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1 Introduzione

1.1 MEDICINA RIGENERATIVA

La medicina rigenerativa ¢ un campo interdisciplinare emergente di ricerca e di
applicazioni cliniche che ha come obiettivo la riparazione, la sostituzione o la
rigenerazione di cellule, tessuti o organi danneggiati, rimpiazzando il tessuto
danneggiato e stimolando i meccanismi di riparazione del corpo, per guarire i tessuti e
ripristinare la funzionalita compromessa.

Essa si basa sull’utilizzo di diversi approcci tecnologici che possono includere, tra le
altre cose, l1'uso di molecole solubili, terapia genica, trapianto di cellule staminali e
ingegneria dei tessuti, spostandola oltre le tradizionali terapie di trapianto e sostituzione.
In particolare l'ingegneria tessutale permette di facilitare i processi iniziali di guarigione
avvalendosi dell'impiego di polimeri sintetici biocompatibili che, nella maggior parte
dei casi, sono destinati al bio-assorbimento per essere sostituiti da tessuti naturali,
fisiologici.

Il definitivo processo di recupero dell’organismo dopo un trauma o una malattia puo
verificarsi attraverso un processo di rigenerazione o di riparazione, dove il primo si
distingue dal secondo soltanto per il risultato finale della risposta di guarigione.
Classicamente, la “rigenerazione” ¢ utilizzata per descrivere il processo in cui il tessuto
perso viene sostituito dalla proliferazione di cellule specializzate non danneggiate,
mentre con il termine “riparazione” si intende la sostituzione del tessuto perduto con un
altro che matura per formare tessuto cicatriziale.

Nel primo caso si ottiene il ripristino della continuita interrotta mediante la riproduzione
della struttura e funzione del tessuto originale, al contrario nel secondo caso si avra una
sintesi del tessuto cicatriziale senza ripristino delle normali proprieta e della funzione

fisiologica del tessuto. !



1.1.1 Diamond concept

Il “Diamond concept” ¢ un quadro concettuale che prende in considerazione tutti 1
prerequisiti biologici essenziali per una risposta di guarigione di successo.

Questo concetto considera importante sia la stabilita meccanica che I'ambiente
biologico, e inoltre ritiene che un'adeguata vascolarizzazione e lo stato fisiologico
dell'ospite siano essenziali per facilitare 1'evoluzione del processo che conduce alla
rigenerazione dei tessuti malati e danneggiati (Figura 1). La mancanza di uno di questi
elementi pud portare a una compromissione della risposta di guarigione %!,

Anche se il “Diamond Concept” ¢ un concetto applicabile a tutti i tessuti connettivi, ¢
utilizzato in maniera mirata quando si parla di rigenerazione di tessuti duri a seguito di

una frattura ossea.

Vascolarizzazione

Cellule Fattori di
osteogeniche crescita
Camera Biologica
Bio-reattore
Ambiente Matrice
meccanico osteoconduttiva

Fattori ospite

Figural. Illustrazione del Diamond Concept per la guarigione
dei tessuti connettivi

Gli elementi caratteristici del “Diamond Concept” sono:

* Cellule osteogeniche

Il primo elemento per una buona riparazione ¢ la presenza di cellule osteo-progenitrici:

cellule staminali mesenchimali (MSC) che sotto 1'appropriata segnalazione molecolare,



proliferano e si differenziano in cellule osteogeniche (fibroblasti, condroblasti,

osteoblasti, condrociti).

e Mediatori osteoinduttivi

I fattori di crescita svolgono un ruolo cruciale nelle fasi di guarigione dell’osso.

I mediatori piu importanti sono il fattore di crescita derivato dalle piastrine (PDGF), il
fattore di crescita dei fibroblasti (FGF), il fattore di crescita simile all'insulina (IGF) e la
proteina fattore di crescita trasformante beta (TGFp) il quale include le proteine ad
attivita morfogenetica. Queste molecole segnale in particolare, hanno un effetto diretto

sulle cellule progenitrici, permettendo la loro proliferazione e differenziazione.

. Matrice osteoconduttiva

La fase di formazione del tessuto di granulazione ricco di fibrina ¢ caratterizzata dalla
formazione di una matrice extracellulare osteoconduttiva, che funge da impalcatura e
promuove la migrazione e I'adesione delle cellule osteogeniche al sito della frattura.

Questa matrice fornisce uno scaffold naturale in cui si verificano tutte le iterazioni

cellulari.

. Ambiente meccanico

Lo sviluppo cellulare ¢ fortemente influenzato dalla meccanica locale. Infatti, in
presenza di appropriati fattori di crescita, la tensione stimola i fibroblasti, il taglio
incoraggia i condroblasti € una combinazione di compressione/trazione incoraggia gli
osteoblasti, riflettendo I'ambiente meccanico in cui le cellule si sviluppano
normalmente. *!

Inoltre affinché avvenga l'ossificazione, il divario della frattura deve essere ridotto a un

livello adeguato, influenzato a sua volta dalla relativa rigidita dei tessuti circostanti.



. Vascolarizzazione e fattori ospite

L'afflusso di sangue e la rivascolarizzazione sono essenziali per una corretta guarigione
soprattutto se si parla di frattura ossea. Se l'apporto vascolare o I'ematoma da frattura
sono compromessi o persi, esiste un rischio maggiore di non unione, poiché nel sito
della frattura saranno disponibili cellule osteogeniche insufficienti per iniziare la
guarigione.

Allo stesso modo, se la fisiologia dell’ospite (paziente) ¢ alterata o presenta disturbi
sistemici come diabete o cattiva alimentazione, questo avra anche un impatto sul
potenziale di guarigione. Oltre alla variazione biologica dell'ospite, si ritiene che la

predisposizione genetica sia un altro elemento importante nella guarigione delle fratture.

. Camera biologica

Con “‘camera biologica” s’intende il concetto che rappresenta la sede ideale nella quale
far avvenire i processi di rigenerazione ossea. E lo sviluppo di una camera che consente
un afflusso di attivita biologiche che promuovono una risposta di guarigione tempestiva,
ovvero un bioreattore naturale all’interno del quale sono presenti tutti gli elementi alla

base del “Diamond Concept” [?!,

1.2 SCAFFOLD

Nella maggior parte delle malattie e lesioni, la matrice extracellulare (ECM), che
influenza tutti gli aspetti del comportamento cellulare, ¢ danneggiata, alterata o persa.
Per questo motivo 1’ingegneria tessutale si avvale dell'impiego di polimeri sintetici o
naturali che creano una sorta d’impalcatura per le cellule, favorendo in tal modo la
rigenerazione. Queste strutture sono chiamate “scaffold” e la funzione principale ¢
fornire un supporto tridimensionale poroso, realizzato con un materiale biocompatibile e
bio-riassorbibile, in grado di ricreare, se opportunamente progettato, un nuovo
microambiente nel tessuto malato che imita I'ECM sana originale. Permette inoltre di

fornire segnali che influenzano il comportamento delle cellule infiltranti, promuovendo



in questo modo il processo di rigenerazione dei tessuti.

Per selezionare un tipo appropriato di biomateriali per la progettazione e la produzione
di scaffold, & necessario soddisfare alcuni criteri fra cui I'effetto sull'uomo, il quale deve
essere il piu ridotto possibile.

Le caratteristiche principali che i materiali usati devono avere, sono:

* La biocompatibilita. Essa svolge un ruolo chiave e riguarda le analisi delle

caratteristiche dell'interazione fra il biomateriale e l'organismo vivente in cui
esso deve essere inserito, garantendo in questo modo la sicurezza del suo
impiego. I biomateriali per essere compatibili, non devono indurre alcuna

risposta indesiderata da parte dell’organismo con cui sono a contatto.

 La biodegradabilita. Questa caratteristica prevede che la loro naturale

degradazione non porti alla generazione di prodotti tossici e che il corrispettivo
assorbimento da parte del corpo umano non generi alcun effetto collaterale.

Il meccanismo di degradazione dei polimeri pud avvenire o per idrolisi dei
gruppi instabili a contatto con 1’acqua contenuta nei fluidi biologici o per mezzo
di enzimi e microorganismi. Il processo d’idrolisi comporta due fasi: la prima
fase ¢ caratterizzata dalla diffusione delle molecole di acqua, all'interno del
polimero, che attaccano i legami nella zona amorfa e trasformano le lunghe
catene polimeriche in frammenti piu corti e solubili in acqua; nella seconda fase,
invece, si attiva un processo di attacco enzimatico che porta a una rapida perdita
di massa fino alla completa degradazione.

La biodegradabilita degli scaffold consente alla ECM prodotta dalle cellule di
occupare lo spazio vuoto, fino alla completa sostituzione da parte del tessuto

biologico.

Molto importante quando si parla di scaffold a base di polimeri, ¢ il tasso di
degradazione.

Il polimero deve essere in grado di mantenere le sue caratteristiche fisiche e le sue
normali proprieta meccaniche (I’integrita meccanica) nel sito d’impianto, supportando

l'attacco, la proliferazione e la differenziazione delle cellule, fino alla rigenerazione dei



tessuti. Idealmente, la velocita di degradazione degli scaffold dovrebbe essere abbinata
alla velocita di formazione dei neo-tessuti in modo da fornire una transizione graduale
del trasferimento del carico. Tuttavia il tasso di degradazione dipende dai diversi tipi di
polimero che presentano biodegradazioni differenti a seconda della composizione, delle
condizioni di carico e dell'ambiente circostante.

Queste proprieta (I’integrita meccanica, la velocita di degradazione e la porosita)
possono essere controllate modificando le concentrazioni di polimeri, le condizioni di

polimerizzazione o introducendo vari gruppi funzionali.

1.2.1 Scaffold polimerici

Tra i tipi di materiali pit comunemente usati per produrre scaffold troviamo i polimeri,
di derivazione naturale o sintetica, e gli idrogeli. E possibile inoltre miscelare due o pit
materiali ottenendo proprieta e caratteristiche desiderabili e sfruttando le proprieta di
ciascun di essi (compositi).

e Polimeri naturali
I polimeri naturali piu conosciuti sono il collagene, il chitosano e la chitina, e materiali
a base di acido ialuronico'.
Il collagene & una proteina fibrosa, componente principale nei tessuti connettivi,
ampiamente utilizzata per le applicazioni di rigenerazione dei tessuti, in particolare per
la riparazione dei tessuti molli. Nonostante abbia scarse proprieta meccaniche, esso
permette di stimolare la proliferazione, la differenziazione delle cellule e la sintesi della
matrice extracellulare.
La chitina e il chitosano, invece, sono polimeri semicristallini con un alto grado di
biodegradabilita e di biocompatibilita in vivo. Il chitosano ha, inoltre, proprieta
antibatteriche e cicatrizzanti e ha la capacita di fornire e interagire con fattori di crescita
e proteine di adesione, facilitando il processo di guarigione delle ferite ).
L’acido ialuronico invece, ¢ un polisaccaride lineare presente nella matrice
extracellulare dei tessuti connettivi (glicosaminoglicano - GAG della ECM), soprattutto
della pelle. Esso ¢ in grado di svolgere un ruolo chiave nel processo di riparazione

tessutale e i suoi derivati (come ad esempio gli HYAFF7® ¢ HYAFF11®) sono



caratterizzati da processabilita, una lenta degradazione, un‘ottima biocompatibilita e
stabilita dopo la sterilizzazione.
I biomateriali di derivazione naturale, nonostante abbiano il vantaggio di possedere
proprieta intrinseche di riconoscimento cellulare e affinita biologica, hanno una ristretta
versatilita nella costruzione di una ECM con specifiche proprieta meccaniche,
limitandone 1’uso nella produzione di scaffold.

* Polimeri sintetici
I polimeri sintetici sono polimeri artificiali che presentano diversi vantaggi rispetto
all'uso di polimeri di origine naturale, in quanto possono essere fabbricati con piu
precisione mostrando quindi una variabilita minima. Le proprieta fisiche e chimiche di
questi polimeri possono essere facilmente modificate come anche quelle meccaniche e
di degradazione, che possono essere regolate alterando la composizione chimica del
polimero.
Gli scaffold sintetici sono generalmente utilizzati come carrier per cellule, molecole
bioattive e altri prodotti biologici, cosi da modulare la riparazione ossea.
I polimeri sintetici maggiormente utilizzati sono: 1’acido polilattico (PLA), 1’acido
poliglicolico (PGA) e i loro copolimeri, il policaprolattone (PCL) e il polietilenglicole
(PEG) .
Il PLA ¢ un poliestere che si differenzia dagli altri polimeri per una degradazione piu
lenta a causa della sua caratteristica idrofobica, caratterizzato da una resistenza alla
trazione relativamente bassa e un modulo di elasticita che cambia a seconda
dell’isomero utilizzato nel polimero.
Il PGA ¢ il poliestere alifatico lineare pitt semplice, caratterizzato da un elevato grado di
cristallinita, un alto punto di fusione e una bassa solubilita in solventi organici. Presenta
migliori proprieta meccaniche rispetto al PLA ma degrada troppo rapidamente, il che
rende difficile la sua elaborazione e gestione, tuttavia i prodotti di degradazione del
PGA sono naturalmente riassorbiti dall'organismo rendendolo un ottimo biomateriale.
Per ovviare a questo problema, dal punto di vista applicativo si tendono a utilizzare
copolimeri di PGA e PLA, caratterizzati, grazie alle proprieta del PLA, da un’idrolisi
piu lenta.
Un altro polimero semicristallino caratterizzato da un lento processo di degradazione ¢

il PCL il quale presenta buone caratteristiche di biocompatibilita, un'elevata stabilita
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termica e una buona resistenza meccanica. E spesso utilizzato per formare copolimeri
che permettono di ottenere le proprieta di degradazione desiderate e di migliorare le
caratteristiche meccaniche!®!.

Il PEG, noto anche come ossido di polietilene (PEO), ¢ il poliestere piu usato.
Combinandolo in un copolimero, si possono controllare le caratteristiche di
attaccamento cellulare degli scaffold e migliorare la biocompatibilita. I PEG da solo ha
un modulo di compressione relativamente alto per questo ¢ adatto all’utilizzo nelle
applicazioni di rigenerazione di tessuti duri.

e Idrogeli

Gli idrogeli sono sottoclassi di polimeri naturali o sintetici idratati (con contenuto
d’acqua >= 30%) caratterizzati da catene polimeriche idrofile reticolate che si gonfiano
significativamente se collocati in una soluzione, mantenendo comunque la loro forma.
La maggior parte dei materiali usati nella produzione di scaffold polimerici, non
possiede le proprieta meccaniche e di degradazione desiderate. Queste proprieta
possono essere ottenute mediante una variazione nella catena del polimero grazie a una
particolare polimerizzazione.

Con il termine “cross-linking” viene definita 1’induzione di legami chimici tra i gruppi
funzionali delle catene polimeriche, mediante legami covalenti o altre iterazioni
molecolari. In questo modo vengono modificate le proprieta meccaniche, biologiche e
di degradazione degli idrogelil®!. Si possono effettuare cross-linking di tipo fisico o
chimico.

Il Cross-linking fisico comporta la variazione di parametri come la temperatura e la
pressione, con conseguente alterazione della struttura chimica. Quello chimico invece
prevede I’aggiunta di un agente che permette di conferire agli idrogeli ottime proprieta
morfologiche e meccaniche.

Grazie alla loro composizione, gli idrogeli, specialmente quelli sintetici, sono molto
usati nell’ambito della medicina rigenerativa come sistemi per il rilascio controllato di
farmaci, agenti bioattivi o come carrier per sostituti ossei, permettendo inoltre di
mantenere le funzioni omeostatiche per la sopravvivenza delle cellule, imitando le

caratteristiche biochimiche e meccaniche dei tessuti sostituiti.
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Il rilascio controllato dell’agente trasportato da parte degli idrogeli ¢ determinato dalla
capacita delle molecole di soluto di muoversi attraverso le reti del gel, garantendo un
controllo sul dosaggio e una migliore efficacia [\,

I pitt conosciuti e usati sono quelli derivati dal collagene e dall’acido ialuronico e quelli

sintetici a base di alcol polivinilico (PVA), (PEG) o (PEO) o poliossietilene (POE).

1.3 METODI DI ANALISI REOLOGICA

La reologia ¢ la scienza che studia le proprieta di flusso e di deformazione di un
materiale, permettendo lo studio del comportamento del materiale quando scorre e si
deforma per effetto di una sollecitazione (cio¢ particolari condizioni di temperatura
sforzo e pressione) decise in fase preliminare. Le proprieta reologiche possono
dipendere da numerose variabili tra cui il peso molecolare, la struttura della catena
macromolecolare, lo shear rate (il gradiente della velocita di taglio), la temperatura, la

pressione e il tempo.

1.3.1 Viscosimetro

Gli strumenti utilizzati per le misurazioni della viscosita sono chiamati reometri o
viscosimetri e consentono di studiare il comportamento reologico nei fluidi, per una
vasta gamma di valori di sollecitazione (misure statiche e dinamiche).

E’ uno strumento di precisione che analizza il materiale d’interesse, controllando
I’ambiente circostante e applicando diverse sollecitazioni ne misura la deformazione. Il
reometro consente di misurare simultaneamente due grandezze: una grandezza dinamica
(una forza, una coppia, o una pressione) e una grandezza cinematica ( come ad esempio
una velocita, uno spostamento o un tempo). L’equazione del reometro ¢ una relazione
che lega queste due grandezze e da questa relazione ¢ possibile risalire alla grandezza
reologica che deve essere misurata [®!,

Esistono vari tipi di reometri € possono essere classificati nelle seguenti tre categorie:

* Reometri capillari: in questo particolare reometro, il liquido viene spinto

generalmente mediante un pistone attraverso un tubo capillare, di forma cilindrica
di dimensione e lunghezza variabili. La velocita di scorrimento del pistone, imposta

dallo strumento, e la viscosita del campione portano a un aumento della pressione
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all'ingresso del capillare che viene misurata e registrata. Nota la portante passante
nel condotto e la corrispondente variazione di pressione tra 1’ingresso e l'uscita
(generalmente ¢ la pressione atmosferica) ¢ possibile misurare la viscosita del
fluido.

Reometri a caduta di sfera: sono costituiti da una sfera che cade all’interno di un

cilindro; il valore di viscosita ¢ dedotto dal tempo necessario a una sfera per coprire
una distanza specifica nel fluido.

Reometri rotazionali: le geometrie principali nella letteratura scientifica per i

viscosimetri rotazionali si riferiscono ai cilindri coassiali. E’ costituito da una tazza
cilindrica contenente un secondo cilindro coassiale (Figura 2), dove uno dei due
cilindri € posto in rotazione con una velocita angolare, mentre I’altro ¢ tenuto fermo
mediante 1’applicazione di una coppia. Le superfici di scorrimento in questo tipo di
reometro sono i due cilindri coassiali.
Il risultato sono curve reologiche in cui generalmente ¢ rappresentata la viscosita in
funzione del tempo o del gradiente della velocita di taglio (o shear rate). Tra i
dispositivi rotazionali, gli strumenti a cilindri coassiali presentano generalmente una
minore incertezza di misura, inoltre garantiscono una maggiore versatilita, un ampio

intervallo di misurazione e compatibilita con fluidi newtoniani e non newtoniani.®!

- O
B,
R,
5 R,

Figura2. Geometria di un reometro rotazionale a cilindri coassiali '
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1.4 METODI DI ANALISI MOLECOLARE

1.4.1 Spettrofotometri FT-IR

La spettroscopia infrarossa a Trasformata di Fourier (FTIR) €& una tecnica
spettroscopica a infrarossi normalmente utilizzata nel campo della caratterizzazione dei
materiali.

Quest’analisi viene realizzata sfruttando 1’utilizzo di un interferometro che permette
un’acquisizione in tempo reale di tutto il range spettrale. Essa permette di scansionare
tutte le frequenze presenti nella radiazione infrarossa generata dalla sorgente e di
trasformarle in un interferogramma dove 1’assorbimento non ¢ piu in funzione della
frequenza, ma del tempo. Lo spettro finale che si ottiene non sara altro che la
trasformata di Fourier dell’interferogramma.

Questo sistema di raccolta di radiazione luminosa ¢ chiamato [nterferometro di

Michelson (Figura 4).

INTERFEROMETRO DI COMPARTO | pivpLATORF SISTEMA DI ELABORAZIONE SEGNALE
MICHELSON CELLE B E PRESENTAZIONE DATI

Y
i Specchio

mobile

Microprocessore Display

’——r-

’ Interfaccia

If

Video

Specchio t

Specchio semitrasparente

fisso

Campione
Stampante

O Sorgente

Figura 4: Schema a blocchi di uno spettrofotometro FT-IR con interferometro di
Michelson!®!

N

Questo tipo d’interferometro ¢ costituito da un dispositivo in cui € presente uno

specchio semiriflettente (beamsplitter), uno specchio fisso e uno mobile.
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La luce proveniente dalla sorgente arriva allo specchio semiriflettente che ne riflette una
meta e l’altra la trasmette (interferometro ideale 50%) creando due percorsi ottici
distinti. La luce riflessa incide sullo specchio fisso mentre quella trasmessa arriva allo
specchio mobile che si muove avanti e indietro con una velocita costante.

I raggi riflessi dagli specchi ritornano nello specchio semiriflettente dove si
ricombinano tra loro, e il raggio risultante viene inviato prima al campione e
successivamente al rivelatore, per poi essere analizzato.

In base al movimento del suddetto specchio tutte le radiazioni monocromatiche
contenute nella luce emessa dalla sorgente danno luogo a un segnale complessivo di
interferenza (interferogramma) che contiene in sé le informazioni riguardanti la
frequenza e I’intensita della radiazione emessa."”’

Questo tipo di spettroscopia permette di fornire informazioni cruciali sulla struttura
molecolare dei componenti organici e inorganici, permettendo cio¢ di studiare gruppi
funzionali, tipi di legame e conformazioni molecolari delle molecole presenti.

E’ considerata una delle tecniche analitiche pitu versatili per la caratterizzazione chimica
in quanto garantisce la possibilita di analizzare campioni in diversi stati fisici e in
prestazioni elevate (spettro piu dettagliato) ed ¢ caratterizzata, grazie all’applicazione
delle trasformate di Fourier, da un tempo di analisi relativamente ridotto.

Il meccanismo alla base della tecnica FTIR ¢ associato alle transizioni tra stati di
energia vibrazionale quantizzata. Durante 1’analisi, la molecola viene investita da una
radiazione IR, I’energia ceduta dalla radiazione viene assorbita e la molecola passa da
uno stato vibrazionale fondamentale a uno stato eccitato (convertita in energia
vibrazionale). [®

Gli stati eccitati provocano le vibrazioni dei legami molecolari che andranno a
verificarsi a varie frequenze nella regione IR dello spettro luminoso.

In un tipico spettro infrarosso in ascissa troviamo la lunghezza d’onda del fotone
incidente e in ordinata la trasmittanza, cioe il rapporto percentuale tra l'intensita del
flusso trasmesso e I’intensita del flusso incidente. Esso ¢ caratterizzato da numerosi
picchi che possono essere associati alla vibrazione di un particolare legame chimico (o
di un singolo gruppo funzionale).

Ogni picco differisce dall’altro per aree e altezze diverse proporzionali all’abbondanza e

alla forza dei legami o gruppi funzionali presenti e alla massa degli atomi coinvolti.
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Questa tecnica strumentale si basa sulla polarita del legame chimico (momento dipolo
“w’) e sulla frequenza della radiazione, che deve corrispondere alla frequenza
vibrazionale molecolare del legame chimico per cui ¢ possibile la sua vibrazione.

Quando queste condizioni sono soddisfatte, il legame molecolare puo sperimentare

diversi tipi di vibrazioni, raggruppati essenzialmente in due categorie (Figura 5):

» Stiramento del legame chimico (streching), ovvero un movimento ritmico che
consiste in un aumento e una diminuzione della distanza interatomica. Lo
stiramento del legame puo essere simmetrico se i due atomi si avvicinano e

allontanano contemporaneamente e asimmetrico nel caso contrario.

e  Deformazione dell’angolo di legame (bending), che consiste nella variazione di
ampiezza dell’angolo di legame o al movimento sincrono di un gruppo di atomi
rispetto al resto della molecola. Il bending puo avvenire sul piano o fuori dal
piano. Se avviene sul piano ¢ detta scissoring (apertura e chiusura) se ¢
simmetrica e rocking (oscillazione) se ¢ asimmetrica, mentre se avviene fuori da

piano & detta twisting (torsione) se asimmetrica e wagging se simmetrica.['"!

Simmetrico Asimmetrico

(a) Vibrazioni di stiramento

A

Nel piano: rocking Nel piano: scissoring
Fuori del piano: wagging Fuori del piano: twisting

(b) Vibrazioni di piegamento

Figura5. Tipologie di vibrazione molecolare
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Le frequenze cambiano in base al tipo di vibrazione che una molecola puo assumere e
gli atomi presenti. Generalmente le frequenze di stretching sono piu alte di quelle di
bending, perché & richiesta meno energia per piegare un legame piuttosto che per
allungarlo. I legami con idrogeno hanno frequenze di stretching piu alte di quelli con
atomi piu pesanti e allo stesso modo i tripli legami hanno frequenze piu alte rispetto a
quelle corrispondenti ai doppi legami, che a sua volta saranno piu alte rispetto a quelli
singoli [¢!,

La radiazione infrarossa si riferisce alla parte dello spettro che si trova tra le regioni del
visibile e delle microonde, in particolare questa zona ¢ divisa in IR vicino (NIR), medio

(MIR) e lontano (FIR). Inoltre nello spettro IR si possono distinguere due zone:

+ laprima zona & la regione dei gruppi funzionali (da circa 3800 a 1500 cm™) che

comprende le bande caratteristiche in cui sono riportati differenti moti
vibrazionali dei gruppi funzionali.

* La seconda zona, invece, sul lato destro dello spettro (da circa 1500 a 600 cm’)
¢ la regione delle impronte digitali o anche detta “fingerprint”, caratterizzata da
tutta una serie di bande specifiche dovute alle vibrazioni molecolari di ogni

molecola, molto importanti per caratterizzare accuratamente i composti chimici.
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2  Scopo

Qualsiasi biomateriale utilizzato in medicina rigenerativa, deve prima essere sottoposto
a un processo di sterilizzazione. Tuttavia ¢ stato dimostrato che questo processo, oltre a
eliminare i microorganismi presenti, comporta un’alterazione delle proprieta chimiche e

meccaniche del polimero 1),

Lo scopo di questa tesi ¢ analizzare le modifiche reologiche e di struttura molecolare di
scaffold polimerici prima e dopo la sterilizzazione, al fine di valutare come la scelta di
un diverso tipo di soluzione tampone e la presenza di un agente anti cross-linking

(Idrossitirosolo, HT), possano influenzare le caratteristiche del gel durante il processo.
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3

Materiali e metodi

L’analisi condotta in questo studio ha previsto la realizzazione di due fasi:

Preparativa: Si sono prodotti idrogeli a base di HT e PEO (campioni non sterili).
I campioni sono stati poi sottoposti a sterilizzazione mediante irraggiamento
gamma.

Analisi: 1 campioni sterili e non sterili sono stati analizzati nel laboratorio
Tiss’You tramite viscosimetro (analisi reologica) e spettroscopio FT-IR (analisi

molecolare).

3.1 PREPARAZIONE IDROGELI A BASE DI PEO E HT

Al fine di confrontare al meglio le variazioni subite nei campioni pre e post

sterilizzazione, sono stati realizzati sette idrogeli usando una soluzione tampone Fosfato

e nove idrogeli con una soluzione tampone Citrato, con diverse concentrazioni di

Idrossitirosolo (HT).

Inoltre sono stati misurati 1 pH di tutti i campioni sia al termine della fase di produzione

e sia dopo sterilizzazione tramite irraggiamento gamma.

I componenti coinvolti per realizzare i campioni di idrogeli sono i seguenti (Figura 6):

Soluzione tampone Fosfato di Potassio (PBS, TL1102, 1X, HiMedia), pH =
6,00;

Soluzione tampone Citrato 10 mM, pH = 5,00. Per realizzare questa soluzione,
sono stati usati: 0,86 g di Acido Citrico, PM=192,12 g/mol (C0759 Sigma-
Aldrich); 1,74 g di Citrato di Sodio Diidratato, PM=294,12 g/mol (W302600
Sigma-Aldrich) e 997,4 g di acqua MilliQ, un’acqua bi-distillata a elevato grado
di purezza prodotta da un sistema di purificazione ELGA (UK);

Ossido di polietilene (PEO), PM = 600 kDa, 4% w/w (182028, Sigma-Aldrich);
Idrossitirosolo (HT), PM = 154,16 g/mol (10597-60-1, Seprox Biotech)
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Figura 6: Componenti usati (da sinistra verso destra): PBS HiMedia, Acido citrico
Sigma-Aldrich, Citrato di sodio Diidratato Sigma Aldrich, soluzione tampone
Citrato, Ossido di polietilene Sigma-Aldrich e Idrossitirosolo Seprox Biotech

3.1.1 Preparazione con soluzione PBS

Utilizzando la soluzione tampone fosfato sono stati realizzati sette campioni da 100 g
con concentrazioni di HT pari a 0, 1, 2, 5, 10, 50 e 100mM, mantenendo costante la

concentrazione del PEO (4% in 100 g di gel).

In questo modo si ottengono le formulazioni definitive presentate nel dettaglio nella

Tabella L.

FORMULAZIONI DEFINITIVE IDROGELI CON SOLUZIONE PBS

[HT] mM  Tot. (100g) SOLUZIONE PBS  PEO g (4%) HT g

0 100 96.00 4.00 0.0000
1 100 95.98 4.00 0.0154
2 100 95.97 4.00 0.0308
5 100 95.92 4.00 0.0771
10 100 95.85 4.00 0.1542
50 100 95.23 4.00 0.7708
100 100 94.46 4.00 1.5416

Tabella I: Formulazioni Idrogeli a base di PEO e HT con soluzione tampone Fosfato
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3.1.2 Preparazione con soluzione Citrato
Allo stesso modo sono stati preparati campioni da 100 g contenenti tampone citrato,
anch’essi con concentrazioni differenti di HT (rispetto ai campioni con PBS, sono stati

preparati anche campioni con concentrazioni pari a 20mM e 40mM di HT).

Le formulazioni finali sono riportate nella Tabella II.

FORMULAZIONI DEFINITIVE IDROGELI CON SOLUZIONE CITRATO

[HTImM  Tot. (100g) SOLUZIONE CITRATO PEOg4%) HTg
0 100 96.00 4.00 0.0000
1 100 95.98 4.00 0.0154
2 100 95.97 4.00 0.0308
5 100 95.92 4.00 0.0771
10 100 95.85 4.00 0.1541
20 100 95.69 4.00 0.3083
40 100 95.38 4.00 0.6166
50 100 95.23 4.00 0.7708
100 100 94.46 4.00 1.5416

Tabella II: Formulazioni Idrogeli a base di PEO e HT con soluzione tampone Citrato.

3.1.3 Misurazione del pH

Le misure dei pH degli idrogeli ottenuti sono state effettuate tramite 1’utilizzo di una
sonda digitale con tecnologia Bluetooth HALO® HI13302 di Hanna Instruments
(Figura 9). Un pHmetro wireless ideale per analisi in piccoli recipienti caratterizzato da
un corpo resistente a molte sostanze chimiche e una punta sferica in vetro LT per

misurazioni a basse temperature 2],
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Alcune specifiche del pHmetro HALO HI13302 sono riportati nella Tabella I11.

PARAMETRO VALORE

Scala pH da 0.00 a 12.00 pH

Temperatura di utilizzo consigliata da-5a50°C (23 a 122°F)

Dimensione della sonda L. corpo: 80 mm/ Lunghezza totale: 175,5mm
Risoluzione 0.1, 0.01, 0.001 pH

Precisione a 20°C +(0.005 pH

Tabella III: Dati tecnici HALO® HI13302 di Hanna Instruments

Figura 9: Sonda HALO® HI13302 e applicazione Hanna Lab di Hanna Instruments
(a sinistra). Ingrandimento della punta sferica in vetro LT (a destra).

3.2 STERILIZZAZIONE

Il processo di sterilizzazione mediante raggi gamma (intensita 25 kGy) dei campioni di
idrogeli ¢ stato effettuato in una struttura esterna Gammatom.

I campioni sono stati suddivisi e inviati al di fuori del laboratorio e al ritorno (dopo due
settimane) sono stati analizzati i pH (tramite la sonda HALO® HI13302 di Hanna

Instruments) e confrontati con quelli dei campioni non sterili misurati precedentemente.
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Ogni campione a base di soluzione PBS ¢ stato suddiviso in due provette Falcon da
50cc e tre siringhe da Scc ciascuna, con la seguente metodologia:
e Una provetta da 50cc e le tre siringhe da Scc, sono state completamente
riempite ed inviate al Gammaton per essere sterilizzate;
e La provetta da 50cc ¢ stata riempita fino a 25cc e in seguito ¢ stata posta in
frigo senza essere sterilizzata.
Ogni campione a base di soluzione Citrato, invece, ¢ stato diviso in due provette Falcon,
una da 50cc e una da 25cc, e due piastre Petri da 35 x 10 mm, con la seguente
metodologia:
* La provetta da 25cc e le due Petri sono state completamente riempite e poi
sono state spedite e sottoposte a sterilizzazione;
e Una provetta da 50cc ¢ stata riempita fino a 30cc, e in seguito & stata posta in
frigo senza essere sterilizzata.
Prima di essere spediti, i campioni sono stati inseriti in una busta di pellicola di
alluminio accoppiata, divisi in base alla diversa concentrazione di HT e contrassegnati
con appositi indicatori chimici per il controllo della sterilizzazione, basati sulla reattivita

di inchiostri a viraggio di colore (Figura 10, Figura 11).

Figura 10: A sinistra il campione HT 0 mM realizzato con soluzione PBS pronto
per essere sterilizzato, a destra il campione sterile (si pu0 notare il cambio di
colorazione da arancione a rosso dell’indicatore chimico)
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Figura 11: A sinistra il campione HT 50 mM realizzato con soluzione citrato pronto
per essere sterilizzato, a destra il campione sterile (si pud notare il cambio di
colorazione da arancione a rosso dell’indicatore chimico)

3.3 ANALISI REOLOGICA PRE E POST STERILIZZAZIONE
3.3.1 Reometro
Al fine di valutare la viscosita degli idrogeli ottenuti e studiarne il comportamento

reologico, & stato utilizzato il reometro RM 200 PLUS di Lamy Rheology *!. 1l

dispositivo ¢ raffigurato in Figura 12.

@‘ | Braccio di Alluminio |

| Pulsante On/Off luminoso | | Asta in acciaio inossidabile |

7
@ Supporto in alluminio anodizzato I

Figura 12: A sinistra, i principali elementi da cui & costituito il reometro!'*’; a destra il
RM 200 PLUS (Lamy Rheology)

Touch Screen colorato 7"
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Le specifiche del dispositivo sono riportate in Tabella IV.

PARAMETRO VALORE

Velocita di rotazione 0.3 ~ 1500 rpm
Coppia Da 0.05 a 30 mNm
Temperatura Da -50 a +300 °C
Precisione + 1% del fondo scala
Ripetibilita +0.2%

Tensione di alimentazione 90-240 V AC, 50/60 Hz
Dimensioni testa 180 x 135 x 250 mm
Dimensioni supporto 280 x 200 x 30 mm
Lunghezza asta 500 mm

Peso 6.7 kg

Tabella I'V: Dati tecnici RM 200 PLUS di Lamy Rheology

Il reometro utilizzato ¢ dotato di un dispositivo per il controllo della temperatura
chiamato EVA MS-DIN PLUS di Lamy Rheology '], che & in grado di misurare un

range di temperatura da -20 a +150 °C con una precisione di +0,2 °C (Figura 13).

Figura 13: EVA MS-DIN PLUS (Lamy Rheology) !*

I sistemi di misura disponibili vengono scelti in base al tipo di prodotto che deve essere
analizzato, per questo motivo al fine di valutare la viscosita dei nostri campioni sono
stati utilizzati 1 sistemi di misura con cilindri coassiali (DIN/ ISO 3219 in acciaio

inossidabile 316L), particolarmente adatti per il controllo o lo sviluppo di prodotti
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omogenei liquidi con o senza la presenza di particelle, aventi comunque dimensioni

>200pm.

Ogni tubo (Tube) ¢ compatibile con I'unita di regolazione della temperatura EVA MS-
DIN PLUS e viene utilizzato con il cilindro (MK-DIN) e la chiusura inferiore (Cap)
corrispondente. Le configurazioni complete dei sistemi di misura a cui faremo

riferimento (Figura 14) sono:

e MS DIN 19 caratterizzato dall’uso del tubo DIN 1 e il cilindro MK-DIN 9
e MS DIN 33 caratterizzato dall’uso del tubo DIN 3 e il cilindro MK-DIN 3

Measuring system Measuring system
MS DIN 19 MS DIN 33
DIN 1 Tube DIN 3 Tube

Il
‘l’

DIN 1 Cap DIN 3 Cap

Figura 14: Sistemi di misura utilizzati: MS DIN19 e MS DIN 33 (Lamy
Rheology !,

Nella tabella V sono riportati i campi di misura dei sistemi MS DIN usati:

Sistfema di Numero | Diametro int. | Diametro est. Lt lllo i Intqrvallp \di
misura di serie i) i) Shea}r1 rate Viscosita
(s (mPas)
MS DIN 19 @ 112806 31.5 32.5 1.0a4800 @ 1a0.39M*
MS DIN 33 112812 14 15 0.4 a 1900 34 a 10M*

* M per milioni
Tabella V: Campi di misura delle configurazioni dei sistemi usati.
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Al fine di consentire la programmazione di diversi metodi, la misurazione e la
registrazione dei dati di misura, il reometro RM 200 PLUS e relativo sistema di
misurazione devono essere utilizzati insieme al software RheoTex (Lamy Rheology)
[13].

Questo software consente di selezionare il metodo ideale per valutare specifici
parametri permettendo inoltre di programmare un valore di controllo della temperatura e
un intervallo temporale in cui effettuare la misura.

Terminato il programma, ¢ possibile accedere alla schermata di analisi e in caso:
modificare i1 parametri che vogliono essere valutati o confrontare i grafici delle

misurazioni usando la modalita “Compilation” .

3.3.2 Protocollo di analisi

Una volta inserito il campione (25 ml) e il cilindro desiderato (MK-DIN 9 per
campioni pit fluidi, MK-DIN 3 per campioni piu viscosi) nel tubo corrispondente (DIN
1 o DIN 3), il tutto ¢ stato installato sul reometro per poi essere inserito nel foro
presente nel sistema di controllo temperatura EVA MS-DIN PLUS.

Dopo aver atteso un tempo sufficiente per la stabilizzazione della temperatura
desiderata (25 °C), ¢ possibile procedere con la misurazione tramite 1’utilizzo di un
programma predefinito.

Il metodo utilizzato per le nostre misurazioni ¢ il programma “Viscosity” nel quale,
mantenendo la velocita di taglio (shear rate) costante, ¢ possibile vedere come evolve il
valore di viscosita in funzione del tempo.

Come mostrato in Figura 15, prima della misurazione sono stati indicati: il nome del
programma e il sistema di misura che si andranno ad utilizzare; la temperatura di
controllo con una tolleranza di 0,5 °C; un tempo di pre-shearing di 10 secondi con una
velocita di taglio di 10 s! e il numero di punti che vogliamo misurare.

L’analisi inizia al termine del tempo di pre-shearing con una velocita di taglio di 50 s-1

per un tempo di 60 secondi.
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Programming
Method * Viscosity Stop measure on value ; [ | Temperature control ; v/ ;
Name : | Viscosity ] L Type : [Constant .
Finalvalue :[__ 25 IC
e Tolerance:[ 05 FC
Preshearing : ing time - . A | i
fresfearing: Preshearingtime :[_10__Js Shearrate:[_10__lst  checying time: [0 s
Confirmation before start : ¥ Data points : Pts/Sequence

Duration: [ 60 s Shearrate: [ 50 | s-1

Figura 15: Programma “Viscosity” (impostazione parametri)

Il sistema di misurazione MS DIN 19 ¢ stato utilizzato per tutti i campioni non sterili e
il sistema MS DIN 33 ¢ stato usato per alcuni campioni sterili (quelli aventi elevate
concentrazioni di HT: dal 10mM al 100mM). Non ¢ stato invece possibile effettuare

l'analisi dei restanti idrogeli sterili a causa delle loro viscosita troppo elevate.

3.4 ANALISI MOLECOLARE MEDIANTE FT-IR PRE E POST
STERILIZZAZIONE

3.4.1 Spettrometro FT-IR

L’analisi molecolare ¢ stata effettuata tramite 1’utilizzo dello spettroscopio FT-IR

Spectrum Two di Perkin Elmer (Figura 16) 5],
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Figura 16: FT-IR Spectrum Two di Perkin Elmer [!*!,

Lo spettroscopio Spectrum Two ¢ costituito da:

* Un interferometro Dynascan, caratterizzato da una coppia di specchi fissi;

* Una tecnologia OpticsGuar che garantisce protezione dall’umidita;

* AVC (Atmospheric Vapor Compensation) presenta un algoritmo di filtraggio
digitale avanzato, progettato per compensare gli assorbimenti di CO2 e H20.
Ha la capacita di eliminare efficacemente queste interferenze consentendo di
ottenere risultati piu coerenti;

* AVI (Absolute Virtual Instrument) che permette una standardizzazione di

spettri e assicura una calibrazione piu precisa dello strumento.
L’analisi infrarossa & effettuata tramite 1’utilizzo del software Spectrum 9, il quale

fornisce una lettura della forza applicata e la visualizzazione dello spettro del campione

analizzato.
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Nella Tabella VII sono riportati i dati tecnici del dispositivo.

PARAMETRO VALORE

Tipo di rivelatore LiTaO3

Campo di funzionamento 5-45°C
Lunghezza d’onda 8

Gamma di lunghezze d’onda 8.300 - 350 cm™!

Tabella VII: Dati tecnici FT-IR Spectrum Two di Perkin Elmer.

3.4.2 Protocollo di analisi

Al fine di acquisire gli spettri dei campioni d’idrogeli tramite il software Spectrum 10
(Figura 17) e il dispositivo Spectrum Two, € necessario pulire la piastra tramite un
panno e acetone al fine di eliminare qualunque traccia rimasta dalle analisi precedenti,
che potrebbero interferire con 1’acquisizione del nuovo spettro. Il procedimento di

analisi consiste in:

1. Suddividere in differenti piastre di alluminio i1 vari campioni in base alle
soluzioni tampone utilizzate, pre e post sterilizzazione (Figura 18).

2. Le piastre sono state inserite all’interno di un incubatore microbiologico ad alta
precisione a 55 °C (Incubatore I, Memmert) !'®! | al fine di essiccare i campioni.
Grazie al controllo della temperatura incorporato, il dispositivo garantisce che
non venga superata la temperatura critica che potrebbe comportare la perdita del
campione. Dopo un giorno, i campioni d’idrogeli risultano pronti per essere
analizzati.

3. Prima dell’acquisizione ¢ stato registrato, cliccando sull’apposita icona, uno
spettro di background (Figura 17);

4. Dal disco di alluminio ¢ stata prelevata una piccola quantita del campione che ¢
stata posta sulla piastra di acquisizione dello spettro;

5. Il campione ¢ stato compresso sull’acquisitore (la pressione deve corrispondere a
circa 140 Barg — Bar Gauge) ed acquisito. Le lunghezze d’onda dei picchi sono

state assegnate tramite 1’algoritmo “Labels” del software. (Figura 14).
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Il procedimento ¢ stato ripetuto per tutti i campioni e gli spettri finali acquisiti sono stati

confrontati e analizzati.
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Figura 17: Software suite Spectrum 10 (Pelkin Elmer)
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Figura 18: Campioni suddivisi in piaste di alluminio. Dall’alto verso il basso, i
campioni con soluzione citrato non sterili e sterili pre e post essiccazione.
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4. Risultati

In questo capitolo sono stati riportati i dati, 1 grafici e le immagini relative alle analisi
condotte sui campioni di idrogeli realizzati con le due soluzioni tampone a diverse

concentrazioni di Idrossitirosolo

4.1 PRODUZIONE

Di seguito verranno mostrate le immagini dei campioni d’idrogeli ottenuti con i due

diversi tamponi, terminata la fase di produzione (Figura 19, Figura 20).

Figura 19: Campioni d’idrogeli preparati con soluzione tampone fosfato: 0OmM,
ImM, 2mM, 5mM nella prima fila; 10mM, 50mM 100mM nella seconda fila.

Figura 20: Campioni d’idrogeli preparati con soluzione tampone citrato: OmM,
ImM, 2mM, 5mM, 10mM, nella prima fila; 20mM, 40mM, 50mM e 100mM nella
seconda.
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4.2 STERILIZZAZIONE

Nella seguente figura (Figura 21) sono mostrati i campioni dopo il processo

sterilizzazione.

di

Figura 21: Campioni d’idrogeli post sterilizzazione con PBS (prima riga) e con
soluzione tampone citrato (seconda).
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4.3 MISURAZIONI DEI PH

Nelle tabelle sono stati riportati 1 valori delle misure dei pH effettuate sui campioni
prima di essere sterilizzati e dopo il processo di sterilizzazione.
Tutte le misurazioni sono state eseguite cinque volte per ogni campione, al fine di

calcolare il valore medio e la deviazione standard.

VALORI DEI pH CAMPIONI NON STERILI CON PBS (a)

[HT] mM MEDIA pH DEV. ST pH
0 6.37 0.0063

1 6.35 0.0102

2 6.35 0.0063

5 6.33 0.0098

10 6.31 0.0063

50 6.28 0.0063

100 6.28 0.0133
VALORI DEI pH CAMPIONI NON STERILI CON TAMPONE CITRATO (b)
[HT] mM MEDIA pH DEV. ST pH
0 5.60 0.0490

1 5.59 0.0080

2 542 0.0133

5 542 0.0063

10 5.39 0.0063

20 5.38 0.0080

40 5.38 0.0098

50 5.37 0.0098

100 5.37 0.0063

Tabella VIII: Media dei valori e deviazione standard dei pH misurati dei campioni non
sterili con soluzione PBS (a) e tampone citrato (b)

VALORI DEI pH CAMPIONI STERILI CON PBS (c)

[HT] mM MEDIA pH DEV. ST pH
0 6.74 0.0063
1 6.71 0.0063
2 6.66 0.0080
5 6.63 0.0075
10 6.61 0.0075
50 6.48 0.0098
100 6.44 0.0133
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VALORI DEI pH CAMPIONI STERILI CON TAMPONE CITRATO (d)

[HT] mM MEDIA pH DEV.ST pH
0 5.81 0.0063
1 5.70 0.0102
2 5.68 0.0080
5 5.68 0.0075
10 5.65 0.0063
20 5.61 0.0063
40 5.60 0.0080
50 5.60 0.0075
100 5.59 0.0075

Tabella IX: Media dei valori e deviazione standard dei pH misurati dei campioni sterili
con soluzione PBS (c) e tampone citrato (d)

4.4 VISCOSIMETRIA

In questo paragrafo sono riportati i risultati relativi alle analisi reologiche effettuate nel
laboratorio tramite viscosimetro. Nei grafici sono rappresentate in ordinata la viscosita
[mPa's] (a sinistra) e la velocita di taglio o shear rate [s-1] (a destra), mentre in ascissa ¢
rappresentato il tempo [s]. Le Figure 22, 23, 24, 25, riportano tutti i campioni realizzati
con i due tamponi, prima del processo di sterilizzazione e dopo. A causa di valori di
viscosita troppo alti non ¢ stato possibile effettuare 1’analisi di tutti i gel, quindi nelle

Figure 23 e 25 sono rappresentati solo i campioni dal 10mM al 100mM.

900

Viscosity (mPa.s)

Time (s)

Figura 22: Compilation “Viscosity” di tutti i campioni non sterili preparato con
tampone fosfato. La linea rossa rappresenta la velocita di taglio, le altre linee
rappresentano le viscosita dei campioni: 0OmM (verde scuro); ImM (blu); 2mM
(arancione); SmM (gialla); 10mM (rosa); SOmM (acqua marina); 100mM (azzurro).
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Figura 23: Compilation “Viscosity” di tutti i campioni sterili preparati con
tampone fosfato. La linea rossa raffigura la velocita di taglio, la linea rosa raffigura
il 10mM, la linea verde raffigura il 50mM e I’azzurra raffigura il 100mM
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Figura 24: Compilation “Viscosity” di tutti i campioni non sterili preparati con
tampone citrato. La linea rossa rappresenta la velocita di taglio, le altre linee
rappresentano le viscosita dei campioni: 0OmM (verde scuro); ImM (blu); 2mM
(arancione); SmM (gialla); 10mM (rosa); 20mM (acqua marina); 40mM (azzurro);
50mM (indaco); 100mM (nero).
8000 stvg‘)d"wo.”N”‘N}QQ;;;;,.',)3‘165 STV -yvv"?ﬂ,zo>)_)3:}\_}:)90Juo))})éjj>)) N
- 5 09. ’J»\)u‘)‘))))")‘"33'3/7.) o
0
>
200 TTe00000 000
0 s S0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Time (5)

Figura 25: Compilation “Viscosity” di alcuni campioni sterili preparati con tampone
citrato. La linea rossa raffigura la velocita di taglio, le altre linee rappresentano i
campioni: 10mM (rosa); 20mM (acqua marina); 40mM (azzurra); 50mM (blu) e

100mM (nera).
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Nelle seguenti tabelle sono riportati i valori della viscosita degli idrogeli prelevati in un
istante di tempo t = 40,39 s. La scelta dell’istante temporale ¢ stata effettuata nel
momento in cui la viscosita assume un andamento costante. Per tutti i campioni, la

stabilita della viscosita si verifica dopo la meta del tempo di analisi (60 s).

VALORI DELLA VISCOSITA CAMPIONI N. S. CON PBS (t=40,39 s) (a)

[HT] mM VISCOSITA’ mPars
0 951.75
1 985.28
2 968.28
5 972.88
10 933.58
50 530.84
100 397.88

VALORI DELLA VISCOSITA CAMPIONI N.S. CON CITRATO (t=40,39 s) (b)

[HTImM VISCOSITA’ mPas
0 1128.09

1 1096.55

2 998.37

5 985.88

10 856.70

20 750.12

40 572.54

50 538.43

100 508.57

Tabella X: Valori della viscosita dei campioni non sterili realizzati con il PBS (a) e
tampone citrato (b) in t = 40,39 s.

VALORI DELLA VISCOSITA CAMPIONI S. CON PBS (t=40,39 s) (c)

[HTImM VISCOSITA’ mPas
10 4325.39

50 3970.18

100 3644.76

VALORI DELLA VISCOSITA CAMPIONI S. CON CITRATO (t=40,39 s) (d)
[HT mM VISCOSITA’ mPars
10 7406.99

20 5221.28

40 4052,35

50 3086,48

100 88.50

Tabella XI: Valori della viscosita dei campioni sterili realizzati con PBS (c) e
tampone citrato (d) in t = 40,39 s.
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I valori della viscosita dei campioni non sterili sono stati riportati su un grafico a linea,

al fine di osservare meglio come varia 1’andamento della viscosita con le due diverse
soluzioni tampone.

VISCOSITA' DEI CAMPIONI NON STERILI CON TAMPONE
FOSFATO At1=49,39 s
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Figura 26: Grafico a linea dei valori assunti dai campioni non sterili in un tempo
t= 40,39 s: in ascissa sono riportate le concentrazioni di HT in ordinata il valore della
viscosita in quell’istante
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A causa di un diverso comportamento reologico ¢ stato riportato anche 1’andamento
della viscosita del campione 100mM realizzato con il tampone citrato.

Allo scopo di analizzare in maniera piu efficace e visivamente come cambia la viscosita
del campione, ¢ stato comparato con il 100mM realizzato con il tampone fosfato sia

prima e sia dopo la sterilizzazione.

o0,

&
f

Viscosity (mPa.s)
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1000
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Figura 27: “Viscosity” 100mM non sterile e sterile preparato con tampone fosfato. La
linea rossa raffigura la velocita di taglio, la linea verde raffigura il campione non sterile
mentre quella blu il campione sterile.
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Figura 28: “Viscosity” 100mM non sterile e sterile preparato con tampone citrato.
La linea rossa raffigura la velocita di taglio, la linea verde raffigura il campione non
sterile mentre quella blu il campione sterile.
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Figura 29: “Viscosity” 100mM non sterile dei campioni creati con le due soluzioni
tampone. La linea rossa raffigura la velocita di taglio mentre la linea verde raffigura
il campione realizzato con il tampone fosfato, mentre la linea blu il campione
realizzato con soluzione citrato.
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Figura 30: “Viscosity” 100mM sterile dei campioni creati con le due soluzioni
tampone. La linea rossa raffigura la velocita di taglio mentre la linea verde raffigura
il campione realizzato con il tampone fosfato, mentre la linea blu il campione
realizzato con soluzione citrato.

4.5 ANALISI MOLECOLARE

I risultati delle analisi molecolari sono gli spettri riportati nelle figure seguenti, nei quali
vengono raffigurate sulle ascisse le lunghezze d’onda [cm'], e sulle ordinate le
trasmittanze [%].

La Figure 31 e la Figura 32 mostrano tutti gli spettri dei campioni realizzati con il

tampone fosfato.
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Figura 31: Compilation di tutti gli spettri dei campioni non sterili realizzati con il
tampone fosfato. I campioni sono suddivisi come segue: OmM (nero), ImM (rosso),
2mM (verde), SmM (rosa), 10mM (arancione), S0mM (verde scuro), 100mM (azzurro).
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Figura 32: Compilation di tutti gli spettri dei campioni sterili realizzati con il tampone
fosfato. I campioni sono suddivisi come segue: 0OmM (nero), 1mM (rosso), 2mM
(verde), SmM (rosa), 10mM (arancione), S0mM (verde scuro), 100mM (azzurro).
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Al fine di stabilire le variazioni molecolari subite dagli idrogeli dopo la sterilizzazione,
abbiamo confrontato il campione OmM sterile € OmM non sterile realizzato con il
tampone fosfato (Figura 33).
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HT 0 mM Phosphate S

Figura 33: Confronto tra lo spettro del campione prodotto con il tampone fosfato
OmM sterile (rosso) e non sterile (nero)

Nella Figura 34 ¢ mostrata la regione del fingerprint, dove sono stati evidenziati i picchi

principali del campione OmM sterile che differiscono rispetto a quelli del non sterile.
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Figura 34: Fingerprint degli spettri del campione OmM sterile e non sterile realizzato
con il fosfato. Sono stati evidenziati i picchi presenti solo nello sterile.

Questi picchi sono stati in seguito riportati in tabella per ogni campione insieme ai

valori delle aree o coefficienti di estinzioni molare corrispondenti, per valutare come
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variano all’aumentare della concentrazione di HT. Per i picchi considerati abbiamo

inoltre individuato il tipo di vibrazione di legame a cui sono attribuiti 7).

Con la soluzione PBS i picchi risultano visibili solo nel campione sterile, perché sono

una conseguenza del processo di sterilizzazione.

VALORI AREE DEI PICCHI PRINCIPALI CAMPIONI S CON IL PBS

PICCHI  1260cm’ 802cm’! 660cm™!
C-O-C stretching | C-O-P stretching/scissoring = C-O-P stretch./scissor.
[HT] mM AREE (coefficienti di estinzione molare)
0 31.89 89.78 9.64
1 27.55 61.98 9.5
2 21.1 52.36 /
5 20.2 32.06 /
10 / / /
50 / / /
100 / / /

Tabella XII: Valori delle aree dei picchi individuati.

Le Figure 35 e 36 mostrano tuti gli spettri dei campioni realizzati con il tampone citrato.
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Figura 35: Compilation di tutti gli spettri dei campioni non sterili realizzati con il

tampone citrato. I campioni sono suddivisi come segue: 0mM (nero), ImM (rosso),
2mM (verde), SmM (rosa), 10mM (arancione), 20mM (blu), 40mM (viola), 50mM
(verde scuro), 100mM (azzurro).
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Figura 36: Compilation di tutti gli spettri dei campioni sterili realizzati con il
tampone citrato. I campioni sono suddivisi come segue: 0OmM (nero), ImM (rosso),
2mM (verde), SmM (rosa), 10mM (arancione), 20mM (blu), 40mM (viola),

50mM (verde scuro), 100mM (azzurro).

Anche in questo caso abbiamo confrontato il campione OmM sterile con il non sterile e
abbiamo evidenziato i picchi piu significativi, dei quali abbiamo individuato la

vibrazione molecolare e valutato le aree 8],
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Figura 37: Confronto tra lo spettro del campione realizzato con il tampone citrato
OmM sterile (rosso) e non sterile (nero)
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Figura 38: Fingerprint degli spettri del campione OmM sterile e non sterile realizzato

con il citrato. Sono stati evidenziati i picchi presenti solo nello sterile.

VALORI AREE DEI PICCHI PRINCIPALI CAMPIONI NS CON IL CITRATO

PICCHI 1279 cm’! 1241 cm™ 1145 cm™ 1098cm™ 841 cm’!

C-H C-0-C C-H C-O0 C-0-C
twisting stretching ' rocking streatching | stretching

[HT] mM AREE (coefficienti di estinzione molare)

0 23245 139.85 115.46 973.69 670.56

1 322.94 206.61 187.26 1238.38 876.01

2 342.20 223.06 202.43 1255.55 952.53

5 357.07 242.89 238.49 1367.98 1286.01

10 491.56 260.38 245.21 1621.95 1299.11

20 485.21 192.73 240.81 1593.41 1279.98

40 474.03 191.07 209.90 1571.48 1224.68

50 469.05 189.35 178.26 1536.64 925.22

100 380.62 178.91 164.41 1265.38 332.05
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VALORI AREE DEI PICCHI PRINCIPALI CAMPIONI S CON IL CITRATO

PICCHI 1279 cm™ 1241 cm™ 1145 cm’! 1098cm’! 841 cm’!

C-H C-0-C C-H C-O0 C-0-C
twisting stretching = rocking streatching : stretching

[HT] mM AREE (coefficienti di estinzione molare)

0 205.87 127.50 96.34 836.19 635.82

1 257.45 192.90 122.59 1119.18 783.25

2 298.24 195.03 136.49 1241.22 802.67

5 350.25 226.49 173.31 1345.25 1080.02

10 408.25 228.78 190.49 1448.84 1223.38

20 404.61 183.02 179.72 1444.75 1177.45

40 400.59 174.85 169.10 1434.32 1047.77

50 380.33 164.91 159.82 1354.02 853.27

100 357.57 154.48 151.86 1263.33 320.82
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5. Discussione

Come si puo notare gia in fase di produzione, sia negli idrogeli prodotti con il tampone
citrato sia in quelli prodotti con il PBS, i campioni tendono ad assumere una colorazione
progressivamente sempre piu gialla o rossa. Cido ¢ dovuto all’aumento della quantita
d’Idrossitirosolo e al fatto che tende parzialmente a degradarsi a contatto con I’aria
atmosferica. Questo processo di ossidazione comporta la deprotonazione degli ossidrili
presenti sull’anello aromatico dell’HT. La forma di risonanza che ne deriva ¢ altamente
reattiva sul carbonio 1, che perde il gruppo idrossietili-, formando un catecolo. Il
catecolo procede poi verso ossidazione fino alla formazione dell’o-chinone, un

composto rosso, ben visibile nelle soluzioni di HT piu concentrate.

Interpolando 1 dati dell’osservazione visiva e del pH ¢ possibile notare come 'HT
rimanga maggiormente preservato quando formulato con il tampone citrato, dove il pH

¢ sempre inferiore a 6.

Questo dato conferma I’ipotesi della reattivita del carbonio 1 dell’HT, poiché la forma
di risonanza che deriva dalla deprotonazione sul gruppo ossidrile del carbonio 3 ¢

possibile solo quando il pH supera la costante di dissociazione acida dell’idrossitirosolo.

La degradazione risulta piu evidente dopo la sterilizzazione, poiché i raggi gamma
comportano un cambiamento delle proprieta strutturali dei gel con il conseguente

aumento del tasso di degradazione dell’HT.

E’ possibile distinguere in Figura 21, che i campioni sterili realizzati con il tampone

citrato tendono ad assumere una colorazione pil chiara e quindi a degradarsi di meno.

5.1 MISURAZIONI pH

Osservando la Tabella VIII (a, b), i valori dei pH degli idrogeli di entrambi i tamponi
risultano piu alti per i campioni con una concentrazione pill bassa di HT e inferiori per
quelli con una concentrazione piu alta. Questo perché PEO e HT lavorano in
opposizione, infatti, il PEO ha un comportamento di tipo alcalinizzante, mentre I’HT ¢
una soluzione dal comportamento acidificante. Inoltre, dato che il tampone fosfato ha un

pH medio di 6,00, i valori dei pH degli idrogeli preparati con questo tampone sono di
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circa 6,00, mentre quelli degli idrogeli preparati con il tampone citrato, essendo

caratterizzato da un pH medio di 5,00, tendono ad avere valori di pH pit vicini a 5,00.

Confrontando le Tabelle VIII e IX (a, b, ¢, d), 1 valori di pH degli idrogel sterili sono
superiori ai valori di pH degli idrogel non sterili; cio € dovuto al fatto che i raggi gamma
favoriscono ulteriormente il processo di degradazione. Cid nonostante, ¢ possibile
vedere che anche dopo la sterilizzazione, la relazione tra le concentrazioni di HT e il pH

viene rispettata.

5.2 VISCOSIMETRIA

Anche la viscosita, come il pH, tende a diminuire all’aumentare del HT (Figure 22 e
24), questo perché I’Idrossitirosolo influisce sulla polimerizzazione del PEO durante la
fase di sterilizzazione. Risulta inoltre evidente (Figura 26) che nei campioni realizzati
con la soluzione citrato, la viscosita diminuisce in maniera piu lineare rispetto al
tampone fosfato, cid probabilmente puo essere dovuto alla diversa specie salina delle

soluzioni tampone che influenzano I’idratabilita del polimero.

Dopo la sterilizzazione si pud notare dalla Tabella XI che la viscosita assume valori
molto alti, questo perché i raggi gamma, oltre a influire sul cambiamento delle proprieta
strutturali del polimero, tendono a favorire il cross-linking o la polimerizzazione delle

catene del polimero e causare un relativo aumento della viscosita.

PN

Di particolare interesse ¢ il comportamento reologico del campione HT 100mM
realizzato con il tampone citrato (Figura 28). Esso, contrariamente al comportamento
degli altri campioni, ¢ caratterizzato da una viscosita pilt bassa dopo la sterilizzazione,
probabilmente cio ¢ dovuto all’azione dell’HT che ha ridotto la viscosita prevenendo la

polimerizzazione e fungendo in parte da surfattante.

5.3 ANALISI MOLECOLARE

Osservando gli spettri dei campioni realizzati con il tampone fosfato, in particolare
Figura 33, ¢ possibile notare che rispetto al campione non sterile, vi ¢ la presenza di

ulteriori picchi dovuti alla formazione di nuovi legami. Ci0 indica che si ¢ verificato un
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cross-linking nel polimero, favorito dall’uso del tampone fosfato. Facendo riferimento

alla letteratura, abbiamo identificato la presenza di due tipi di cross-linking!”!.

*  C-O-C stretching in corrispondenza della lunghezza d’onda a 1260 cm™;

» C-O-P stretching e scissoring a 802 cm™! e 660 cm™.

Inoltre, valutando i valori delle aree dei campioni sterili (Tabella XII) si ¢ osservato che
essi diminuiscono all’aumentare della concentrazione di HT. Infatti, dopo una certa
concentrazione, questi picchi non sono piu evidenziabili probabilmente perché

I’Idrossitirosolo inibisce il cross-linking del PEO.

Al contrario, analizzando visivamente gli spettri degli idrogeli realizzati con il tampone
citrato, ¢ emerso che non si formano nuovi picchi. La differenza tra il non sterile e lo
sterile, pertanto, ¢ data dalla diminuzione dei coefficienti di estinzione molare (Tabella
XIII), probabilmente dovuta a una polimerizzazione classica e non a un cross-linking.

Nella Tabelle XIII ¢ inoltre evidente che sia prima sia dopo la sterilizzazione, per
concentrazioni di HT superiori a 20mM, le aree diminuiscono a causa del potere

tensioattivo dell’HT che limita la vibrazione molecolare.
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6. Conclusione

Sulla base delle osservazioni fatte, si ¢ visto che la specie salina influisce sulle proprieta
reologiche e sulla struttura molecolare degli idrogeli durante il processo di

sterilizzazione.

In particolare & possibile osservare che con il tampone citrato, dove il pH ¢ sempre
inferiore a 6, I’HT tende a degradarsi di meno in pre e post sterilizzazione, mostrando
una colorazione piu chiara rispetto ai campioni realizzati con il tampone fosfato.

Inoltre la diminuzione della viscosita a causa dell’HT risulta piu lineare nei campioni
con il tampone citrato che in quelli con il PBS.

Considerando le modifiche molecolari invece, si ¢ visto che il PBS favorisce la
formazione di nuovi legami (cross-linking) tra le catene polimeriche, mentre nel
tampone citrato avviene solo una polimerizzazione classica. Tuttavia I’HT, in entrambi i
casi, ha determinato una diminuzione dei valori delle aree con la differenza che nel
primo caso ha agito come anti cross-linking, mentre nel secondo caso come surfattante

prevenendo la polimerizzazione.

In conclusione, la soluzione tampone citrato risulta migliore dal punto di vista della
biodegradabilita e biocompatibilita e inoltre I'uso dell’HT, per prevenire la formazione
di cross-linking, ¢ verificata sia dall’analisi reologica che molecolare. Per i prossimi
studi sara possibile verificare questa ipotesi per qualsiasi concentrazione, al fine di

valutare cosa avviene sull’intera scala in maniera pill precisa e accurata.
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