo trattamento TRITDOC. So-
no stati espiantati sei PB e sei PP, come descritto sopra. Da ogni pericardio
sono stati prelevati con bisturi sterile 32 campioni di tessuto di forma ret-
tangolare (5 mm x 8 mm): 8 campioni per ciascuna delle 4 aree di interesse.
Altri 6 PB e 6 PP sono stati campionati in maniera analoga e sottoposti al
processo di decellularizzazione TRITDOC, come descritto sopra. Per ogni
pericardio (sia bovino sia porcino, sia nativo sia decellullarizzato), i campio-
ni totali (n=32) sono stati suddivisi in due sottogruppi. Sui campioni del
primo gruppo (n=16, 4 campioni per ogni area d’interesse) sono stati misu-
rati massa, area, densita, volume e spessore. Mentre i campioni del secondo
sottogruppo (n=16, 4 campioni per ogni area d’interesse) sono stati utilizzati
per determinare il contenuto d’acqua.

3.16.1 Massa espressa in grammi (g)

I campioni, sospesi in PBS, sono stati asciugati su carta da filtro/assorbente
(Whatman, Schelicher & Schuell), posizionati in una piastra Petri, usata
come tara, e pesati con una bilancia analitica (Sartorius research). La
misura della massa ¢ stata registrata dopo 2 minuti dMetodi chimici: al
posizionamento del campione.

3.16.2 Area espressa in centimetri quadrati (cm?)

Dopo essere stati pesati, i campioni di tessuto sono stati posizionati in una
piastra Petri con la superficie sierosa rivolta verso l'alto e coperti con un
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vetrino porta-oggetto per istologia, in modo da distenderli. E stato aggiunto
PBS per mantenere idratato e assicurare la completa distensione del tessuto.
Un righello professionale e stato posizionato a lato dei campioni, per avere
un’unita di misura di riferimento. Quindi i campioni sono stati fotografati
con macchina fotografica digitale Canon EOS50D con macro—obiettivo Canon
EF 100 mm, mantenuta a distanza fissa (20 ¢cm) dal piano fotografato. Il
programma MacBiophotonics ImageJ 1,421 ¢ stato utilizzato per tracciare il
contorno del campione di pericardio e misurarne ’area, prendendo il righello
come riferimento.

3.16.3 Densita espressa in grammi su millilitro (g/ml)

La densita dei campioni e stata determinata preparando una scala di soluzioni
di Percoll (Sigma-Aldrich), disciolto in PBS 10X, di diversa densita. La
preparazione ha richiesto la misura della densita di un volume noto (100 ml)
di PBS con concentrazione 10X:

e un matraccio da 100 ml, chiuso con il tappo, e stato posto sulla bilancia
analitica che e stata quindi tarata

e il matraccio e stato rimosso dalla bilancia e riempito con PBS 10X fino
all’indicatore di volume

e la massa e stata registrata dopo 2 minuti

e la densita e stata calcolata con la formula: Densita (g/ml) = massa
(g)/volume (ml)

Usando la formula riportata di seguito e stato quindi calcolato il volume
di Percoll da aggiungere al PBS 10X, per preparare la soluzione con densita
prescelta:
—0.1 —-0.9
V, =V, Pf P1ox
pp—1

V,, € il volume di Percoll (ml)

V; € il volume finale della soluzione (ml)

ps ¢ la densita finale della soluzione

p1ox © la densita del PBS concentrato 10 volte (10X)
pp ¢ la densita del Percoll, 1,130 g/ml

Nella Tab. [3.1] sono indicati i costituenti delle soluzioni preparate.

Sono stati posizionati in ordine crescente dei bicchieri Becker contenenti le
soluzioni di Percoll di densita compresa tra 1,039 g/ml e 1,075 g/ml, con una
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Densita Volume Volume Volume  Volume
finale (g/ml) Finale (ml) Percoll (ml) PBS10X HyO mQ

1,039 100 25,46 10,00 64,54
1,042 100 27,77 10,00 62,23
1,045 100 30,08 10,00 99,92
1,048 100 32,38 10,00 57,62
1,051 100 34,69 10,00 95,31
1,054 100 37,00 10,00 53,00
1,057 100 39,31 10,00 50,69
1,060 100 41,61 10,00 48,39
1,063 100 43,92 10,00 46,08
1,066 100 46,23 10,00 43,77
1,069 100 48,54 10,00 41,46
1,072 100 20,85 10,00 39,15
1,075 100 23,15 10,00 36,85

Tabella 3.1: Costituent: delle soluzioni di Percoll

differenza di 0,003 g/ml tra una soluzione e l'altra. Per consentire una misura
precisa della densita, I’esperimento e stato condotto a temperatura costante
(24 °C £ 1 °C) mantenendo le soluzioni sempre ben miscelate, in modo
che le microparticelle di Percoll fossero distribuite uniformemente. Iniziando
dalla densita minore, i lembi sono stati immersi in successione in ogni Becker
ed e stata osservata la fluttuazione del campione all’interno della soluzione.
Quando il campione rimaneva galleggiante circa a meta della soluzione, senza
risalire verso la superficie o depositarsi sul fondo del Becker, si assumeva che
la sua densita fosse pari a quella della soluzione.

3.16.4 Volume espresso in centimetri cubi (cm?)

Il volume di ogni campione e stato calcolato usando la formula:

pom
P

V & il volume in cm?

m ¢ la massa in g
p € la densita in g/ml
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3.16.5 Spessore espresso in centimetri (cm)

Lo spessore medio di ogni campione e stato calcolato con la seguente formula:

m

5= A

S e lo spessore medio in ¢cm
m e la massa in g

p ¢ la densita in g/ml

A & l'area in cm?

3.16.6 Contenuto d’acqua espresso in percentuale ri-
spetto al peso umido totale)

I campioni sono stati immersi in acqua distillata mQ due volte, lasciati in
agitazione a 4 °C per 2 ore ciascuna. L’acqua distillata ¢ stata rimossa e
i preparati sono stati congelati a —20 °C overnight e poi a 80 °C per 8
ore. Quindi sono stati crio-essiccati in liofilizzatore (Edwards) per 48 ore e
successivamente posti sotto vuoto in presenza di P,O5 (pentossido difosfato),
a 37 °C per 36 ore. I campioni liofilizzati sono stati pesati come descritto in
precedenza per la determinazione della massa. Infine, il contenuto d’acqua e
stato calcolato con la seguente formula:

peESO secco 100%

contenuto d'acqua = 100% — —————
peso idratato

Il valore del peso idratato indicato nella formula e quello della massa prima
del lavaggio dei campioni in acqua distillata.

3.17 Microscopia Elettronica a Trasmissione
(TEM)

I TEM e stato impiegato per caratterizzare 'ultrastruttura del PB e del
PP nativi ed eventuali cambiamenti apportati post trattamento TRITDOC.
Sei campioni rettangolari (5 mm x 7 mm) sono stati prelevati dalla faccia
sterno—costale del PB nativo (n=3) e del PP nativo (n=3) al macello locale
subito dopo il sacrificio degli animali. I campioni sono stati immediatamente
fissati in glutaraldeide 2,5% in tampone sodio cacodilato (0,1 M, ph 7,4).
Altri 6 campioni di dimensioni analoghe sono stati prelevati dalla stessa area

68



del PB (n=3) e del PP (n=3), sottoposti a trattamento TRITDOC e fissati
come descritto sopra. I campioni (n=12) sono stati quindi allestiti presso il
Servizio di Microscopia Elettronica del Dipartimento di Biologia, secondo il
seguente protocollo:

1.

10.

11.

12.

13.

14.

tre lavaggi in tampone sodio cacodilato (0,1 M, ph 7,4), per 10 minuti
clascuno

. fissazione in tetrossido di osmio 1% in tampone cacodilato di sodio, a

4 °C per 2 ore

. disidratazione attraverso soluzioni scalari di etanolo (25% 50% 75%

95% 100%): 3 lavaggi per ogni soluzione a 4 °C per 15 minuti ciascuna

. tre passaggi in ossido di propilene a 4 °C per 1 ora ciascuno

. inclusione in resina Epon—araldite e ossido di propilene in rapporto tre

a uno, a 45 °C per 1 ora

. inclusione in resina Epon—araldite e ossido di propilene in rapporto uno

a uno, a 45 °C per 1 ora

. inclusione in resina Epon—araldite e ossido di propilene in rapporto uno

a tre, a 45 °C per 1 ora

. inclusione in resina Epon—araldite a 37 °C per 1 ora

. 1 campioni sono trasferiti nelle camerette d’inclusione per TEM

inclusione in resina Epon—araldite a 37 °C per 1 giorno
inclusione in resina Epon—araldite a 45 °C per 1 giorno
inclusione in resina Epon—araldite a 60 °C per 1 giorno

taglio di sezioni semi-fini (1 pum) con microtomo (LKB Ultrome III)
con lama di vetro e successiva colorazione con Blu di Toluidina 1%. Le
immagini delle sezioni sono state acquisite al microscopio ottico (Leica

DC300)

taglio di sezioni ultra—fini (80-100 nm) con microtomo (LKB Ultrome
IIT) con lama di diamante e successiva colorazione con acetato di uranile
1% in acqua per 15 minuti, e citrato di piombo 1% per 6 minuti. Le
immagini delle sezioni sono state acquisite al TEM (Tecnai Fei G?)
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3.18 Test per la determinazione dell’epitopo
a-Gal

Il test immunologico di tipo ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
e stato utilizzato per effettuare un dosaggio dell’epitopo a-Gal in campioni di
tessuto di PBV e PP nativi e processati per ’eliminazione della componente
cellulare con metodo TRITDOC. 1l test ¢ in grado di produrre dati quantita-
tivi grazie alla comparazione del tessuto in analisi con una fonte standard di
epitopi rappresentata dai globuli rossi di coniglio, ciascuno dei quali esprime
sulla sua superficie 210° epitopi [138]. Come rivelatore dell’epitopo & stato
utilizzato I'anticorpo monoclonale M86, altamente specifico ed in grado di
evitare la produzione di falsi positivi [88]. Il test & di tipo indiretto, ossia
il campione da analizzare viene incubato con una quantita nota di anticor-
po M86. Successivamente si separa per centrifugazione I'immunocomplesso
creatosi e si effettua il dosaggio sull’anticorpo in soluzione rimasto libero.
Per differenza si risale alla quantita legata all’antigene tissutale.
Protocollo:

1. Preparazione dei campioni. Il tessuto da analizzare deve rientrare in
un range di massa compreso tra 25 e 40 mg (peso umido). Nel caso
le dimensioni eccedano tale limite, il tessuto deve essere suddiviso in
campioni piu piccoli compresi nel peso sopra indicato

2. Determinazione della totalita degli epitopi. Successivamente alla pesa-
ta del campione il tessuto viene tagliato in piccoli pezzi. Al fine di
rendere disponibili tutti gli epitopi presenti, viene effettuata una par-
ziale digestione del tessuto con papaina, (volume finale 2 ml) a 60 °C
nelle modalita e dosaggi indicati in Tab. 3.2 Terminato il tempo di
digestione proprio del tessuto analizzato, si procede all’inattivazione
della papaina ponendo la provetta in acqua bollente a 100 °C per 5 mi-
nuti. I campioni vengono lasciati raffreddare 15 minuti a temperatura
ambiente

3. Test ELISA: preparazione della piastra. Su una piastra a 96 pozzetti
(Polisorp 96 well plate-Nunc, Rochester, N.Y.) viene effettuato un coa-
ting con 50 pl di a-Gal/HSA (5ug/ml) (Dextra Laboratories, U.K.) per
pozzetto. La piastra viene coperta con pellicola protettiva (Sigma, St.
Louis, U.S.) per evitare I’evaporazione, e incubata al buio per 90 minuti
a 37 °C. Vengono quindi effettuati 3 lavaggi con 300 pl per pozzetto di
PBS sterile a temperatura ambiente; il primo lavaggio e lasciato agire
per 5 minuti, il secondo e il terzo per 3 minuti ciascuno. Il blocking
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viene effettuato con 300 pl per pozzetto di 1% HSA (albumina sierica
umana—Sigma, St. Louis, U.S.) in PBS sterile, seguito dalla copertura
della piastra con pellicola protettiva e incubazione per 2 ore a tempera-
tura ambiente, al buio. Vengono quindi effettuati altri 3 lavaggi, come
sopra

4. Test ELISA: reazione immunologica. Dal surnatante di ogni campio-
ne precedentemente centrifugato, si esegue un prelievo di 100 ul per
ogni pozzetto di una singola colonna della piastra, si copre con pelli-
cola protettiva e si lascia incubare per tutta la notte a 4 °C al buio.
Vengono effettuati 3 lavaggi con PBS sterile come sopra indicato. Si
aggiungono 100 pl per pozzetto della soluzione contenente 1’anticor-
po secondario diretto contro I'M86 e coniugato all’enzima perossidasi
(diluizione 1:500) (Dako Cytomation, Denmark), quindi si copre con
pellicola protettiva e si lascia incubare al buio per 2 ore a 37 °C. Si
effettuano nuovamente 3 lavaggi con PBS sterile come sopra indicato.
In ogni pozzetto si aggiungono di 100 ul della soluzione di sviluppo per
I’enzima perossidasi (o-phenylenediamine 200 pM in PBS con perbo-
rato di sodio, Sigma, St. Louis, U.S.), si copre la piastra con pellicola
protettiva e si procede ad incubare i campioni per 30 minuti al buio
a temperatura ambiente. Infine si esegue la lettura della piastra tra-

mite apposito lettore di piastre (Lettore fotometrico per micro piastre
DV990BV6, NT Laboratory, Italy) a 450 nm

Pericardio

(Bovino e Suino)

Tempo di Incubazione 60 minuti
Concentrazione Enzima 5,6 mg/ml
Rapporto Enzima/Substrato 1:100

Tabella 3.2: Tempi di incubazioni e concentrazioni di papaina necessari per
la digestione di Pericardio
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3.19 Analisi statistiche

Per tutti i dati relativi alle proprieta fisiche dei campioni sono stati calcolati
i valori medi, riportati come media + deviazione standard (DS), utilizzando
Microsoft Excel 2010. Per il confronto tra pericardi nativi e decellularizzati, i
dati sono stati elaborati con Student’s t-test non appaiato, con p<0,05. Per
verificare la significativita dei cambiamenti post-TRITDOC dei parametri
fisici considerati nelle diverse aree d’interesse, i dati sono stati elaborati con
Student’s t—test appaiato, con p<0,05, sia per il PB sia per il PP. Infine,
per il confronto delle varie aree nei diversi pericardi nativi e decellularizzati
(sia di bovino sia di porcino), i dati sono stati elaborati tramite ANOVA
ad una via, utilizzando come soglia per la significativita statistica un valore
p<0,05.
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Capitolo 4

Risultati

4.1 Pericardio Bovino (PB)

Tutte le indagini e gli esperimenti descritti in questa sezione riguardano il
PB.

4.1.1 Caratterizzazione di Pericardiociti

La caratterizzazione dei Pericardiociti ¢ stata condotta su cellule isolate al
passaggio p4 mediante Immunocitochimica (ICC) utilizzando anticorpi anti
Vimentina (DakoCytomation), anti Procollagene I (Hybridoma Bank) e anti
a-Actina (Sigma). Come evidenziato in Fig. le cellule reagiscono positi-
vamente con tutti gli anticorpi. In particolare si puo notare il forte segnale
della Vimentina (Immagine A) che risulta diffuso in tutto il citoplasma, come
pure quello perinucleare del Procollagene I (Immagine B).

s S
~

b SN
DT el
Figura 4.1: ICC su Pericardiociti p4. A: Vimentina, B: Procolaggene I e C:
a-actina (Ingrandimento (Ing) 20X)
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4.1.2 Analisi istologiche ed Immunoistochimiche (IHC)

Per indagare e documentare ’'organizzazione generale e la distribuzione degli
elementi cellulari del PB nativo e decellularizzato con i due metodi UTRI-
DOC e TRICOL, i campioni sono stati inclusi in OCT, colorati con Ema-
tossilina/Eosina (H&E) e i nuclei cellulari marcati con la sonda fluorescente
DAPI. Nelle immagini A delle Fig. [4.2]e[4.3]& evidente il monostrato di cellule
mesoteliali sulla superficie sierosa del PB nativo e la componente cellulare
all’interno della matrice pericardica. Come evidente nelle immagini B e C in
Fig.[4.2)e[4.3] nei campioni decellularizzati, sia con protocollo UTRIDOC che
TRICOL, non sono invece piu presenti cellule, ne sulla superficie ne all’in-
terno del tessuto. Se consideriamo l'organizzazione generale della matrice,
vediamo che nei campioni decellularizzati i fasci di fibre collagene sono piu
evidenti e separati da spazi vuoti. Nel PB Nativo questi spazi sono occupati
da MEC, vasi sanguigni e cellule. La matrice extracellulare (MEC) del PB
UTRIDOC e TRICOL presenta delle fenestrazioni, dei “pori” che non sono
presenti nei campini Nativi.

L’THC mostra la distribuzione del Collagene I, dell’elastina e del Collagene
IV, sui campioni di tessuto pericardico Nativo e UTRIDOC. Il Collagene I e
distribuito in tutta la matrice, le fibre di elastina sono evidenti soprattutto
vicino alla superficie sierosa dove ¢ presente il Collagene IV, evidenziato anche
nelle regioni del tessuto in cui vi sono i vasi sanguigni (Fig. e Fig. .

Figura 4.2: Colorazione istologica con H&E. A: PB nativo (Ing 10z), B: PB
UTRIDOC (Ing 20z), C: PB TRICOL (Ing 10X). I nuclei cellulari (marcati
in blu-viola) sono assenti nei campioni decellularizzati. La superficie sierosa
e nella parte superiore delle immagini
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JA C

Figura 4.3: Marcatura nucleare con DAPI. A: PB nativo, B: PB UTRIDOC,
C: PB TRICOL (Ing 10z). I nuclei cellulari (marcati in blu) sono assenti
net campioni decellularizzati. La superficie sierosa € rivolta verso [’alto

Figura 4.4: IHC su PB Nativo. A: Collagene I (Ing 10X), B: FElastina (Ing
20X), C: Collagene IV (Ing 10X). La superficie sierosa ¢ nella parte superiore
delle immagini

G Ea p A
o T

Figura 4.5: IHC su PB UTRIDOC. A: Collagene I (Ing 10X), B: Elastina
(Ing 10X), C: Collageen IV (Ing 10X). La superficie sierosa é nella parte
superiore delle immagini
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4.1.3 Semina di Pericardiociti
PB decellularizzato

I pericardiociti al passaggio p4 sono stati seminati su scaffolds pericardici
bovini decellularizzati UTRIDOC e TRICOL. Inizialmente le cellule sono
state seminate in terreno MEM-« alla densita di 750mila e 2milioni di cellule
per cm?, con o senza FBS, per poter individuare le condizioni migliori per la
loro sopravvivenza ed adesione. La valutazione di queste condizioni e stata
fatta su scaffolds di PB UTRIDOC per tempi di semina di 6h, 18h e 7giorni.
Successivamente, visti i risultati incoraggianti ottenuti a 7giorni, le semine
sono state eseguite anche su scaffolds di PB TRICOL.

In entrambe le densita di semina le cellule aderiscono al substrato e inol-
tre, la presenza o assenza dell’FBS non influisce sulla loro adesione. Se con-
sideriamo i periodi di semina di 6h e 18h (Fig. [4.6] si pud rilevare, come
era prevedibile, che la densita delle cellule adese ¢ maggiore nel caso della
semina operata con 2milioni di cellule per cm? (Immagini C e D in Fig. e
in Fig. . Sembra quindi, si sia mantenuto il rapporto (tra le quantita di
cellule) che era presente al momento della semina. Se consideriamo il com-
portamento cellulare dopo 7giorni (Fig. , si vede che i Pericardiociti sono
entrati nella matrice pericardica, colonizzandone un piccolo strato al di sotto
della superficie sierosa. Questo comportamento e piu evidente nei campioni
in cui sono state seminate 750mila cellule per cm? (Fig. , mentre non si
notano differenze per gli scaffolds UTRIDOC e TRICOL.
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Figura 4.6: PB UTRIDOC seminato con Pericardiociti. A: 750mila cellule
per em? per 6h con FBS e B: senza FBS. C: 2milioni di cellule per cm? per

6h con FBS e D: senza FBS. La superficie sierosa ¢ rivolta verso l'alto (Ing
10X)

Figura 4.7: PB UTRIDOC seminato con Pericardiociti. A: 750mila cellule
per cm? per 18h con FBS e B: senza FBS. C: 2milioni di cellule per cm? per

18h con FBS e D: senza FBS. La superficie sierosa é rivolta verso l'alto (Ing
10X)
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Figura 4.8: PB TRICOL seminato con Pericardiociti. A: 750mila cellule per
em? per Tgiorni con FBS e B: senza FBS. C: 2milioni di cellule per ecm? per

Tgiorni con FBS e D: senza FBS. La superficie sierosa e rivolta verso l’alto
(Ing 10X)
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Sulle sezioni di questi campioni sono state eseguite indagini di immunoi-
stochimica (IHC) per determinare l'espressione da parte dei Pericardiociti
della proteina citoscheletrica Vimentina, del Procollagene I e del von Wil-
lebrand factor (vWf). Nelle Fig. e sono mostrate delle immagini
rappresentative per tutti i campioni. E’ interessante notare come anche dopo
Tgiorni di coltura, la Vimentina e il Procollagene I siano ancora espressi, in-
dicando che i Pericardiociti mantengono le stesse caratteristiche evidenziate
prima della semina. Il vW{, proteina tipicamente espressa dalle cellule di
origine endoteliale ed analizzata in questo caso per escludere la presenza di
questa popolazione cellulare, non e espressa. La presenza di FBS, la den-
sita cellulare e i due tipi di scaffolds non influiscono in maniera evidente sui
risultati delle semine.

Figura 4.9: IHC su PB UTRIDOC seminato con Pericardiociti. A: Procol-
lagene I, B: Vimentina e C: vWf a 6h dalla semina. La superficie sierosa é
rivolta verso l'alto (Ing 10X)

Figura 4.10: IHC su PB UTRIDOC seminato con Pericardiociti. A: Procol-
lagene I, B: Vimentina e C: vWf a 7giorni dalla semina. La superficie sierosa
¢ rivolta verso lalto (Ing 10X)
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PB UTRIDOC funzionalizzato con un peptide RGD

Dopo decellularizzazione del PB con metodo UTRIDOC, su meta dei campio-
ni di tessuto e stato “legato” covalentemente un dodecapeptide pro-adesivo
di sintesi costituito da 4 sequenze amminoacidiche RGD (Arginina-Glicina-
Acido aspartico) come descritto nella Sez. dei materiali e metodi. Per
valutare l'effetto della funzionalizzazione, su questi campioni trattati e su
quelli non trattati (campioni di controllo), i Pericardiociti p4 sono stati se-
minati alle densita di 100mila e 50mila cellule per cm? per tempi di semina di
30minuti e 3h. Le analisi istologiche con H&E indicano che le cellule aderisco-
no ad entrambi gli scaffolds pericardici, con entrambe le densita cellulari di
semina gia a 30minuti (Immagine B in Fig. . A 3h dalla semina ’adesio-
ne cellulare porta alla formazione di un monostrato continuo di cellule sulla
superficie degli scaffolds pericardici funzionalizzati mentre sugli scaffolds pe-
ricardici di controllo le cellule adese mostrano una morfologia tondeggiante
e un’adesione discontinua (Immagine F in Fig. 4.11).

Le analisi di THC evidenziano che le cellule presenti sulle superfici del
PB funzionalizzato con il peptide pro-adesivo di sintesi RGD e sul PB di
controllo, esprimono Vimentina e Procollagene I sia a 30minuti che a 3h dalla
semina Fig. [£.12] Mantengono quindi, un fenotipo simile a quello riscontrato
prima della semina.

4.2 Human Umbilical Vein Endothelial Cells
(HUVEC)

4.2.1 Caratterizzazione con Immunocitochimica (ICC)
ed Immunofluorescenza (IF)

Le cellule HUVEC utilizzate per la semina su scaffolds pericardici bovini
decellularizzati, sono state caratterizzate tramite 'lCC e I'IF utilizzando an-
ticorpi anti-von Willebrand factor (vWf) e anti-CD31. Le cellule al passaggio
p3, sono state seminate su vetrini coprioggetto (come descritto nella Sez.
dei materiali e metodi) per 24h, 48h e 7 giorni. I risultati delle indagini sono
mostrati in Fig. e in Fig. Le cellule sono positive per la reazione ad
entrambi gli anticorpi a tutti i tempi di semina, dimostrando in questo modo
che mantengono l'espressione dei marcatori endoteliali per tutto il periodo
in cui rimangono in coltura. A 24h e 48h ¢ evidente il segnale perinucleare
della proteina vWf{ e il segnale di membrana della proteina CD31 mentre a
7 giorni si nota la formazione di strutture-tubulari.
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Figura 4.11: H&FE su PB UTRIDOC seminato con Pericardiociti pj. A:
50mila cellule per cm? per 30minuti su PB di controllo e B: su PB fun-
zionalizzato con peptide pro-adesivo di sintesi RGD. C: 50mila cellule per
em? per 8h su PB di controllo e D: su PB funzionalizzato. E: 100mila cellule
per em? per Sh su PB di controllo ed F: su PB funzionalizzato. Si noti come
a 3h le cellule formino un monostrato continuo sul PB funzionalizzato con il

peptide pro-adesivo di sintesi RGD. La superficie sierosa é rivolta verso [’alto
(Ing 10X)
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Figura 4.12: IHC su PB UTRIDOC seminato con Pericardiociti. A: Vimen-
tina su PB UTRIDOC di controllo a 30minuti dalla semina e B: su PB
funzionalizzato con il peptide RGD. C: Procollagene I su PB UTRIDOC di

controllo a 3h dalla semina e D: su PB funzionalizzato. La superficie sierosa
¢ rivolta verso l'alto (Ing 10X)

Figura 4.13: ICC su cellule HUVEC. A: vWF su cellule seminate per 24h e
B: per 48h. C: CD31 su cellule seminate per 24h e D: per 48h. Il segnale
rosso-marrone di positita aumenta la sua intensita dopo 48h (Ing 40X)
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Figura 4.14: IF su cellule HUVEC: A: vWf su cellule seminate per 48h e
B: per Tgiorni. A 48h il segnale fluorescente verde di positivita e presente
prevalentemente in sede perinucleare (Ing 10X). Nell’ immagine B ¢é evidente
la formazione da parte delle cellule di strutture allungate-tubulari a 7 giorni
dalla semina (Ing 40X). C: CD31 su cellule seminate per 48h e D: per Tgiorni.
A 48h il segnale fluorescente rosso di positivita € presente prevalentemente
in corrispondenza della membrana cellulare (Ing 40X)
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4.2.2 Semina su PB UTRIDOC e piastra per colture
cellulari

Analisi istologiche

Le prime semine con cellule HUVEC sono state eseguite su scaffolds di PB
UTRIDOC. La procedura e stata descritta nella sezione dei materiali e
metodi. Le HUVEC sono state seminate ai passaggi p3, p5, p9 alle densita
di 50mila e 100mila cellule per cm?, per 1h, 3h e 5h. I risultati delle analisi
istologiche condotte sugli scaffolds seminati con le HUVEC al passaggio p5,
sono mostrati in Fig. Le cellule HUVEC pur aderendo alla superficie di
semina dello scaffold di PB UTRIDOC, non formano un monostrato continuo.
Solo in alcuni punti, gruppi di cellule adiacenti ricoprono senza discontinuita
il tessuto (immagini B, D ed E in Fig. [4.15). La diversa densita di semina
non risulta essere influente sull’interazione delle cellule con il substrato.

Test di adesione (Landegren) e vitalita (MTT)

Parallelamente alle analisi istologiche, sono stati eseguiti i test di adesione e
vitalita delle cellule HUVEC seminate su scaffolds di PB UTRIDOC. I dati
ottenuti sono stati confrontati con quelli di semine eseguite su piastre per
colture cellulari.

In Fig. & mostrato il grafico relativo al “grado” di adesione delle cel-
lule al PB UTRIDOC, ottenuto con il test di Landegren (procedura descritta
nella Sez. dei materiali e metodi). L’adesione cellulare ¢ espressa come
Assorbanza alla lunghezza d’onda di 405nm (A405nm). Maggiore ¢ il valore
di A405nm, maggiore e ’adesione delle cellule al substrato. Le HUVEC al
passaggio p3, p5 e p9 sono state seminate per 1h e 3h. A 1h dalla semina
il numero di cellule HUVEC al passaggio p3 e pb che aderisce allo scaffold
di PB UTRIDOC ¢ paragonabile (significativita statistica pari a p>0,05).
Quelle al passaggio p9 mostrano un’adesione nettamente inferiore (significa-
tivita statistica pari a p<0,05). A 3h dalla semina, si osserva che il numero
di cellule HUVEC che aderisce al substrato decresce con I’aumentare del pas-
saggio (p<0,05). Rispetto a 1h, le cellule p3 mostrano perd un aumento della
loro adesione (p<0,05), le cellule p5 un lieve decremento (p>0,05) e le cellule
p9 un’adesione invariata (p>0,05).

In Fig. ¢ mostrato il grafico relativo al “grado” di adesione delle
cellule HUVEC seminate su pozzetti di piastre da coltura 24wells, ottenuto
con il test di Landegren. Le HUVEC al passaggio p5, p6 e p7 sono state
seminate per 1h e 3h. Ad entrambi i tempi di semina, ’A4,05nm e quindi il
numero di cellule adese, aumenta con il passaggio cellulare (p<0,05 tranne
che per il confronto tra p5 e p7 a 1h). Questa osservazione ¢ opposta a quella
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che era stata fatta per ’adesione delle HUVEC su scaffold di PB UTRIDOC
(grafico in Fig. . Se confrontiamo i diversi passaggi delle cellule HUVEC
(p5, p6 e p7) ai 2 tempi di semina, si puo osservare come il numero di cellule
che aderisce € maggiore in tutti i casi dopo 3h semina rispetto a 1h (p<0,05).

Se si vuole confrontare ’adesione delle HUVEC su scaffolds di PB UTRI-
DOC con I'adesione su piastra per colture cellulari, si devono mettere a con-
fronto le adesioni delle cellule al passaggio p5. Il grafico mostrato in Fig. [4.18
rivela che a 1h di semina il numero di cellule che aderisce su piastra ¢ minore
rispetto a quello che aderisce sugli scaffold di PB, ma che a 3h la situazione
si inverte (entrambi i confronti di adesione sono statisticamente significati-
vi: p<0,05. Il numero di campioni, N., ¢ uguale a 4 per ogni substrato di
semina).
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Figura 4.15: HEE su scaffolds di PB UTRIDOC seminati con HUVEC. A,
C ed E: 50mila HUVEC per ecm?. B, D ed F: 100mila HUVEC per cm?. A e
B: semina ad 1h. C e D: semina a 3h. E ed F: semina a 5h (Ing 6X e 12X).
A 8h e 5h dalla semina si possono osservare piccoli gruppi di cellule adiacenti

che ricoprono la superficie del tessuto. La superficie sierosa e rivolta verso
l'alto
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LANDEGREN: HUVEC su PB UTRIDOC
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Figura 4.16: Cellule HUVEC su scaffold di PB UTRIDOC: Test di Landegren
ad 1h e 3h dalla semina
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Figura 4.17: Cellule HUVEC su Piastra per colture cellulari: Test di
Landegren ad 1h e 3h dalla semina
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LANDEGREN: HUVEC Piastra vs PB
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Figura 4.18: Confronto fra l’adesione delle cellule HUVEC p5 seminate su
scaffold di PB UTRIDOC e su Piastra: Test di LAndegren. A un 1h dalla
semina il numero di HUVEC che aderisce ¢ maggiore sullo scaffold di PB
(p<0,05). A 3h la situazione ¢ invertita (p<0,05)
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4.2.3 Semina su PB UTRIDOC e TRITDOC
Analisi istologiche, IHC e test MTT

Visti i risultati ottenuti su PB UTRIDOC, le HUVEC al passaggio p3 sono
state contemporanemaente seminate anche su scaffolds di PB ottenuti per
decellularizzazione TRITDOC alla densita di 50mila cellule per cm?. I tempi
di semina sono stati aumentati per ambedue i substrati, a 24h e 7 giorni.
Dopo 24h di semina (Fig. , si puo aprezzare la presenza di cellule sulla
superficie di entrambi i substrati, anche se ¢ evidenziabile solo la presenza di
residui nucleari senza chiara distinzione dell’intera morfologia cellulare. Se
osserviamo le immagini in cui i campioni sono stati marcati con la sonda
DAPI, i nuclei sono piu nettamente riconoscibili e ’adesione cellulare sembra
essere pitl marcata sui campioni di PB TRITDOC rispetto all'UTRIDOC.
A 7 giorni le cellule e i nuclei non sono nettamente distinguibili, ma
sulla superficie di semina si osserva una “linea” viola-blu continua, non pre-
sente a 24h, che potrebbe corrispondere a uno strato di HUVEC marcate con
ematossilina. Guardando infatti, le corrispondenti immagini ottenute con il
DAPI, si osservano nuclei appartenenti a cellule adiacenti formare un mono-
strato continuo sul PB TRITDOC e discontinuo sul PB UTRIDOC. Come
mostrato in Fig. I'THC evidenzia l'espressione delle proteine vWf e CD31
da parte delle cellule HUVEC adese.

Riassumendo, a 24h il numero di cellule adese sui due scaffolds pericardici
e limitato e il legame alla superficie sembra essere labile, come evidenziato
in particolare dai campioni colorati con H&E. A 7 giorni dalla semina il
numero di cellule adese sulla superficie del PB ¢ maggiore, soprattutto sul
PB TRITDOC e non si evidenziano cellule staccate dalla superficie.

Oltre alle analisi istologiche e all'THC, e’ stato condotto il test di vitalita
MTT. Analogamente al Test di Landegren, anche questo test si basa su una
misura di Assorbanza (A). Si assume che piu elevata ¢ I’A piu vitali sono
le cellule e maggiore ¢ il loro numero. Come mostrato in Fig. a 24h
dalla semina le cellulle HUVEC aderiscono in numero paragonabile sul PB
UTRIDOC e TRITDOC (p>0,05), mentre mostrano un’adesione uperiore
sulla Piastra da coltura (p<0,05). A 7 giorni il numero di cellule che aderisce
al PB TRITDOC & maggiore rispetto al PB UTRIDOC (Fig. . A questo
tempo di semina, il numero di cellule che aderisce alla piastra e sempre
notevolmente maggiore, sia rispetto ai due tipi di PB che rispetto al numero
di cellule che aderisce sulla piastra a 24h (p<0,05). Confrontando invece, i
diversi tempi di semina, vediamo che il numero di cellule che aderisce al PB
UTRIDOC diminuisce a 7gg rispetto a 24h, mentre aumenta nel caso del PB
TRITDOC.
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Figura 4.19: HE&E e DAPI. A e B: PB UTRIDOC seminato per 24h con
50mila HUVEC per cm?. C e D: PB TRITDOC seminato per 24h con 50mila
HUVEC per cm* (Ing 10X). La superficie sierosa é rivolta verso lalto

Figura 4.20: H6E e DAPI. A e B: PB UTRIDOC seminato per 7 giorni
con 50mila HUVEC per em?. C e D: PB TRITDOC seminato per 7 giorni

con 50mila HUVEC per em? (Ing 12X). La superficie sierosa ¢ rivolta verso
lalto
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Figura 4.21: IHC su PB TRITDOC seminato con 50mila HUVEC per cm?.

A: vWf dopo 7 giorni di coltura e B: CD31 (Ing 20X e 10X). C: sezione
di controllo in cui il campione ha reagito solo con l’anticorpo secondario.
L’assenza di segnale rosso-marrone conferma che le reazioni degli anticorpi
nelle altre due immagini non é aspecifica (Ing 10X). La superficie sierosa é
rivolta verso l'alto

MTT: HUVEC p3
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Figura 4.22: Cellule HUVEC p3 su PB UTRIDOC, TRITDOC e su Piastra.
Test MTT dopo 24h e 7giorni dalla semina. Dopo Tgiorni [’adesione delle
cellule al tessuto é maggiore sul PB TRITDOC rispetto al PB UTRIDOC
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4.3 Pericardio bovino di Vitello (PBV) e Pe-
ricardio Porcino (PP): decellularizzazio-
ne TRITDOC

Con lo scopo di valutare le proprieta fisiche e strutturali del Pericardio quale
possibile biomateriale per la costruzione di bioprotesi valvolari cardiache per-
cutanee, ¢ stata condotta un’indagine sistematica del PBV e del PP (suddivisi
in diverse zone (od aree) anatomiche). Sono stati valutati I'organizzazione
istologica, ed ultrastrutturale, lo spessore, la densita, il contenuto d’acqua,
oltre all’orientamento prevalente delle fibre collagene mediante osservazione
dei campioni al microscopio a luce polarizzata. Le osservazioni sono sta-
te condotte sia su Pericardio Nativo sia dopo rimozione della componente
cellulare mediante proceduta TRITDOC.

4.3.1 Analisi istologiche

I1 PBV e il PP, decellularizzati con il metodo TRITDOC, sono stati valutati
istologicamente con H&E e con marcatura nucleare DAPI per verificare I’av-
venuta decellularizzazione e I'organizzazione “grossolana” della struttura del
tessuto. In Fig. sono mostrati i risultati per il PBV e per il PP. Nei cam-
pioni decellularizzati (Immagini B, D, F ed H nelle foto) non si apprezzano
piu i nuclei e altre strutture cellulari rispetto ai campioni Nativi (Immagini
A, C, E e G nelle foto) in cui si ha una distribuzione nucleare uniforme in
tutta la matrice tissutale e sulla superficie sierosa. La colorazione con H&E
inoltre, permette di apprezzare 'andamento definito, compatto ed ondulato
dei fasci di fibre collagene nei campioni TRITDOC sia di PBV e PP. Nei
campioni Nativi i fasci di fibre collagene non presentano questa morfologia,
non si riconoscono ondulazioni.
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Figura 4.23: H&YE e DAPI su PBV e PP nativi e TRITDOC. A e C: cam-
pioni nativi di PBV (Ing 10X) E e G: campioni nativi di PP (Ing 20X). In
tutte le itmmagini si distinguono chiaramente i nuclei cellulari. B e D: PBV
TRITDOC Ing 10X). F ed H: PP TRITDOC (Ing 20X). Si puo notare come

non siano pit presenti © nuclei cellulari. La superficie sierosa é rivolta verso
l'alto
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4.3.2 Proprieta fisiche del PBV

Analisi dello Spessore

Uno degli scopi pit importanti di questo studio del PBV e del PP & l'ana-
lisi della variabilita del tessuto pericardico, per poter individuare se ci sono
delle aree meno variabili, sia prima che dopo decellularizzazione. I pericardi
sono stati suddivisi in diverse zone anatomiche (VsxANT, VsxPOST, Vd-
xANT e VdxPOST) come descritto nella Sez. dei materiali e metodi, e
le proprieta fisiche sono state analizzate per ogni singola zona.

In Fig. m ¢ mostrata la misura dello Spessore (espresso in centime-
tri) prima e dopo trattamento TRITDOC, per ognuna delle aree considerate
dei PBV. Rispetto ai campioni Nativi, nei VsxANT, VsxPOST, VdxANT
lo Spessore si e ridotto dopo trattamento TRITDOC,mentre nel VdxPOST
e aumentato. Queste variazioni non sono pero risultate statisticamente si-
gnificative (p>0,05). Per avere un’idea del grado con cui sono avvenute, in
Tab. sono riportate le variazioni percentuali per tutte le aree e per i PBV
presi in toto.

Spessore PBV: Nativo e TRITDOC
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Figura 4.24: Variazione dello Spessore medio delle diverse aree dei PBV ana-
lizzati prima e dopo decellularizzazione TRITDOC. I VstANT, VszPOST,
VdxANT mostrano una tendenza alla diminuzione del loro spessore dopo trat-
tamento TRITDOC, mentre ¢ VdzPOST un aumento. I campioni analizzati
per ogni area sono stati 24

In Tab. sono riassunti i valori di Spessore minimi e massimi, la Va-
rianza e la significativita statistica delle variazioni, per ogni area dei PBV
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Tessuto
Totale VsxANT VdxANT VsxPOST VdxPOST

% Variazione -6,51 -5,12 -8,79 -15,28 +3,72

Tabella 4.1:  Variazioni percentuali dello Spessore dopo trattamento
TRITDOC, per il tessuto pericardico totale e le singole aree considerate

Nativi. In questo modo si puo analizzare qual’e quella piu variabile e quella
meno variabile, per quanto riguarda lo Spessore, prima della decellulariz-
zazione. L’area meno variabile (varianza minore) & il VsxANT, quella pin
variabile (varianza maggiore) € il VAxANT. Inoltre, lo spessore dei VsxANT,
dei VsxPOST e dei VAxPOST dei pericardi di vitello analizzati, varia si-
gnificativamente tra i diversi bovini (<0,05). Non & cosi per il VdxANT
(>0,05).

VsxANT VdAdxANT VsxPOST VdxPOST

Valore Min  0,0341 0,0362 0,0338 0,0367
Valore Max  0,0608 0,0848 0,0648 0,0646
Range 0,0267 0,0486 0,0310 0,0279

Varianza  1,5E-05  25E04  23E05 3,5E-0,5
p <0,05 >0,05 <0,05 <0,05

Tabella 4.2: Confronto della variabilita (espressa in termini di Varianza)
dello Spessore delle diverse aree anatomiche considerate dei PBV Nativi.
L’area piu variabile é il VdzANT, quella meno variabile il VstANT

La stessa analisi si puo condurre sulle zone anatomiche dei PBV decel-
lularizzati TRITDOC e verificare se dopo il trattamento la variabilita delle
aree si modifica rispetto ai PBV Nativi. Come mostrato in Tab. I’area
piu variabile rimane quella del VdxANT e quella meno variabile il VsxANT.
Invece, lo spessore dei VAXANT, dei VsxPOST e dei VdxPOST dei pericardi
di vitello analizzati, varia in maniera non significativa tra i diversi bovini
(>0,05) (variabilita inter-individuale). Non ¢ cosi per il VsxANT (<0,05).
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VsxANT VdxANT VsxPOST VdxPOST
Valore Min 0,0367 0,0343 0,0301 0,0339
Valore Max 0,0534 0,0856 0,0627 0,0744
Range 0,0167 0,0513 0,0326 0,0405
Varianza 1,5E-0,5 2,5E-0,4 2,3E-0,5 3,5E-0,5
p >0,05 <0,05 <0,05 <0,05

Tabella 4.3: Confronto della variabilita (espressa in termini di Varianza)
dello Spessore delle diverse aree anatomiche considerate dei PBV TRIT-
DOC. Come per i PBV Nativi, l’area pit variabile é il VdzANT, quella meno
variabile il VssANT

Analisi della Densita

Dopo il trattamento TRITDOC, la densita media del PBV ¢ aumentata in
maniera significativa (p<0,05), anche nelle diverse zone analizzate (Fig.|4.25)).
Se confrontiamo le aree tra di loro vediamo che presentano una densita simile
sia nel caso del PBV Nativo che TRITDOC. In Tab. sono riportate le
variazioni percentuali della densita per ogni singola area e per i PBV presi
in toto.

Tessuto

Totale VsxANT VdxANT VsxPOST VdxPOST
%Variazione  +0,76 40,76 +0,67 40,67 40,76
Tabella 4.4:  Variazioni percentuali della Densita, dopo trattamento

TRITDOC;, per il tessuto pericardico totale e le singole aree considerate

Nel PBV Nativo, la variabilita inter-individuale della densita e significa-
tiva (<0,05) per tutte le aree anatomiche considerate, tranne che per il Vd-
xANT. In quest’area la differenza di densita tra diversi animali non risulta
significativa (>0,05). L’area piu variabile (varianza maggiore) ¢ il VAXANT,
quella meno variabile (varianza minore) il VsxANT (Tab. [4.5).

Dopo trattamento TRITDOC, la variabilita inter-individuale della den-
sita non e statisticamente significativa (>0,05) per tutte le aree considerate,
tranne che per il VsxANT, dove la differenza di densita tra i diversi animali
risulta minore e piu costante. Anche dopo trattamento di decellularizzazio-

96



Densita PBV : Nativo e TRITDOC
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Figura 4.25: Variazione della Densita media delle diverse aree det PBV ana-
lizzati prima e dopo decellularizzazione TRITDOC. La Densita aumenta in

maniera significativa in tutte le zone.l campioni analizzati per ogni area sono
stati 24

ne, 'area meno variabile rimane il VsxANT e quella piu variabile il VdxANT

(Tab. [4.6).
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VsxANT VdxANT VsxPOST VdxPOST
Valore Min 1,044 1,0433 1,044 1,040
Valore Max 1,056 1,056 1,057 1,058
Range 0,012 0,013 0,013 0,018
Varianza 4,4E-0,6 1,9E-0,5 4,8E-0,6 7,2E-0,6
p <0,05 >0,05 <0,05 <0,05

Tabella 4.5: Confronto della variabilita (espressa in termini di Varianza) del-

la Densita delle diverse aree anatomiche considerate dei PBV Nativi. L’area
piu variabile € il VdxANT, quella meno variabile il Vst ANT

VsxANT VdAdxANT VsxPOST VdxPOST
Valore Min 1,045 1,042 1,048 1,046
Valore Max 1,064 1,066 1,064 1,065
Range 0,019 0,024 0,016 0,019
Varianza 6,2E-0,6 3,0E-0,5 1,8E0,5 1,9E-0,5
p <0,05 >0,05 >0,05 >0,05

Tabella 4.6: Confronto della variabilita (espressa in termini di Varianza) del-
la Densita delle diverse aree anatomiche considerate dei PBV TRITDOC.
Come per i PBV Nativi, l'area piu variabile ¢ il VdzANT, quella meno

variabile il VstANT
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Analisi del contenuto d’acqua

Il contenuto d’acqua del PBV, si ¢ modificato significativamente (<0,05)
dopo decellularizzazione, nelle diverse aree anatomiche considerate, tranne
che per il VdxPOST (Fig. . In quest’ultima zona il contenuto d’acqua
non ¢ significativamente diverso dopo trattamento TRITDOC (>0,05). Se
confrontate tra di loro, le diverse aree inoltre, non presentano una differenza
di contenuto d’acqua statisticamente significativa (>0,05), né prima né dopo
trattamento TRITDOC. In Tab. [£.7] sono riportate le variazioni percentuali
del contenuto d’acqua per ogni singola area e per i PBV presi in toto.

Idratazione PBV : Nativo e TRITDOC
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Figura 4.26: Variazione del contenuto d’acqua medio delle diverse aree dei
PBYV analizzati prima e dopo decellularizzazione TRITDOC. La percentuale
di acqua diminuisce in maniera significativa in tutte le zone tranne che nel
VdxPOST. I campioni analizzati per ogni area sono stati 24

Nel PBV Nativo, la variabilita inter-individuale del contenuto d’acqua
non ¢ statisticamente significativa (p>0,05) nel VAXANT e nel VsxPOST.
Mentre lo ¢ nel VsxANT e nel VdxPOST (p<0,05). I range dei valori del
contenuto d’acqua delle diverse aree considerate sono riportati in Tab.
L’area piu variabile e il VdxANT, le altre aree mostrano una variabilita molto
simile tra loro.

Dopo trattamento TRITDOC, la variabilita inter-individuale del conte-
nuto d’acqua non & statisticamente significativa (p>0,05) per tutte le aree
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o Spessore prima e dopo decellularizzazione TRITDOC: PBV versus PP

Tessuto
Totale VsxANT VdAdxANT VsxPOST VdxPOST
%Variazione -4,19 -3,92 -3,70 -5,46 -3,55

Tabella 4.7: Variazioni percentualt del contenuto d’acqua, dopo trattamento
TRITDOC, per il tessuto pericardico totale e le singole aree considerate

considerate, tranne che per il VdxANT (p<0,05). I range di variazione del
contenuto di acqua delle diverse aree sono riportati nella Tab. L’area piu
variabile e il VdxPOST. Anche il VsxPOST presenta una variabilita molto
elevata. Il VsxANT e il VAXANT mostrano invece, una variabilita molto
simile tra loro.

Se prendiamo in considerazione le caratteristiche fisiche analizzate, sia
prima che dopo decellularizzazione TRITDOC, possiamo individuare una
zona del PBV che sembra essere meno variabile. Questa zona ¢ il VsxANT.

VsxANT VdAdxANT VsxPOST VdxPOST

Valore Min 78,76 79,07 79,61 79,16
Valore Max 85,60 84,79 85,00 86,94
Range 6,84 5,72 5,39 7,78
Varianza 1,3 2,3 1,2 1,2
p <0,05 >0,05 >0,05 <0,05

Tabella 4.8: Confronto della variabilita (espressa in termini di Varianza) del
Contenuto d’acqua delle diverse aree anatomiche considerate dei PBV Nativi.
L’area piu variabile é il VdzANT

4.3.3 Proprieta fisiche del PP

Analisi dello Spessore

Le diverse aree anatomiche considerate (VsxANT, VdxANT, VsxPOST, Vdx-
POST) non presentano tra di loro una differenza di spessore statisticamente
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VsxANT VdAdxANT VsxPOST VdxPOST

Valore Min 76,30 75,47 51,97 74,00
Valore Max 82,20 82,00 79,70 91,25
Range 5,90 6,53 27,73 17,25
Varianza 2,5 2.3 38,4 67,2
P >0,05 <0,05 >0,05 >0,05

Tabella 4.9: Confronto della variabilita (espressa in termini di Varianza)
del contenuto d’acqua delle diverse aree anatomiche considerate der PBV

TRITDOC. L’area piu variabile ¢ ol VdezPOST

significativa (p>0,05), né prima né dopo trattamento TRITDOC. Dopo de-
cellularizzazione, lo spessore non si & modificato significativamente (p>0.05)
rispetto al tessuto nativo, nemmeno quando sono considerate le diverse aree
anatomiche (Fig. [4.27)). Le variazioni di spessore nelle singole aree sono ri-
portate in Tab. [£.10] Si sono avute sia diminuzioni (VsxPOST e VdxPOST)
che aumenti (VsxANT e VdxANT) dello spessore.

Tessuto
Totale VsxANT VdAdxANT VsxPOST VdxPOST
% Variazione 40,53 +12,20 +14,44 -6,88 -20,08

Tabella 4.10:  Variazioni percentuali dello Spessore, dopo trattamento
TRITDOC, per il PP totale e per le singole aree considerate

Nel PP Nativo, la variabilita inter-individuale dello spessore (tra i di-
versi sacchi pericardici) ¢ significativa (p<0,05) per tutte le aree anatomi-
che considerate, tranne che per il VdxANT (Tab. . Dopo trattamento
TRITDOC, diventa statisticamente significativa (p<0,05) anche per quest’a-
rea (Tab. [£.12). I1 VdxPOST ¢ la zona piu variabile nel PP nativo e il
VAxANT quella meno variabile (Tab. [£.11]). Nel PP TRITDOC la variabi-
lita (rappresentata dalla varianza in Tab. e molto simile tra le diverse
aree anatomiche.
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Spessore PP : Nativo e TRITDOC
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Figura 4.27: Variazione dello Spessore medio delle diverse aree dei PP ana-
lizzati prima e dopo decellularizzazione TRITDOC. Lo spessore non é variato
in maniera significativa dopo trattamento TRITDOC. I campioni analizzati
per ogni area sono stati 24

Analisi della Densita

Le varie aree d’interesse non presentano tra di loro una differenza di Den-
sita statisticamente significativa (p>0,05), né prima né dopo trattamento
TRITDOC. La densita non si ¢ modificata significativamente (p>0,05) dopo
decellularizzazione (Fig. , anche quando si considerano le diverse aree
anatomiche, eccetto per il VsxPOST. Le variazioni della Densita nelle singole
aree sono riportate in Tab. Come si puo constatare si sono avuti degli
aumenti di densita (VsxPOST e VdxPOST), delle diminuzioni (VsxANT) e
dei valori rimasti invariati (VdxANT).

Nel PP Nativo, la variabilita inter-individuale della densita e significa-
tiva (p<0,05) per tutte le aree anatomiche considerate. I range dei valori
della densita delle diverse aree sono riportati nella Tab. La variabilita
(espressa in termini di varianza) delle diverse zone ¢ molto simile. Dopo
trattamento TRITDOC, la variabilita inter-individuale della densita risulta
statisticamente significativa (p<0,05) per tutte le aree considerate, tranne
che per il VdxPOST (Tab. 4.15). Quest’area risulta essere anche la pin
variabile.
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VsxANT VdAdxANT VsxPOST VdxPOST

Valore Min 0,0129 0,0126 0,0150 0,0090
Valore Max 0,0257 0,0250 0,0294 0,0372
Range 0,0128 0,0124 0,0144 0,0282

Varianza 1,4E-0,5 9,0E-0,6 1,6E-0,5 2,6E-0,4
P <0,05 >0,05 <0,05 <0,05

Tabella 4.11:  Confronto della variabilita (espressa in termini di Varian-
za) dello Spessore delle diverse aree anatomiche considerate dei PP Nativi.
L’area piu variabile é il VdzPOST e quella meno variabile il VdtANT

VsxANT VdAdxANT VsxPOST VdxPOST

Valore Min 0,0113 0,0103 0,0108 0,0106
Valore Max 0,0434 0,0440 0,0395 0,0399
semina Range 0,0321 0,0337 0,0287 0,0293
Varianza 1,2E-0,5 2,1E-0,5 1,8E-0,5 1,7E-0,5

P <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

Tabella 4.12: Confronto della variabilita (espressa in termini di Varianza)
dello Spessore delle diverse aree anatomiche considerate dei PP TRITDOC

Tessuto
Totale VsxANT VdxANT VsxPOST VdxPOST

% Variazione 40,28 -0,19 0 40,95 40,19

Tabella 4.13:  Variaziont percentualt della Densita, dopo trattamento
TRITDOC, per il PP totale e per le singole aree considerate
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Densita PP : Nativo e TRITDOC
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Figura 4.28: Variazione della Densita media delle diverse aree dei PP ana-
lizzati prima e dopo decellularizzazione TRITDOC. La densita € variata in
maniera significativa (p<0,05) solo per il VszPOST. I campioni analizzati
per ogni area sono stati 24

VsxANT VdAdxANT VsxPOST VdxPOST

Valore Min 1,0449 1,046 1,041 1,050
Valore Max 1,071 1,070 1,067 1,072
Range 0,027 0,024 0,026 0,022

Varianza 2,7E-0,5 1,8E-0,5 1,6E-0,5 1,7E-0,5
P <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

Tabella 4.14: Confronto della variabilita (espressa in termini di Varianza)
della Densita delle diverse aree anatomiche considerate dei PP Nativi
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VsxANT VdAdxANT VsxPOST VdxPOST
Valore Min 1,040 1,044 1,046 1,037
Valore Max 1,071 1,072 1,072 1,071
Range 0,031 0,028 0,026 0,022
Varianza 2,0E-0,5 1,7E-0,5 3,2E-0,5 7,4E-0,5
P <0,05 <0,05 <0,05 >0,05

Tabella 4.15: Confronto della variabilita (espressa in termini di Varianza)
della Densita delle diverse aree anatomiche considerate det PP TRITDOC
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Analisi del Contenuto d’acqua

Le diverse aree anatomiche considerate non presentano tra di loro una dif-
ferenza di contenuto d’acqua statisticamente significativa (p>0,05), né pri-
ma né dopo trattamento TRITDOC. L’idratazione del tessuto e diminuita
significativamente (p<0,05) dopo decellularizzazione (Fig. [£.29). Se consi-
deriamo le diverse zone del PP il contenuto d’acqua e diminuito in tutte
(Tab. anche se significativamente nel Vsx e dxANT (p<0,05), mentre
non significativamente nel Vsx e dxPOST (p>0,05).

Idratazione PP : Nativo e TRITDOC

70,87 69 80 75,47
68,85 65,59 16547
64 59 62 a2

64 89
Nativo
m TRITDOC

VsxANT VAxANT  VsxPOST VdxPOST

Contenuto Acqua (% w/w)
o5 888883

Regioni PP

Figura 4.29: Variazione del Contenuto d’acqua medio nelle diverse aree dei
PP analizzati prima e dopo decellularizzazione TRITDOC. L’idratazione del
tessuto € diminuita in tutte le zone. In maniera significativa (p<0,05) nel
VstANT, nel VdzrANT e considerato il PP nella sua totalita. I campioni
analizzati per ogni area sono stati 24

Nel PP Nativo, la variabilita inter-individuale del contenuto d’acqua e sta-
tisticamente significativa (p<0,05) nel VsxANT e POST, mentre non risulta
significativa (p>0,05) nel VAXANT e POST. I range dei valori del contenuto
d’acqua delle diverse aree del Pericardio nativo sono riportate in Tab. .17
L’area con la maggiore variabilita ¢ il VsxPOST. Dopo trattamento TRIT-
DOC, la variabilita inter-individuale del contenuto d’acqua ¢ statisticamente
significativa (p<0,05) per tutte le aree considerate (Tab. I1 VsxPOST
rimane la zona piu variabile (varianza maggiore).
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Tessuto
Totale VsxANT VdAdxANT VsxPOST VdxPOST

% Variazione -8,86 -9,34 -6,44 -6,04 -13,25

Tabella 4.16: Variazioni percentuali del Contenuto d’acqua, dopo trattamento
TRITDOC, per il PP totale e per le singole aree considerate

VsxANT VdAdxANT VsxPOST VdxPOST

Valore Min 63,88 65,76 58,01 69,96
Valore Max 77,17 77,14 79,19 80,81
Range 13,29 11,38 20,68 10,85
Varianza 5,3 7,8 14,2 10,7
P <0,05 >0,05 <0,05 >0,05

Tabella 4.17: Confronto della variabilita (espressa in termini di Varianza) del
Contenuto d’acqua delle diverse aree anatomiche considerate dei PP Nativ

VsxANT VdAdxANT VsxPOST VdxPOST

Valore Min 56,06 62,48 46,54 60,08
Valore Max 72,52 76,54 78,12 77,72
Range 16,46 14,06 31,58 17,64
Varianza 154 11,1 17,5 16,4
P <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

Tabella 4.18: Confronto della variabilita (espressa in termini di Varian-

za) del Contenuto d’acqua nelle diverse aree anatomiche considerate dei PP
TRITDOC

107



4.3.4 Confronto delle proprieta fisiche tra PBV e PP
Confronto degli Spessori

Lo spessore del PBV Nativo ¢ significativamente superiore (p<0,05) rispetto
a quello del PP Nativo, anche quando sono considerate le diverse aree ana-
tomiche (Fig. . Dopo trattamento TRITDOC, la differenza di spessore
tra i pericardi delle 2 specie di mammifero rimane significativa (p<0,05), per
tutte le aree considerate (Fig. [4.30)).

PBV vs PP : Spessore Nativo e TRITDOC

0,0700

0,0600

0,0500
0,0400 PBV Nativo
B PP Nativo
0,0300 B PBV TRITDOC
B PP TRITDOC
0,0200
0,0100
0,0000

Tot Vsx ANT VdXANT VsxPOST VdxPOST

Spessore (cm)

Regioni PBV e PP

Figura 4.30: Spessori del PBV e del PP prima e dopo decellularizzazione
TRITDOC. Il PBV ¢ significativamente piu spesso del PP, sia prima che
dopo trattamento TRITDOC e in tutte le aree considerate (p<0,05)

Confronto delle Densita

I1 PP Nativo presenta una densita significativamente (p<0,05) superiore ri-
spetto a quella del PBV Nativo. Se si considerano le diverse aree anatomiche,
il VsxPOST delle due specie di mammifero presenta una densita non signi-
ficativamente differente (p>0,05). Dopo trattamento TRITDOC, la densita
del PP risulta ancora significativamente superiore (p<0,05) a quella del PBV.
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Tuttavia, quando considerate le diverse aree anatomiseminache, la differenza
di densita tra i due tipi di pericardio non raggiunge la significativita statistica
(p>0,05), eccetto che per il VsxPOST (Fig. 4.31)).

PBV vs PP : Densita Nativo e TRITDOC

1,075

1,070

1,065

1,060

1,055 2o
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1,040

1,035

VsxANT VdxANT  VsxPOST VdxPOST

Densita (g/ml)

Regioni PBV e PP

Figura 4.31: Densita del PBV e del PP prima e dopo decellularizzazione
TRITDOC. Il PP ¢ significativamente pitu denso rispetto al PBV, sia prima
che dopo trattamento TRITDOC

Confronto del Contenuto d’acqua

Il PBV Nativo presenta un contento d’acqua significativamente superiore
(p<0,05) rispetto a quello del PP Nativo, anche quando sono considerate le
diverse aree anatomiche (Fig. [4.32)). Dopo trattamento TRITDOC, la diffe-
renza di contenuto d’acqua tra i 2 tipi di pericardio risulta ancora significativa
(p<0,05), per tutte le aree anatomiche considerate (Fig. [4.32]).

4.3.5 Riassunto generale delle caratteristiche fisiche

Nella Tab. [£.19)e nella Tab. sono riassunti i risultati ottenuti sui campioni
di PBV e di PP nativi e decellularizzati con il metodo TRITDOC. II numero
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PBV vs PP : Idratazione Nativo e TRITDOC

90
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Figura 4.32: Grado di Idratazione (Contenuto d’acqua) del PBV e del PP
prima e dopo decellularizzazione TRITDOC. Il PBV é significativamente pit
tdratato rispetto al PP, sia prima che dopo trattamento TRITDOC

di campioni totali su cui sono state fatte le analisi e indicato come N, e le
significativita statistiche delle differenze come p > o < di 0,05. Nel caso del
PBV (Tab. lo spessore non si ¢ modificato significativamente dopo il
trattamento TRITDOC (p>0,05), mentre la densita e il grado di idratazione
sono variati significativamente (p<0,05). Nel caso del PP (Tab. [4.20), lo
spessore e la densita aumentano dopo trattamento TRITDOC in maniera
non significativa (p>0,05), mentre il contenuto d’acqua & significativamente
diminuito (p<0,05).
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PBYV Nativo PBV TRITDOC N¢ P

Spessore (cm) 0,052640,0052 0,048840,0086 96 >0,05

Densita (g/ml) 1,049+0,0035 1,057+0,0028 96 <0,05
Contenuto d’Acqua  81,83+1,052 78,40£1,695 96 <0,05
Percentuale

Tabella 4.19: Spessore, densita e contenuto d’acqua percentuale del PBV pri-
ma e dopo decellularizzazione TRITDOC. Lo Spessore diminuisce ma non in
maniera significativa (p>0,05), la Densita aumenta e il grado di Idratazio-
ne diminuisce, entrambi in maniera significativa (p<0,05). N.= Numero di
campioni analizzats

PP Nativo PP TRITDOC N¢ p

Spessore (cm) 0,0189+0,0060  0,019040,0079 96 >0,05
Densita (g/ml) 1,059£0,0058 1,062+0,0080 96 >0,05
Contenuto d’Acqua  70,87+6,306 64,59+8,128 96 <0,05

Percentuale

Tabella 4.20: Spessore, densita e contenuto d’acqua percentuale del PP prima
e dopo decellularizzazione TRITDOC. Lo Spessore e la Densita aumentano
in maniera non significativa (p>0,05) e il grado di Idratazione diminuisce
significativamente (p<0,05). N.= Numero di campioni analizzati
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4.3.6 Analisi istologiche con Picrosirius Red

Sono stati valutati gli effetti della decellularizzazione sull’orientamento e 1’or-
ganizzazione delle fibre collagene nelle diverse aree del PBV e del PP. I cam-
pioni Nativi e TRITDOC sono stati colorati con Picrosirius Red secondo il
protocollo in Sez. dei materiali e metodi e sono stati osservati al micro-
scopio a luce polarizzata. L’insieme delle molecole di collagene nei tessuti
di mammifero mostra un orientamento parallelo e una struttura altamente
ordinata. A causa di cio, la birifrangenza ¢ una delle caratteristiche delle
entita collageniche, nelle quali le molecole aggregate formano delle strutture
visibili al microscopio ottico ed elettronico. Poiche le molecole di collage-
ne sono ricche di amminoacidi basici, esse reagiscono fortemente con sonde
acide. Il Sirius Red & una molecola allungata la quale reagisce con il col-
lagene e promuove un aumento della normale birifrangenza. Questo perche
molte molecole di sonda si allineano parallelamente con 1’asse lungo di ogni
molecola di collagene. L’aumento della birifrangenza dovuto al metodo di
polarizzazione Picrosirius e oltrettutto specifico per le strutture di collagene
composte da aggregati di molecole orientate.

Microscopia a luce polarizzata: PBV

L’osservazione alla luce polarizzata del PBV Nativo colorato con il Picrosirius
red ha evidenziato delle differenze nell’organizzazione delle fibre di collagene
nelle diverse aree anatomiche (VsxANT, VsxPOST, VdxANT, VdxPOST).
Nel VsxANT le fibre sono evidenziate prevalentemente in colore verde e pre-
sentano un andamento ondulatorio, perpendicolare alla direzione di osserva-
zione (Immagine A in Fig. [£.33). Nelle altre aree, le fibre collagene man-
tengono una colorazione verde, in prevalenza, ma mostrano un andamento
ondulatorio solamente in alcune zone della sezione. Nelle restanti porzioni di
tessuto non e possibile distinguere un organizzazione spaziale definita delle
fibre (Immagini B,C e D in Fig. [4.33).

Dopo trattamento TRITDOC, le aree del PBV colorate con il Picrosirius
Red ed osservate al microscopio a luce polarizzata, mostrano delle diversita
rispetto alle corrispondenti zone del PBV Nativo. Innanzittutto, i colori con
cui appaiono le fibre collagene sono diversi. Nei campioni TRITDOC esse
si presentano in prevalenza rosso-arancioni e in alcune zone gialle. Questo
in tutte le regioni (VsxANT, VsxPOST, VAxANT, VdxPOST) considerate
(Fig. [4.34). Inoltre, I'ondulamento delle fibre collagene che era ben visibile
nel VsxANT del PBV Nativo, e ora presente in misura maggiore anche nel
tessuto delle altre aree anatomiche (Fig. . Nonostante in queste per-

112



Vsx POST| Vdx POST _

Figura 4.33: Microscopia a luce polarizzata delle aree del PBV Nativo colorate
con il Picrosirius Red. Le fibre collagene sono wvisibili in colore prevalente-
mente verde con sfumature di giallo. Nel VsztANT (immagine A) esse presen-
tano una disposizione spaziale preferenziale resa evidente dalle ondulazioni
dei fasci di fibre (Ing10X). f= superficie fibrosa, s= superficie sierosa

mangano delle regioni in cui le fibre di collagene presentano un andamento
non ondulatorio. Sembra quindi che il trattamento TRITDOC, conservi I’or-
ganizzazione delle fibre collagene nel VsxANT accentuandone I'andamento
ondulatorio e la modifichi nelle altre aree, rendendola piu definita e simile a
quella del VsxANT.

Microscopia a luce polarizzata: PP

Anche per il PP ¢ stata eseguita la colorazione con il Picrosirius Red e i
campioni sono stati osservati al microscopio a luce polarizzata. Le aree ana-
tomiche del PP considerate per queste analisi sono state il VAxANT e il
VdxPOST. Le fibre collagene si presentano in prevalenza di colore verde nel
VAXANT e in prevalenza rosso-arancioni nel VdxPOST (Fig. [£.35). Sono
quindi diverse se confrontate con quelle del PBV Nativo in cui si presentava-
no sostanzialmente verdi. Nel VAxANT del PP Nativo e possibile identificare
un andamento delle fibre collagene piu regolare, in cui i fasci sono disposti
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Figura 4.34: Microscopia a luce polarizzata delle aree del PBV TRITDOC
colorate con il Picrosirius Red. Le fibre collagene sono wvisibili in colore pre-
valentemente rosso-arancione con sfumature di giallo. f= superficie fibrosa,
s= superficie sierosa Ing10X

a formare delle ondulazioni. Nel VdxPOST invece, le fibre collagene sono
orientate diversamente. In alcune zone presentano brevi tratti ondulato-
ri, ma nella maggior parte del tessuto non mostrano questa organizzazione
(Fig. 4.35]).

Dopo trattamento TRITDOC, nelle due aree anatomiche considerate del

PP, le fibre collagene mostrano una colorazione prevalentemente giallo-arancione

(Fig. [£.36)). Vi ¢ stata quindi una variazione della colorazione visibile al
microscopio a luce polarizzata per il VAxANT, che nel Nativo si presen-
tava prevalentemente verde. Nel PP la decellularizzazione sembra alterare
leggermente 'orientamento delle fibre collagene nelle due aree anatomiche
considerate. Infatti, le caratteristiche ondulazioni delle fibre collagene, os-
servate nel tessuto nativo (Fig. , sembrano diventare meno visibili dopo
trattamento, soprattutto nel VdxPOST (Fig. [4.36)).

Per riassumere le nostre osservazioni, possiamo evidenziare come il trat-
tamento TRITDOC abbia influito sull’organizzazione delle fibre collagene del
tessuto pericardico. Nel PBV c’e stata una forte modificazione nella colora-
zione (birifrangenza) delle fibre colorate con il Picrosirius Red ed osservate
al microscopio a luce polarizzata. Inoltre, ¢’e¢ stato un cambiamento di or-
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Figura 4.35: Microscopia a luce polarizzata del VdzANT e del VdzPOST del
PP Nativo colorati con il Picrosirius Red. Le fibre collagene sono visibili in
colore prevalentemente verde nel VdztANT e in rosso-arancione nel VdxPO-
ST. Il loro andamento ondulatorio é visibile prevalentemente nel VdzANT.
f= superficie fibrosa, s= superficie sierosa Ing20X

ganizzazione delle fibre del collagene: nei campioni Nativi sono disposte a
formare delle strutture ondulate nel VsxANT e in alcune zone delle altre
aree anatomiche, nei campioni TRITDOC questa disposizione ¢ accentuata
in tutto il tessuto.

Nel PP la modificazione della birifrangenza delle fibre collagene ¢ avvenu-
ta in particolare per il VAXANT, ed e stata meno accentuata nel VdxPOST.
Contrariamente a quanto visto per il PBV, le fibre collagene dopo tratta-
mento TRITDOC, non risultano essere piu ondulate e definite, ma mostrano
una disposizione meno definibile.

In Fig. sono mostrati degli ingrandimenti delle porzioni del PBV e del
PP in cui le fibre collagene sono disposte a formare delle strutture ondulate
e regolari.
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Figura 4.36: Microscopia a luce polarizzata del VdzANT e del VdzPOST del
PP TRITDOC colorati con il Picrosirius Red. Le fibre collagene sono visibili
in colore prevalentemente rosso-arancione in entrambe le aree. L’andamento
ondulatorio € maggiormente distinguibile nel VdzANT. f= superficie fibrosa,
s= superficie sierosa. Ing20X

Figura 4.37: Microscopia a luce polarizzata. A: VsxANT del PBV Nativo.
B: VstANT del PBV TRITDOC. C: VdxANT del PP Nativo. D: VdzANT
del PP TRITDOC f= superficie fibrosa, s= superficie sierosa. Ing 40X
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4.3.7 Analisi al Microscopio Elettronico a Trasmissio-
ne (TEM)

PBV

Per verificare ’assenza delle componenti cellulari all’interno del tessuto pe-
ricardico dopo decellularizzazione e analizzarne la struttura della matrice ed
identificare eventuali modificazioni, sono state condotte le analisi al TEM.

I1 PBV Nativo mostra uno strato superficiale continuo di cellule mesote-
liali, dotate di lunghi microvilli, che poggiano sulla membrana basale (Im-
magine A in Fig. . All’interno dello strato fibroso, si riconoscono fi-
broblasti (pericardiociti), circondati da fasci di fibre collagene ed elastiche
(Immagine B in Fig. 4.38)). Nel citoplasma dei Pericardiociti sono evidenti
numerosi ribosomi e cisterne del reticolo endoplasmatico rugoso e dell’ap-
parato di Golgi, di aspetto vescicolare. I fasci di fibre collagene mostrano
un orientamento fortemente anisotropo: i fasci si intrecciano con angolature
diverse (Immagine B e C in Fig. . Tuttavia, all’interno di ogni fascio,
le fibre sono orientate in modo uniforme e parallelo tra di loro (Immagine
C e D in Fig. e risultano strettamente ravvicinate. Inframmezzate alle
fibre collagene, si riconoscono le fibre elastiche, numericamente inferiori alle
prime. Quando le fibre elastiche sono tagliate trasversalmente, si riesce a
distinguerne la componente micro-fibrillare che circonda esternamente quella
glicoproteica amorfa (Immagine D in Fig. [1.38).

Nel PBV TRITDOC, il trattamento ha rimosso efficacemente sia le cellule
mesoteliali dello strato sieroso sia i pericardiociti dello strato fibroso. Si
possono evidenziare ampie fenestrazioni e spazi vuoti, probabilmente lasciati
proprio dalla rimozione degli elementi cellulari interstiziali (Immagine E in
Fig. [£.38). I fasci di fibre collagene sembrano conservare il loro orientamento
anisotropo dopo decellularizzazione. Tuttavia, lo spazio tra i fasci sembra
essere aumentato determinando un’architettura piu lassa. Le fibre collagene
all’interno dei fasci risultano pit compatte, e probabilmente possiedono un
diametro trasverso ridotto rispetto alle fibre del Pericardio Nativo (Immagine
F in Fig. [1.38). In prossimita della superficie, sia sierosa che fibrosa, la
struttura della MEC risulta danneggiata, perdendo la propria compattezza
e organizzazione (Immagine E in Fig. [4.38). Le fibre elastiche sembrano pit
dense rispetto a quelle del tessuto nativo e sono circondate da spazio vuoto
che le separa dai circostanti fasci di fibre collagene (Immagine F in Fig. .

117



Figura 4.38: TEM del PBV Nativo (A,B,C,D) e TRITDOC (E,F). A: stra-
to sieroso con cellule mesoteliali. B: pericardiocita circondato da fibre colla-
gene ed elastiche nello strato fibroso. C: dettaglio degli allungamenti cellulari
di un Pericardiocita. D: dettaglio delle fibre collagene ed elastiche. E: strato
fibroso in prossimita della superficie sierosa con fenestrazioni, fibre collagene
ed elastiche, dopo decellularizzazione. F: dettaglio delle fibre collagene ed ela-
stiche dopo trattamento TRITDOC (CM=Cellule Mesoteliali; m=microvilli;
E=fibre elastiche; C=fibre collagene; N=Nucleo;, V=cisterne vescicolari di
reticolo endoplasmatico rugoso)
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PP

Sulla superficie sierosa del PP Nativo, si riconosce uno strato continuo di
cellule mesoteliali che poggiano sulla membrana basale. A differenza del
PBV, nel PP queste cellule presentano dei microvilli piu corti (Immagine A in
Fig. . La struttura dello strato fibroso ricalca quella del PBV: numerosi
Pericardiociti con lunghe propaggini cellulari, inframmezzati ai fasci di fibre
collagene e di elastina (Immagine A e B in Fig. . Le fibre collagene
hanno un orientamento parallelo tra di loro all’interno dei fasci che invece si
intrecciano con angolature diverse (Immagine A, b e C in Fig. 4.39).

Il trattamento di decellularizzazione sembra efficace nel rimuovere tutte
le cellule del tessuto: sia il mesotelio della superficie sierosa, sia i Pericardio-
citi dello strato fibroso. Anche nel PP si riconoscono spazi vuoti nello strato
fibroso, probabilmente lasciati dai fibroblasti rimossi dal trattamento (Imma-
gine E in Fig. . I fasci di fibre collagene conservano il loro orientamento
anisotropo dopo decellularizzazione e risultano piu distanziati. Mentre le
fibre collagene ed elastiche appaiono pit compatte e dense (Immagine F in
Fig. . La MEC appare piu disorganizzata e danneggiata in prossimita
della superficie sierosa e fibrosa (Immagine E in Fig. [4.39)).

4.3.8 Presenza dell’antigene a-Gal

La presenza dell’antigene xenogenico a-Gal nel tessuto di PBV e PP Nativo e
TRITDOC, e stato determinato quantitativamente attraverso un test di tipo
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) come descritto nella Sez.[3.18]
dei Materiali e Metodi. Il contenuto di antigeni e espresso come numero di
epitopi per 10mg di tessuto, i campioni analizzati sono stati 6 per il PP Nativo
e TRITDOC e il PBV TRITDOC e 9 per il PBV Nativo. Come mostrato
in Fig. [£.40] il PP presenta un quantitativo di epitopi significativamente
inferiore (p<0,05) rispetto al PBV. Dopo decellularizzazione TRITDOC in
entrambi i tessuti 'antigene a-Gal € praticamente assente.
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Figura 4.39: TEM del PP Nativo (A,B,C,D) e TRITDOC (E,F). A: strato
sieroso con cellule mesoteliali. B: pericardiocita circondato da fibre colla-
gene ed elastiche nello strato fibroso. C: dettaglio delle propaggini cellula-
ri di un Pericardiocita. D: dettaglio delle fibre collagene ed elastiche. FE:
strato fibroso in prossimita della superficie sierosa con fenestrazioni, fibre
collagene ed elastiche, dopo decellularizzazione. F: dettaglio delle fibre col-
lagene ed elastiche dopo trattamento TRITDOC (CM=Cellule Mesoteliali;
m=microvilli;, E=fibre elastiche; C=fibre collagene; N=Nucleo; P=propaggini
cellulari; FN=fibra nervosa)
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Antigene alpha-Gal nel PBV e nel PP
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Figura 4.40: Contenuto di epitopi dell’antigene a-Gal nel PBV e nel PP
prima e dopo decellularizzazione TRITDOC
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Capitolo 5

Discussione

Le protesi biologiche xenografts attualmente utilizzate per le sostituzioni
valvolari cardiache, vanno incontro a degenerazione strutturale entro 10-15
anni dall’impianto e per questo nel 30% dei casi devo essere espiantate e
sostituite [60, 65]. Uno dei motivi principali di questa degenerazione ¢é la
fissazione del tessuto xenogenico con glutaraldeide. Questo fissativo e uti-
lizzato per sterilizzare il tessuto, mascherare la componente cellulare ed an-
tigenica e per rendere il tessuto con cui la biopreotesi viene costruita, pit
resistente dal punto di vista meccanico. Questo trattamento pero impedi-
sce il ripopolamento cellulare da parte delle cellule autologhe del paziente
[29, ©62].

L’Ingegneria Tissutale delle Valvole Cardiache (TEHV) si propone di evi-
tare 1'utilizzo della glutaraldeide. L’eliminazione della componente cellulare
avviene attraverso la decellularizzazione del tessuto xenogenico. Questa com-
ponente, se non eliminata, indurrebbe infatti una rapida reazione di rigetto
conosciuta come rigetto iperacuto. Successivamente, una volta eliminate le
cellule xenogeniche, vi e il potenziale ripopolamento cellulare dello scaffolds
con cellule staminali o cellule somatiche autologhe del paziente per creare
protesi vitali, non immunogeniche e di durata probabilmente piu lunga [3§].

Esistono diversi metodi di decellularizzazione utilizzati. Come descritto
nella Sez. dell’Introduzione, i diversi trattamenti differiscono per I'effica-
cia nel rimuovere le cellule e i detriti cellulari, per la capacita di preservare la
struttura e la funzione della MEC e per la suscettibilita alla semina cellulare
[89]. Tutti pero devono soddisfare precisi requisiti considerati indispensabili,
quali:

e devono rimuovere tutte le cellule valvolari, i loro residui cellulari e i
loro epitopi antigenici [90]
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e devono conservare la struttura della MEC, dalla cui integrita dipende
una corretta funzione valvolare. Un trattamento tissutale aggressivo
puo alterare le proprieta meccaniche, elastiche ed emodinamiche della

TEHVs [01]

e deve produrre un substrato adeguato per la ricellularizzazione. Quindi,
deve conservare una struttura tridimensionale e la membrana basale,
che hanno un ruolo fondamentale nella crescita e migrazione cellula-
re ed eliminare i residui citotossici di detergente, per permettere la
replicazione e la crescita cellulare [33 [90]

Il nostro approccio di TEHV ha previsto 1'utilizzo di Pericardio Bovino
adulto (PB), di Vitello (PBV) e di Pericardio Porcino (PP), tessuti xenogenici
impiegati per la costruzione di bioprotesi cardiache tradizionali e percutanee.
Questi tessuti sono stati decellularizzati attraverso diverse metodiche che uti-
lizzano detergenti in condizioni non denaturanti (TRITON X-100, Colato di
sodio, Deossicolato di sodio, e Taurodeossicolato di sodio), abbinati a solu-
zioni ipo ed ipertoniche, inibitori di proteasi ed endonucleasi.

II metodo TRICOL (TRITON X-100 e COLato di sodio) ¢ stato utilizzato
in quanto il primo ad essere stato sviluppato e testato nel nostro laboratorio.
II metodo UTRIDOC (Urea, TRITON X-100 e DeOssiColato di sodio) ¢
stato usato invece, perche ¢ il metodo “piu agressivo”, con maggiore capa-
cita “estrattiva” nei confronti dei componenti della Matrice ExtraCellulare
(MEC). Entrambi sono stati impiegati per gli esperimenti iniziali sul PB.

I1 metodo TRITDOC (TRITON X-100 e TauroDeOssiColato di sodio) ¢ sta-
to usato in quanto metodo “innovativo” di decellularizzazione poiche impiega
il Taurodeossicolato di Sodio, un detergente mai utilizzato precedentemen-
te, dalle proprieta chimiche particolarmente interessanti (vedi Introduzione
Sez. [2.7.2)). 1l protocollo di decellularizzazione TRITDOC ¢ stato testato su
tutti i tessuti scelti per il nostro studio (PB, PBV e PP).

Le analisi istologiche con H&E e la marcatura nucleare con DAPI, hanno
evidenziato la completa decellularizzazione dei tessuti pericardici con tutti
tre i metodi di decellularizzazione. Tutti i detergenti (Colato, Deossicolato
e Taurodeossicolato di Sodio) utilizzati in associazione al TRITON X-100
sono stati in grado di eliminare la componente cellulare sia a livello della
superficie sierosa del tessuto pericardico sia all’interno della MEC. Inoltre, le
analisi al Microscopio Elettronico a Trasmissione (TEM) condotte sul PBV
e sul PP prima e dopo decellularizzazione con metodo TRITDOC, hanno
confermato 'assenza delle cellule nel tessuto pericardico. Al loro posto sono
presenti degli spazi che separano le fibre collagene e le fibre elastiche. Inol-
tre, come confermato dai risultati ottenuti con i Test ELISA per 'antigene
a-Gal, viene eliminata anche questa componente antigenica causa del rigetto
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iperacuto negli impianti di tessuti xenogenici ([88]). Questo & un risultato
fondamentale in quanto non tutti i protocolli di decellularizzazione utilizzati
sperimentalmente e commercialmente sono in grado di eliminare I'antigene
a-Gal [87,188]. Non solo, questo epitopo ¢ stato identificato, nonostante la fis-
sazione in glutaraldeide, anche in alcune bioprotesi disponibili in commercio,
e si e dimostrato capace di stimolare la risposta del sistema immunitario dei
pazienti in cui la protesi era impiantata [86]. Se I'induzione di una risposta
immuno-specifica contro questo antigene possa contribuire alla degenerazione
valvolare, non ¢ ancora stato chiarito. Nonostante cio sarebbe chiaramente
desiderabile evitare ogni reazione che possa compromettere la funzionalita
della valvola impiantata, sia essa una valvola fissata in glutaraldeide o una
valvola ingegnerizzata.

I protocolli di decellularizzazione che abbiamo utilizzato sembrano co-
stituire quindi, dei protocolli estremamenti promettenti da utilizzare nella
TEHV per eliminare le cellule xenogeniche e la componente immunogenica
dai tessuti pericardici. Essi soddisfano totalmente il primo requisito fonda-
mentale che deve possedere un metodo di decellularizzazione. Ovviamente,
per essere dei protocolli completi e pienamente applicabili devono soddisfa-
re gli altri requisiti che consentano di produrre degli scaffolds adeguati alla
costruzione di una valvola cardiaca ingegnerizzata [89, 01} B3], 00]. Il lavoro
svolto con questa tesi ha avuto proprio lo scopo di verificare se parte di que-
sti requisiti fossero soddisfatti dai protocolli di decellularizzazione TRICOL,
UTRIDOC e TRITDOC.

Come visto, un metodo di decellularizzazione deve conservare la struttura
della MEC, dalla cui integrita dipende una corretta funzione valvolare. Per
comprendere con maggiore chiarezza gli effetti dei nostri protocolli di decel-
lularizzazione sulla struttura della matrice del tessuto pericardico e trarre
delle conclusioni, si possono analizzare i risultati ottenuti con le tecniche
istologiche, immunoistochimiche e microscopiche:

1. Ematossilina & Eosina (H&E). Nell'osservare i campioni di PB, di
PBV e di PP TRICOL, UTRIDOC e TRITDOC al microscopio, si
e verificato che l'organizzazione generale della MEC & mantenuta, le
fibre collagene appaiono piu definite e compatte rispetto al tessuto non
decellularizzato e si distinguono spazi vuoti prima presumibilmente oc-
cupati dalla componente cellulare e da molecole “estratte” dal processo
di decellularizzazione, come i GAGs.

2. Microscopia Elettronica a Trasmissione (TEM). Le analisi al TEM con-
dotte sul PBV e sul PP prima e dopo decellularizzazione con metodo
TRITDOC, hanno confermato il compattamento delle fibre collage-
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ne che era stato grossolanamente osservato con la colorazione istologi-
ca H&E. Hanno inoltre evidenziato un maggior compattamento anche
delle fibre elastiche e un certo grado di “disfacimento” della MEC in
corrispondenza della superficie del tessuto.

. Picrosirius Red e Microscopia a luce polarizzata. Il tessuto pericardico
e un materiale anisotropo, in cui i fasci di fibre collagene sono birifran-
genti. La birifrangenza e la scomposizione di un raggio di luce in due
raggi che avviene quando esso attraversa particolari mezzi anisotropi,
a seconda della polarizzazione della luce. Sfruttando questa proprieta
e osservando al microscopio a luce polarizzata sezioni di pericardio e
possibile evidenziare la disposizione spaziale dei fasci di fibre collagene.
Diverse zone anatomiche, Ventricolo Sinistro Anteriore (VsxANT), Ven-
tricolo Sinistro Posteriore (VsxPOST), Ventricolo Destro Anteriore (Vd-
xANT) e Ventricolo Destro posteriore (VdxPOST) del PBV e del PP,
sono state analizzate dopo colorazione con Picrosirius Red (che esalta la
birifrangenza naturale delle fibre collagene), utilizzando un microscopio
a luce polarizzata prima e dopo trattamento TRITDOC. Nel PBV e nel
PP Nativi si puo identificare una zona in cui le fibre collagene sono pre-
valentemente disposte parallele alla direzione di osservazione e i fasci
di fibre si organizzano a formare delle strutture ondulate chiaramente
distinguibili. Nel PBV questa zona e il VsxANT e nel PP il VdxANT.
Questa disposizione ¢ maggiormente “ordinata” rispetto a quella che si
riscontra nelle altre zone, in cui le fibre collagene si incrociano senza ave-
re una direzione preferenziale di organizzazione. Questa struttura delle
fibre collagene potrebbe avere degli effetti sulle proprieta meccaniche
delle diverse zone del tessuto pericardico analizzato. Nella prospettiva
di utilizzare questo biomateriale per la costruzione di bioprotesi valvo-
lari cardiache, e importante quindi studiare il suo comportamento se
sottoposto a situazioni di stress biomeccanico come quelle che si ve-
rificano durate il funzionamento valvolare cardiaco. Esso deve infatti
essere in grado di sopportare il “lavoro” svolto dalle valvole cardiache
per garantire alla protesi un corretto funzionamento e una lunga du-
rata ([42, [43], 20]. Attualmente, a seguito delle analisi condotte con la
microscopia a luce polarizzata, sono in corso degli esperimenti di stress-
strain (vedi Sez. dell'Introduzione) sulle diverse aree anatomiche
del PBV e del PP per comprendere come I’andamento (ondulato o me-
no) dei fasci di fibre collagene influisca sulle proprieta meccaniche del
tessuto sia prima che dopo decellularizzazione con metodo TRITDOC.
Il trattamento TRITDOC ha avuto infatti delle conseguenze sull’orga-
nizzazione dei fasci di fibre collagene che potrebbero aver portato a un
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cambiamento nelle proprieta di resistenza meccanica del tessuto.

Nel PBV TRITDOC l'osservazione alla luce polarizzata, ha evidenzia-
to un incremento della disposizione ondulata del collagene in tutte le
zone anatomiche considerate. Inoltre, mentre nel tessuto Nativo i fa-
sci di fibre appaiono di colore prevalentemente verde, nel PBV TRIT-
DOC la colorazione e in prevalenza rosso-arancione. Dati presenti in
letteratura, suggeriscono che questa variazione di colorazione visibile
al microscopio a luce polarizzata, potrebbe indicare un cambiamento
nell’organizzazione strutturale delle fibre del collagene [139].

Nel PP vi e stato un cambiamento analogo. La modificazione pero
¢ stata meno evidente. I campioni Nativi presentavano gia una colo-
razione prevalentemente arancione-rosso dei fasci delle fibre collagene.
Questo pattern e stato accentuato dal trattamento di decellularizza-
zione. L’andamento ondulato e piu regolare delle fibre collagene nel
VAxANT e in alcune zone del VdxPOST, sembra invece sia stato in
parte perduto. I test meccanici che si stanno eseguendo chiariranno
come i cambiamenti avvenuti nell’organizzazione della matrice abbia-
no influito sulle proprieta di resistenza allo stress meccanico del PBV
e del PP TRITDOC. E’ noto comunque, che 'architettura delle fibre
collagene del Pericardio mostra una variabilita all’interno dello stesso
sacco e tra sacchi pericardici diversi ([24]) come conseguenza delle forze
fisiologiche eterogenee a cui e sottoposto il tessuto. In genarale i siti
ottimali scelti per la produzione di bioprotesi valvolari cardiache, so-
no quelli in cui vi ¢ una bassa variazione nell’orientamento delle fibre
collagene ([24]). Anche per la produzione e i test odierni delle Percuta-
neous Aortic Valve (PAVs) vengono usate quelle aree del PB e del PP
in cui le fibre collagene sono allineate prevalentemente in una direzione,
poiche posseggono delle proprieta meccaniche superiori alle altre zone
[T40]. Quindi teoricamente secondo le nostre analisi, il VsxANT per il
PBV e il VdxAT per il PP sono le due zone ideali dal punto di vista
dell’orientamento delle fibre collagene.

Come descritto, il trattamento di decellularizzazione ha avuti effetti in
parte diversi sul PBV e sul PP. Nel valutare questo bisogna tenere conto
anche del fatto che i tessuti nativi di partenza provenivano da animali
non ancora adulti nel caso del PBV e da animali invece gia “maturi”
nel caso del PP. Il colore (e quindi le proprieta di Birifrangenza) con
cui appaiono le fibre collagene colorate con il Picrosirius Red ed osser-
vate al microscopio a luce polarizzata, varia in tessuti di animali adulti
rispetto a quelli di animali “giovani” [139]. In particolare il collage-
ne non ancora “maturo” appare verde-giallo mentre quello “maturo”
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arancione-rosso. Questo indica che con il processo di maturazione del
tessuto connettivo cambia l'organizzazione spaziale, e il grado di “ad-
densamento”, delle fibre collagene. Questo potrebbe spiegare perche
il PBV Nativo presentava una colorazione in prevalenza verde, mentre
il PP Nativo una colorazione in prevalenza arancione-rossa. La varia-
zione di colorazione avvenuta dopo decellularizzazione ha portato un
aumento della Birifrangenza del collagene in tutti i campioni di PBV e
PP (colorazione arancione-rossa). Questo cambiamento non puo essere
dovuto a una “maturazione” fisiologica delle fibre collagene, ma ¢ pro-
babilmente da attribuire all’aumento del compattamento e quindi della
densita delle fibre stesse, avvenuto sul PBV e sul PP dopo trattamen-
to TRITDOC. E’ riconosciuto infatti, che fibre piu spesse, formate da
fibrille pit densamente impaccate, colorate con Picrosirius Red presen-
tano alla luce polarizzata un colore arancione-rosso, mentre le fibre piu
sottili, formate da fibrille meno addensate, presentano una colorazione
giallo-verde [I139]. Come visto, un presumibile aumento del compatta-
mento delle fibre collagene era stato messo in evidenza per mezzo della
colorazione con H&E e attraverso le analisi con il TEM e, come vedre-
mo in seguito nel corso di questa trattazione, verra evidenziato anche
con le prove fisiche condotte sul tessuto pericardico.

. Immunoistochimica (IHC). La presenza e distribuzione del Collagene
I, dell’elastina e del Collagene IV nel tessuto pericardico e stata valu-
tata sul PB prima e dopo decellularizzazione UTRIDOC, utilizzando
la “marcatura” con Anticorpi specifici. Quello che si e evidenziato e
che questa “marcatura” si mostra meno intensa nei campioni decellu-
larizzati, in particolare per 'elastina. E’ probabile che questa minore
reattivita sia stata causata dalla perdita o dal “mascheramento”, in
seguito al processo di decellularizzazione, di siti specifici a cui si lega-
no gli anticorpi usati per le analisi di IHC. L’addensamento delle fibre
collagene e dell’elastina potrebbero, per esempio, essere state causa di
questa condizione.

Per quanto riguarda quindi la capacita o meno di mantenere inalterata
la struttura della MEC possiamo dire che il metodo di decellularizzazione
che ¢ stato maggiormente valutato da questo punto di vista e stato il meto-
do TRITDOC, in quanto metodo non ancora studiato per la produzione di
scaffolds per la TEHV. Inoltre, abbiamo voluto confrontare gli effetti che que-
sto protocollo di decellularizzazione produceva sul tessuto pericardico, con
quelli evidenziati su radici aortiche porcine (risultati in pubblicazione). Le
nostre analisi del PBV e del PP prima e dopo trattamento TRITDOC hanno
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mostrato che il protocollo mantiene ’organizzazione generale della MEC pe-
ricardica, provocando pero I’addensamento delle fibre collagene e delle fibre
elastiche, una esigua variazione nella disposizione spaziale delle fibre collage-
ne in alcune aree del tessuto e la “disgregazione” dello stesso a livello delle
superfici sierosa e fibrosa. D’altronde, quest’ultima condizione potrebbe non
essere stata causata dal trattamento, ma dal procedimento utilizzato per la
preparazione dei campioni per le osservazioni al TEM. In ogni modo, per va-
lutare se queste modificazioni siano influenti sulle proprieta meccaniche del
tessuto sono in corso, come accennato precedentemente, dei test di Stress-
Strain. Solo queste ulteriori analisi ¢i permetteranno di capire se le diverse
aree anatomiche (VsxANT, VsxPOST, VAXANT e VdxPOST) del PBV e del
PP TRITDOC abbiano diverse proprieta meccaniche. In base a questo, suc-
cessivamente si potranno indirizzare i nuovi esperimenti (di semina cellulare
per esempio) in modo da aumentare le possibilita di selezionare il tessuto (e
la zona) piu adatto quale biomateriale di partenza per la TEHV.

Le caratteristiche strutturali della MEC del tessuto pericardico UTRI-
DOC e TRICOL sono invece state valutate attraverso le analisi istologiche
con la colorazione H&E e le analisi IHC. Possiamo quindi fare solamente del-
le considerazioni “grossolane” sugli effetti che questi protocolli hanno avuto
sull’organizzazione della matrice del PB. I’ H&E e la marcatura anticorpale
mostrano che non c’e stata una evidente disorganizzazione delle componen-
ti della MEC, ma non avendo analisi piu approfondite a disposizione, come
analisi al TEM o alla luce polarizzata, non possiamo valutare con accuratezza
i cambiamenti avvenuti nel PB UTRIDOC e TRICOL. Anche se attualmen-
te ci stiamo concentrando sul metodo di decellularizzazione TRITDOC, gli
studi proseguiranno anche sugli altri metodi di decellularizzazione come il
metodo TRICOL. Il protocollo UTRIDOC é stato invece momentaneamente
“abbandonato”. Nonostante non comporti apparentemente dei cambiamenti
importanti nella struttura delle MEC del PB, studi precedentemente condotti
hanno mostrato come questo procedimento, se paragonato al protocollo TRI-
COL per esempio, abbia un maggiore effetto di “estrazione” di componenti
della MEC (Collagene, Elastina e GAGs). Tutti e tre i metodi producono, in
ogni modo, una matrice piu “porosa” rispetto a quella del tessuto pericardico
nativo. Questo e dovuto in parte all’eliminazione della componente cellulare,
in parte alla perdita di componenti della MEC (Collagene, Elastina e GAGs),
e con molta probabilita, anche all’'impaccamento delle fibre collagene e delle
fibre elastiche. La “porosita” dei biomateriali per Ingegneria Tissutale (TE)
e una caratteristica molto importante per permettere alle cellule, in-vitro o
in-vivo, di colonizzare lo scaffolds entrando al suo interno [141]. In alcuni
studi, accanto al protocollo di decellularizzazione vengono utilizzati specifici
agenti, come 'acido acetico, proprio per aumentare la porosita della matrice
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e quindi incrementare la penetrazione cellulare [I41]. I protocolli di decellu-
larizazione UTRIDOC, TRICOL e TRITDOC mostrano quindi anche delle
proprieta di aumento della porosita del PB, del PBV e del PP. Per verifica-
re che questa porosita fosse effettivamente vantaggiosa per 'attecchimento
cellulare e la colonizzazione del tessuto da parte delle cellule, il lavoro di que-
sta tesi ha compreso anche degli esperimenti preliminari di semina in-vitro.
Questi esperimenti ci hanno posto di fronte a diverse problematiche, come la
scelta della tipologia di cellule da seminare.

La scelta della popolazione cellulare da utilizzare in TEHV ¢ infatti di
fondamentale importanza. Innanzittutto, per evitare risposte immunitarie
dell’organismo in cui la futura protesi valvolare verra impiantata, le cellu-
le devono essere di origine umana, idealmente dello stesso paziente in cui
verra impiantata la valvola. Poi, le cellule seminate dovrebbero essere in
grado di colonizzare lo scaffold andando a formare un endotelio che ricopra il
tessuto ingegnerizzato e differenziandosi nei tipi cellulari normalmente pre-
senti all’interno della matrice delle valvole native, come i miofibroblasti, le
cellule muscolari liscie e i fibroblasti [34]. Le cellule utilizzate sperimental-
mente possono essere cellule differenziate come quelle appena citate, o meno
differenziate come cellule endoteliali progenitrici circolanti (EPCs) o cellule
staminali come le cellule mesenchimali [142] [113].

Nel nostro caso volevamo innanzittutto verificare che i PB UTRIDOC
e TRICOL, con cui avevamo cominciato a lavorare, non fossero citotossi-
ci. Nel tessuto decellularizzato possono infatti rimanere residui di detergenti
provenienti dal protocollo di decellularizzazione utilizzato. Questi residui se
presenti in sufficiente quantita possono provocare la morte delle cellule che
vengono a contatto con il tessuto. Per questo inizialmente per le semine
cellulari non sono state utilizzate cellule di origine umana ma sono stati uti-
lizzati fibroblasti isolati da PB (Pericardiociti). Prendendo in considerazione
dati presenti in letteratura [101, [120], le cellule sono state seminate a due
differenti densita (750mila e 2milioni di cellule/cm?) in presenza o meno di
Siero Fetale Bovino (FBS), in modo da verificare quale fosse quella che pro-
duceva un’adesione e/o una migrazione cellulare migliore. Inoltre il tempo
di semina ¢ stato di 6h e 18h per valutare I’adesione delle cellule al tessuto e
di 7 giorni per verificare una possibile migrazione delle cellule nella MEC.

Le semine su PB UTRIDOC hanno mostrato che a 6h e a 18h le cellule
aderiscono alla superficie sierosa in modo similare per entrambe le densita di
semina, con o senza FBS. A 7 giorni i Pericardiociti sono presenti al di sotto
della superficie sierosa, all'interno della MEC del PB UTRIDOC e TRICOL.
Qualitativamente questa infiltrazione iniziale sembra essere migliore alla den-
sita di semina di 750mila cellule/cm? e simile per i due tipi di scaffolds pe-
ricardici utilizzati. Le analisi di Immunoistochimica (IHC) inoltre, hanno
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mostrato che i Pericardiociti adesi alla superficie dei pericardi decellulariz-
zati e che sono migrati al loro interno, esprimono la proteina Procollagene I.
Questo indica che le cellule mantengono un metabolismo attivo anche quan-
do presenti sul e nel tessuto. Nonostante questi esperimenti posseggano delle
limitazioni dovute al fatto che le cellule utilizzate appartengono alla stessa
specie animale che ha fornito lo scaffolds di semina, essi hanno fornito delle
indicazioni incoraggianti. Innanzittutto i trattamenti di decellularizzazione
non sembravano lasciare nella matrice sostanze citotossiche o perlomeno non
in quantita tale da determinare la morte dei Pericardiociti. Inoltre queste
cellule, non solo aderiscono alla superficie di semina del tessuto, ma iniziano
a infiltrarsi tra le fibre del connettivo. La penetrazione delle cellule nelle ma-
trici degli scaffolds per TEHV & una condizione fondamentale per creare una
bioprotesi che sia vitale e responsiva nei confronti degli stimoli biomeccanici
a cui e sottoposta. In particolare i fibroblasti e i miofibroblasti sono le prin-
cipali cellule che secernono e rimodellano la matrice extracellulare nei lembi
valvolari cardiaci [I13]. E’ quindi fondamentale che siano presenti all’in-
terno del tessuto ingegnerizzato per la costruzione delle bioprotesi valvolari
cardiache. La loro attivita di secrezione e rimodellamento del collagene e del-
I’elastina consentirebbe alla bioprotesi di rispondere agli stimoli meccanici e
patofisiologici dell’organismo.

A questo punto, grazie a una collaborazione con il dipartimento di In-
gegneria chimica, si delineava la possibilita di continuare gli esperimenti di
semina cellulare con Pericardiociti trattando il PB UTRIDOC con una se-
quenza peptidica adesiva sintetica. Questo trattamento poteva aumentare
I’adesione e/o la migrazione dei fibroblasti nel tessuto, diminuendo anche la
densita cellulare necessaria nelle semine (condizione vantaggiosa nell’eventua-
lita di utilizzo di cellule difficilmente reperibili e/o particolarmente delicate
quando coltivate in vitro). Il peptide che avevamo a disposizione contene-
va quattro sequenze amminoacide RGD (arginina, glicina, acido aspartico).
Questa sequenza ¢ naturalmente presente in molecole del tessuto connettivo
come il collagene e la fibronectina e viene riconosciuta dalle cellule attraver-
so le integrine, che la legano [143]. Questa interazione ¢ fondamentale per
I’adesione e il comportamento cellulare cosi come per il signalling del ciclo
cellulare. Inoltre, la sequenza RGD e la sequenza piu usata per stimolare
I’adesione cellulare su superfici artificiali e su biomateriali anche in ambito
cardiovascolare [132], 130} 131l 133]. La coniugazione di peptidi che con-
tengono questa sequenza, su scaffolds per 'ingegneria tessutale delle valvole
cardiache potrebbe migliorare 'efficenza dell’adesione e della proliferazione
cellulare [141]. Per quanto riguarda il peptide che abbiamo valutato per il
proseguimento del lavoro, era stato testato per la sua capacita di aumenta-
re I'adesivita cellulare in vitro e in vivo utilizzando superfici biomimetiche,
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cellule osteoblastiche ed endoteliali [144], 131], [145] 146]. Per cui dopo aver
valutato la compatibilita del procedimento di coniugazione del peptide al PB
UTRIDOC, sono iniziate le semine cellulari, utilizzando due quantitativi di
cellule nettamente inferiori (100mila e 50mila cellule/cm?) rispetto a quelli
utilizzati precedentemente sul tessuto non coniugato con peptide [147, [148].
Inoltre si ¢ deciso di valutare I’adesione a poche ore dalla semina (30 minuti
e 3h), in modo da capire la “cinetica” con cui avveniva questo processo. La
valutazione dell’adesione e stata fatta attraverso preparati istologici quindi in
termini qualitativi. A 30 minuti con entrambe le densita di semina le cellule
aderiscono alla superficie sierosa sia al PB non trattato sia al PB trattato
con il peptide adesivo, anche se non formano uno strato continuo. A 3h i Pe-
ricardiociti invece, formano un monostrato continuo di cellule sulla superficie
degli scaffolds funzionalizzati con il peptide, mentre questo non avviene sul
PB UTRIDOC di controllo in cui le cellule adese formano uno strato discon-
tinuo. Sembra quindi che dopo 3h i Pericardiociti traggano vantaggio dalla
presenza del peptide sulla superficie del PB UTRIDOC rimanendo presenti
in numero maggiore rispetto alla superficie del PB UTRIDOC di controllo.
Le analisi di THC hanno comunque mostrato che in entrambi i tipi di PB le
cellule sono metabolicamente attive ed esprimono Procollagene I.

Il peptide adesivo sintetico che abbiamo utilizzato sembra quindi avere
delle potenzialita nell’aumentare ’adesione cellulare sullo scaffolds pericar-
dico studiato. Ulteriori studi dovranno essere condotti per confermare le
nostre osservazioni, in particolare utilizzando PB decellularizzato con altri
metodi come il TRICOL e il TRITDOC e seminato con altre tipologie cellu-
lari, possibilmente di origine umana. In particolare, dato che questo peptide
rimane legato alla superficie del PB decellularizzato, potrebbe essere utile
nel promuovere 1’adesione di cellule endoteliali. Nell'Ingegneria Tissutale
delle valvole cardiache (TEHV) vengono ampiamente utilizzate cellule va-
scolari endoteliali umane di diversa origine come cellule vascolari periferiche
[?7,1149], cellule vascolari del cordone ombelicale [I50] [I51], cellule endoteliali
da sangue di cordone ombelicale [126], cellule endoteliali progenitrici (EPCs)
[TO1] cellule endoteliali isolate dalla vena safena (HSVEC) [152] 147], cellule
endoteliali venose ombelicali (HUVEC) [148]. Il motivo per cui questo ti-
po di cellule viene ampiamente utilizzato nelle semine in vitro e che la loro
presenza sulla superficie degli scaffolds per ingegneria tissutale li dovrebbe
rendere antitrombotici [120, 121} 122]. Questa proprieta ¢ fondamentale per
le bioprotesi valvolari ingegnerizzate per impedire il loro deterioramento e
garantire la loro funzionalita una volta che siano state impiantate. I fenome-
ni trombotici (cosi come quelli infiammatori) deriverebbero dall’esposizione
delle componenti della matrice tissutale della protesi stessa o da una sua
endotelizzazione inadeguata [153], [124]. Questo puo avvenire soprattutto in
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quei casi in cui i procedementi di decellularizzazione utilizzati non preservino
la membrana basale del tessuto [122, 110, [79]. Nel nostro caso abbiamo visto
che dopo trattamento UTRIDOC il Collagene IV della membrana basale era
ancora presente a livello della superficie sierosa del PB, dove sono stati semi-
nati i Pericardiociti. Questa puo essere stata una condizione che ha permesso
I’adesione delle cellule e rappresenta una indicazione positiva sui trattamenti
di decellularizzazione che abbiamo utilizzato.

Considerando questi aspetti e avendo a disposizione Human Umbilical
Vein Endothelial Cell (HUVEC), si ¢ deciso di continuare gli esperimenti di
semina cellulare su PB decellularizzato UTRIDOC e TRITDOC utilizzando
queste cellule. Inizialmente sono stati eseguiti esperimenti per valutare le
migliori condizioni sperimentali per la semina sul PB UTRIDOC (analoga-
mente a quanto era stato fatto con i Pericardiociti). Le densita di semina
erano 100mila e 50mila cellule/cm? per 1h, 3h e 5h. Le HUVEC utilizza-
te sono state inoltre seminate a diversi passaggi cellulari (p3, p5 e p9). La
valutazione dell’adesione cellulare e avvenuta attraverso analisi istologiche
con H&E e attraverso test colorimetrici di Adesione (Landegren) e Vitalita
(MTT). Le analisi istologiche hanno mostrato che per tutte le condizioni con-
siderate le HUVEC non formavano un monostrato continuo sulla superficie
di semina del PB UTRIDOC, ma aderivano solamente in alcuni punti del
tessuto. Il test di adesione Landegren condotto ai tempi di semina di 1h e
3h ha evidenziato che a 1h il numero di HUVEC al passaggio p3 e p5 che
aderisce al PB UTRIDOC ¢ paragonabile, mentre quello delle HUVEC p9
e significativamente inferiore. A 3h dalla semina, il numero di cellule adese
decresce in maniera significativa all’aumentare del passaggio cellulare. Que-
sto indica che HUVEC piu “vecchie” hanno una capacita minore di aderire
al PB UTRIDOC e che questa condizione ¢ maggiormente visibile dopo la
prima ora di semina, probabilmente a causa di un processo cellulare graduale
di adattamento in cui le HUVEC piu “giovani” riescono ad aderire meglio
al tessuto. Il test di adesione Landegren condotto su cellule HUVEC adese
su piastra ha mostrato invece una tendenza opposta. Il numero di HUVEC
che aderisce al substrato ¢ maggiore all’aumentare del passaggio cellulare.
Questo e evidente in particolar modo a 3h dalla semina cellulare, ma & pre-
sente anche ad 1h. Supponiamo che questo differente comportamento che
le HUVEC mostrano in realta sia dovuto al test colorimetrico che abbiamo
utilizzato. E’ noto infatti che le cellule HUVEC coltivate su piastra vanno
incontro a una senescenza progressiva [I54] con il passare del tempo in col-
tura. E quindi, presumibilmente anche a una capacita minore di “reagire” a
stimoli come quelli di adesione. Nel test di Landegren [I55] viene sfruttata
I’attivita delle esosaminidasi lisosomiali delle cellule vitali. La soluzione di
reazione del Test contiene un substrano cromogeno che viene convertito da
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questi enzimi. L’intensita della colorazione del prodotto della reazione puo
essere misurata allo spettrofotometro a una determinata lunghezza d’onda.
Questa intensita e riportata essere proporzionale al numero delle cellule che
hanno convertito il substrato cromogeno [155]. In realta possono verificarsi
dei casi in cui 'attivita misurata delle esosaminidasi lisosomiali & pitu elevata
non perche il numero di cellule adese € maggiore, ma perche ogni singola
cellula ¢ piu attiva [I55]. Probabilmente il PB UTRIDOC ¢ un substrato
che riesce ad attivare in maniera minore gli enzimi lisosomiali delle cellule
HUVEC che sono pit senescenti. La coltivazione su piastra invece, ha I'ef-
fetto opposto anche se non necessariamente comporta un numero maggiore
di cellule adese.

Visto che le HUVEC, restando in coltura per 1h e 3h, non riuscivano a for-
mare uno strato continuo sulla superficie di semina del PB UTRIDOC, abbia-
mo deciso di aumentare i tempi a 24h e 7 giorni, mantenendo una densita di
semina di 50mila cellule/cm? e di utilizzare come substrato anche il PB decel-
lularizzato con metodo TRITDOC. All’analisi istologica dopo 24h, si osserva
la presenza di cellule sulla superficie sierosa, ma sono presenti in maniera
discontinua. Dopo 7 giorni le HUVEC sul PB TRITDOC formano un mono-
strato continuo mentre quelle sul PB UTRIDOC, anche se visibili e adese in
numero maggiore rispetto alle 24h, non riescono ancora a formarlo. L’IHC ha
inoltre evidenziato che lo strato di HUVEC adese esprime il Von Willebrand
Factor e il CD31, due marcatori di fenotipo endoteliale. Al tempo di semina
di 7 giorni e stato eseguito anche il Test colorimetrico MTT. Analogamente al
test di Landegren, questo test sfrutta l'attivita enzimatica delle cellule vitali
per convertire un substrato incolore in un prodotto colorato, la cui intensita di
colorazione puo essere misurata spettrofotometricamente. In questo caso gli
enzimi “sfruttati” sono le deidrogenasi mitocondriali che trasformano 'MTT
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyl-tetrazolium-bromide) in formaza-
no. In letteratura e’ riportato che I’assorbanza del prodotto della reazione
¢ proporzionale al numero di cellule ma che cellule attivate (come linfociti
T attivati dall’interleuchina-2) possono produrre piu formazano rispetto a
cellule non attivate, anche in assenza di proliferazione [I56]. II test MTT
(e il suo analogo MTS) viene utilizzato frequentemente negli esperimenti di
ingegneria tissutale delle valvole cardiache, per valutare la vitalita e/o lo
stato di proliferazione delle cellule seminate sugli scaffolds [157, 120, 112] e
in alcuni casi anche per valutare il numero effettivo di cellule aderenti [158].
Nel nostro caso abbiamo osservato che a 1h di semina il numero di cellule
HUVEC che aderiva al PB UTRIDOC e TRITDOC era paragonabile men-
tre a 7 giorni il numero era significativamente superiore sul PB TRITDOC
rispetto al PB UTRIDOC. Quindi il Test MTT confermava le osservazioni
fatte attraverso i preparati istologici. Da questi esperimenti abbiamo potuto
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evidenziare che il PB TRITDOC & un substrato piu adatto per ’adesione
delle cellule HUVEC rispetto al PB UTRIDOC. Con tutta probabilita la
presenza del TauroDeOssiColato (TDOC) rispetto al DeOssiColato (DOC) e
il motivo di questo. Il DOC e un detergente che viene eliminato piu difficil-
mente dal tessuto rispetto al TDOC e forse esso possiede un certo grado di
tossicita nei confronti delle HUVEC (tossicita che non era stata evidenziata
seminando i pericardiociti) [159, [87]. Attraverso queste prove di semina cellu-
lare, abbiamo quindi voluto valutare in maniera preliminare se i protocolli di
decellularizzazione UTRIDOC, TRICOL e TRITDOC producessero un PB
adatto ad essere ricellularizzato e quindi utilizzato nella TEHV. Dai risultati
ottenuti si puo affermare innanzittutto, che tutti e tre i protocolli consentono
I’adesione cellulare e non sono citotossici. I1 PB UTRIDOC e TRICOL sono
inoltre degli scaffolds in cui cellule fibroblastiche bovine invadono la MEC.
Il confronto tra PB UTRIDOC e TRITDOC ha poi mostrato che il secon-
do substrato ¢ piu adatto alla formazione di uno strato endoteliale quando
vengono utilizzate cellule HUVEC. I metodi di decellularizzazione utilizzati
soddisfano, almeno in maniera preliminare, il requisito di creare uno scaffolds
adatto alla ricellularizzazione e che non contiene sostanze citotossiche.
Visto che il PB TRITDOC si era rivelato cosi promettente per il potenzia-
le di endotelizzazione, sono stati approfonditi gli effetti di questo trattamento
sul PBV e sul PP. In particolare sono state prese in considerazione le variazio-
ni di alcune caratteristiche fisiche dei tessuti dopo decellularizzazione. Questo
tipo di indagini erano gia state condotte dopo I’applicazione del protocollo
TRITDOC a radici aortiche porcine. Abbiamo ritenuto quindi opportuno
indagare anche le caratteristiche fisiche del tessuto pericardico perche esse
possono influenzarne le proprieta meccaniche. Sono stati analizzati lo spes-
sore, la densita e il contenuto d’acqua. Come per le analisi condotte con la
microscopia a luce polarizzata, allo stesso modo i Pericardi analizzati sono
stati suddivisi in quattro zone (VsxANT, VsxPOST, VdxANT e VdxPOST)
per meglio individuare quella che possedesse le caratteristiche ideali per la
costruzione di una TEHV. Questa scelta e stata fatta anche in base a dati
presenti in letteratura. In questi studi, il PBV veniva suddiviso in diverse
aree e venivano studiati lo spessore e la distribuzione delle fibre collagene e in
alcuni casi la correlazione esistente con la resistenza meccanica [85] 160 24].
Il nostro studio ci ha permesso di stimare che il PBV Nativo ha uno spes-
sore medio di 0,0526+0,0052 cm, con variazioni non significative (p>0,05)
tra lo spessore medio delle diverse aree anatomiche considerate (VsxANT,
VAxANT, VsxPOST, VdxPOST). Anche se non significativamente diverso,
lo spessore medio dell’area che ricopre il VdxANT risulta maggiore rispetto
a quello delle altre aree. Questo dato non e inaspettato dato che la vicinanza
di questa zona ai legamenti sterno—pericardici determina un incremento dello
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spessore del tessuto. Nonostante questo, bisogna tener conto anche dell’ele-
vata variabilita che esiste tra i sacchi pericardici di diversi animali (variabi-
lita inter-individuale). Nella nostra analisi le differenze inter-individuali dello
spessore medio si sono dimostrate significative (p<0,05). L’area che ha dimo-
strato la maggiore variabilita e stata quella che ricopre il VdxANT, con uno
spessore che varia tra 0,0362 cm e 0,848 cm, (Varianza 2,5E-0,4), mentre quel-
la che ha evidenziato una maggiore uniformita di spessore ricopre il VsxANT,
e presenta degli spessori che variano tra 0,0341 cm e 0,0608 cm (Varianza
1,5E-0,5). La variabilita inter-individuale dello spessore osservata nel tessuto
nativo si & mantenuta significativa (p<0,05) anche dopo trattamento. L’area
che ricopre il VAXANT presenta una variabilita maggiore (0,0343-0,0856 cm,
con Varianza 1,2E-0,4) rispetto a tutte le zone considerate, mentre quella al
di sopra del VsxANT mostra una variabilita inferiore (0,0367-0,0534 cm con
Varianza 2,3E-0,5). Questi dati sullo spessore sono supportati da precedenti
valutazioni di Trowbridge [85], Simionescu [160] e Hiester [24] che rilevarono
aree di tessuto piu spesse in prossimita dei legamenti sterno—pericardici e
aree con maggiore uniformita di spessore al di sopra del Vsx, soprattutto in
prossimita della regione apicale. Dopo trattamento TRITDOC, lo spessore
medio del PBV ¢ risultato di 0,0488+0,0086 c¢m, senza significative (p>0,05)
differenze tra le varie aree considerate. La decellularizzazione non sembra
quindi aver modificato significativamente lo spessore del tessuto. Escluden-
do I'area che ricopre il del PBV e del PP prima e dopo decellularizzazione
TRITDOCVdxPOST, dove si e registrata una lieve tendenza all’aumento
dello spessore dopo decellularizzazione, nelle altre aree considerate si ¢ regi-
strata una tendenza statisticamente significativa (p<0,05) alla diminuzione
dello spessore, del -9,73+5,15% dopo trattamento TRITDOC. Questa ten-
denza alla diminuzione dello spessore nelle singole aree ¢ molto interessante
se consideriamo gli scopi di questo studio: individuare quale siano il tessu-
to e la zona anatomica del tessuto pericardico bovino e porcino, piu adatti
ad essere utilizzati come biomateriali nella TEHV. Il PB utilizzato per la
costruzione di bioprotesi valvolari cardiache impiantate chirurgicamente ha
uno spessore medio di 0,04 cm e quello utilizzato per le Percutaneous Aortic
Valves (PAVs) uno spessore di 0,025 cm. Le nostre misurazioni indicano dei
valori leggermente superiori a 0,04 cm, ma indicano anche un’elevata varia-
bilita inter-individuale dei sacci pericardici e una tendenza alla diminuzione
dello spessore dopo trattamento TRITDOC. Si puo quindi pensare che, per
quanto riguarda lo spessore del tessuto, il PBV TRITDOC potrebbe rappre-
sentare uno scaffolds promettente per la TEHV in particolare per le PAVs che
necessitano spessori tali da consentire alla valvola, (eventualmente costrui-
ta a partire dal tessuto decellularizzato) di essere compressa e introdotta
in cateteri di piccolo diametro. Selezionando le aree del PBV meno spesse
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prima e dopo trattamento TRITDOC e aggiungendo il trattamento utilizza-
to industrialmente per omogeneizzare e comprimere il tessuto, si potrebbero
ottenere degli scaffolds maggiormente adatti per le PAVs rispetto a quelli
fissati in glutaraldeide attualmente utilizzati. Nonostante pero uno spessore
minore possa costituire un vantaggio per la costruzione di PAVs potrebbe
anche rappresentare una limitazione per la resistenza meccanica del tessuto.
Sembra infatti che minore sia lo spessore con cui vengono costruiti i lembi
delle PAVs, minore sia la resistenza del tessuto allo stress meccanico [69].
Continuando con I’analizzare le proprieta fisiche del PBV, vediamo che la
sua densita media e risultata di 1,049+0,0035 g/ml. Nonostante non si sia re-
gistrata una differenza significativa (p>0,05) dei valori medi di densita tra le
varie aree, la sua variabilita inter-individuale & piuttosto marcata (p<0,05).
Come nel caso dello spessore, ’area con variabilita maggiore della densita e
risultata al di sopra del VAxANT (1,043-1,056 g/ml, con Varianza 1,9E-0,5),
mentre quella con variabilitda minore ricopre il VsxANT (1,044-1,056 g/ml,
con Varianza 4,4E-0,6). Dopo decellularizzazione, la densita media & risul-
tata 1,05740,0028 g/ml, con un incremento medio di +0,61+0,05%, rispetto
alla densita del tessuto nativo. Tale aumento della densita media dopo trat-
tamento ¢ risultato significativo (p<0,05), anche se in valore assoluto non era
molto elevato (da 1,049 a 1,057 g/ml). La variabilita inter-individuale della
densita sembrerebbe ridursi dopo trattamento (p>0,05), tranne che per l'a-
rea che ricopre il VsxANT. Quest’area possedeva gia prima del trattamento
TRITDOC una ridotta variabilita intrinseca (1,045-1,064 g/ml, con Varian-
za 6,2E-0,6) rispetto alle altre aree considerate. La densita sembrerebbe
essere fortemente influenzata da fattori individuali, che verrebbero unifor-
mati dalla decellularizzazione, rendendo il tessuto pitt omogeneo per questa
caratteristica fisica, al contrario di quello che e stato osservato per lo spessore.
Per quanto riguarda la terza caratteristica fisica presa in esame, abbiamo
rilevato un contenuto d’acqua medio nel PBV nativo di 81,8341,052% rispet-
to al peso umido del tessuto, senza differenze significative tra i valori medi
delle varie aree del tessuto. Le differenze inter-individuali risultano tuttavia
significative (p<0,05) nel caso delle zone che ricoprono il VsxANT e il Vdx-
POST. Mentre nelle aree del tessuto che rivestono il VsxPOST e il VAxANT,
la diversita del contenuto d’acqua tra i diversi animali non risulta significa-
tiva (p>0,05). Dopo trattamento TRITDOC, il contenuto d’acqua medio
del PBV risulta di 78,40+1,695%, con una riduzione media del -4,1640,76%,
statisticamente significativa (p<0,05) in tutte le aree considerate. Questa ri-
duzione del contenuto d’acqua potrebbe spiegare 'incremento di densita e la
lieve diminuzione dello spessore osservate. La variabilita inter-individuale del
contenuto d’acqua del tessuto invece, sembra essere incrementata dalla decel-
lularizzazione, soprattutto nei settori nelle zone del VsxPOST (51,97-79,70%,
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con Varianza 38,4) e il VdxPOST (74,00-91,25%, con Varianza 67,2).

In conclusione, nel PBV il trattamento TRITDOC causa una lieve ridu-
zione dello spessore (p>0,05), un incremento della densita (p<0,05) e una
parziale disidratazione del tessuto (p<0,05). Queste modifiche delle proprieta
fisiche, nell’insieme, potrebbero avere una ricaduta sulle proprieta meccani-
che del pericardio trattato, come ad esempio sulla sua resistenza alla trazione
e/o compressione. Questo, come gia discusso in precedenza, potrebbe a sua
volta influire sull'utilizzo del PBV TRITDOC per la futura realizzazione di
una TEHV. L’aumento della densita per esempio, potrebbe diminuire la re-
sistenza meccanica e la dimunizione della percentuale d’acqua del tessuto
potrebbe portare a un tessuto piu rigido e/o meno adatto al ripopolamento
cellulare. Questi effetti sono in corso di verifica, anche se non trattati in
questa tesi. Nonostante queste considerazioni possiamo affermare che dopo
trattamento TRITDOC, I'area del PBV con spessore, densita e contenuto
d’acqua piu costanti tra diversi animali e all’interno dello stesso sacco peri-
cardico, e quella che riveste il VsxANT. Secondo le nostre analisi, ipotizziamo
che questa zona sia una buona candidata come fonte di biomateriale per la
costruzione di TEHVs in quanto presenta una minore variabilita rispetto al-
le altre zone. Inoltre, in base al nostro campionamento il VsxANT risulta
essere anche quello con superficie maggiore.

Al contrario del PBV, attualmente in letteratura sono presenti solo pochi
studi sulle proprieta fisiche, meccaniche e ultrastrutturali del tessuto peri-
cardico porcino fissato in glutaraldeide o dopo decellularizzazione [161], [69].
L’interesse nei suoi riguardi ¢ cresciuto negli ultimi anni quale tessuto im-
piegato per la fabbricazione delle PAVs, impiantate con procedura TAVI. Lo
spessore minore del Pericardio Porcino (PP) ne rende piu agevole la com-
pressione sui cateteri di rilascio utilizzati per I'impianto della protesi per via
transfemorale retrograda o per via transapicale.

Dal nostro studio lo spessore medio del PP Nativo e 0,0189+0,0060 cm,
senza significative differenze tra i valori medi delle varie aree anatomiche
(p>0,05). Anche per questo tessuto si e riscontrata una significativa varia-
bilita inter-individuale (p<0,05), che sembra quindi essere prerogativa del
tessuto pericardico, a prescindere dalla specie di appartenenza. L’area che
presenta una maggiore uniformita dello spessore ¢ rappresentata da quel-
la che ricopre il VdxANT (0,0126-0,0250 cm, con Varianza 9,0E-0,6), men-
tre la zona con variabilita maggiore e rappresentata dall’area del VdxPOST
(0,0090-0,0372, con Varianza 2,6E-0,4). Dopo trattamento TRITDOC, lo
spessore medio del PP ¢ 0,019040,0079, sostanzialmente invariato rispetto
allo spessore del tessuto nativo (p>0,05). Tuttavia, le zone anteriori del PP
hanno mostrato una tendenza non significativa (p>0,05) all’incremento dello
spessore del +13,324+1,58% dopo decellularizzazione, mentre nelle zone po-
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steriori si e registrata una tendenza non significativa (p>0,05) alla riduzione
dello spessore del -13,4849,33% post-TRITDOC. Inoltre, tra le diverse aree
del PP, lo spessore medio non risulta significativamente diverso (p>0,05).
La variabilita inter-individuale dello spessore sembra essere accentuata dal
trattamento TRITDOC rispetto a quella osservata nel tessuto nativo, so-
prattutto per l'area che ricopre il VAxANT, che presenta la variabilita di
spessore maggiore dopo decellularizzazione (0,0103-0,0440 cm, con Varian-
za 2,1E-0,5). L’area che invece presenta uno spessore pitt omogeneo dopo
trattamento & quella che ricopre il VsxANT (0,0113-0,0434 c¢m, con Varianza
1,2E-0,5). I dati dello spessore del PP ottenuti con le nostre misurazioni,
concordano con quelli presenti in letteratura [69] e supportano le motivazioni
dell’utilizzo del PP per la costruzione delle PAVs. Come gia visto infatti,
lo spessore tipico dei lembi in pericardio in una protesi di questo tipo e di
0,025 cm. Poiche questi spessori, anche se adatti alla costruzione di protesi
valvolari cardiache percutanee, sembrano diminuire la resistenza meccanica
del tessuto, attualmente sono in fase di studio, anche da parte del nostro
gruppo, le proprieta meccaniche del PP prima e dopo decellularizzazione
TRITDOC. Questo tipo di decellularizzazione anche se sembra mantenere
invariato lo spessore del PP, potrebbe influire su altre proprieta del tessuto
e quindi sulle sue proprieta meccaniche. Di seguito analizzeremo gli effetti
sulla densita e sul contenuto d’acqua.

La densita media del PP nativo e 1,05940,0058, senza significative dif-
ferenze dei valori medi tra le diverse aree anatomiche considerate (p>0,05).
I1 PP nativo risulta pit omogeneo per spessore e piu eterogeneo per densita,
con una significativa variabilita inter-individuale della densita (p<0,05). Do-
po trattamento TRITDOC la densita media e risultata 1,062+0,0080 g/ml
senza modifiche statisticamente significative (p>0,05) rispetto a quella regi-
strata nel tessuto nativo. L’unica area in cui si ¢ osservata una variazione
significativa (incremento del +0,95%) & quella che ricopre il VsxPOST. A dif-
ferenza del PBV, nel PP non si ¢ osservata un’omogeneizzazione della densita
dopo trattamento TRITDOC: la variabilita interindividuale del tessuto nati-
vo rimane significativa (p<0,05) anche dopo decellularizzazione, tranne che
per l'area al di sopra del VdxPOST. Infatti in questa zona la differenza di
densita tra diversi individui non risulta significativa (p>0,05).

Nel PP Nativo, il contenuto d’acqua medio ¢ 70,8746,306%, senza si-
gnificative differenze tra i valori medi delle varie aree considerate (p>0,05).
Per questo parametro fisico esiste una variabilita inter-individuale significa-
tiva (p<0,05) nelle aree di sinistra del tessuto, mentre in quelle di destra il
contenuto d’acqua risulta pitt omogeneo tra i diversi animali (p>0,05). Do-
po decellularizzazione, il contenuto d’acqua medio ¢ 64,59+8,128%, con una
riduzione significativa (p<0,05) del -7,80+2,88%, rispetto a quello del PP
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nativo. Considerando le aree anatomiche d’interesse, la riduzione del conte-
nuto d’acqua & significativa nel VAxANT e nel VsxANT (p<0,05), mentre
non e significativa (p>0,05) nel VdxPOST e nel VsxPOST, forse a causa di
una maggiore variabilita inter-individuale di queste aree.

In conclusione, dopo decellularizzazione del PP, lo spessore e il contenuto
d’acqua hanno subito un cambiamento diverso nelle aree anteriori e poste-
riori. Infatti, nelle aree del PP che rivestono i Vsx e dxANT lo spessore
medio tende ad aumentare dopo trattamento, anche se non significativa-
mente (p>0,05), mentre il contenuto d’acqua si riduce in modo evidente e
significativo (p<0,05). Al contrario, nelle aree del PP che rivestono i Vsx
e dxPOST lo spessore e il contenuto d’acqua si riducono in modo non si-
gnificativo (p>0,05). Infine dopo trattamento, la densita media del PP non
si & modificata significativamente (p>0,05). Tuttavia, nelle diverse aree del
tessuto si e registrato un cambiamento eterogeneo della densita media dopo
trattamento. Nella zona che riveste il VdxANT la densita media e risultata
invariata rispetto al controllo nativo, mentre nell’area al di sopra del VsxPO-
ST la densita ¢ aumentata significativamente (p<0,05) dopo decellularizza-
zione. Nelle restanti aree i cambiamenti di densita registrati dopo protocollo
TRITDOC sono risultati non significativi (p>0,05). Quindi, sembra che la
decellularizzazione riduca il contenuto d’acqua del tessuto e causi una ridu-
zione dello spessore parallela ad un incremento della densita nel VdxPOST
e nel VsxPOST del PP. Nel VAxANT e nel VsxANT, invece, lo spessore e la
densita sembrano essere maggiormente conservati dalla decellularizzazione,
rispetto al controllo nativo. L’area del PP nativo pitt omogenea per spessore,
densita e contenuto d’acqua sembra essere quella che ricopre il VAxANT.
Tuttavia il trattamento TRITDOC aumenta la variabilita inter-individuale
dei parametri fisici considerati in tutte le aree d’interesse, compresa quella al
di sopra del VdxANT. Tenendo in considerazione queste osservazioni, questa
zona del PP potrebbe essere piti adatta come fonte di materiale per la TE
delle valvole cardiache.

Mettendo a confronto le proprieta fisiche del pericardio delle due specie
di mammifero analizzate emerge che il PP presenta uno spessore significati-
vamente inferiore (p<0,05) rispetto al PBV, sia prima che dopo decellulariz-
zazione. La variabilita interindividuale dello spessore del PP e confrontabile
con quella del PB, anche dopo trattamento TRITDOC. Se consideriamo lo
spessore del tessuto quindi, il PP, dato il suo minore spessore, sembrerebbe il
tessuto pericardico piu adatto per la costruzione delle PAVs, consentendo il
crimpaggio della protesi su cateteri di calibro minore. Il PBV, invece, sareb-
be meglio candidato alla costruzione delle bioprotesi tradizionali o di PAVs
di diametro maggiore.

La densita media del PP, nativo e dopo trattamento, & superiore rispetto
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a quella registrata nel PBV nativo e TRITDOC. Questa differenza nel tessu-
to nativo delle due specie di mammifero e risultata significativa (p<0,05) per
tutte le aree considerate, tranne che per quella che riveste il VsxPOST, forse
a causa di una variabilita intraspecie troppo diversa per essere confrontata
tra PP e PBV. Nel tessuto trattato, la differenza di densita tra PP e PBV
e risultata significativa (p<0,05) solo per il VsxPOST, se si considerano le
diverse aree. Considerando la densita quindi, il PP risulta essere piu etero-
geneo e piu denso rispetto a quello bovino. Resta ancora da valutare se e
come questa differenza di densita dei due tessuti, prima e dopo trattamento
TRITDOC, possa riflettersi sulle proprieta meccaniche del PP e PBV. Ad
ogni modo, la densita dopo decellularizzazione aumenta in maniera significa-
tiva (p<0,05) per entrambi i Pericardi e questo conferma le osservazioni che
erano state fatte utilizzando la microscopia elettronica a trasmissione. Le
immagini al TEM avevano mostrato infatti delle fibre piu elettron-dense nel
PBV e nel PP TRITDOC.

Il contenuto d’acqua medio del PP, nativo e dopo decellularizzazione,
risulta inferiore rispetto a quello del PBV nativo e TRITDOC. Questa os-
servazione potrebbe essere alla base della sua minore densita rispetto al PP
e potrebbe riflettere la presenza di una maggiore quantita di GAGs. La va-
riabilita del contenuto d’acqua del PP risulta maggiore rispetto al PBV, sia
prima sia dopo trattamento. Questo fenomeno potrebbe pero essere dovuto
anche ad un maggiore errore sperimentale, legato alla difficolta superiore nel
maneggiare un tessuto cosi sottile quale il PP.

In accordo con le nostre osservazioni possiamo affermare che il protocollo
TRITDOC, quando applicato al PBV e al PP, induce un aumento signifi-
cativo della densita del PBV e una diminuzione significativa del contenuto
d’acqua di entrambi i tessuti.
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Capitolo 6

Conclusioni e prospettive
future

Con il lavoro di questa tesi sono stati testati i protocolli di decellularizzazione
UTRIDOC, TRICOL e TRITDOC, applicati a tessuti di origine xenogenica
quali il Pericardio Bovino (PB), il Pericardio Bovino di Vitello (PBV) e il
Pericardio Porcino (PP).

Tutti i protocolli sono risultati in grado di decellularizzare completamente il
PB, di preservare la struttura della Matrice Extracellulare (MEC) e creare
uno scaffold “poroso” potenzialmente adatto alla ricellularizzazione.

Esperimenti preliminari di semina cellulare hanno indicato che fibroblasti
bovini (Pericardiociti) sono in grado di aderire alla superficie sierosa ed en-
trare nella MEC dei PB UTRIDOC e TRICOL, rimanendo metabolicamente
attivi. Il trattamento di questi due scaffolds con una sequenza peptidica
proadesiva sintetica contenente il peptide RGD, sembra inoltre aumentare la
capacita dei Pericardiociti di aderire alla loro superficie sierosa.

Cellule endoteliali di origine umana, HUVEC, seminate per almeno 5h
su PB UTRIDOC, non riescono invece a formare un monostrato endoteliale
continuo sulla superficie di semina dello scaffold. Questa condizione e mag-
giormente evidente se vengono utilizzate cellule ad un passaggio superiore.
HUVEC “giovani” seminate per 7 giorni su PB UTRIDOC e TRITDOC si di-
spongono invece a formare uno strato non continuo di cellule allungate sul PB
UTRIDOC e continuo sul PB TRITDOC. Sembra quindi che questo scaffold
sia piu promettente per gli esperimenti di ricellularizzazione e quindi come
biomateriale da utilizzare nell’ Ingegneria Tissutale delle valvole cardiache
(TEHV). Per questo motivo e stato utilizzato per decellularizzare anche il
PBV e il PP. I due tessuti vengono completamente decellularizzati dal tratta-
mento, che mantiene intatta ’architettura generale della MEC, producendo
pero una leggera variazione nella disposizione spaziale delle fibre collagene
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nel PP. Nel PBV, il trattamento causa una lieve riduzione dello spessore,
un incremento della densita e una parziale disidratazione del tessuto. Nel
PP la decellularizzazione riduce il contenuto d’acqua del tessuto, determina
una riduzione dello spessore ed un incremento della densita nelle zone del
VdxPOST e del VsxPOST, mentre non modifica lo spessore e la densita nel-
le zone del VAXANT e del VsxANT. Le indagini eseguite con test ELISA,
hanno inoltre evidenziato che il protocollo TRITDOC ¢ in grado di eliminare
la componente xenoantigenica rappresentata dall’epitopo a-Gal.

Il protocollo TRITDOC si profila come un protocollo di decellularizzazio-
ne potenzialmente adatto alla produzione di scaffolds acellulari xenogenici,
“porosi”, con una MEC preservata e in cui non e piu presente 'antigene
a-Gal. Questi possono essere potenziali biomateriali da utilizzare sia per la
creazione di protesi valvolari cardiache tradizionali e percutanee, sia in altri
ambiti della Tissue Engineering (TE).

La suddivisione anatomica del pericardio ed il confronto delle proprieta
fisiche nelle diverse aree considerate, forniscono elementi di valutazione per
la scelta della zona tissutale piu adatta da utilizzare per esperimenti futuri
di TE e in particolare di TEHV.

Attualmente sono in corso le valutazioni biomeccaniche del PBV e del
PP TRITDOC per verificare gli effetti del trattamento di decellularizzazione
sulle proprieta di resistenza meccanica dei tessuti. Queste valutazioni con-
sentiranno di individuare in modo piu accurato le zone del PBV e del PP piu
adatte a proseguire gli esperimenti di TE, quali la ricellularizzazione in-vitro
e successivamente n-vivo.
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