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1 INTRODUZIONE

La chirurgia dei difetti della parete addominalen{@a inguinale, ernia ombelicale, ernia ventrale)
utilizza materiali protesici con metodica “tensitnee” al fine di ridurre il rischio di recidiva
erniaria, di migliorare il confort postoperatorrajurre il dolore, abbreviare la degenza ospedalier
ed accelerare la ripresa delle attivita persorgliRfziente. In tale ambito molti ricercatori stann
lavorando al fine di identificare un tessuto siictetcon il quale si possa realizzare la “Protesi
Ideale”. Tra le caratteristiche che dovrebbero respessedute dalla protesi ideale, la reazione
inflammatoria di cicatrizzazione ed incorporazioda parte dei fibroblasti dovrebbe essere
modulata e controllabile e comunque il piu possibiicina al processo cicatriziale fisiologico. I
vecchio ma ben noto polipropilene, potrebbe trowame nuova vita se si potessero realizzare
protesi piu leggere, con reti piu sottile, al fideimpiantare una minore quantita di materiale
estraneo ma, comunque in grado di resistere allecgazioni ed impedire la recidiva. | nuovi
materiali dovrebbero quindi rispondere alle -carastiehe di leggerezza, resistenza,
biocompatibilitd, economicita, reazione infiammaicrontrollabile, maggior confort per i pazienti
e se possibile, riduzione dei tempi operatori fierpianto. Altra caratteristica importante di una
rete ideale, & quella di garantire il corretto &#8é posizionamento dell'impianto fin dal primo
momento e per tutto il periodo di tempo necessallimmcorporazione nel tessuto inflammatorio
cicatriziale. Tra i tantissimi materiali disponiksbttoposti all'attenzione della comunita scidnéf

i nanoderivati del carbonio sono forse, attualmegteelli piu diffusamente studiati per la grande
potenzialita e versatilita dimostrata. Scopo digga&icerca € stato quello di verificare la podisibi

di applicare le nanotecnologie e i nuovi bionanamali alla Chirurgia Generale. Nel lungo
periodo intendiamo tentare di realizzare una nugeaerazione di tessuti protesici di interesse

Chirurgico, ed un nuovo materiale bioadesivo, pphti sulla base delle conoscenze e dei risultati
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acquisiti nel corso di queste ricerche. Come ilatore che nel seguire il filone di rame s’'imbatte i
uno strato contenente oro, non lo ignora semplicgéenperché non si tratta del metallo che sta
estraendo dal filone, analogamente abbiamo trosage nuove ed importanti e le abbiamo quindi
approfondite, ma non fanno parte della presentedezione e quindi i dati non sono stati riportati
nel presente documento. Abbiamo potuto osservardo@mentare l'elevata versatilita dei
nanomateriali tra i quali, i nanotubi di carbonialtiparete (Multi Walled Carbon Nano Tubes-
MWCNT) che sono stati studiati approfonditamente gueanto riguarda i loro effetti biologici e il
Buckypaper (BP), una speciale conformazione dei MNWWGotto forma di deposito in strato sottile.
I BP di MWCNT € un primo passo per la realizzagoti una nuova generazione di tessuti
protesici che a parita di prestazioni biotensifissccochimiche possono essere almeno 10 volte piu
leggeri e bioadesivi, rispetto a quelli attualmeimtecommercio. Abbiamo scoperto, infatti, che le
due superfici del BP hanno caratteristiche e pet@fbiologiche diverse. Un lato € liscio e lucenmte
non manifesta spiccata bioadesivita. Il lato oppospaco e ruvido, manifesta invece un’energica
bioadesivita descritta e documentata dal nostrpmpudi ricerca e oggetto di brevetto, approvato
dall'Ufficio Brevetti dell’Universita degli StudiidRoma “Sapienza”. Tale bioadesivita puo essere
sfruttata sia per realizzare dei supporti per fess&omuni tessuti protesici in commercio ai téissu
viventi, sostituendo gli attuali metodi dncoraggio, sia nell'impiego del BP tal quale, ffo e
dimensioni idonei alla funzione protesica. La razersi € articolata nel corso dei tre anni a
disposizione per il Dottorato cosi come di seguippresentato: abbiamo iniziato con
I'approfondita analisi sulla biotossicita dei naraigriali, effettuate “in vitro” presso il Laborator
del Dipartimento “Pietro Valdoni” dell’'Universitaegli Studi di Roma “La Sapienza”, sito in Via
Scarpa, e di caratterizzazione presso l'Istitutéidica Nucleare (INFN) di Frascati, ai Laboratori
del quale il sottoscritto Dottorando ha potuto @ere previa speciale autorizzazione. | MWCNT ed
il BP sono stati caratterizzati all'infrarosso (JR) microscopio elettronico a scansione (SEM) e al
microscopio a trasmissione elettronica (TEM), priendopo sterilizzazione con varie metodiche al

fine di impiantare materiali sterilizzati, per rrde i fattori di confondimento. Presso lo stabulari
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del Dipartimento di Farmacologia “Vittorio Erspamhelell’Universita degli Studi di Roma “La
Sapienza” sono stati eseguiti tests di biotossd#aMWCNT “In vivo”, utilizzando 12 cavie da
laboratorio e 2 ratti Sprague Dawley. | risultati thli esperimenti, compresi quelli
anatomopatologici sono stati pubblicati sulla taigternazionale “Journal of Physics-Condensed
Matters”. In una seconda fase ci siamo dedicatudiare il Buckypaper (BP), una delle particolari
conformazioni aggregative dei MWCNT. Abbiamo sttdida mutagenicita su batteri che ha
prodotto una seconda pubblicazione sulla revistarnazionale “Toxicology”. Analogamente a
guanto eseguito nel corso del primo ciclo, abbiatadiato gli effetti citotossici di frammenti di BP
su vari cloni cellulari e successivamente abbiarsegeito impianti di BP tal quale, su 30 ratti
maschi Sprague Dawley, realizzando il protocollerspentale presso lo stabulario di Via Scarpa,
autorizzato dal Ministero della Salute, in accom il Servizio Veterinario per il benessere
animale dell’'Universita di Roma “La Sapienza” e syisionato dall’'lstituto Superiore di Sanita
(ISS). Tali risultati sono stati pubblicati sulleeWsta internazionale “Nanomedicine”. Nel terzo
ciclo sperimentale abbiamo reiterato lo stessoopmlo, gia autorizzato, realizzato nello stabulari
dell'lISS eseguendo test ematochimici in vivo, pertotale di 3400 esami. Tali esami sono stati
effettuati presso Appialab, un laboratorio analisterinarie privato di Roma, al fine di valutare
I'interferenza del BP sia con il sistema immuniadche con tutti gli emuntori, su altri 30 ratti
maschi Sprague-Dahuley di taglia compresa fra i&DD550 grammi. Abbiamo, inoltre, valutato la
tossicita sui parenchimi, nell’animale vivo e sutitu visceri nel corso del successivo esame
anatomopatologico eseguito dopo il sacrificio demglimali, scadenzati dai cronoprogramma di
seguito riportati. In tali ratti sono stati impiatitcampioni di polipropilene da 2 érai cui angoli
sono stati applicati quadratini da 2 fmefissati con un punto in polipropilene. Tali impii sono
stati confrontati con I'effetto prodotto da: impiadi BP da 2 crfy impianti di Parietene-Progrip da
2 cnf e con impianti di polipropilene da 2 énSettimanalmente, gli animali individuati secondo
tavola di randomizzazione, sono stati pesati, # staeqguito il prelievo ematico e sacrificati, con

espianto di tutti gli organi per gli esami anatomtmgogico. Tale procedura si e protratta per 5
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settimane, per studiare dettagliatamente il pracesesatriziale. In seguito, i campioni di BP
prelevati dagli animali sacrificati, sono stati ditati per misurarne l'effetto bioadesivo, presso il
laboratorio del Dipartimento di Chimica dell’'Uniw#a degli Studi di Roma “La Sapienza”. In un
successivo esperimento, abbiamo comparato la fdwpadesiva del BP, con: protesi in
polipropilene commerciale e varie protesi in PTFEpamso e non espanso, fissate ai tessuti
biologici con colla di fibrina e contro polipropile rivestito con acido polilattico (per conferire
adesivita - grip). | test di laboratorio hanno mnatst che il BP aderisce molto bene al substrato
biologico. Per quanto riguarda i test di confronta biomateriali, abbiamo osservato
preliminarmente che il BP provoca solamente unalieazione inflammatoria, da parte dei tessuti
viventi, rispetto alla reazione inflammatoria crtatle provocata dal polipropilene. Il BP mostra
una buona tollerabilita da parte dei soggetti imf@t. La mortalita in tutti i soggetti impiantai

nei controlli & stata nulla. Infine, Abbiamo studialla microscopia elettronica i rapporti tra il

margine cicatriziale del tessuto vivente ed il B punto di contatto.
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2 PROGETTO DELLA RICERCA

by

La ricerca scientifica e un'attivita che mira a@fervazione, alla descrizione ed infine alla
comprensione degli eventi naturali basandosi sulodte scientifico; inoltre si prefigge, come
scopo, quello di poter intervenire e regolare ummtofenomeni osservati. Dal punto di vista della
metodologia, sono fondamentali il rispetto di regomposte dal pensiero logico al fine di
salvaguardare [l'obiettivita dei fenomeni oggettdlodestudio. Uno dei punti basilari e la
riproducibilita degli esperimenti, in altre parole, possibilitd che un dato fenomeno possa essere
riproposto e studiato in tutti i laboratori del nadonL'esperimento e il fondamento del metodo
scientifico. Secondo Galileo, la natura & governata da leg¢gmetiche e la loro comprensione é
possibile attraverso un rigoroso approccio spertailersulla base dell'osservazione dei fenomeni
naturali stessi. In biologia e medicina i fenomesservabili non sono sempre esprimibili
matematicamente e molte leggi sono di natura pibsida. Pertanto, la scientificita di un’indagine
biomedica ricorre ad un controllo empirico basatiasripetibilita, statisticamente significativa,
delle osservazioni da parte di altri ricercatoaldSnel 1866, con la pubblicazione dell”Introdocti

a I'étude de la médecine expérimentale”, si hanh@ tentativo di adottare questo metodo in ambito
medico, ma una chiara definizione del metodo sifient nelle scienze umane, si avra solo con la
pubblicazione della Logica della scoperta scierdifidi Popper.All'interno della ricerca
scientifica possono essere distinte due principahttivita: la ricerca di base e la ricerca
applicata, di cui fa parte la ricerca traslaziondle. ricerca di base chiamata anche ricerca pura o
fondamentale, si pone come obiettivo primarioctf@gmento delle conoscenze e la comprensione
teorica delle relazioni che concorrono tra le déeevariabili presenti in un determinato processo. E
una forma di ricerca meramente esplorativa, spgssdata piu dalla curiosita, dall'interesse e
dall'intuito del ricercatore che dalla volonta pragica di intervenire su un determinato processo
naturale per poterne modulare gli effetti ed otteaain’applicazione pratica. Nonostante cio, la sua

funzione di indagare i meccanismi fondamentali aldliologia, generando nuove teorie, ha
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costituito le fondamenta ed il presupposto indispéile per ulteriori ricerche, concorrendo
indirettamente ad inaspettate ricadute applicatieericerca applicata, di contro, € svolta allo
scopo di trovare soluzioni pratiche a specifichebfgmatiche. Il suo scopo primario non é
I'esclusivo avanzamento della conoscenza, ma lagplacazione a fini pratici. E’ normalmente, di
tipo descrittivo e generalmente basata su precedeetche di base. Ed é proprio in quest’ottica
che si e sviluppato il presente studio. Spessorifioe tra ricerca di base e ricerca applicata @on
cosi netto e il criterio per classificare una deieata ricerca e piuttosto definito dal presunto
intervallo di tempo in cui la ricerca si dovra syapare, prima di portare a ricadute applicative. La
ricerca scientifica di base, quindi, costituiscepatrimonio determinante nel progresso della caltur
scientifica. Nel corso degli anni, tale crescitatata realizzata da ricerche condotte su modelli
sperimentali semplici; infatti, la ricerca scieit#, e quindi anche in quella biologica, per indaga
un problema complesso si avvale molto spesso diettiqau semplici, nel quale il fenomeno da
indagare si presenti in modo particolarmente "pw@'esemplare. Tradizionalmente, la ricerca di
base risulta nettamente separata dalla praticacalirda una serie di ostacoli. La medicina
traslazionale serve appunto per rimuovere questcoB e rendere il trasferimento "bench to
bedside" piu rapido, sicuro ed efficiente. Tuttavqaesta opportunita scientifica potra realizzarsi
solo in seguito alla rimozione di quegli ostacebrico-pratici che hanno finora mantenuto separate
l'attivita di ricerca di base rispetto alla pratidanica e attraverso la formazione di un continuum
culturale e sperimentale fra la ricerca di baseaeiderca applicata. Lo scopo della ricerca
traslazionale puo essere riassunto nei seguertii pun

» Migliorare la prevenzione

» Migliorare la diagnostica

» Migliorare la prognosi

» Concepire ed applicare nuovi trattamenti
e questo ¢ il filone di ricerca in cui abbiamo leato, studiando nuovi materiali, verificandone la

biocompatibilitd e ipotizzandone I'applicabilita @hirurgia Generale. Obiettivi cosi ambiziosi, e
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conoscenze cosi estese richiedono la costituzioteaoh polispecialistico di ricercatori di diversa
estrazione e competenza, in grado di interagirergicamente, capaci di sviluppare relazioni e
nuove tecnologie, clinici dalla preparazione teanadeguata, in grado di trasferire le nuove
applicazioni ai Pazienti. In tutto questo la bréaeibne delle idee non va intesa come un metodo
per far soldi ma come un concreto richiamo perirgprenditori e le aziende, che per fare il loro
mestiere hanno bisogno di nuove idee da portarensttato e noi, ricercatori, abbiamo bisogno di

molti soldi per concretizzare i nostri sogni.
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3 SVILUPPO ED ORGANIZZAZIONE
DELLA RICERCA CLINICA

3.1- Identificazione del problema e formulazione d& ipotesi
L’ipotesi deve essere specifica, scientificamentaodtrabile e di rilevanza conoscitiva. Nella

nostra vita professionale abbiamo avuto occasiog@ien modo di raccogliere lamentele dei
Pazienti, riguardo al disconfort derivato dal mialer protesico che, in alcuni casi, risulta essere
apprezzabile alla palpazione, specialmente in Rtziehe successivamente allintervento,
dimagriscono. Lo stesso problema si riscontra corezzi di sintesi che si apprezzano per lungo
tempo alla palpazione e le donne sono, in questhlgmatica particolarmente attente. Altro
problema, occasionalmente osservato € la nevralgiintrappolamento di terminazioni nervose
presumibilmente nei nodi delle suture chirurgicha. domanda che sorge spontanea e stata se
esisteva la possibilitd di migliorare, prevenirejviare a questi problemi tecnici. Un metodo
alternativo che inizialmente mi € sembrato fantasé il fissaggio della protesi con colla di filajn
“Tissucol®”. Dalla mia decennale esperienza in RyoBoccorso, ho imparato che prima di
somministrare le gammaglobuline antitetaniche, oesa chiedere il “Consenso Informato” del
Paziente al quale bisognava spiegare che la sostnainione di sostanze biologiche, per quanto
studiate e provate, poteva comunque, esporre ieR@zstesso al teorico ma possibile rischio di
trasmissione di malattie infettive attualmente ssmiute e quindi non diagnosticabili. Alla luce di
tali meditazioni, analogamente il collante, eliminla problema dell'intrappolamento delle
terminazioni nervose, ma espone al rischio di trssione di malattia infettiva. Da qui, ragionando,
ho cercato di immaginare un’alternativa in gradeisblvere il problema del fissaggio evitando le

complicanze legate alle metodiche attualmentean us

3.2- Revisione della letteratura
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Consiste nella selezione e nello studio di cio €lyga stato pubblicato sull’'argomento della ricerca
e lo “Stato dell’Arte”. Un incontro casuale comigegner De Bellis (INFN) mi ha portato a Frascati
dal Prof. Stefano Bellucci nel prestigioso IstitUtazionale di Fisica Nucleare dove abbiamo
cominciato a studiare i mattoni e la calce per tarondazioni del nostro grattacielo. In seguito,
abbiamo sviluppato il progetto con la disposiziatedle stanze, dei bagni, delle trombe per gli
ascensori e delle scale. Quindi, abbiamo pensativestimenti e abbiamo iniziato la costruzione,
trovando infinite difficolta, ma anche tanto enaisho. Oltre la metafora, il progetto € il seguente:
Studio delle proprieta dei nanotubi di carbonicagepe singola e multipla in ambito biologico, dalla
esperienza di altri ricercatori, riportate in bagrafia, iniziando a sperimentarne gli effetti, rsmo

in vitro, come gia era stato fatto, ma anche irovéu topi da laboratorio di 20-25 gr, aprendo la
nuova pista. Un altro importante incontro, orman it casuale, & stato quello con il Prof. Andrea
Martinelli, esperto di polimeri e biomateriali d@®ipartimento di Chimica della mia stessa

Universita.

3.3- Good Clinical Practice

La good clinical practice (GCP) e uno standardrirgeionale di etica e qualitd scientifica per
progettare, condurre, registrare e relazionarestgldi clinici che coinvolgano soggetti viventi. I
rispetto degli standard della GCP garantisce paaiviente non solo la tutela dei diritti, della
sicurezza e del benessere dei soggetti che patexripllo studio, in conformita con i principi
stabiliti dalla dichiarazione di Helsinki, ma andretendibilita dei dati relativi allo studio clico.
Prima che il nostro studio avesse inizio, sona s&ttati rischi ed inconvenienti prevedibili pgir
animali impiegati nello studio, rispetto al benafiatteso per 'Uomo. E’ stata quindi sottoposta al
“Ministero della Salute” la richiesta di autorizraze all’esecuzione dello studio su animali, da
condursi in assoluta conformita al protocollo coppravazione/parere favorevole di una

hY

commissione di revisione. Ogni procedura € staggeta secondo un cronoprogramma pre-
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concordato con il Veterinario, preposto dall’Unisiet degli Studi di Roma “Sapienza”, al
benessere animale, con il Direttore e con i teahigtabulario, con il laboratorio analisi chimico-
cliniche e con I'anatomopatologo. Le procedureugigiche sono state eseguite sempre in anestesia
generale cercando di ridurre al minimo lo stressipsoggetto, con campo operatorio sterile e
strumentazione sterile, e previa accurata triccomidisinfezione cutanea come da protocollo
prestabilito. | materiali impiantati sono statittugterilizzati, come sul’'Uomo, in doppia busta, i
autoclave con controllo chimico e biologico di anuta sterilizzazione. Le informazioni relative
allo studio sono state sempre registrate, traatenservate su appositi database computerizzati,
protetti da password, note solo ai membri partetipalla sperimentazione, in modo tale da
consentire un accurato controllo, resoconto, imétgzione con appositi programmi statistici e
verifica. | soggetti trattati chirurgicamente codiversi tipi di materiali a confronto, sono stsdelti

secondo una tabella di randomizzazione.

3.4- Benefici ragionevolmente previsti

La valutazione della tossicita dei materiali hatgtar alla prima pubblicazione scientifica. Il passo
successivo e stato quello di studiare se vi erdfattiemutageni, sempre in vitro ed in vivo su
batteri ben conosciuti. Questo studio ha portatam@ successiva pubblicazione. Siamo, quindi,
passati alla sperimentazione su Ratto, con I'abeetti passare attraverso fasi successive per
Coniglio, Maiale ed infine Uomo. Nel ratto abbiammepiantato un nuovo materiale solido che si
ottiene dall’aggregazione dei nanotubi di carbq@diT): il buckypaper (BP). Il BP preveniva la
diffusione dei CNT nell’'organismo, rimaneva in loeal abbiamo scoperto tutta una serie di
proprieta, sconosciute prima di allora, che hanancretizzato prima un brevetto (Verbale di
Deposito Domanda di Brevetto per Invenzione IndalstrRoma, 28/12/2009 numero domanda:
RM2009A000685), con I'approvazione della Commissia@d hoc istituita dall’Ufficio Brevetti

dell'Universita degli Studi di Roma “Sapienza” cdecreto del Magnifico Rettore, e quindi la
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pubblicazione del terzo lavoro. Abbiamo scopertdatii, che il BP ha grande potere adesivo,
dimostrando proprio l'ipotesi di partenza: cercaréalternativa agli attuali metodi di fissaggio
chirurgico. Abbiamo quindi proceduto ad impiantareBP su coniglio, presso lo stabulario
dell'lstituto Superiore di Sanita (ISS), ed abbiaquindi studiato in laboratorio, presso I'Istitudd
Chimica dell’'Universita “Sapienza” di Roma QUANTOBP realmente aderisca ai tessuti viventi.
L’abbiamo anche confrontato con il migliore prodadttualmente in uso, con le stesse indicazioni,
ottenendo risultati, direi, sorprendenti. Abbiamongli completato il progetto iniziale rispondendo
alle tre fatidiche domande:

» qual e il problema (vogliamo tessuti protesici parformanti)

» perché si pone (perché la gente si lamenta daeltegrimpiantate)

» COME SI RISOLVE (studiando, come abbiamo fattori attateriali per verificare se e

possibile realizzare un materiale migliore dellsésnte).

3.5- Durata

La durata dei vari esperimenti é stata di 4-5 aitie ognuna in modo da poter studiare anatomo-
patologicamente tutto il processo di cicatrizzagi@nle reazioni dei tessuti viventi nel corso del
tempo, alla presenza dei corpi estranei, valutarmshwhe il comportamento metabolico
dell’organismo, trattato con i vari materiali irudio, sia con indagini ematochimiche realizzate da
un laboratorio analisi veterinarie, sia con esam |a valutazione della reattivita del sistema

immunitario a seguito dell'impianto.

3.6- Numero dei soggetti partecipanti ad ogni studi

Ogni sperimentazione ha interessato gruppi da ggett. Nel primo esperimento abbiamo trattato
topi da laboratorio Swiss CD1, maschi del peso 8829, nel secondo abbiamo utilizzato ratti

“Sprague Dawley”, maschi del peso di 200g, nel tuasperimento abbiamo utilizzato ratti
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“Sprague Dawley”, maschi con pesi a partire da §00el quinto esperimento abbiamo iniziato a
lavorare su animali di taglia maggiore: il conighdulto, femmina, New Zeeland SPF (specific

pathogen free) a partire da 3020 g di peso corporeo

3.7- Protocollo

La programmazione della ricerca € stata dettaglaiteri di inclusione nello studio; metodi di
raccolta ed analisi dei dati; tecniche di indagitiézzate (esami di laboratorio, esami strumentali
ecc.); durata dello studio; stima del costo e @@si questi dettagli sono stati pre-concordati con
tutti i Professionisti coinvolti, con un documeritmmale in cui si specifica il fine della ricerda,
sua attuazione, i motivi per cui é stata propodtd metodo di studio. Il protocollo é stato frutlo
numerose rielaborazioni da parte dei componentgdgbpo di ricerca. | principi sono organizzati
nella stesura del protocollo: le premesse sonoritlesin modo sintetico e condivise dai
partecipanti, le varie sezioni sono state compilat@aniera esauriente, e stata raccolta e stuldiata

bibliografia piu recente, appropriata e completa.

4 DISEGNO DELLO STUDIO

Abbiamo descritto, in ogni esperimento, il metodeato, gli obiettivi, i materiali utilizzati, i
risultati, la discussione dei risultati e le corsotuni. Dal punto di vista metodologico e ben chiara
suddivisione in studi di fase I, Il, e Ill, semmensequenziali. Per ora siamo alla fase Il, avendo
valutatol'attivita (capacita del BP di indurre le modificazioni atgeso le quali si presume produca
benefici), mentre nella fase Il si misurdigfficacia (cioé la capacita del trattamento di indurre i
benefici per ottenere i quali verra applicato iggetti di maggiore taglia e contestualmente, con
altri esperimenti di biologia molecolare, avremonbeompreso il meccanismo intimo di

funzionamento.
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Cronoprogramma | Ciclo
4.07.08| 7.07.08 8.07.08| 10.07.98 11.07.08 15.0y.0818.07.08 22.07.08| 25/07/2009 1.08.0: 05/08/0: 688. 8.08.08 12.08.08 15.08.08
arrivo prel+prel prel+prel prel+prel prel+prel prel+prel
topi preli+int | preli+int prelievo| preli+int org prel+prel org| org prel+prel org | org prel+prel org | org prel+prel org | org prel+prel org

1 GOBPT1 G7BPT1

2 GOBPT2 G7BPTZ

3 GOBPT3 G7BPT:

GOBPT4 G7BPT4

5 GOBPTS G7BPTH

6 GOBPT6 G14BPTpH

7 GOBPT?7 G14BPTy

8 GOBPT8 G21BPT:

9 GOBPT9 G21BPT

10 GOBPT10| G21BPT10

11 GOBPT11 G28BPT11

12 GOBPT12 G28BPT]12

13 GOBPT13] G28BPT13

14 GOBPT14 G35BPT14

15 GOBPT15] G35BPT15

16 GOBPT16 G35BPT16

19 X

20 X

21 X deced

22 GOprolenT23 G7prolenT42

23 GOprolenT23 G14prolenT:

w

24 GOprolenT24 G21prolenTp4

25 GOprolenT2§ G28prolenTR5

26 GOprolenT26 G35prolenT|26




pesi

Giovedi

Giovedi

Giovedi

Giovedi

Giovedi

Giovedi

25/06/2009

9.07.09

16.07.09

23.07.09

30/07/09

06.08.09

arrivo topi

TOPO 1

TOPO 2

TOPO 3

TOPO 4

TOPO 5

TOPO 6

TOPO 7

TOPO 8

TOPO 9

TOPO 10

VicrylCNT

VicrylCNT

318

366

VicrylCNT

VicrylCNT

382

TOPO 11

305

361

TOPO 12

313

TOPO 13

316

TOPO 14

313

TOPO 15

330

TOPO 16

300

360

352

333

TOPO 17

307

346

TOPO 18

306

TOPO 19

TOPO 20

TOPO 21

TOPO 22

TOPO 23

TOPO 24

TOPO 25

TOPO 26

342

354

367

371

401

379

VicrylCNT
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Cronoprogramma |1l Ciclo

Cronoprogramma giugno 2009

Giovedi GO G7 Gl14 G21 G28
25/06/2009 9.07.09 16.07.09 23.07.09 30/07/2009 06.08.09

arrivo topi prelievo prelievo prelievo prelievo prelievo

striscio striscio striscio striscio striscio
peso peso peso peso peso peso
proleneBP i rog VicrylCNT proleneBP parieteneProg VicrylCNT proleneBP parieteneProg VicrylCNT proleneBP parieteneProg | VicrylCNT proleneBP parieteneProg | VicrylCNT

TOPO 1 proleneBP proleneBP soppresso 16.07.09 G7
TOPO 2 | proleneBP proleneBP soppresso 16.07.09 G7
TOPO 3 proleneBP proleneBP soppresso 23.07.09 G14
TOPO 4 | proleneBP proleneBP soppresso 23.07.09 G14
TOPO5 | proleneBP _ proleneBP deceduto il 16.07.09
TOPO 6 | proleneBP proleneBP 06-ago

TOPO 7 | proleneBP. proleneBP 06-ago

TOPO 8 | proleneBP proleneBP soppresso 30.07.09 G21
TOPO 9 | proleneBP. proleneBP soppresso 30.07.09 G21
TOPO 10 VicrCNT VicrCNT soppresso 30.07.09 G21

ascesso sulla sede di

TOPO 11 VicrCNT impianto il 17.7.09 VicrCNT soppresso 23.07.09 G14

TOPO 12 VicrCNT VicrCNT soppresso 16.07.09 G7
deceduto il 09.7.09 manca
TOPO 13 VicrCNT istologia
TOPO 14 VicrCNT VicrCNT 06-ago
deced 09.07.09 x emorragia da

TOPO 15 prelievo
TOPO 16 VicrCNT VicrCNT VicrCNT soppresso 16.07.09 G7
TOPO 17 VicrCNT VicrCNT soppresso 23.07.09 G14
TOPO 18 VicrCNT soppresso 16.07.09 G7
TOPO 19 parietProg parietProg soppresso 16.07.09 G7
TOPO 20 parietProg parietProg soppresso 16.07.09 G7
TOPO 21 parietProg parietProg soppresso 23.07.09 G14
TOPO 22 parietProg parietProg soppresso 23.07.09 G14
TOPO 23 parietProg parietProg soppresso 30.07.09 G21
TOPO 24 parietProg istologia
TOPO 25 parietProg parietProg | soppresso 30.07.09 G21
TOPO 26 parietProg parietProg | 06-ago
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5 MATERIALI E METODI

5.1- Materiali e metodi PRIMO esperimento

| MWCNT possono essere facilmente funzionalizza&ti mezzo di gruppi chimici allo scopo di
renderli carriers efficienti per gruppi chimici erpla somministrazione di farmaci-{g. Dai
risultati preliminari sulla struttura fisica e chita dei MWCNT P-14, abbiamo focalizzato la
nostra attenzione sulla scelta della migliore temrper la sterilizzazione dei MWCNT al fine di
somministrare in vivo e in vitro materiali che nprovocano confondimenti biologici rispetto ai
fenomeni studiati. Abbiamo cercato di determinaaeniigliore tecnica in grado di ottenere la
sterilizzazione senza modificazione strutturaleskbedoroprieta, riguardo alla riduzione dell’effett

bias [L5-17-31-3Rin ambito biologico e pubblicato i risultati.

Figura 1 Rappresentazione ideale di un nanotubcadbonio a parete singola (SWCNT) formato da un
foglio di grafene arrotolato. Si osservano dellgumta metalliche dentro e nella struttura reticoda
esagonale provocando puntiformi interruzioni delaelo.

Abbiamo realizzato la procedura di sterilizzazimaesando della polvere di MWCNT in piccole

buste di polietiiene e quindi introducendo una imast insieme all'indicatore chimico di
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sterilizzazione, in un’altra busta leggermente gniagnde e sigillata. Le buste sono state quinde stat
sottoposte alla procedura di sterilizzazione iroéatve a 270°F (132° C) per 21 minuti sotto vuoto.
Questo metodo controlla la temperatura piu altagitaga e la durata del processo a tale
temperatura. Inoltre lindicatore chimico documenfavvenuta sterilizzazione segnalando
'eventuale non raggiungimento dell’'obiettivo pesfato. Almeno una volta a settimana viene
verificato il processo di sterilizzazione a vapop®sizionando nella camera di sterilizzazione
provette conBacillus stearothermophilugmicrorganismo con spore particolarmente resistahti
calore, cosi da assicurare un ampio margine diredza al processo di sterilizzazipn8e la
sterilizzatrice lavora appropriatamente le spoogosnormalmente distrutte e non si sviluppano in
coltura. Abbiamo ripetuto e verificato gli esperimiedegli studi preliminari su cloni cellulari8—
31-37, ed abbiamo realizzato esperimenti su nuove logdeilari. Abbiamo quindi esteso la nostra
esperienza anche in vivo utilizzando topi da latmoia. Abbiamo sperimentato ['effetto di
MWCNT in un gruppo di animali, con la somminist@ze per via intraperitoneale unica e
ripetendo la stessa somministrazione tutti i 7 rgissuccessivi. Abbiamo provato gli effetti
dellimpianto dei MWCNT e determinato la tossicita, sopravvivenza e le modificazioni del
sistema immunitario. Infine abbiamo studiato I'éffeanatomo-patologico sui 2 gruppi A e B per
capire se i MWCNT sono innocui 0 dannosi, se ingituh un organismo vivente, oppure, come
agente inquinante atmosfericb9F-31-32, o un possibile veicolo di applicazione terapehsi nel
prossimo futuro. Si noti che i MWCNT che ancheaktro gruppo ha recentemente studiato, sono

in grado di attraversare la barriera epitelial¢’@élero respiratorioZ0].

5.1.1 Test in vitro
| MWCNT sono stati disciolti in acqua bidistillagadispersi con centrifugazione e sonicazione per

15 minuti al fine di omogeneizzare la sospensiarela quale abbiamo saggiato le culture cellulari.
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5.1.2 Coltura cellulare
Le cellule dellladenocarcinoma colorettale uman@dz2 e le cellule del cancro della mammella

umana MCF-7 sono state ottenute dallEuropean Ciatle of Cell Cultures (ECACC).
Inizialmente le cellule di muscolo liscio dell’ari tiroidea (hRSMC) sono state isolate mediante
digestione con collagenasi tipo 1l e moltiplicatemgassaggio da 4 a 8. Le cellule di muscolodisci
di arteria tiroidea umama hSMC, sono state idewiif positivamente>05%) con un anticorpo
monoclinale muscolo specifico alpha-actina. Tutteéllule, sono state seminate in contenitori da
25 cnf (Falcon; Becton Dickinson Laboratoryware; Franklakes NJ, USA). Il mezzo di crescita
e stato il Dulbecco modificato Eagle (DMEM) suppétato con 10% con siero di feto di vitello
(FCS) e antibiotici (Penicillina 100 1U/ml, Streptécina 100pg ml-1, Gentamicina 20Qg mi™)
(soluzione standard). La coltura e stata manteaud@°C in atmosfera al 5% di G@ aria. Il
mezzo di coltura e stato sostituito ogni terzo mpor Le cellule sono state coltivate dopo
trasferimento, previa rimozione con tripsina all@3% e — EDTA 0.01%. La vitalita cellulare e
stata valutata con il colorante Dye, metodo diwesohe Trypan Blue (Sigma Chemical Co., St.

Louis MO, USA).

5.1.3 Studio della proliferazione cellulare
Le cellule Caco-2, MCF- 7 e hSMC sono state semima6 contenitori (Falcon, Becton Dickinson

Laboratory ware) alla concentrazione di 1xt8llule per contenitore in mezzo standard. Il mior
successivo le cellule sono state riseminate in megandard contenente MWCNT alle
concentrazioni comprese tra 0.001 fino.agmr™. | dischi sono stati incubati per 24 ore e 72 ore
a 37°C in atmosfera al 5% GOLe cellule sono state quindi staccate dai forali dischi, per
tripsinizzazione e centrifugazione e quindi reinsasate in PBS. La conta cellulare é stata eseguita
con un analizzatore Beckman Coulter, Inc, e conaamera Thoma haemocytometer. Le colture

sono state replicate due volte ognuna e ogni eéspatd € stato ripetuto per tre volte.
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5.1.4 Analisi statistica

| dati sono espressi come deviazione standard (BEBati sono stati analizzati camalysis of
variance(ANOVA) sequiti dal test di Bonferroni. Le diffarge sono state considerate significative
ad un livello dip < 0.05. Le analisi statistiche sono state eseguite dss@inGraphPad Instat

software (GraphPad Software, Inc; San Diego, CAALS

5.1.5 Effetti Generali in vivo
Nell’esperimento in vivo, abbiamo utilizzato topviSs CD1 maschi del peso di 27-32g, acquistati

dalla ditta Charles River (Calco-Lecco, ltaly). #he di testare una soluzione stabile, abbiamo
provato a disciogliere i MWCNT in vari veicoli. | WICNT sono risultati insolubili in soluzione
salina, anche dopo sonicazione per 90 minuti mesdr® solubili in acqua bidistillata formando
una sospensione omogenea di MWCNT che é statazatiéi per una prova in coltura cellulare (vedi
il testin vivo O piu sotto)Cio probabilmente e dovuto al maggiore volume dlidone necessario
per il test in vivodove iMWCNT hanno una maggiore tendenza ad aggregarsospensione in
metilcellulosa (MTC 0.5%) mostra una precipitaziafienanoparticelle. Infine abbiamo ottenuto
una sospensione stabile utilizzando una misceldwhen 80 (al 5%), PEG 400 (al 5%) and
metilcellulosa (MTC 0.5%). | nanotubi sono stasglti in un volume di veicolo in modo tale da
somministrare 1 ml di sospensione per 100g di gesgoreo per via parenterale per es. 10 mt/kg
di peso corporeo. Gli animali di controllo sondtistiaattati solo con solvente. | MWCNT sono stati
somministrati per via intraperitoneale alla concazibne di 10, 20, 40 mg/kgdi peso corporeo in
gruppi di animali composti da 3-5 elementi. Dogndtulazione di MWCNT gli animali sono stati
esaminati con il test di Irwir2fl]. Il test di Irwin si usa negli screening farmamgiki per verificare
gli effetti indotti dai nuovi farmaci. Dopo il tr@mento, gli animali sono stati stabulati in una
gabbia per 20 minuti ed osservati alla ricercagtionodificazione comportamentale. Gli animali,

subito dopo, sono stati trasferiti sul tavolo, ogag e valutati per la ricerca di segni di pataéog
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emergente: tremori, convulsioni, pallore, cianosgosse oppure alterazioni delle funzioni
fisiologiche (modificazioni del diametro pupillardel tono muscolare, riflesso di raddrizzamento
del dorso (opistotono). L'osservazione degli anim@al susseguita per le successive 4h per
controllare la mortalitd immediata e, quindi, staltiue monitorizzati per ulteriori 7 giorni per
studiare gli effetti della tossicita ritardata. @op giorni gli animali sono stati pesati e sacafidn
camera satura con G@d é stato eseguito I'esame necroscopico. Soticestguiti campionature

di tutti 1 visceri e parenchimi al fine di eseguira esame istopatologico completo. Il trattamento
degli animali é stato conforme ai principi dellarawegli animali da laboratorio formulate dalla
National Society for Medical Research and the Gindehe Care and Use of Laboratory Animals
(US Department of Health and Human Sciences, Naltimstitute of Health, publication no. 80, 23

revised 1985).

5.1.6 Test di somministrazione ripetuto
Al fine di evidenziare gli effetti dei MWCNT dop@msministrazione ripetuta un gruppo di 4 topi é

stato sottoposto a infusione intraperitoneale gitiera per 7 giorni con la dose di 5mgfkin
sospensione con Tween 80 al 2,5% e metilcellulddaC) 0,5%. Il giorno dopo l'ultima
somministrazione, gli animali sono stati pesatiaerificati in camera saturata con @ stato

eseguito I'esame microscopico e la campionatutaittia visceri per 'esame istopatologico.

5.1.7 MWCNT test di impianto
Al fine di valutare l'effetto dell'impianto di MWCHN abbiamo operato utilizzato due ratti Sprague

Dawley da 300g, abbiamo eseguito un’anestesia gleneon sodium pentobarbital in soluzione
salina alla dose di 53 mg/Kgper via intraperitoneale (i.p.) al volume di 1 kgl* di peso corporeo.
Nel primo esperiment@ stata eseguita la tricotomia, la disinfezioneage& ed una incisione
trasversale sul dorso approfondita fino agli staiscolari dopo aver inciso anche la fascia dorsale.
E’' stata quindi realizzata per via smussa una tasaafascia e muscolo lombare senza

sanguinamento e sono stati introdotti 20 mg di MWCNMa ferita & stata suturata in doppio strato
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di cui quello profondo con punti riassorbili, loab superficiale a punti staccati in setasdtondo
esperimentoé stato eseguito con la stessa tecnica, ma satioirsipiantati soltanto 5 mg di

MWCNT.

5.1.8 Assetto immunologico
| topi da laboratorio sono animali geneticamentnidi. Essi hanno identico assetto genetico e

quindi reagiscono allo stesso stimolo nella stesasaiera. A causa della piccola taglia dei soggetti,
il sangue deve essere prelevato per puntura delldaccardiaca, e in ogni caso, la quantita
prelevabile € insufficiente per I'esecuzione deglami ematochimici. E’ possibile pero ovviare a
guesto problema mescolando il sangue dei soggeht stesso gruppo. Il gruppo A (trattati) € stato
inoculato con MWCNT e solvente mentre il gruppoddritrolli) solo con il solvente. Entrambi i
gruppi sono stati trattati alla concentrazione @imgpro Kg di peso corporeo. Abbiamo testato gli
anticorpi ANA (anti-nuclear antibody), AMA (anti-techondrial antibody), ASMA (antismooth
muscle antibody), ANTIRET (anti-reticolin antibodyAPG (anti-gastric wall antibody), ENA

(extractable antinuclear antigen), e NDNA (natieexiribonucleic acid).

5.1.9 Esame istologico
Il nostro primo esperimento ha utilizzato 24 to® eatti. Abbiamo fissato i prelievi di tessuto in

Formalina al 4% tampone fosfato, a pH 7.6, ed Bidlu paraffina e preparati a strati dius di

spessore. Le sezioni sono state colorate con E&satossilina.
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5.2- Materiali e metodi test in vitro SECONDO
esperimento.

5.2.1 Introduzione.
Negli ultimi anni, sono stati pubblicati vari stusiille potenziali applicazioni dei CNT in campo

biomedico, come sensori, sonde, nella spettroscopita diagnostica per immagini, nello studio
delle cellule tumorali, come veicolanti per il 8&@o controllato di farmaci, materiali impiantaleli
strumentazione, attuatoril]] mezzi di contrasto per Risonanza Magneti8a-B8]. L'ostacolo
principale e rappresentato dalla potenziale cigwds. Altri studi hanno proposto il possibile
impiego del BP per l'incapsulamento di isole paatiche di cellule di Langerhans per |l
trattamento del diabete mellito, incapsulamenteealiule modificate dalla terapia genica, presidi
impiantabili per la modulazione del sistema immaimit 0 somministrazione di farmaci oppure
ormoni.[4—24]. | materiali compositi mostrano di possedere ped@rquali conduttivita, capacitanza
elettrochimica, e proprieta meccaniche utilizzalsiti esempio elettrodi impiantabili come sensori e
come stimolatori, come ad esempio quelli deglitedetrdiografi[5] e per gli elettrostimolatori
cardiaci. In ambito chirurgico, per quanto riguarida chirurgia dell’ernia inguinale e della
riparazione delle ernie incisionali e laparocelipwe ricerche stanno esplorando la possibilita di
evitare e prevenire le complicanze associate atlars della rete ai piani muscolari sottosta[+

9], come ad esempio il tasso di recidivg)]| il dolore cronico da intrappolamento di termiitee
nervose nelle suturel]] e la possibile trasmissione di malattie infettiacora sconosciute e
quindi non diagnosticabili, dagli emocomponenti iegati per il confezionamento delle colle
chirurgiche a base di fibrina. Infatti, per ovviaiéa neuropatia cronica da punti di sutura, iautil
biologici, recentemente introdotti nell’'uso chirio@, vengono sempre piu impiegati e anche per
guanto ci riguarda personalmente. Infatti, neiNé# professionale utilizziamo correntemente, con
ottimo risultato, il Tissucol® Baxter Healthcareg&xfield, lllinois. Il Buckypaper (BP) di Nanotubi

di Carbonio Multiparete (Multi-Walled Carbon Nanbas-MWCNT), ottenuto da NanoLab Inc, 55
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Chapel Street, Newton, MA 02458 USA, € lo strumggitorecentemente emerso alla ribalta delle
conoscenze scientifiche, che il nostro gruppo ckrda ha scoperto essere utilizzabile per fissare
gualunque tipo di materiale protesico, gia in commioe ma anche per confezionate una nuova
generazione di tessuti protesici, sia in assoazi materiali gia noti, sia tal quale come nuovo
tessuto protesico, in grado di mantenere le stessateristiche dei materiali noti ma in grado di
evitare la neuropatia cronica e il possibile risctbnnesso agli emoderivati contenuti nelle colle d
fibrina. Inoltre il BP e sottilissimo e leggerisoimCaratteristiche, in ambito chirurgico, favorevol

Il BP € un nanoderivato a base di carbonio contteaistiche chimico-fisiche e meccaniche note
(flessibilita, ultra leggerezza, stabilita termiea chimica), possiede anche caratteristiche di
semiconduttore per il trasporto di elettroni. Ineltl BP ha due superfici con caratteristiche
completamente diverse, di cui abbiamo scopertprdprieta con le nostre ricerche. Le tabelle 1 e 2
sintetizzano le caratteristiche fisiche, chimicheneccaniche del BP. NanoLab costruisce fogli
semirigidi di BP a partire da nanotubi di carbodiovari formati e spessori preparati in relazione
alle necessita di ricerca. Il BP e costituito da#®di BPD15L520, nanotubi di carbonio (CNT)
fabbricati dalla stessa Impresa, ma puo essereafatepanche con altro tipo di nanotubi, se
necessario. | CNT sono sospesi in una soluzionaaeante non-ionica, come il Triton X-100 e
Sodium lauryl solfato, che migliora la loro disgerge in soluzione acquosa. Questa sospensione
puo quindi essere posta in un contenitore a dopguiaera e fatta filtrare su una membrana, sotto
pressione positiva dal lato superiore e negatiVigakro lato in modo da accelerare il transito del
solvente dalla camera superiore alla camera interidepositando i CNT sul filtro per rendere
uniforme il film di CNT disteso sul filtro [19,20]12. Dopo asciugatura, il film BP & rimosso dal
supporto rimanendo consistente e semiflessibiléa densistenza e lavorabilita del cartoncino. La
flessibilita e le caratteristiche di flusso son®@%bdella densita. | tests eseguiti dal gruppo hia

di Whitby, per NanoLab (il produttore) [22]

Fig. 2: aspetto della superficie liscia-brillantadente del BP prima dell'impianto in ratto Spraghawley
maschio, da 340 gr in tasca sottofasciale.
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Gli studi dimostrano che il BP standard non perengtpassaggio di particelle collidali con volume
superiore a 50 nm. Le caratteristiche elettricliee resistenza del BP sono stati misurati applicando
elettrodi d’oro su una striscia di BP delle dimensidi 3.3 mm di larghezza, 0.13 mm di spessore.
Tra i due elettrodi distanti 7.8 mm, é stata miturma resistenza di~18 Ohm. La resistenza del BP
& ~ 0.1 Ohm/cm. Importante caratteristiche meccaniche del BP dariavorabilita con forbici,

come il foglio di carta e la discreta flessibilita.

Fig. 3: aspetto della superficie ruvida e opaca BE\.

| CNT puri al 95.93 % del peso, all’analisi elemast mostrano la presenza di 1.65 % del peso in
impurita metalliche costituite da Ferro e altrirenti sono presenti in tracce in quantita minore
all'1% del peso. Abbiamo studiato BP con le caratehe di fabbricazione indicate al fine di
ridurre, per quanto possibile, I'effetto bias (cmmdimento da parte di fattori di errore) sulla

sperimentazione in vivo.
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Fig. 4 aspetto della rete tridimensionale costauita MWCNT osservati con Microscopio elettronico a
scansione (Scansion Electron Microscope -SEM) 3(B0/00um

Fig. 5: aspetto della superficie ruvida-opaca dé Brima dell'impianto in ratto Sprague-Dawley maigch
da 340 gr in tasca sottofasciale. Il BP € costiwda una rete tridimensionale di MWCNT fotografeda
Microscopio elettronico a scansione (Scansion EtcMicroscope -SEM) 10kV x30.00pum

Fig. 6: aspetto di una rete tridimensionale di MWICbkservata della superficie liscia-lucente del BP,
fotografata con Microscopio elettronico a scansi¢g8eansion Electron Microscope -SEM) 10kV x30.00pum

Fig. 7: aspetto della superficie ruvida-opaca dé&l Bsservata al SEM
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5.2.2 Colture cellulari
Il carcinoma umano colorettale Caco-2, I'adenocantia mammario MCF-7 e la leucemia a

cellule HL-60 sono state ottenute dalla Europeaiie€iion of Cell Cultures (ECACC). Cellule
HA-SMC sono state isolate dall’arteria tiroidea unaa separate con trattamento con collagenasi
tipo Il ed utilizzate per il passaggio da 4 a &ntificate (>95%) con anticorpo muscolo specifico
per la alfa —actina e separate. | fibroblasti natev tessuto connettivo umano HF sono stati isolati
dal derma fisiologico di un Paziente (operato daspita per ernia inguinale) e trattato con
collagenasi tipo Il. Le linee Caco-2, MCF-7, HA-SIMEHF, sono state seminate in capsule da 25-
cn? (Falcon; Becton Dickinson Labware; Franklin Laké$ USA) in mezzo di coltura Dulbecco
modificato Eagle (DMEM) supplementato con Fetal f{Carum (FCS) al 10% ed antibiotici
(Penicillina 100 1U/ml, Streptomicina 10Qg/ml, Gentamicina 20Qug/ml). Le cellule della
leucemia umana HL-60 sono state seminate in capsiRetri da 25 cf(Falcon) in mezzo di
coltura RPMI 1640 supplementato con Fetal Calf ®e(BECS) al 10% ed antibiotici (Penicillina
100 IU/ml, Streptomicina 10Qg/ml, Gentamicina 20Qg/ml). Le colture sono state termostatate a
37°C in atmosfera di aria con G@l 5%. Il mezzo di coltura delle linee cellularacn-2, MCF-7,
HA-SMC, e HF é stato sostituito ogni terzo giornolee colture sono state riseminate dopo
mobilizzazione delle cellule con trattamento capsina 0.05% trypsin €0.01% EDTA. Le cellule
HL-60 sono state mantenute ad una bassa denditéidie a 1 x 1Bcellule/ml) ed utilizzate negli
esperimenti per il passaggio da 5 a 15 per prexdaidifferenziazione. La vitalita cellulare & atat
verificata previa colorazione con Trypan Blue (Sgg@hemical Co., St. Louis MO, USA) e metodo

d’esclusione.

5.2.3 Test sulla proliferazione cellulare
Le linee cellulari Caco-2, MCF-7, HL-60, HA-SMC &-Hsono state seminate in 12-capsule da

coltura (Falcon, Becton Dickinson Labware) a com@aioni cellulari comprese tra 2 x “0
cellule/capsula e 4 x @ellule/capsula, in terreno di coltura standamh@®quindi stati aggiunti
frammenti di BP (0.1 cf) sul fondo delle capsule al tempo zerg) @ dopo 24 ore @) dall'inizio
dell'osservazione. Le capsule sono state inculge,la durate di 72 ore e 120 ore a 37°C in
atmosfera di aria con G@l 5%. Le cellule sono quindi state distaccatefaladlo della capsula per
tripsinizzazione (eccetto le HL-60) centrifugateyigsospese in PBS. La conta cellulare e stata
eseguita con contatore Beckman Coulter, Inc., eutoemocitometro Thoma. Poiché il contatore,
non € in grado di distinguere tra cellule viventiedlule morte, abbiamo utilizzato 'emocitometro
Thoma dopo colorazione vitale con Trypan Blue. bure sono state replicate due volte per ogni

obiettivo ed ogni esperimento é stato replicatotiee.
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5.2.4 Analisi statistica

| dati sono stati espressi in media standard deviation (SD). | dati sono stati analizz
statisticamente con un test di Student a due cedaati non appaiati. Le differenze sono state

considerate significative con un p<0.05. L’'analsatistica € stata eseguita con il software

GraphPad Instat (GraphPad Software, Inc.; San Dié§o USA) per personal computer.

5.2.5 Materiali e Metodi della sperimentazioneBlin vivo secondo esperimento.
Allo scopo di studiare gli effetti dell'impianto 8P in vivo abbiamo trattato 25 ratti maschi

“Sprague Dawley” da 340 g. Ho esequito I'anestgginerale con una soluzione di 53 mg/Kg di
sodio pentobarbitale in soluzione fisiologica Qifdusa per via intraperitoneale (IP) in fossa éiac
sinistra al volume di 1 ml/Kg di peso corporeo.ntérvento chirurgico € iniziato entro 5 minuti
dall'inizio dell'anestesia generale. L'incisione imhigica € stata eseguita, in questa
sperimentazione, sul dorso, come nella precedgrggnsentazione, mentre nelle successive sara
eseguita in fossa iliaca sinistra. L'incisione bBggiunto la fascia che e stata scollata dal muscolo
grande dorsale per realizzare una tasca in modimgiantare il materiale protesico e studiarne gli
effetti, come se si trattasse di chirurgia protesoon lo stesso metodo e le stesse accortezpe:e ci
tricotomia, disinfezione cutanea, tavolo steriidetia sterile, strumentazione sterile, guantilster
materiali protesici e di sintesi sterili. Nella ¢tasavascolare tra fascia e muscolo é stato cotlagat
guadratino da 2x2 cm di BP e la ferita e statadjusnturata in due piani di cui quello profondo, a
punti staccati in materiale riassorbibile, queligperficiale a punti staccati in seta nera. Lo stess
identico intervento e stato ripetuto su tutti i geti, compresi i controlli, in cui e stato impiatd
puro e semplice polipropilene commerciale (Surdgillesh, Autosuture, lotto ABA631), sempre

delle stesse dimensioni.
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5.3- Materiali e metodi test in vitro TERZO esperim  ento
mutagenicita

5.3.1 Reagenti
Le caratteristiche dei MWCNT dalla Sigma—Aldrichjlého, Italia sono dichiarate dal produttore

ed elencate in Tab. 1: MWCNT (Aldrich 659258) comsimoda nanotubiMW (almeno il 90%), con
residui amorfi di carbone (contaminanti metall®gprattutto ferro, inferiori a 0.1%). | MWCNT
(Aldrich 659258) si disperdono in dimethylsulphoaxiDMSO). Il mutageno 2-nitrofluorene (2NF)
(CAS numero 607-57-8; purezza 98%), 2- aminoant¢2AA) (CAS numero 613-13-8; purezza
96%), sodium azide (SA) (CAS numero 26628-22-8epza >99.5%), methylmethane sulfonato
(MMS) (CAS numero 66-27-3; purezza 99%), acquistiddoSigma—Aldrich Co. (St. Louis, MO,
USA). SA e MMS disciolti in acqua deionizzata, mmenENT, 2NF e 2AA disciolti in DMSO (CAS

numero 67-68-5; purezza >99.5%) (Sigma—Aldrich Gb.Louis, MO, USA).

5.3.2 Terreno di coltura
Il brodo di coltura e stato acquistato da Oxoid gjBgstoke, Hampshire, England); l'agar

batteriologico e nutriente da Sigma—Aldrich Co. (Stis, MO, USA).

5.3.3 S9-Sistema di Attivazione Metabolica
L’attivatore e stato preparato al momento dell'usmpone fosfato (0.2M) 500:l, acqua deionizzata

130:I, KCI (0.33M) 100:l, MgClI2 (0.1M) 80:l, S9 zeone 100:l, glucosio-6-fosfato (0.1M), 50:I e
NADP (0.1M) 40:l. La miscela durante il test € atahantenuta in ghiaccio. La frazione S9,
sopranatante  post-mitocondriale di epatociti, € tostatrattato con una miscela
phenobarbital/naphthoflavone (PB/NF) per indurré ghzimi microsomiali epatici, € stata

acquistata da Moltox (Molecular Toxicology, Boohi;, USA).
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Tab. 1: principali caratteristiche fisiche dei nanbi di carbonio multiparete

Main characteristics of multi-walled carbon nanctubes (MWONTs ) { Aldrich 6592581

Dimensions (diameter = length) 1NO-170nm = 5-9 |um
Density (g/cm?) 1.35

Surface area (m?/g) 1.3 x 102

Preparation method Chemical vapor deposition

5.3.4 Ceppi Batterici
S. typhimuriumlA 98 (hisD3052gal biochl1008rfal001 _uvrBpKM108$), typhimuriumlrA 100

(hisG56galbiochl1005rfal004 _uvrB pKM101) E. coli WP2uvrA (trpE65_uvrA), sono
gentilmente stati forniti dal Research ToxicologiCantre (Pomezia, Rome, Italy). Il genotipo dei
ceppi e stato confermato dalla presenza accertatetatori specifici. Le colture di lavoro usate
ad ogni esperimento, sono state ottenute dall@reofiermanenti surgelate, dopo incubazione per
16 ore a 37°C, fino a raggiungere la concentrazaparossimativa di 1xf2tbatteri/ml. In ogni

esperimento il numero di cellule vitali € statoidig in accordo con OECD (1997).

5.3.5 Test di Citotossicita e Mutagenicita
Abbiamo preliminarmente testato la solubilita deWW@NT in modo da ottenere la massima

concentrazione priva di aggregati per i test swgieesSi definisce insolubilita la formazione di
aggregati della sostanza in studio alle condizdinsperimentazione, evidenti ad occhio nudo
(OECD, 1997. | MWCNT precipitano, a concentrazioni superiari3,50 g/ml, (corrispondenti a
9.00 g/capsula), cosi abbiamo scelto la massimaecdrazione possibile. Partendo da 9.00
g/capsula abbiamo preparato soluzioni seriatezméihdo un fattore di diluizione di 1:2. La
citotossicita e stata valutata come riduzione dehero di colonie ricombinanti al cambiamento
dellambiente auxotrofico (ambiente di fondo), anftonto con il controllo Maron and Ames,
1983. A tale scopo una soluzione di MWCNT (50:1) étataggiunta per una nottata alla coltura
(100:1) ed € stata aggiunta la miscela di attivatoetabolico S9, oppure il tampone fosfato (0.1M)

(500:1). La miscela & stata preincubata in terntosta37C per 30 min, quindi & stato aggiunto agar
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(2 ml) con istidina/biotina (0,5mM) al 10% per T8 @ TA 100, e triptofano (0.5mM) al 10% per
WP2uvrA. Infine una minima quantita é stata versata gtk di coltura. Dopo incubazione a-g87
per 48 h, i piatti sono stati esaminati. Le colam@mbinanti Istidina- o Triptofano-independenti e
le cellule vitali sono state rimosse ed é statemsdo il terreno di fondo. La mutagenicita dei
MWCNT e stata testata a confronto con mutageni foatitrolli positivi): 2-nitrofluorene (2NF)
(2ug/piatto per TA 98 senza S9), 2- aminoantrad@A&) (1ug/piatto per TA 98 e TA 100 e
10ug/piatto per WR2rA con S9), sodium azide (SA) (lug/piatto per TA 186nza S9),
methylmethanesulfonate (MMS) (500ug/piatto for W2 without S9). In ogni esperimento
abbiamo incluso anche i piatti contenenti solo eole (controllo negativo). Una soluzione di
MWCNT (50:1) con aggiunta di miscela S9 o tampoasfdto (0.1M) (500:1) & stata aggiunta ad
una coltura durante tutta la notte (100:l). La mia@ stata delicatamente centrifugata in tubdester
e quindi, a 37°C, per 30 min. Dopo tale preincutwagi 2 ml di agar sono stati aggiunti, con
istidina/biotina (0.5mM) al 10% per TA 98 e TA 1@®friptofano (0.5mM) al 10% per WBZA.

La soluzione € stata delicatamente centrifugatarsata su un nuovo piatto di coltura. Le capsule
sono state incubate a 37°C per 72 ore e quindmiesée. Sono state individuate colonie histidine-
o tryptophan-independenti e contate le cellulelivi@li esperimenti sono stati ripetuti almeno due
volte ad ogni concentrazione ed ogni concentrazaimeeno provata per tre volte. | dati dei due
esperimenti sono stati gabellati e graficati. Ursgpasta positiva nel test e stata definita come
laumento (almeno il doppio rispetto al controlldg¢lle colonie istidina-triptofano indipendenti

rispetto ai controlli in ogni colturaAfmes et al., 1975
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Tab. 2: Colonie ricombinanti db. typhimuriumTA 98,S. typhimuriumTA 100 €E. coli, in presenza di
MWCNT

Spontaneous revertant colonies induced by MWCNTS to 5. typhimurium (TA 98, TA 100) and E. coli (WP2 wvrA) with and without mefabalic activation (39) (n="6 plates .
Concentration | jLg/plate) Number of revertant colonies (mean+ S.E)
TAS8 TA 100 WP2 uvrA
-59 +58 -5 +59 -59 +59

0101 M7 +£48 410+ 12 1320+£32 1290 £ 40 44308 543+15
005 MO+28 931418 1220423 1290 + 46 4204125 540459
0.3 JERESA 423423 1267 + 41 1260 +£135 417433 537 +58
023 28+08 400412 1213 £ 41 12834135 340435 540447
046 5417 1712 1242 £25 1230 £ 06 LN W] 530 +68
126 4317 70415 1117 +£53 1240+ 31 4404135 527443
230 25406 33z 12 1127 £ 82 1260 £ 26 3BOL10 520 £64
460 2414 70406 1167 £ 56 12534132 383422 5134138
a0 23317 B/iz03 1033 +£57 1273+ 12 3332 507 £26
Vehicle ETRE kL 420406 1257 + 358 1330+ 57° 44738 55.0 4 56°
Mutagen 1531 £ 47+ 3143 £ 9,84 004 + 24.7 8150 £26.7 3628 + 80f 2178 £768
All values are expressed as mean+ SE.

+ IMS0.

b DMSOH,0(1:1).

¢ 2-Nitrofluorene (2 pg/plate).

4 2 Aminoanthracene (1 pg/plate).

¢ Sodium azide (1 pg/plate).

" Methyl methane sulfonate (500 pg/plate).

§ 2-Aminoanthracene (10 ug/plate).

" P<0.01 vs. vehicle (ANOVA+ Dunnett's multiple comparison past test)

5.3.6 Analisi statistica
| valori sono espressi come media +D.S. Per variéida significativita di una risposta positiva

'analisi della varianze unidirezionale (Oneway ANA) é stata seguita dal Dunnett's multiple
comparison post test. E’ stato considerato sigatifio un p <0.05. L'analisi statistica e stata
eseguita con il “Statistical Software GraphPadri?H&' (Versione 4.00) (GraphPad Software, Inc.,

San Diego, CA, USA).
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5.4- Materiali e metodi test in vitro QUARTO
esperimento biocompatibilita’

Per eseguire gli esperimenti di citotossicita slifla cellulare del cancro colorettale umagago-

2), cancro della mammella umand@F-7) e della leucemia promieleocitica umaki.{60), sono
state utilizzate le linee cellulari ottenute d&llallezione Europea delle Colture Cellulari (Eurapea
Collection of Cell Cultures-ECACC). Insieme alldlgke di muscolatura lisciaHA-SMC), isolate

da arteria tiroidea umana mediante digestione otlagenasi tipo Il ed identificate positivamente
(>95%) mediante colorazione con anticorpo monoderspecifico per l'alfa actina muscolare.
Infine, sono stati isolati dal derma di un indivedsano fibroblastiHF), isolati per digestione con
collagenasi tipo Il. In ogni esperimento, la cootdlulare e stata eseguita con un contatore ed

analizzatore di calibro (Beckman Coulter, Inc.jpediante un emocitometro di Thoma.

5.4.1 Studio della proliferazione cellulare
Abbiamo studiato I'effetto del BP sulla proliferane della linea cellular€aco-2 collocando

frammenti di BP sul fondo delle capsule contenkntolture cellulari al §e al T4 (vediFig. 114

A e B). Ogni punto nei grafici corrisponde al valamedio * la deviazione standard dei valori
ottenuti in tre diversi esperimenti condotti in dogto con *p<0.01 caso-controllo &ltest di
Student per dati non appaiati. Abbiamo studiatéfdteo del BP sulla proliferazione della linea
cellulareMCF-7 collocando frammenti di BP sul fondo delle capsidatenenti le colture cellulari
al To (A) e al T4 (B) (vediFig. 115 A e B). Ogni punto nei grafici, corrispienal valore medio = la
deviazione standard dei valori ottenuti in tre div@sperimenti, condotti in duplicato con *p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001, caso-controllo attest di Student per dati non appaiatedi Fig. 115 A e
B). Abbiamo studiato I'effetto del BP sulla proligézione della linea cellulateL-60 (vediFig. 116

A, B e C) collocando frammenti di BP sul fondo detlapsule contenenti le colture cellulari al T
(A) e al T4 (B) (vediFig. 116 A e B). LaFig. 116(C) rappresenta la vitalita cellulare della linee

HL-60 dopo 120 ore di coltura in presenza di frammemtiddllocate sul fondo della coltura & &
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al To4. Ogni punto nei grafici corrisponde al valore nuedi la deviazione standard dei valori
ottenuti in tre diversi esperimenti, condotti inploato con * p<0.001; **p<0.0001, caso contro
controllo alt-test di Student per dati non appaiatiedi Fig. 116 A, B e C). Abbiamo studiato
I'effetto del BP sulla proliferazione della lineallclare umana sandA-SMC (vediFig. 117 A e
B), collocando frammenti di BP sul fondo delle agpscontenenti le colture cellulari ab TA) e al
To4 (B). Infine la {edi Fig. 118 A e B) l'effetto del BP sulla proliferanie della linea cellulare
umana sanalF. La procedura sperimentale per i test di prolifemag cellulare e di vitalita delle
colture cellulari, alla presenza di BP, preparagiaei substrati e dei terreni sono descritti nel

paragrafo “Materiali e Metodi del secondo esperitoé(vedi5.2)

5.4.2 Materiali e metodi per la valutazione deigpaetri ematochimici quarto
esperimento biocompatibilita’
E’ stato condotto uno studio su 76 emogrammi e digiatto nel periodo compreso tra il 09/07/09

ed il 07/08/09. Il CBC (Emocromo completo con fotendeucocitaria) e’ stato eseguito con
contaglobuli a impedenza elettrica (MEK 6108 NIHRRNHDEN) e con la contestuale valutazione
dello striscio ematico corrispondente ad ogni cam@idi sangue prelevato, vetrino colorato con
metodo di Diff-Quik per la conta leucocitaria dié@ziale, la morfologia cellulare e la ricerca di
eventuali emoparassiti. Le determinazioni chimitiniche sono state effettuate con un analizzatore
automatico random Global 300 su campioni di siepdasma a seconda del tipo di determinazione.
Per la determinazione della sodiemia e della pmasa e’ stato usato un fotometro a fiamma

digitale DIGIFLAME C.
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5.4.3 Materiali e metodi per lo studio dei pesipavei quarto esperimento
biocompatibilita’.

Per lo studio dei pesi corporei € stata usata ulaada elettronica Pasquini con pesata
approssimata al gr. Sono state effettuate pestimaeali secondo il seguente schema:

Tab. 3: Tabella dei pesi corporei dei soggetti@j)(e dopo 7, 14, 21, 28, 35 giorni dopo I'intervento

chirurgico.

Animals body weight (g)

Control animals

Treated animals

Go

Gy

G

Ga1

Go

Gy

G

G

268.2

347.5

258.5

331.2

265.4

375.1

263.1

334.7

266.6

387.7

252.4

322.1

260.2

411.8

270.8

345.2

263.1

410.4

266.9

357.3

249.7

348.0

272.1

352.1

268.6

372.1

271.7

406.6

258.7

414.7

267.8

398.1

269.9

422.7

270.1

402.2

255.1

406.5

271.0

428.9

257.3

413.0

260.8

418.9

256.0

447.2

272.2

421.2

273.0

436.8
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5.4.4 Materiali e metodi analisi statistica del qo&@sperimento biocompatibilita

| dati dell'analisi statistica della sperimentazoim vitro sono stati espressi come la media dei
valori + la deviazione standard. | dati sono quindi stsdin@inati con it-test di Student per dati non
appaiati a due code e le differenze sono statademase significative quando con p<0.05. L’analisi
statistica e stata eseguita con GraphPad Instatasef (GraphPad Software, Inc.; San Diego, CA,
USA). Per valutare le variazioni dei pesi dei ratdschi Sprague-Dawley nell'’esperimento in vivo,
nel corso delle cinque settimane di osservaziobeaio utilizzato il software statistico SPSS 13.0
per Windows (Northwestern University Informationcheology (NUIT) SPSS Inc., 1800 Sherman
Avenue Evanston, lllinois 60201). | dati sono quistiti analizzati con il test di Kolmogorov —
Smirnov ed ilt-test di Student a due code per dati non app&biamo analizzato le percentuali
delle variazioni dei pesi corporei fra il settimompo ed il giorno di inizio dell’osservazione, fifa
14° ed il 7°, tra 21° e 14°, ed infine tra il 28f k21°ed abbiamo, quindi, riportato i dati in &dla

esprimendo il tempo in settimane (weeks-w1, w2, wa8).
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5.4.5 Materiali e metodi test di impianto in vivoagto esperimento biocompatibilita

5.4.5.1 Tecnica chirurgica di impianto dei prototpprotesi non riassorbibile
confrontate con Parietene Progrip® in modello afen(iaatto)

Abbiamo sperimentato nuovi materiali riassorbileilnon riassorbibili allo scopo di verificare se
fosse possibile sostituire I'attuale materiale @sato di uso piu frequente, il polipropilene:

A) con una nuova generazione di materiali biocobpatiassorbibili che non lasci residui a medio
termine, e altri materiali; B) biocompatibili, natassorbibili, superleggeri. Lo scopo € quello di
ridurre al minimo la quantita di materiali estramapiantati nell’organismo umano, con le stesse
caratteristiche fisicochimiche e di biocompatililitispetto ai materiali attualmente in uso nella
chirurgia erniaria e dei laparoceli. Alteoopo della ricerca e quello di: C) verificare lsgpibilita di
realizzare ancoraggi superleggeri e meno costagielii in questo momento utilizzati, per fissare i
tessuti protesici di interesse chirurgicq) €vitando I'impiego dei comuni materiali di sintgser il
rischio di intrappolamento delle terminazioni neseaissutali e conseguente possibile neuralgia)
oppure di @) collanti biologici (per il possibile rischio dirdasmissione di malattie ancora

sconosciute veicolate dai materiali biologici siess

5.4.5.2 Materiali impiantati
La sperimentazione si € articolata in due ciclratgici, con I'impiego di due gruppi di 27 soggetti

ratti maschi di razza Sprague-Dawley da 300 g ciaraiti dalla Ditta Harlan di Udine-Italia. Nel
primo ciclo I'impianto €& stato eseguito in regiom®rso lombare e, nel secondo ciclo di
sperimentazione, l'impianto é stato eseguito ssiliperficie ventrale, in regione fianco-fossa iliaca
destra. Nel secondo ciclo abbiamo impiantato, a8 un rettangolo di rete non riassorbibile in
polipropilene da 2 cfcon ancoraggi tetrangolari in Buckypaper (BP) da énf, fissati sul

polipropilene con puntino trafisso, BP-rete di padipilene. Altri 9 casi sono stati trattati con
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rettangoli da 2 cAdi rete riassorbibile in acido polilattico, tratiaton nanotubi di carbonio a parete

singola, non funzionalizzati (SWCNT single wall lsan nanotubes), bloccati sulla rete con colla
biologica “Tissucol®” allo scopo di evitarne la gessione ambientale ed, infine, un terzo gruppo di
ratti & stato trattato con impianti da 2 %di polipropilene trattato con acido ialuronico tBene

Progrip®”,

FIG.8: Stabulazione di due soggetti, nel nostralgiabbiamo scelto ratti maschi “Sprague Dawley” da
300-350 g per la loro docilita e identicita genetic

una rete attualmente in commercio, che ha una fcipem polipropilene, e l'altra superficie
trattata con materiale riassorbibile ruvido concépacita di aggrapparsi discretamente ai tessuti
biologici viventi. Gli esperimenti hanno, in entraimi cicli, previsto una prima settimana di
trasferimento, pesatura ed ambientazione dei stbgQepo i primi sette giorni i soggetti sono stati
pesati, sottoposti ad anestesia generale per traperitoneale, della durata massima di 10 minuti,
realizzata per inoculazione attraverso la fossaalisinistra, al volume di 1ml/Kg di peso corporeo
con sodio pentobarbitale in soluzione salina atiseddi 53 mg/Kg. Sono quindi stati eseguiti: a) di
prelievo ematico di 2,5 ml di sangue intero pertpumintracardiaca con striscio su vetrino per la
conta dei globuli, b) intervento chirurgico per gbsizionamento dell’impianto protesico con
revisione dell’emostasi e chiusura della feritarwtgica per piani con fili riassorbibili per fascia
muscolare e sottocute, di seta per la chiusuraa deliita cutanea. Tutti i soggetti sono stati
ricontrollati a due ore dal risveglio dopo lintemnto chirurgico con il test di Irwin per
'osservazione del regolare decorso postoperatdridgti i soggetti sono stati quindi rivalutati
settimanalmente (tutti i giovedi) con pesata, prw&i ematico dopo anestesia generale per
'esecuzione degli esami ematochimici ed immunaipg@@d ogni settimana abbiamo sacrificato 4
soggetti trattati (2 impiantati con rete riassoileilirattata con SWCNT fissati con Tissucol®, 2
impiantati con BP e 2 controlli impiantati con Rare Progrip. L'’osservazione si € prolungata per

guattro settimane e i soggetti sacrificati sonai st@ttoposti al prelievo di campioni di tessuto su
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tutti gli organi (cervello, cuore, polmone, fegatene, testicolo, milza, mesentere) e della sede di

impianto, per lo studio anatomopatologico microsco@d elettromicroscopico.

5.4.6 Metodi
Nel primo ciclo della ricerca il sito anatomico pleposizionamento della protesi e stata la regione

dorso-lombare per la maggiore semplicita tecnicaeskcuzione. Nel secondo ciclo, acquisita
maggiore padronanza della tecnica e dimesticheek&raitare i soggetti, € stata utilizzata la sede
addomino-inguinale destra, che meglio si adatta almulazione della tecnica chirurgica per
l'intervento di chirurgia protesica per l'ernia cerpil laparocele. Tecnicamente lintervento é
consistito nella realizzazione di un’incisione hne della lunghezza di 2,5 cm, previa rasatura
dell'area di interesse chirurgico. Attraverso lisione € stata raggiunta ed incisa la fascia
muscolare realizzando quindi, in area avascolara,tasca, tra la fascia ed il muscolo, abbastanza
ampia dove inserire le protesi di dimensioni 2x2. dra fascia e stata quindi suturata con filo
riassorbibile a punti staccati ed infine & statausdn la breccia cutanea, con punti staccati can fil
non riassorbibile. Gli animali sono stati stabulpér quattro settimane al fine dello studio dei
processi di cicatrizzazione con sacrificio a cademsettimanale di due soggetti per gruppo,
alimentati con dieta standardizzata, monitorizzatedoeattivita, le funzioni vitali ed i parametri
ematochimici con i prelievi di sangue prima, dueaatal termine dell'osservazione di ogni soggetto
che si concludeva al momento del sacrificio. | pseti studiati sono: azotemia, glicemia,
creatinina, Na, K, Ca, Cl, Mg, got, gpt, ggt, fdaf alcalina, bilirubina totale e frazionata, i,
fibrinogeno, antitrombina Ill, emotocrito, t3, #h, ft3, ft4, ANA, ASMA, ANTI RET, APG, ENA
per valutare le modificazioni dell’assetto immunidg | campioni ematochimici appena eseguiti,
congiuntamente ai vetrini sono stati imballati asportati al laboratorio per I'esecuzione degli
esami ematochimici. Gli animali sono stati sacafign camera satura con G@spettivamente al
7°, 14°, 21°e 28° giorno dalla data del posizionaimealella rete protesica. Dopo il sacrificio, gli
animali sono stati sottoposti al prelievo degliamge del sito d’'impianto. Tutti i campioni sono

stati adeguatamente confezionati ed immersi inzsmhe di Formalina al 4% tampone fosfato. |
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campioni sono stati quindi affidati al’anatomogdatyo, per eseguire lo studio microscopico. Lo
studio microscopico ed ultramicroscopico dei sitimgianto dei materiali protesici per la
valutazione degli effetti sulla cicatrizzazione & reazione dei tessuti nei siti d’impianto alla
presenza dei materiali protesici sono ancora isagoer questo motivo al momento della stesura
del presente capitolo non si hanno i risultati. 'e@hme necroscopico, in ogni modo,
macroscopicamente si puo affermare di non avernesse alcuna differenza nella reattivita
tissutale nei siti di impianto nei tre diversi tigi protesi. Si e, infatti, osservata una discreta
trasformazione fibrosa periprotesica gia dalla prisettimana di osservazione con completa
incorporazione delle protesi. La fibrosi, negli msanecroscopici eseguiti nelle settimane
successive, € rimasta, almeno microscopicamentia, stessa estensione e consistenza e non ha
provocato altre reazioni né in prossimita né aadish perche tutti i visceri studiati e di cui sono
stati esegquiti prelievi macrobiotici sono sembrpérfettamente normali. Da studi precedenti
esequiti e pubblicati dal nostro gruppo di ricer@WVCNT sono gia stati valutati per I'oncogenicita
e la mutagenicita ma per quanto riguarda il BP abbiamo ancora i risultati delle ricerche
intraprese. Macroscopicamente nessuno dei campi@uroscopici prelevati ha mostrato
trasformazione neoplastica. Gli effetti dell'impiandei materiali protesici sul metabolismo dei

soggetti e stato studiato con il set degli esan@techimici riportati nell’apposito capitolo.
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5.4.7 Tecnica di induzione dell’anestesia
L’'anestesia generale e stata eseguita dal Vetaricie si occupa del “Benessere Animale” in

collaborazione con il Tecnico di Stabulario ed atastrealizzata per inoculazione, per via
intraperitoneale mediate puntura in corrispondatedta fossa iliaca sinistra al volume di 1 mi/Kg
di peso corporeo con sodio pentobarbitale in soheisalina alla dose di 53 mg/Kg e della durata

massima di 10 minuti,

Fig. 9: Inoculazione in fossa iliaca di sodio peméobitale in soluzione salina alla dose di 53 mgf¥ay via
intraperitoneale.
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5.4.8 Tecnica del prelievo ematico

Figg. 10 e 11: il ratto anestetizzato viene adagisti un materassino termico antistress sul quagevi
eseguito il prelievo ematico per puntura intracarck al sesto spazio intercostale sinistro.

La metodica viene fisicamente eseguita dal Tecuic&tabulario sotto il diretto controllo del
Veterinario che soprintende al “Benessere animalebnsiste nella puntura intracardiaca al sesto
spazio intercostale sinistro. Il volume ematicolgrabile non deve superare i 2,5 ml, pari allo
0.07% del volume ematico totale corporeo in un oradi 400 gr che corrisponde
approssimativamente, tra i 33,5 e i 40 ml. Esegupeelievo, il Tecnico passa la siringa al Medico
di Laboratorio che esegue lo striscio su vetririnogula nelle corrispondenti provette il campione

di sangue.

Figg. 12 e 13: Ad ogni soggetto al quale si prelg¢wsangue vengono eseguiti alcuni strisci su wetmper
I'esame parassitologico e la conta dei globuli edto, prima dell'intervento, ogni 7gg per tutt@driodo
dell’osservazione clinica ed infine, prima del gécio.
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5.4.9 Anatomia chirurgica

Superficial muscles of the body; cutaneous muscles removed 229

Rat

10

11

12

m. levator nasolabialis — nasolabial levator
muscle

m. levator labii superioris - levator muscle
of upper lip

m. caninus - canine muscle

m. zygomaticus — zygomatic muscle

m. buccinator pars buccalis — buccal part
of buccinator muscle

m. orbicularis oculi - orbicular ocular muscle
m. temporalis superficialis - superficial
temporal muscle

m. masseter pars superficialis — superficial
part of masseter muscle

glandula lacrimalis extraorbitalis -
extraorbital lacrimal gland

m. parotidoauricularis, glandula parotis -
parotidoauricular muscle, parotid gland
glandula mandibularis, lymphonodus (In.)
mandibularis — mandibular gland,
mandibular lymph node

m. cervicoauricularis - cervicoauricular
muscle

13, 14 m. trapezius - trapezius muscle

13
14

pars cervicalis - cervical part
pars thoracica - thoracic part

14" m. omotransversarius — omotransverse

muscle

15-17 m. deltoideus — deltoid muscle

15 pars scapularis ~ scapular part

16 pars acromialis - acromial part

17 m. cleidobrachialis pars clavicularis —
clavicular part (cleidobrachial muscle)

17,18 m. brachiocephalicus - brachiocephalic
muscle

18 m. cleidocephalicus pars mastoidea -
mastoid part of cleidocephalic muscle

19 m. sternocephalicus pars mastoidea —
mastoid part of sternocephalic muscle

20 m. biceps brachii - brachial biceps muscle

21 m. brachialis - brachial muscle

22,23 m. triceps brachii — brachial triceps
muscle

22 caput laterale - lateral head

23 caput longum — long head

24 m. abductor digiti [ (pollicis) longus — long
abductor muscle of digit I (pollus-thumb)

25 m. extensor carpi radialis longus - long
radial extensor muscle of carpus

26 m. extensor carpi radialis brevis — short
radial extensor muscle of carpus

27 m. extensor digitorum communis —
common extensor muscle of digits

28 m. extensor digitorum lateralis ~ lateral
extensor muscle of digits

29,30 m. extensor carpi ulnaris — ulnar
extensor muscle of carpus

31 m. cutaneus trunci — cutaneous muscle of

trunk

32 m. latissimus dorsi - latissimus dorsi

muscle

33 m. serratus ventralis thoracis - thoracic

ventral serratus muscle

34 m. obliquus externus abdominis - external

oblique abdominal muscle

35 m. gluteus superficialis - superficial

gluteal muscle

36 m. tensor faciae latae - tensor muscle of

fascia lata

37 m. rectus femoris - straight muscle of

femur

38,39 m. biceps femoris — femoral biceps

muscle

38 portio cranialis - cranial part

39 portio caudalis — caudal part

40 m. semitendinosus — semitendinous muscle
41 m. gastrocnemius caput laterale - lateral

head of gastrocnemius muscle

42 m. tibialis cranialis - cranial tibial muscle
43 m. extensor digitorum longus - long

extensor muscle of digits

44 m. bulboglandularis - bulboglandular

muscle

45 epididymis - epididymis
46 testis — testis
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Muscles of a male trunk; deep layer after removal of the thoracic limbs, 25 7 Rat
view from the left side

1 In. retropharyngeus — retropharyngeal
lymph node
2 m. longissimus capitis — longest muscle of
head
3 m. longissimus atlantis — longest muscle of
atlas
4 In. cervicalis profundus, v. jugularis
interna, a. carotis cCommunis, (runcus
vagosympathicus — deep cervical lymph
node, internal jugular vein, common
carotid artery, vagosympathetic trunk
5 m. splenius — splenius muscle
6 m. serratus ventralis cervicis — cervical
ventral serratus muscle
7 m. serratus ventralis thoracis — thoracic
ventral serratus muscle
8 n. thoracicus longus - long thoracic nerve
9 m. longissimus cervicis — longest cervical
muscle
10 m. longissimus thoracis - longest thoracic
muscle
11 m. serratus dorsalis cranialis - cranial
dorsal serratus muscle
12 m. serratus dorsalis caudalis - caudal
dorsal serratus muscle
13 rami cutanei dorsales nn. thoracicorum —
dorsal cutaneous branches of thoracic
nerves
14 m. iliocostalis — iliocostal muscle
15 mm. intercostales externi — external
intercostal muscles

16,17 m. scalanus dorsalis - dorsal scalanus

16
17
18
19
20
21
2

23

24

25
26
27
28
29
30

muscle

pars dorsalis — dorsal part

pars ventralis — ventral part

v. jugularis externa - external jugular vein
a. et v. subclavia, plexus brachialis -
subclavian artery and vein, brachial plexus
m. cleidocephalicus pars mastoidea —
mastoid part of cleidocephalic muscle

m. sternocephalicus pars mastoidea —
mastoid part of sternocephalic muscle

m. temporalis superficialis — superficial
temporal muscle

glandula parotis, meatus acusticus
externus cartilagineus — parotid gland,
external cartilaginous acoustic meatus

m. masseter (pars superficialis),

v, maxillaris — masseter muscle (superficial
part), maxillary vein

In. mandibularis, glandula mandibularis —
mandibular lymph node, mandibular gland
clavicula, mm. pectorales - clavicle,
pectoral muscles

mm. rectus thoracis et abdominis - straight
thoracic and abdominal muscles*

m. obliguus externus abdominis — extemal
oblique abdominal muscle

m. obliquus internus abdominis — internal
oblique abdominal muscle

ramus cutaneus dorsolateralis —
dorsolateral cutaneous branch

31 rami cutanei laterales — lateral cutaneous
branches

32 m. gluteus medius — medial gluteal muscle

33 m. rectus femoris — straight femoral muscle

34 m. vastus lateralis - lateral broad muscle

35 m. biceps femoris — femoral biceps muscle

36 m. adductor - adductor muscle

37 n. ischiadicus - ischiatic nerve

38 m. semitendinosus - semitendinous muscle

39 . peroneus superficialis - superficial
peroneal nerve

40 m. gastrocnemius lateralis - lateral
gastrocnemius muscle

40" m. soleus - soleus muscle

41 m. tibialis cranialis — cranial tibial muscle

42 m. rhomboideus capitis - thomboid muscle
of head

43 m. rhomboideus thoracis — rhomboid
muscle of thorax

44 corpus adiposum nuchae — nuchal adipose
bodyll*

*m. rectus thoracis has not been developed
into an independent muscle

**corpus adiposum multivesiculare s.
hiberneticum — multivesicular or hibernetic
adipose body
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5.4.10 Tecnica per I'impianto di quadratino daB® cm in una tasca sotto-cutaneo-
fasciale realizzata in regione dorsolombare

Fig. 14: quadratino, sterilizzato in autoclave,BIP da 2 criconfezionato in doppia busta.

Fig. 15: aspetto della superficie liscia e lucedts BP.

Fig. 16: tricotomia.
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Fig. 17: preparazione del campo operatorio, incrmarasversale sul dorso da 2,5 cm di lunghezza,
approfondimento fino alla fascia muscolare.

Fig. 18: incisione trasversale sul dorso da 2,5 approfondimento alla fascia muscolare.

Nella Fig. 18 si puo osservare l'incisione trasa¥sda 2,5 cm della cute e del sottocute,
approfondimento fino alla fascia che viene incisegllata dal muscolo e quindi si procede a
realizzare una tasca avascolare, tra fascia musoelauscoli dorso-lombari, per il posizionamento
della protesi, chiusura in duplice strato: profofasciale a punti staccati riassorbibili, supedieia

punti staccati non riassorbibili.

Fig. 19: creazione di una tasca avascolare tra fasouscolare e muscoli dorso-lombari per il
posizionamento della protesi,
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Fig. 20: protesi di BP che sta per essere impiantat

Fig. 21: posizionamento della protesi in BP.

Figg. 22 e 23: chiusura in duplice strato: profontisciale, a punti staccati riassorbibili, lo stat
superficiale si chiude a punti staccati non riagsbili.
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5.4.11 Tecnica d’allestimento del prototipo pratesn polipropilene, modificato con
guadratini di BP disposti ai quattro angoli e fiseasupporto con punti trafissi in
prolene 4/0USP

Abbiamo realizzato un prototipo protesico di nostomcezione, partendo da comune materiale
protesico in polipropilene ritagliando quadratimin? sui quali abbiamo applicato quattro piccoli
frammenti di BP da 0,2cfnche sono stati suturati con fili di polipropiler®0 USP, ai quattro
angoli della rete da impiantare stesso materiala dete, sui quattro angoli della protesi che

volevamo testare.

Fig. 24: materiale protesico in polipropilene.

Fig. 25: fase di ritaglio dei quadratini 2x2 cm.

Fig. 26: quadrato di BP da 2x2 cm dal quale vengdnavati quattro piccoli frammenti da 0,2x0,2 cia d
applicare sulla rete di polipropilene.
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Fig. 27: frammenti da 0,2x0,2 cm di BP da applicavdla rete di polipropilene.

Fig. 28: filo 6/0 USP di polipropilene, stesso miake della rete, con il quale si applicano i quadini di
BP sui quattro angoli di rete.

Figg. 29 e 30: applicazione dei quadratini di BR guattro angoli della rete in polipropilene.

59



5.4.12 Intervento sul’addome con impianto di padplene con angolari di
ancoraggio in BP

Fig. 31: tricotomia sul’addome.

Fig. 32: lettino termico antistress.

Fig. 33: pacchetto sterile degli strumenti chirwgi
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Fig. 34: animale pronto per essere operato in carsiguile.

Fig. 35: Fase iniziale dell'intervento.

Fig. 36: apertura della breccia chirurgica tra fasce muscoli larghi della parete addominale antegio
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Fig. 37: protesi in polipropilene da 2 émon quattro quadratini da 0,2 émsuturati con prolene 6/0 USP ai
guattro angoli

Fig. 38: la protesi viene introdotta nella brecdra fascia e muscoli larghi della parete addominale
anteriore a simulare un intervento di plastica pegparocele addominale.

Fig. 39: la protesi viene introdotta nella brecdia fascia e muscoli larghi della parete addominale
anteriore senza colla né punti di sutura per iséggio.
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Fig. 40 la protesi viene adagiata sul piano muscolo-fasclatn distesa e abbandonata senza necessita di
fissaggio né con punti né con collante.

Fig. 41: chiusura della fascia a punti staccati\ficryl®.

Fig. 42: chiusura della fascia a punti staccati\iicryl®.
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Fig. 43: chiusura del piano fasciale.

La Fig. 43 evidenzia il piano fasciale suturatdreio della sutura del piano cutaneo con unaeseri
di punti staccati documentati in Fig. 44. Al termidell'intervento il soggetto viene adagiato per
gualche minuto su un materassino termicad({Fig. 45) in modo da consentire un miglior recupero

delle funzioni vitali e dello stato di coscienzgpdd’anestesia, sotto diretto controllo veterinario

Fig. 44: chiusura della fascia a punti staccati\ficryl®.

Fig. 45: materassino termico antistress.
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5.4.13 Tecnica per I'impianto di materiale protesiself-gripping” (Parietene
Progrip®)

Fig. 46: realizzazione della tasca avascolare pienpianto rete protesica Parietene Progrip®.

Fig. 47: scollamento sottocutaneofasciale per l'iampo rete protesica Parietene Progrip®.”self-griiog”.

Fig. 48: posizionamento rete protesica Parietened?ip®.”self-gripping” nella tasca avascolare dahio
pretrattato con poliglactina.
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Fig. 49: chiusura della fascia muscolare sopra pilanto rete protesica Parietene Progrip®.”self-
gripping”.

Fig. 50: completamento del piano profondo dell’iargio rete protesica Parietene Progrip®.”self-
gripping”.

Fig. 51: chiusura della breccia fasciale con Vicryl
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Fig. 52: completamento della chiusura della fascia.

Fig. 53: chiusura piano cutaneo.

Figg. 54 e 55: chiusura ferita cutanea.
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5.4.14 Tecnica di prelievo di preparati anatomar fesame microscopico

Fig. 56: apertura della parete addominale dopo anestesiag®a, pesata, prelievo ematico per esami di
laboratorio e sacrificio in camera satura di GO

Fig. 57: approfondimento dell'incisione della linatba.

Fig. 58: apertura cavita addominale
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Fig. 59: lussazione del lobo epatico destro.

Fig. 60: prelievo del lobo epatico destro.

Fig. 61: preparazione anatomica rene destro.
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Fig. 62: preparazione prelievo della milza.

Fig. 63: prelievo del cuore.

Fig. 64: prelievo del cervello.
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Fig. 65: prelievo del testicolo.

Fig. 66: prelievo linfonodi mesenterici.

Fig. 67: prelievo mesentere.
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Fig. 68: prelievo del sito d'impianto.

Fig. 69: sito di impianto della rete fissata con quadratidi BP senza collanti e senza suture. Si osserva la
lucentezza del peritoneo parietale, assenza didkidransparietale da corpo estraneo.

Fig. 70:sito di impianto della rete fissata con quadratidi BP senza collanti e senza sutur&i osservi la
lucentezza del peritoneo parietale, anche in cpoiglenza del BP e I'assenza di flogosi transpaleeda
corpo estraneo.
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Fig. 71:sito di impianto della rete fissata con quadratidi BP senza collanti e senza sutui®i. osservano
per trasparenza i quadratini di BP e la lucentedeaperitoneo parietale per assenza di flogosi
transparietale da BP.

Fig. 72: sito di impianto della rete fissata con quadratidi BP senza collanti e senza suture.
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5.5- Materiali e metodi QUINTO esperimento:
misurazione della bioadesivita del BP su modello
animale (coniglio)

Le prove di adesione sono state condotte posizamagni campione di materiale protesico, da
testare, sul rispettivo supporto biologico e quimisurando, con apposita apparecchiatura, la forza
adesiva del campione in esame al supporto biologibbiamo testato campioni di BP su entrambe
le superfici e campioni di Parietene Progrip® pgesaati in quadratini da 2 dnl supporti
biologici sono stati preparati chirurgicamente,isudopo il sacrificio degli animali, conigli adelt
femmine, New Zeeland da circa 3 Kg, in camera saduCQ. Rettangoli di tessuto biologico delle
dimensioni standardizzate di 5x3.5 cm di superfeig cm di spessore, sono stati preparati con
tessuto muscolare di rivestito della propria faspralevandoli dalla parete addominale subito dopo
sacrificio (vediFigg. 74, 75, 76, 77). | campioni sono stati ggrati a 4°C fino all’esecuzione dei
tests, entro le 48 ore successive al sacrificidloNgpecifico, ogni preparato anatomico, adagiato s
un rettangolo di cartoncino delle stesse dimengienifacilitarne la manipolazione, é stato inserito

nel supporto solidale allo strumento di misura (MR®ON 4502).

.
MESUNG | moving cross-head
A cell
Fig. 73: schema dell’apparecchiatura elettro med - Lm—‘ a
misurazione della bioadesivita per il “peeling tes9
grip 90°
- prosthetic
] material
displacement A I I
tissue_— «
substrate
lateral view
: - Instron 4502 :
Il supporto solidale allo strumento di misur m di

spessore. Quella inferiore € fissata al basameallo dtrumento misuratore, quella superiore si

fissa alla lastra inferiore con 4 viti e la stresai materiale biologico viene inserita nella feasu
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compresa tra le due lastre. La lastra superioreepta una fenestratura da 2.5x2.5 cm, dalla quale,
una volta serrate le viti di fissaggio sul campiameerito tra le due lastre di contenzione, sparge
tessuto biologico sul quale si applica, a diretintatto, il quadratino di tessuto protesico dellgua
vogliamo misurare la bioadesivitaedi Figg. 78, 79, 80, 81, 82, 83). Un margine periierda 3-4
mm della protesi in esame, € ancorato ad una reoletdi Figg. 84, 85, 86, 87), collegata ad un
cavo d’acciaio lungo 18 cm, connessa con uno sraddanico ad una trave di sollevamento,
collegata al sistema di misurazione in modo dacassie una variazione di angolazione della
trazione, durante la misurazione, trascurabile \Hfedi Fig. 73). Attivando il sistema di
misurazione la barra di sollevamento si sollevatie@mente e a 90° rispetto alla superficie
fasciale, sulla quale é fissato il materiale priotesLo strumento misura la resistenza alla trazion
esercitata dalla traversa, trasmessa alla protkmieate alla fascia muscolare, intesa come la
guantita di forza adesiva che si oppone al sollerdm della traversa azionata dallo strumento,
espressa in Newton (N)vedi Fig. 78). La procedura descritta € nota come fpgeiests a 90°”.
Abbiamo quindi ripetuto 5 volte, in duplicato, isteconfrontando I'effetto biadesivo delle due
superfici del film di BP contro campioni confronifaldi Parietene Progrip. Le prove di adesione
sono state condotte cimentando 5 campioni di naditgerotesici della misura di 2x2 cm con 5
preparati anatomici identici da 5x3.5x2 cm di spess| preparati anatomici di muscolo obliquo
esterno laterale di coniglio erano comprensivialphopria guaina muscolare fibrosedi Figg. 74,

75, 76, 77). Ogni campione e stato bloccato suuppato realizzato con due lastre sovrapposte di
plexiglas di cui l'inferiore solidarizzato allo stmento di misura, costituente il piano sul quale é
stato depositato il campione da esaminare. Il cangpe stato bloccato in posizione dalla seconda
lastra fenestrata in plexiglas, sovrapponendotaaipione di tessuto muscolare. La finestra misura
2x2 cm gediFigg. 82, 131, 13Re la lastra sovrapposta al campione e solidadazean 4 grosse

viti allo strumento di misura.
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Figg. 74 e 75: preparazione dei pezzi anatomi¢edsuto muscolare di coniglio su regolo di cartoici
presagomato

Il materiale protesico in studio, € sagomato costésse dimensioni della finestra sulla lastra in
plexiglass e ancorato ad una apposita pinediFig. 89, che attraverso un cavo d’acciawedi

Fig. 89 e collegata al sollevatore meccanico. Il materiaotesico e quindi adagiato sul tessuto
animale esposto in finestraedi Fig. 83 e si da il via al test, attivando il motore diet
computerizzato che solleva a 90° il campione proted.a forza di adesione € misurata in Newton
per cnf ed il test eseguito & noto comeeling testsa 90° che misura la resistenza allo strappo del

bioadesivo dalla superficie biologica.

Figg. 76 e 77: campione di pezzo anatomico di tesswscolare e campione di tessuto protesico, BP a
sinistra e Progrip a destra.
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Figg. 78 e 79: INSTRON 4502 Universal Testing Miaelé lo strumento di misura utilizzato, particolare
della tastiera e del monitor.

Figg. 80,81,82,83: monitoraggio, ancoraggio del gaome chirurgico ed aspetto del tessuto che emerge
dalla finestra di adesione
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Fig. 84: preparazione dell’ancoraggio del campigmetesico di BP alla pinza da strappo

Figg. 85,86,87: monitoraggio pronto abbassamenttadqenza verso il supporto in plexiglas per l'ilozdel
test
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5.5.1 Metodo di misurazione della bioadesivita ‘lPgeTest a 90°”

| test- Buckypaper 1° run: abbiamo studiato il comportamento del lato opaco-

ruvido osservando e documentando una resistenza massimale di quasi 1 N per

cm’.

Figg. 88,89,90,91: applicazione della protesi swistolo, progressione del sollevamento, aspettadell

protesi a fine test. Presenza di guaina muscolacerata sulla protesi, strappata dal muscolo e Staa
adesa al supporto protesico.

Fig. 92: particolare della protesi sul muscolo ckiene sollevamento di ben 1,5 cm dimostrando ladga
capacita bioadesiva del supporto protesico.
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Figg. 93,94: distacco avvenuto e particolare dgliaza con BP sul quale e rimasta adesa parte deBaia
muscolare per la grande capacita bioadesiva depsuip protesico.

Il test- “Buckypaper 2° run”: I'esperimento é stato ripetuto con identica
modalita, sullo stesso campione di BP usato nel | test “Buckypaper 1° run”, perché
parte del tessuto biologico, inopinatamente era rimasto adeso sul campione
protesico (vedi Figg. 93, 94) e abbiamo voluto verificare effetti e differenze. Tale
campione é stato cimentato con un nuovo campione di tessuto muscolare di
coniglio. Abbiamo documentato la netta riduzione della bioadesivita del materiale
protesico per saturazione dei siti superficiali ma il materiale ha comunque
conservato una discreta bioadesivita, comunque superiore a quella del Proprip
vergine, di ben 0,2 N per cm®.

Fig. 95: comportamento del lato liscio lucentedScumenta una resistenza massimale di 0.8 N pecios
25% circa della tensione massimale misurata s tawvido. La presente schermata é riportata in grain
Fig.137, par. 6.5.4.
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[l test-BP lato liscio: Abbiamo studiato quindi il comportamento del lato liscio e
lucente del materiale protesico osservando una resistenza di picco, allo strappo, di
ben 0,8 N per cm>.

(vediFig. 995

Figg. 96, 97, 98, 99, 100,101: comportamento del lacente-liscio. Si documenta una resistenza imeds
di 0.8 N per crh

81



IV test Parietene Progrip®: abbiamo studiato il comportamento di un campione
da 2x2 cm di Progrip (polipropilene con una delle superfici ricoperta da
poliglactina), materiale protesico commerciale self-gripping, utilizzato per il
confronto per le proprieta bioadesive, applicato sul quinto campione di tessuto
muscolare di coniglio documentando una resistenza, allo strappo, solamente di
0,01 N per cm’. Il test & stato documentato dalle sottostanti Fig.102, 103, 104, 105,
106, 107, 108.

Figg. 102, 103, 104, 105: comportamento della Raeetene Progrip®.

Figg. 106, 107, 108: documentano il comportamemidato ruvido del Progrip. Si documenta una
resistenza massimale di 0.1 N peFcim altre parole 1/100 della tensione massimalgistata con BP lato
ruvido-opaco, 1/125 della tensione massimale regfizstcon BP lato liscio-lucente.

V test-Progrip® 2: abbiamo infine studiato il comportamento dell’altra faccia,
non ricoperta da poliglactina, solo in puro polipropilene, dello stesso campione di
Progrip, cimentandolo con un sesto preparato anatomico standardizzato,
documentando I’azzeramento della resistenza, allo strappo. Il test e stato eseguito
con tecnica identica. Successivamente abbiamo fissato il polipropilene con colla di
fibrina (vedi Par. 6.5).

82



6 RISULTATI
6.1- Risultati PRIMO esperimento

6.1.1 Studio della proliferazione cellulare.

Hurman colorectal cancer cell line Caco-2 matched with Tab. 4: la coltura cellulare
MWCNT dilution from 0.001 to 0.1 mg ml~' concentration. Caco-2, e stata trattata con
MWCNT, aggiunti al mezzo
CaCo2 di coltura alle
- concentrazioni da 0.001 a
["'_I‘I""FNT | 0.1 mg/mi*, dopo 24 e 72
dilution {mg ml™" 0h 24h 72h ore dall'inizio
0 | EL0.13 43410037 16994061 | dellesperimento.
0.001 [LEL 013 32944038 1587 £ 0.33
.01 L&+ 013 2EEL0.027 16194 1.56
.1 [La+ 013 275+ 0.19 1528 £ 0.14

La linea cellulare del cancro del colon umano Cace- stata trattata con MWCNT, aggiunti al
mezzo di coltura alle concentrazioni da 0.001.h @g/ml*, per 24 e 72 h, che non hanno
provocato alcuna modificazione nella velocita déswita cellulare al confronto con la coltura di
controllo (cellule non trattate) (Fig.09 e Tab4). Nella linea cellulare del carcinoma mammario,
MCF-7, trattate con MWCNT, aggiunti al mezzo ditach alle concentrazioni da 0.001 4 O

mg/ml ' per 24 e 72 h, & stata osservata una riduziorist&amente significativa a confronto con

CaCo2 il gruppo di controllo in modo dose

B
=

-
I

dipendenteediFig. 110 e Tab. 5)

CELLS X 10
=

5
e [T
Oh

24h T2h

OCTRL O MWCNTs 0.001 mgiml
EMWCNTs 0.01 mg/ml B MWCNTs 0.1 mg/ml

Figure L Effects of MWCNTs on the proliferation of the human
colorectal cancer call line Caco-2, The calls were treated with Fig_ 109: effetti di MWCNT sulla proliferazione
MWCNTSs at concentrations from 0.001 to 0.1 mg ml~! for 24 and delle cellule umane CaCo-2

72 h. Cell proliferation was determined by a count performed by a '
particle count and size analyzer. Each column represents the mean
value £ 5D of thres separate experiments performed in duplicate.
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Inoltre il numero delle cellule trattate con MWCNYEr 24 h si é ridotto rispetto al numero di
cellule contate al tempo 0, anche quelle espo&tecahcentrazione di.D mg/mi* che & risultata

statisticamente significativgp < 0.05), (vediFig. 110 e Tab. 5)

8- MCF-T
" —
o 6 .
% 51
8 4
=
L 3_
o : -
2] . Fig. 110: effetti di MWCNT sulla
J T - ’_l—"—- proliferazione delle cellule umane MCF-7.
o : .
oh 24h T2h

[DETRL DEHTs 0,001 mgiml @ EHTs 001 mgiml @ CHTs 0.1 mpiml |

Figure 3. Effects of MWCNTs on the proliferation of the human
breast adenocarcinoma cell line MCF-7. The calls were treated with)
MWCNTs at concentrations from 0.001 to 0.1 mg ml=" for 24 and
72 h. Cell proliferation was determined by acount performed by a
particle count and size analyzer. Each column represents the maan
value & 5D of three separate experiments performed in duplicate.

* p o= 0.05 versus control (CTRL): ** p = 0.01 versus CTEL and
p == 0005 versus time O countz *** p o< 0.001 versus CTEL.

Human breast adenocarcinoma cell line MOCF-T matched

with MWCNT dilution from 0,001 to 0.1 mg ml-! concentration.
MCF-7

MWCNT
dilution { mg mJ‘lJ 0h 24 h T2h
0 |5+£0.18 2024024 6.68 £ 0.23
0,001 |5+£0.18 1.43+£0.1 4.68 £ 0.08
0.01 [5+£0.18 1.2740.06 4.294+0.05
0.1 [5+£0.18 0.89+0.054 40512009

Tab. 5:la coltura cellulare MCF-7, € stata trattata con NOMT, aggiunti al mezzo di coltura alle
concentrazioni da 0.001 aOmg/ml*, dopo 24 e 72 ore dall'inizio dell’esperimento.

Le cellule hSMC trattate con MWCNT, aggiunte al @i coltura alle concentrazione comprese
tra 0.001 e @ mg/ml* per 24 h, hanno evidenziato una minima ma sigatifia riduzione nella

velocita di crescita a confronto con il gruppo dntrollo (vediFig. 111 e Tab. %6
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Il trattamento con MWCNT a 72h ha dato una ridugiostatisticamente significativa della

proliferazione cellulare alla concentrazione di MWIC piu elevata ma non e stata osservata la

modificazione della velocita di crescita cellulaa concentrazione di.@1 mg/mI* (vedi Fig.

111 e Tab. p

2,51

1.5

CELLS X 10 °
—
——

=
[, ]

HA=SMC

Oh

24h

TZh

[OCTRL OENTs 0.001 mg/m| B CHTs 0.01 mg/m| B CHTs 0.1 mglml|

*p o= 0,01 versus CTRL.

Figure 4. Effects of MWCNTSs on the proliferation of the human
arterial smooth muscle cells (hSMCs). The cells were treated with
MWOCNTSs at concentrations from 0.001 to 0.1 mg ml™! for 24 and
T2 h. Cell proliferation was determined by a count performed by a
particle count and size analyzer. Each column represents the mean
value + 5D of three separate experiments performed in duplicate.

Human arterial smooth muscle cells line hSMC matched
with MWCNT dilution from 0.001 to 0.1 mg ml—! concentration.

hsMC
MWCNT
dilution (mg ml~) 0h 24h 72h
0 L154+022 1424+ 0084 2.21 £0075
0.001 L15£022  1.27+£0055  2.14+£0076
0.01 1.15+0.22 1170029 1.622:0.127
0.1 LIS£022 LI3+£0029 1.6l £0.04

6.1.2 Effetti generali del trattamento in VIVO iowo
Il test di Irwin non ha evidenziato significativiffetti neurovegetativi o comportamentali da

Fig. 111: effetti di MWCNT
sulle cellule umane HA-SMC.

Tab. 6:la coltura cellulare
hSMC, é stata trattata con
MWCNT, aggiunti al mezzo
di coltura alle concentrazioni
da 0.001 a @ mg/ml*, dopo
24 e 72 ore dall'inizio
dell’'esperimento.

infusione di MWCNT alle dosi testate (10, 20, 40/kag* peso corporeo), con I'eccezione di una

lieve riduzione della spontanea attivita immediaate dopo I'inoculazione, probabilmente a
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seguito dellirritazione peritoneale conseguentamastesia e all'inoculazione della soluzione.eAll
dosi piu alte (40 mg Kg), gli animali hanno mostrato, entro 30 minuti, aiorito violaceo delle
borse scrotali che € scomparso nelle ore succedédi& giorni dopo l'intervento é stato osservato
il decesso di un animale trattato a 40 mgfkg uno nel gruppo a 20 mg/KgNessun animale &

deceduto nel gruppo di controllo. La mortalita keta riportata nella Tal.

Tab. 7: mortalita nei 7 giorni ) , ) o )
dopo lintervento. E’ stato Mortality of animals after single dose administration.
osservato il decesso di un I :

animale trattato a 40 mg/ky Dose (mg kg™ i.p.)  Animals dead (%)

(33%) e uno (20%) nel gruppo

trattato a 20 mg/kg. Nessun 10 0

animale & deceduto nel gruppo d 20 20

controllo. 40 13

Il peso degli animali dopo un periodo di 7 giornagmentato in tutti i gruppi, sebbene cio e stato
piu evidente nel gruppo di controllo (T&®). Tutti gli animali sono stati pesati al settimiorgo e
quindi sacrificati. Un basso aumento di peso éstaservato nel gruppo tratto con MWCNT 10
mg/kg ™. Nella Tab8 & documentato il mancato incremento di peso ngigjrmattati con MWCNT

20 e 40 mg/kd-

Weight of the animals {mean 4 SE) at the start {{ry) and
T days after the treatment ({7 ).

Tab. 8: media dei pesi Bodv weight (2 & SE)

all'inizio del ) T

trattamento e dopo 7 Controls Treated

giorni. Dosa
(mg kg~') Ga G G G
1o M4+1.2 3ELE15 292406 3l6£1.0
20 WTE101 2By 14 32ek2] 32821
40 M5+E02 Mool 279x£09 299+ 1.6

L’esame necroscopico dei visceri € sembrato appareamte normale, sia per quanto riguarda il

colorito, che per la conformazione degli organiutie le dosi sperimentate. | topi trattati con la
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dose di 40 mg/kg hanno mostrato una peritonite adesiva, coinvolyéuiti i visceri della cavita
addominale, ma non si sono osservate modificazpatvlogiche, né nelle cavita pleuriche né in
quella pericardica. Tutte le membrane adese tra toostravano la presenza di aggregati di
MWCNT. Tutte le anse intestinali e gli organi pareimatosi erano tra loro adesi, e si potevano
osservare aggregati di MWCNT di color nero. Il pmteo era opaco. Alla dose di 10 mgkgli
animali hanno mostrato una leggera irritazione tpeeale coinvolgente i visceri cavi senza
deposizione, microscopicamente osservabile di gagreli MWCNT. Non sono stati osservati
segni di modificazione patologica né nel pericamionelle pleure. Infine alla dose di 20 mgfkg
abbiamo osservato una peritonite adesiva diffusa,nmno aggressiva di quella al dosaggio 40

mg/kg™* e non si sono osservati aggregati MWCNT.

Immunological markers for both A-group and B-group
mice, showing the absence of antigenic reactions.
Tab. 9: media dei pesi
A-treated B-control all'inizio del trattamento e
dopo 7 giorni.

ANA  Neg ANA  Neg
AMA  Neg AMA  Neg
ASMA  DNeg ASMA  Neg
Antiret  Meg  Antiret  Neg
APG Meg  APG Neg
ENA MNeg ENA Neg
NDMNA Neg NDNA  Neg

6.1.3 Valutazione immunologica
All'interno dei limiti tecnici e di tempo osservamale, i marcatori immunologici: ANA (anti-

nuclear antibody), AMA (anti-mitochondrial antibgdyASMA (anti-smooth muscle antibody),

Antiret (anti-reticolin antibody), APG (anti-gastrivall antibody), ENA (extractable anti-nuclear
antigen), NDNA e (native deoxyribonucleic acid)nsaisultati negativi sia nel gruppo A, trattato
solamente con solvente, sia nel gruppo B trattatoMWCNT e solvente alla concentrazione di 10

mg/pro kg di peso corporeo. Non abbiamo osservatmalcaazione antigenica, come riportato in
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Tab. 9. Non sono state osservate modificazioni dei livaillimmunoglobuline né della immunita

umorale.
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Fig. 112: (A) intensa congestione dei setti alveplaolle enfisematose, atelectasia alveolare, eagia
endoalveolare, inondazione degli alveoli da paitgldbuli rossi, ispessimento dei setti alveolés)
Vacuolizzazione del 60% dei glomeruli renali. Pressedi cilindri nei tubuli renali. (C) necrosi irgénale
massiva, necrosi muscolare con residua area pigat@ iMWCNT). (D) reazione a cellule granulomatose
giganti nel sito di impianto sotto la fascia musuel, connesse a deposito di fibrina nel sito diianfo di
20mg di polvere di MWCNT.

6.1.4 Effetti generali in vivo dopo somministrazioe ripetuta
Il trattamento con 5 mg/kg i.p. con MWCNT per 7 giorni, non ha prodotto effesul

comportamento o mortalita nel topo. Il peso corpa@eimasto invariato in tutti gli animali dopo 7
giorni di trattamento. L'esame necroscopico, edegdopo sacrificio per inalazione di GCha
mostrato deposizioni intraperitoneali diffuse digeggati di MWCNT e varie adesioni tra la
superficie epatica e i visceri cavi adiacentieljdto ha mostrato struttura disomogenea. Gli animal
di controllo sono stati assolutamente normali siile necroscopico, ad eccezione di uno, il cui

fegato ha mostrato noduli biancastri.

6.1.5 Analisi statistica
La valutazione statistica € stata eseguita comvaodt Statgraphics Plus 4.1 PC. Abbiamo studiato la

regressione lineare sulle variazioni di peso aroond per 2 gruppi di topi. Il gruppo trattato ha
ricevuto MWCNT e solvente alla concentrazione dm§/kg di peso corporeo, somministrato
giornalmente per via intraperitoneale per 7 giothigruppo di controllo ha ricevuto soltanto il
solvente alla concentrazione di 5 mg/kg di pestorgtesso modo. Anche se i risultati non sono
significativi, & possibile osservare che il grug® trattati ha avuto un trend positivo giornalielio
0.03 gr ed il gruppo di controllo ha avuto un deoeeto giornaliero del peso corporeo di 0.77 gr.

(vediFig. 113.
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Fig. 113: il profilo del diagramma del peso medi druppo “trattati” € incrementale, mentre la medilei
pesi nel gruppo “controlli” ha avuto un profilo deementale.

6.1.6 Test di impianto di MWCNT in polvere
Il primo ratto & deceduto entro 180 minuti. L’esameeroscopico ha mostrato un edema polmonare

acuto ed una reazione pleuritica con versamentaipte In una successiva esperienza, vari mesi e
varie pubblicazione dopo, abbiamo somministrat@atd da 400 g, un nuovo mezzo di contrasto
contenente MWCNT ed abbiamo osservato nuovameritesaane istologico, un quadro di
polmonite acuta interstiziale persistente su 2 stigdi cui uno sacrificato in 7a giornata e I'altr
sacrificato in 30a giornata, senza alcuna remiss@npassare del tempo. Dovrebbe esserci una
connessione tra queste osservazioni, come se nhgya fosse un organo bersaglio, in caso di
somministrazione di MWCNT ad alto dosaggio. Abbiasservato inoltre, ischemia del miocardio
e necrosi cerebrale. Il sito di impianto é stataattarizzato da una moderata reazione
inflammatoria. Il secondo soggetto dell’esperimeatsopravvissuto. In settima giornata, e stato
pesato, sacrificato e sottoposto a dissezione, essuroscopico e prelievi anatomopatologici.
Abbiamo osservato la normalita delle pleure, delreudel pericardio, del’addome e della sierosa

peritoneale. Il sito di impianto ha mostrato unaderata reazione infammatoria e fibrotica.
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6.1.7 Risultati dello studio istopatologico PRIMEperimento
Nel parenchima polmonare € stata evidenziata usasa congestione, la rottura dei setti alveolari,

bolle enfisematose, intense congestione con adsiectpolmonare, stravaso endoalveolare,
riempimento alveolare con cellule rosse, ispessimédei setti alveolari E di MWCNTvédi Fig.
112A). Il parenchima renale mostra alterazione degtjaor filtranti, vacuolizzazione della
componente filtrante nel 60% dei glomeruli renpligsenza di MWCNT dentro i tubuldi Fig.
112B). La parete del colon mostra diffusa e massivaasea tutto spessore, necrosi muscolare con
aree di pigmento residuo dovuto alla presenza di WV all'interno delle aree di necrosi
muscolare \edi Fig. 112Q. Il sito di impianto dei ratti mostra reazionegamto cellulare
granulomatosa con globuli rossi e granulociti clieondano una sorta di cavitaedi Fig. 112D.

Nel tessuto sottocutaneo sotto la fascia muscadaresserva una formazione pseudo cistica
circondata da reazione giganto cellulare granulosaaton presenza di necrosi e depositi di fibrina
conseguenti all'impianto di 20 mg di polvere di MINT. E’ stata osservata infine la necrosi

massiva dei tubuli seminiferi testicolari.

6.2- Risultati SECONDO esperimento

6.2.1 Risultati in VITRO
| frammenti da 0,1 cfdi BP depositati nelle capsule delle colture caliubi Caco-2 hanno

determinato una significativa riduzione della degtazione cellulare in confronto ai controlli e la
riduzione della velocita di crescita é stata piidente nell’osservazione a 120 oxediFigg. 114

A e B). Le colture cellulari de adenocarcinoma mamm&©F-7 hanno subito una significativa
riduzione della velocita di crescita a causa defkesenza dei frammenti di BP rispetto ai controlli.
Comungue, la presenza dei frammenti di BP al T@yce una maggiore inibizione della velocita di
crescita rispetto alle colture in cui il BP vienggainto a T24 \(edi Figg. 115 A e B. Sia nelle
colture Caco-2 che MCF-7 non e stata osservataiffeaenza statisticamente significativa fra le
conte eseguite con il Coulter cell counter e leteoaseguite con il sistema di controllo,
'emocitometro di Thoma dopo colorazione vitale cbiypan Blue ed il metodo di esclusione. |

frammenti da 0,1 cAdi BP collocati nelle capsule delle colture delteee cellulariHL-60 al T,
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hanno determinato la completa inibizione della @tasal confronto con le coltureddiFigg. 116

A, B e Q Inoltre, la vitalita cellulare della linea HL-Gfra ridotta al 30% del numero totale delle
cellule determinato con I'emocitometro di Thoma damwlorazione con Trypan Blueddi Figg.
116 C e 122 Inoltre, I'aggiunta in coltura dei frammenti 6al cnf di BP al T24 ha determinato
una riduzione statisticamente significativa dellaliferazione cellulare osservata alle 72 ore, @ un
completa inibizione della crescita cellulare a b28 {vediFig. 122. L'introduzione di frammenti
da 0,1 cridi BP nelle colture cellulatiA-SMC (vediFigg. 117 A e B. eHF (vediFigg. 118 A e

B) non ha prodotto alcuna modificazione ne sulldifer@zione cellulare ne sulla vitalita cellulare,

a confronto con i controlli, in entrambe le colture
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Figg. 114 A e B(A) mostra una riduzione statisticamente significatjp<0.01) nella proliferazione della
linea cellulare Caco-2 al TO ed al T24 FIG.6 (Byausa della presenza del BP deposto sul fondo della
capsula contenente la coltura cellulare, confroatabn la proliferazione delle colture cellulari dontrollo

analizzata con il t-test di Student per dati nopaigti.
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Figg. 115 A e B: una riduzione della velocita déscita statisticamente significativa (*p<0.05; **0<01;
***n<(0.001) é stata osservata anche nelle coltuedla linea cellulare MCF-7 al TO (Fig.115 A) e a24
(Fig.115 B) a causa della presenza del BP a cortéraliretto con le colture cellulari di controllo sza BP
analizzata con il t-test di Student per dati nopaigti.
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Figg. 116A, 116B, 116C: Studio della proliferaziatedla linea cellulare HL-60, il BP posizionato sohdo
delle capsule contenenti le colture cellulari, osste al TO (Fig.116 A) e al T24 (Fig.116 B), a fronto
con le colture di controllo prive del BP, le coleucontenenti il BP hanno mostrato una riduziondadel
velocita di crescita che e risultata all'analisiasistica, altamente significativa (*p<0.01; *p<0Q0d;
***n<0.0001). La Fig.116 C rappresenta il test salitalita delle colture della linea cellulare HLOEN
presenza di BP. analizzata con il t-test di Stugbentdati non appaiati.
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Figg. 117 A e B: la presenza del BP nelle coltwebutari delle linee cellulari native non hanno denziato
segni documentabili di citotossicita o riduzioratiticamente significative nella velocita di pfeliazione
delle colture cellulari di cellule sane HA-SMC.
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Figg. 118 A e Bla presenza del BP nelle colture cellulari dellede cellulari native non hanno evidenziato
segni documentabili di citotossicita o riduzioratsticamente significative nella velocita di pfeliazione
delle colture cellulari di cellule sane HF cometsiiizzato nelle Figg. 118 A e B.
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6.2.2 Sperimentazione in VIVO: effetti generali
Il test di Irwin [23] non ha documentato alcuna modificazione delltost@urovegetativo o effetti

sul normale comportamento ed attivita animale aiseglell'impianto di BP, ad eccezione di una
moderata riduzione dell'attivita spontanea immetisnte dopo lintervento chirurgico,
probabilmente a causa del perdurare degli effativtici del’anestesia generale da poco subita. Gli
animali sono stati alimentati con dieta standamtazper roditori. Nessun animale, dei gruppi
trattati e controlli, € deceduto. | dati sono riptirin Tab. 10.ll peso corporeo degli animali & stato
valutato al 7°, 14°, 21°, 28° 35° giorno ed €& aota® in entrambi i gruppi, anche se

maggiormente nel gruppo di controllo.

Tab. 10: peso corporeo dei soggetti abY@ dopo 7, 14, 21, 28, 35 giorni dopo l'interventorurgico.

Animals body weight (g)

Control animals Treated animals

Go G G G2 Gas Gss Go Gy Gua G2 Gas Gss
268.2 347.5 258.5 331.2
265.4 375.1 263.1 334.7

266.6 387.7 252.4 322.1
260.2 411.8 270.8 345.2
263.1 410.4 266.9 357.3

249.7 348.0

272.1 352.1

268.6 372.1
271.7 406.6
258.7 414.7

267.8 398.1

269.9 422.7

270.1 402.2
255.1 406.5

271.0 428.9

257.3 413.0

260.8 418.9

256.0 447.2
272.2 421.2

273.0 436.8

98



Sprague-Dawley male rats body weight increasing
during postsurgery observation during five weeks
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Fig. 119: variazione del peso corporeo in ratti roasSprague-Dawley all'inizio dell'osservazionead
momento del sacrificio alla 7a, 14a, 21a, 28a, kanata postoperatoria dall’impianto di BP nel gopo
dei Trattati e della rete di polipropilene nei Caoiti. All'inizio della sperimentazione | due grupgrano
omogenei riguardo al dato del peso corporeo mepi®(9), mentre alla fine del periodo osservaziontde
differenza di peso é diventata statisticamenteifsogiiva (t=0,0001).

Fig. 120: superficie ruvida opaca del BP a direttantatto con il piano fasciale. In superficie ssesva la
superficie liscia e lucente.

Fig. 121: superficie liscia del BP a diretto coritaton il piano fasciale. In superficie si osselaa
superficie ruvida opaca
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Ad ogni scadenza programmata con il cronoprogranamidiamo anestetizzato i soggetti, registrati
i pesi corporei, eseguiti i prelievi ematochimicegliendo i soggetti, nei due gruppi, sulla base di
una tavola di randomizzazione. Sempre in anesigsieerale, i soggetti venivano collocati in
camera satura di G sacrificati, per essere immediatamente sottbpdsésame necroscopico e
prelievo bioptico di campioni di tutti i visceri.

6.2.3 Risultati del test di impianto del BP in VIVO

Il sito d'impianto & stato rimosso per lo studicaimopatologico dopo il sacrificio del soggetto.
Come si osserva nelle Figg. 120 e 121, I'aspettle dieie superfici del BP €& chiaramente diverso
perché sono l'una opaca e ruvida Fig. 120, l'alisgia e lucente e meno adesiva, Fig.121.
All'’esame necroscopico abbiamo documentato la nlitdrraacroscopica di tutti i visceri, I'aspetto
liscio e lucente del peritoneo parietale in pro#sindegli impianti, I'assenza di adesioni viscero-
parietali in corrispondenza degli impianti ed unaderata fibrosi reattiva in corrispondenza del sito
d’'impianto, come da reazione da corpo estraneayggarvata nel precedente esperimento. L’esame
isologico, documenta una moderata reazione fibdasaorpo estraneo e la formazione intorno al
BP di una capsula fibrosa cicatriziale che lo ibgloe li isola, con una moderata reazione
inflammatoria che non si estende al contesto dsgéhti tissutali ma resta confinata al sito
d’impianto. | campioni tissutali sono stati fissatiFormalina al 4% tampone fosfato pH 7.6, per la
successiva inclusione in paraffina e sezionatieitirfe da 3um di spessore, colorate con Eosina-

Ematossillina.

100



6.3- Risultati TERZO esperimento sulla mutagenicita

6.3.1 Risultati sulla mutagenicita
Nelllambito delle concentrazioni saggiate (9.00604.2.30 and 1.26ug/piatto), i MWCNT, non

hanno indotto alcuna reazione citotossica, comesadpio riduzione delle colonie ricombinanti e
modificazione dello stato auxotrofico, nessuna zidne nel numero delle colonie ricombinanti,
nessun cambiamento nella crescita nel terreno Wureo(background lawn) in nessuna delle
colonie, e sono persino risultati privi di tossaciad ogni concentrazione testata (dati non
pubblicati). Sulla base di tali dati, abbiamo esigutest sulla mutagenesi utilizzando un ampio
ventaglio di concentrazioni, corrispondenti a: 9.0®0, 2.30, 1.26, 0.46, 0.23, 0.13, 0.05 e 0.01
g/piatto. | MWCNT non hanno provocato 'aumento aeimero di colonie ricombinanti ds.
typhimuriumTA 98 ne TA 100 neppure d&. coli WP2uvrA, sia in presenza che in assenza del
sistema di attivazione metabolica (S9). Al contra2NF, 2AA, SA e MMS hanno provocato
'incremento delle nuove colonie ricombinanti, moxindo persino la frequenza di mutazione da
circa 4 ad 8 volte a confronto con il solo veicatmystrando la capacita del sistema, di individuare
I'effetto genotossico. Nel test su colonie TA 98nza S9, abbiamo osservato anche la riduzione
spontanea delle colonie ricombinanti in un ambdmpreso tra 0.13 e 9.0 g/coltura. Questo effetto
non & concentrazione dipendente e la riduzionata stlutata nell’ordine del 35.8% (Tavola 2).
Tale comportamento non e attribuibile ad un effetitotossico dei MWCNT perché la
sopravvivenza e il profilo di crescita batterica esovrapponibile nelle colonie e nelle colture
contenenti esclusivamente il veicolo. | danni céiudalla mutazione spontanea del DNA nelle
colonie sono stati riconvertiti al tipo primitivook uno specifico meccanismo di riparazione
(mutazioni del modello nella sequenza CG), che wonverificano nelle colture TA 100
(sostituzione della base nella sequenza CG) e 2R (sostituzione della base AT nella
sequenza) 12-39. Quindi, abbiamo ipotizzato che i MWCNT riducorselettivamente le

ricombinazioni spontanee nelle colonie TA 98 con meccanismo reversibile associato alla
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sequenza GC 1P]. Linibizione delle ricombinazioni spontanee peibe esser dovuta alla
stimolazione dei sistemi di riparazion&4f4q che potrebbero attivarsi oltre una dose sogha. |
ogni caso, sulla base dei dati attualmente disflonitn € ancora possibile tirare delle conclusioni
definitive perché sono ancora necessari ulteritdlisdi analisi molecolare. In sintesi, assenza di
attivita mutagenica dei nanotubi di carbonio multgie nel test di mutazione batterica

ricombinante.
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6.4- Risultati QUARTO esperimento sulla
biocompatibilita

6.4.1 Risultati sulla biocompatibilita in VITRO

Le Figg. 114 A e B mostrano una riduzione statisticamente signifigat{p<0.01) nella
proliferazione della linea cellulat@aco-2al T, ed al b4 a causa della presenza del BP sul fondo
della capsula contenente la coltura cellulare, rcontéta con la proliferazione delle colture celtula
di controllo. Una riduzione della velocita di criéac statisticamente significativa (*p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001) & stata osservata anche neltdture della linea cellular®CF-7 al Ty,
Figg. 115Ae al T4, Figg. 115B a causa della presenza del BP a confronto dicettole colture
cellulari di controllo senza BP. Anche nel casdalstudio della proliferazione della linea celld@ar
HL-60, il BP posizionato sul fondo delle capsule conténkncolture cellulari, osservate ab T
Figg. 116Ae al T4 Figg 116B a confronto con le colture di controllo, privel &P, hanno
mostrato una riduzione della velocita di crescite & risultata all’analisi statistica, altamente
significativa (*p<0.01; **p<0.001; ***p<0.0001). L&igg. 116 Crappresenta il test sulla vitalita
delle colture della linea cellulatdL-60 in presenza di BP. L&ig. 122 rappresenta il test sulla
vitalitd monitorizzata per 120 ore di esposizioradlal colture della linea cellulare HL-60 alla
presenza del BP. Ogni punto rappresenta la medizattgi + la deviazione standard di tre diversi
esperimenti eseguiti in duplicato con alta sigaificita statistica * p<0.001; **p<0.0001 ottenuta
con il t-test di Student per dati non appaiati. La preseteeBP nelle colture cellulari delle linee
native, non ha invece, evidenziato segni documdntibcitotossicita o riduzioni statisticamente
significative nella velocita di proliferazione delicolture cellulari di cellule sanelA-SMC,
dimostrata nellé-igg. 117 A e B e nemmeno nella linea celluldf= come sintetizzato nelleigg.

118 AeB
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HL-60

120 4
*p<0.001; " p=0.0001 vs conlrol
by Student's 1 test
100
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CONTROL 24h 43h 72h 96h 120n
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Fig. 122:rappresentazione del test sulla vitalita monitaaizzper 120 ore di esposizione delle colture della
linea cellulare HL-60 alla presenza del BP.
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6.4.2 Risultati QUARTO esperimento sulla bioconipiéita in VIVO

Negli esperimenti in vivoil test di Irwin®®* non ha dimostrato effetti neurovegetative ne
comportamentali su ratti maschi Sprague-Dawleyualicg stato impiantato il BP, ad eccezione di
una lieve riduzione della spontanea attivita imragdnente dopo lintervento chirurgico,
probabilmente a causa dell’effetto dell’anestesigeita per puntura intraperitoneale. Nel corso del
periodo osservazionale, dallinizio, al termineittitugli animali hanno ricevuto una dieta
standardizzata sia per qualita che per quantitan Bloe osservata mortalita nei due gruppi a
confronto (controlli impiantati con polipropilentaadard) ne trattati (impiantati con BP). Gli esami
emato-chimici sull’'azotemia ed elettroliti, emocronepatici e coagulazione sono stati eseguiti
prima dell'intervento e prima del sacrificio al 2%°, 21°, 28° e 35° giorno dopo l'intervento, aull
base della tavola di randomizzazione, per la scgtgi individui, e i risultati sono riportati iRigg.
123, 124, 125, 126,127, 128, 129, 1BA.rappresentazione dei risultati e stata fattanodo da
evidenziare la sovrapponibilita del comportamentetanolico per sistema biochimico. Gli
elettroliti sono stati accoppiati alla creatininer studiare 'emuntorio renal&ifg. 127, 128)dli
enzimi epatici e la coagulazione per studiare feifoni epaticheKigg. 129, 13Q)I'emocromo per
studiare gli effetti su midollo osseo e rispostaminmitaria allimpianto Figg. 123, 124, 125)
All'inizio e prima di ogni prelievo sono stati rilati i pesi corporei, la media dei quali é ripcatat
Tab. 10 e Fig. 119Al 7°, 14°, 21°, 28° e 35° giorno gli animali,e$it sulla base di una tabella di
randomizzazione, sono stati sacrificati per comlpieui uno del gruppo trattati ed uno del gruppo
controllo, anestetizzati, pesati, eseguito il @ per puntura intracardiaca, e quindi venivano
sacrificati. InTab. 10 e Fig. 118i osserva che il peso corporeo € aumentato narabt i gruppi,
maggiormente nel gruppo di controllo all'inizio elrgruppo dei trattati, al termine del periodo

osservazionale.
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6.4.3 Risultati dei parametri ematochimici QUARTSperimento biocompatibilita

Tab. 11: elaborazione dei risultati degli esami éochimici

Mean GO Mean G7 Mean G14 Mean G21 Mean G28
GR Controls 3,69 -2,39 -6,68 -1,44 0,56
Treated 3,29 -3,93 -6,33 0,88 7,23
GB Controls 209,47 20,95 -7,10 -11,33 -56,76
Treated 199,77 28,48 9,73 -0,50 52,24
Mean GO Mean G7 Mean G14 Mean G21 Mean G28
Hb Controls -2,25 1,28 -10,20 0,78 8,15
Treated -0,43 1,14 -11,29 -1,06 54,56
Het Controls -15,28 0,30 -5,44 -2,23 5,32
Treated -8,69 0,05 -6,61 2,32 0,61
MCV Controls -5,49 3,19 0,07 0,63 20,33
Treated -10,48 4,58 -0,05 0,23 1,91
MCH Controls -3,09 3,99 0,63 3,51 3,25
Treated -2,11 3,90 0,24 -0,97 2,14
Controls o o
MCHC 14,78 0,06 0,00 1,25 14,25
Treated 9,99 0,61 0,60 0,32 7,79
ROW Controls -3,60 8,30 -2,48 0,43 17,04
Treated -4.44 5,35 -0,60 0,22 -0,38
pl Controls 82,65 3,38 -4,11 -3,70 -20,29
Treated 60,40 7,03 -8,05 -0,45 6,23
MPV Controls 5,90 -23,51 0,00 1,71 25,43
Treated 9,06 -22,50 -0,10 3,04 20,41
Controls g
PLCR 0,26 2,67 0,00 0,56 0,19
Treated 4,09 -3,76 0,17 0,66 -1,13
POW Controls -49,55 123,93 -0,15 2,15 -13,87
Treated -47,03 126,15 0,03 0,26 -10,79
pCT Controls 74,40 -56,61 -2,04 6,52 34,69
Treated 90,90 -54,69 -0,85 0,87 0,77
Mean GO Mean G7 Mean G14 Mean G21 Mean G28
- Controls 43,23 -10,21 -10,34 -5,56 -60,00
neutrofili
Treated 46,91 -16,24 -8,94 -8,26 -35,02
linfociti Controls 110,08 -48,03 -4,70 0,15 139,58
Treated 109,83 -8,61 -12,11 23,14 125,58
- Controls 301,40 -90,44 23866,67 1,46 -95,95
monociti
Treated 301,80 -89,82 23153,70 -91,15 -15,87
basofil Controls -66,65 -43,33 -11,11 530,89 690,91
Treated -58,53 -63,73 48,43 81,39 1328,26
- Controls -90,51 713,73 -0,44 1,14 -5,95
eosinofili
Treated -90,11 787,30 -12,16 6,28 16,85
Mean GO Mean G7 Mean G14 Mean G21 Mean G28
: Controls -3,35 -26,12 73,48 -11,90 33,33
azotemia
Treated -2,45 -17,30 64,00 1,23 88,83
— Controls 64,43 13,55 2,27 5,82 -10,03
glicemia
Treated 161,97 9,04 3,25 -11,85 -10,34
Controls - - -
creatinina 18,72 37.92 0,05 7,14 4,29
Treated -28,53 59,62 8,07 4,05 -46,85
Mean GO Mean G7 Mean G14 Mean G21 Mean G28
: Controls -4,95 -4,25 -15,77 10,78 18,75
potassio
Treated 1,54 37,87 -28,88 2,52 4,94
' Controls -1,08 -0,22 0,36 2,59 1,44
sodio
Treated 0,25 1,80 2,37 3,23 3,42
Mean GO Mean G7 Mean G14 Mean G21 Mean G28
PT Controls 4,64 -14,35 1108,05 1,76 -90,33
Treated 2,51 -13,74 1066,85 5,46 -87,83
PTT Controls -6,47 -1,00 4005,93 2,17 -97,67
Treated 2,63 1,08 4235,92 -11,35 97,54
.- Controls 1,60 -3,54 -28,98 7,09 60,84
fibrinog
Treated 2,84 -6,88 -24,37 -4,85 37,01
INR Controls 1,46 3,79 -35,39 -12,09 1439,31
Treated -1,68 0,37 -8,96 4,35 18,52
Mean GO Mean G7 Mean G14 Mean G21 Mean G28
Controls 1,90 -1,88 0,00 -0,97 -12,50
ast/got
Treated 1,43 0,12 0,01 3,41 -15,41
Controls 3,72 -6,81 0,66 5,27 -4,30
alt/gpt
Treated 6,77 -6,70 0,13 -2,86 -6,30
LDH Controls 0,69 4,17 2,33 -11,74 -8,80
Treated 0,64 2,13 -0,02 -5,69 -8,77
cPK Controls 0,51 -8,03 1,05 -14,04 9,33
Treated 0,62 -7,96 0,00 -9,35 18,23
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Fig. 123: variazione percentuale dei valori medileleellule ematiche.

§

£3

5%

£3 60,00
»5 50,00
SE 40,00
s 30,00
-2 20,00
££ 10,00
g 0,00
E -10,00
2 -20,00

Blood Haemoglobine and Haematocrite

variations after surgergical patch implantation for

four weeks observation

= ¢ = Hph Controls
G7 Mean G14 Mean G21 Mean G28
e=fl==Hbh Treated . . |
| ] Weeks
Hct Controls /
Hct Treated /

/

4/l -
[ kN
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Fig. 125: variazione percentuale dei valori medi giebuli bianchi.
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Fig. 129: variazione percentuale dei valori medglienzimi epatici, nei controlli e trattati.
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6.4.4 Risultati statistici QUARTO esperimento biogatibilita. Analisi statistica
delle determinazioni emato-chimiche

Tavola 12: statisticalescrittivadelle determinazioni emato-chimiche.
STATISTICA DESCRITTIVA DEI CAMPIONI

T|N Mean | Std. Deviation| Std. Error Mean

GR 115 7.3020 .09365 .04188

2|16 7.3331 12716 .03179
B 115 2.3080 .03421 .01530

2|16 2.3200 .05538 .01384
Hb 1| 5| 14.1200 .06557 .02933

2|16 13.7656 64774 .16194
H 1| 5| 47.2140 .07197 .03219
ct

2 16| 43.7313 1.16855 .29214

1| 5| 57.6280 .23994 .10730
MCV

2 /16| 59.7988 2.70928 .67732

1| 5| 19.1460 47374 .21186
MCH

2 /16| 18.9056 .50505 .12626

1| 5| 30.1640 .13126 .05870
MCHC

2 /16| 31.5069 .80288 .20072

1| 5| 15.5560 .23586 .10548
RDW

2 /16| 16.2975 .50743 .12686
I 1| 5| 451.786C 36.1338¢ 16.1595€
t
P 2 /16| 515.4081 37.0009& 9.25024

115 6.5500 .04848 .02168
MPV

2|16 6.4388 .13520 .03380

115 5.4260 .03578 .01600
P-LCR

2|16 5.3511 .05553 .01388

1/ 5 15.6720 .06099 .02728
PDW

2 16| 15.7081 .37593 .09398

15 .3300 .04950 .02214
PCT

2116 .3025 .05434 .01359

1/ 5/ 11.0940 .58994 .26383
neutrofili

2 16| 11.3238 .59326 .14832

1/ 5 37.7100 .06819 .03050
linfociti

2 16| 37.5019 .24386 .06097

N 15 .9260 .07701 .03444

monociti

2116 .8863 .04573 .01143

15 .3620 .01924 .00860
basofili

2116 .3148 .03504 .00876
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eosinofili

azotemia

glicemia

creatinina

magnesio

calcio t

fosforo

potassio

sodio

PT

PTT

fibrinog

INR

ast/got

alt/gpt

LDH

CPK

GR7

GB7

Hb7

Hct7

MCV7

PNk Nd RN RPIN RN RN PRIN RN RN RN RN RN RIS RN RN RN RN R RN RN RN R

5
16

16

16

16

16

16

16

16

16

16

16

16

16

16

16

16

16

16

16

16

16

.8420
.8250
41.8400
31.2063
195.200C
164.687%
.6580
.6900
3.6960
3.6719
11.3800
11.3025
8.0400
8.0875
6.1000
5.5938
139.200C
137.500C
.8220
.8313
.6140
.5513
217.800C
214.625C
.9400
.9788
238.740C
240.825C
73.8600
71.8063
1022.620(
1022.950()
3639.6000
3630.2500
7.5700
7.5713
7.1420
6.9556
13.800
13.681
40.000
39.913
54.460

.02387
.03670
17.11397
8.47431

103.1295%

48.0662¢
.01483
.08656
.05367
.06337
.14230
.06403
.16733
40146
.00000
.25158
.83666
1.96638
.01643
.00885
.04219
.03897
3.27109
2.96367
.02828
.03757
1.95653
1.57205
4.72790
3.00787
1.89394
2.49640
36.16352
28.35607
.16538
.21469
.56953
47269
.5244
4539
.7071
1.0455
1.3759

.01068
.00917
7.65360
2.11858
46.12093
12.0165€
.00663
.02164
.02400
.01584
.06364
.01601
.07483
.10036
.00000
.06289
37417
49160
.00735
.00221
.01887
.00974
1.46287
74092
.01265
.00939
.87499
.39301
2.11438
75197
.84699
.62410
16.17282
7.08902
.07396
.05367
.25470
11817
.2345
1135
.3162
.2614
.6153
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MCH7

MCHC7

RDW7

plt7

MPV7

P-LCR7

PDW7

PCT7

neutrofili7

linfociti7

monociti7

basofili7

eosinofili7

azotemia7

glicemia7

creatinina7

magnesio7

calciot7

fosforo7

potassio7

sodio7

NP N EP NMNPFPINPINEP NP DNPNPINPEPNMNPEPDNPDNPIINPEPINMNPEP NP DNMNPEPDNPIDNEPIDNEPEPDNDNPEPEDNPEPDN

16

16

16

16

16

16

16

16

16

16

16

16

16

16

16

16

16

16

16

16

16

16

53.425
18.542
18.494
34.620
34.631
14.992
15.562
821.31
822.73
6.936
7.019
5.440
5.569
7.906
8.319
.5660
.5594
15.760
16.588
79.22
78.68
3.680
3.547
A2
A3
.0800
.0813
32.86
28.41
272.00
386.31
.536
.488
3.7820
3.7644
11.2660
11.3219
7.7660
7.8856
5.798
5.669
137.70
137.82

1.5813
.1653
.2566
.6380
6172
.9912
.9489
3.525
3.447
.1484
1974
.3050
.2387
.3310
.6742

.01517

.02462

2.9160

2.7837
2.116
2.647
.2280
.2363

110
127

.01414

.01025
4,532
4.820

44.311

495.237
.0921
.1025

.11563

.12966

.10262

.10336

.59454

49006
.5201
.3790

.758
1.186

.3953
.0739
.0641
.2853
.1543
4433
2372
1.576
.862
.0664
.0494
.1364
.0597
.1480
.1686
.00678
.00616
1.3041
.6959
.946
.662
.1020
.0591
.049
.032
.00632
.00256
2.027
1.205
19.817
123.809
.0412
.0256
.05171
.03242
.04589
.02584
.26589
12252
.2326
.0947
.339
.296
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PT7

PTT7

fibrinog7

INR7

ast/got7

alt/gpt7

LDH7

CPK7

GR14

GB14

Hb14

Hctl4

MCV14

MCH14

MCHC14

RDW14

pltl4

MPV14

P-LCR14

PDW14

PCT14

neutrofilil4

PNk Nd RN RPIN RN RN PRIN RN RN RN RN RN RN RN RN RN R RN RN RN R

16

16

16

16

16

16

16

16

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11
4

.8600
.8519
5720
.5638
221.20
220.63
.9520
.9606
243.270C
244.2594
76.4500
76.5656
1029.672()
1029.537¢%)
3657.8000
3652.687¢)
7.4150
7.3564
8.4750
8.7391
13.9700
13.9136
40.2575
40.3245
55.8500
55.8645
19.2125
19.2409
34.6075
34.8364
16.4850
16.2536
849.182¢
880.0727
5.3275
5.4636
5.3400
5.3527
17.9750
18.1091
.2450
.2545
14.2450

.02739
.02562
.05357
.05123
9.039
8.770
.04438
.03803
2.04683
2.64582
2.56466
2.34007
4.90488
3.30472
20.3273z2
18.19787
.11958
.07004
.65511
.68260
.84959
.92405
41852
47338
1.92094
1.25229
1.05120
.89912
1.31386
1.41653
.09037
.34984
50.5505¢
53.20741
.14385
.36173
.02944
.03608
47976
.61066
.00000
.02945
45757

.01225
.00640
.02396
.01281
4.042
2.193
.01985
.00951
.91537
.66145
1.14695
.58502
2.19353
.82618
9.09065
4.54947
.05979
.02112
.32755
.20581
42479
.27861
.20926
14273
.96047
37758
.52560
.27109
.65693
42710
.04518
.10548
25.2752¢
16.04264
.07192
.10906
.01472
.01088
.23988
18412
.00000
.00888
.22878
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linfocitil4

monocitil4

basofilil4

eosinofilil4

azotemial4d

glicemiald

creatininal4

magnesiol4

calciot14

fosforol4

potassiol4

sodiol4

PT14

PTT14

fibrinogl4

INR14

ast/got14

alt/gpt14

LDH14

CPK14

GR21

NP N EP NMNPFPINPINEP NP DNPNPINPEPNMNPEPDNPDNPIINPEPINMNPEP NP DNMNPEPDNPIDNEPIDNEPEPDNDNPEPEDNPEPDN

11| 14.3736
4| 41.2250
11| 70.4000
4 .3500
11 .3636
4 .0933
11 .0902
4 .6375
11 .7336
4| 23.9500
11| 23.8000
4| 293.250C
11| 289.6364
4 .6975
11 7027
4 3.5850
11 3.6473
4| 11.3850
11| 11.3255
4 7.7550
11| 15.2391
4 5.5850
11 7.7836
4| 137.570C
11| 140.383¢€
4 7325
11 7273
4 .5500
11 .5491
4| 211.500C
11| 202.631€
4 .9750
11 .9645
4| 238.782%
11| 244.4864
4| T72.2475
11| 71.4382
411073.040(¢
11|1051.513¢
413362.890(
11|3361.850¢
3 6.9067
9 6.8889

46900
3.84220
98.52141
12910
11201
12451
.10075
.23500
.24545
2.73435
2.99833
8.53913
3.55732
.01708
.02005
.02646
.06150
.06137
.06089
31427
24.1053¢€
.07937
.94398
.31230
1.37195
.04193
.03952
.02160
.02166
18.08314
13.3676¢
.03317
.03446
29.2434z
39.3259¢€
4.83317
6.69004
96.69782
97.2516¢

435.4609¢
600.0871%

.24338
.25824

14141
1.92110
29.70532
.06455
.03377
.06225
.03038
11750
.07401
1.36717
.90403
4.26956
1.07257
.00854
.00604
.01323
.01854
.03069
.01836
15714
7.26804
.03969
.28462
15615
41366
.02097
.01192
.01080
.00653
9.04157
4.03051
.01658
.01039
14.62171
11.85722
2.41658
2.01712
48.34891
29.3224¢
217.73050
180.9330¢
.14051
.08608
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GB21
Hb21
Hct21
MCV21
MCH21
MCHC21
RDW21
plt21
MPV21
P-LCR21
PDW21
PCT21
neutrofili21
linfociti21
monociti21
basofili21
eosinofili21
azotemia2l
glicemia2l
creatinina2l
magnesio2l

1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1

calciot21

W O W Ol W Ol W O W O W O W ©I W © W O W O W ©O|IW © W VW W O W VO W O W VO WOV W o Wl o w|low w

7.8100
7.7667
12.633
12.416
38.000
37.634
55.2367
55.7500
18.8333
19.2289
34.2433
35.1033
16.0433
16.1900
819.33
796.00
5.3533
5.4711
5.3500
5.3711
17.7367
18.1267
.2400
.2544
12.733
13.111
40.1333
39.5222
75.33
75.78
.1100
1118
.6000
.6256
39.33
38.00
296.00
298.89
.700
.760
3.5533
6.9944
11.4000

.13000
.28758
.6658
5217
.2000
.4868
1.71733
1.42998
.38527
.96380
1.33927
1.38378
.57934
41207
7.234
65.370
.16442
.35452
.02646
.03296
.32593
.59607
.00866
.02789
.3215
.5302
3.15647
2.62382
3.055
3.153
14731
.10424
.21166
17401
3.055
2.915
18.358
39.295
.0000
.0409
.04041
10.12771
.06557

.07506
.09586
.3844
1739
1155
1623
.99150
47666
22244
32127
77323
46126
.33448
.13736
4.177
21.790
.09493
11817
.01528
.01099
.18818
.19869
.00500
.00930
.1856
1767
1.82239
.87461
1.764
1.051
.08505
.03475
12220
.05800
1.764
972
10.599
13.098
.0000
.0136
.02333
3.37590
.03786
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fosforo21

potassio21

sodio21

PT21

PTT21

fibrinog21

INR21

ast/got21

alt/gpt21

LDH21

CPK21

GR28

GB28

Hb28

Hct28

MCVv28

MCH28

MCHC28

RDW28

plt28

MPV28

NP N EP NMNPFPINPINEP NP DNPNPINPEPNMNPEPDNPDNPIINPEPINMNPEP NP DNMNPEPDNPIDNEPIDNEPEPDNDNPEPEDNPEPDN

11.3278
7.7000
16.9011
4.700
5.536
138.00
137.33
8.833
8.464
23.00
23.78
146.00
154.11
.6235
.8767
250.153¢
244.505¢€
74.2700
71.8344
1147.4967
1057.110(
3522.373%
3424.971]
6.8350
6.9133
6.900
7.867
12.950
12.090
37.250
38.435
54.9900
55.9667
19.6800
19.1367
35.4500
34.6500
15.9850
16.2133
793.00
796.50
5.4800
5.5967

.06778
.36056
26.63151
.4583
4581
2.646
3.536
.2887
4599
2.000
2.438
7.000
9.752
48765
.08155
22.51647
38.7862¢
3.71896
6.73900
46.3359¢
96.6478¢€
409.0029z2

647.7378€

.51619
.39200
7071
4033
7778
3.1737
4950
1.6268
2.43245
1.43178
1.30108
1.07645
49497
1.25180
.85560
41351
42.426
35.280
.35355
.31659

.02259
.20817
8.87717
.2646
1527
1.528
1.179
1667
.1533
1.155
.813
4.041
3.251
.28154
.02718
12.9998¢
12.9287¢€
2.14715
2.24633
26.75207
32.2159¢
236.1379%)
215.9126%
.36500
.16003
.5000
.1647
.5500
1.2957
.3500
.6641
1.72000
.58452
.92000
43946
.35000
.51104
.60500
.16881
30.000
14.403
.25000
12925
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P-LCR28

PDW28

PCT28

neutrofili28

linfociti28

monociti28

basofili28

eosinofili28

azotemia28

glicemia28

creatinina28

magnesio28

calciot28

fosforo28

potassio28

sodio28

PT28

PTT28

fibrinog28

INR28

ast/got28

alt/gpt28

P NP NP INPFPIDNPFEP NP NPINPDNDNPEPEPDNPDNPIDNPEP NP DNDNPINPDNDNPEPEPNPINPINPDNDNPEPDN P[NP

5.3900
5.4067
18.2500
18.1167
.2525
.2583
11.850
12.233
38.95
47.65
75.00
6.67
1415
1027
.6450
.5817
34.000
38.267
308.00
279.17
.650
770
3.4650
3.6500
25.2300
6.0167
7.4000
7.7983
5.500
5.618
140.50
140.00
8.900
8.783
22.50
20.17
152.00
146.50
3752
.8867
255.500C
268.7167
72.4000

.01414
.06772
21213
.38687
.01061
.02927
.9192
.9564
778
12.518
1.414
.816
.15344
.11835
27577
.13805
2.8284
2.6128
1.414
41.315
.0707
.0713
.13435
11171
19.47372
5.78777
.00000
45609
.9899
.3335
2.121
4.147
1414
.2639
2.121
2.639
12.728
18.436
44518
.09416
28.9913¢
25.11717
6.22254

.01000
.02765
.15000
15794
.00750
.01195
.6500
.3904
.550
5.110
1.000
.333
.10850
.04832
.19500
.05636
2.0000
1.0667
1.000
16.867
.0500
.0291
.09500
.04561
13.7700C
2.36285
.00000
.18620
.7000
1361
1.500
1.693
.1000
.1078
1.500
1.078
9.000
7.527
.31479
.03844
20.5000C
10.25404
4.40000
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2 6| 73.1350 6.23720 2.54633
1| 2/1020.000C 142.83557 101.0000C

LDH28
2| 6/1057.8317 99.5032C 40.62201
1| 2/3102.500C 327.39044 231.5000C

CPK28
2| 6/3113.893¢ 480.9223¢ 196.3357<
11 7.2400

GR35
2.3 7.1400 .13000 .07506
111 3.200

GB35
2.3 3.700 .5000 .2887
11 14.600

Hb35
2.3 13.900 1732 .1000
1| 1| 39.6000

Hct35
2 3| 37.6667 .25166 .14530
1| 1| 64.1000

MCV35
2 3| 57.6333 .16503 .09528
1| 1| 19.3700

MCH35
2 3| 18.6767 .09504 .05487
1| 1| 30.1000

MCHC35
2 3| 32.0167 .26633 15377
1| 1| 18.0000

RDW35
2 3| 16.1433 .03786 .02186
111 656.00

plt35
23 837.33 25.716 14.847
111 6.5600

MPV35
23 6.4700 .03606 .02082
111 5.3900

P-LCR35
23 5.3323 .01079 .00623
1| 1| 15.5900

PDW35
2 3| 16.0233 .03055 .01764
111 .3300

PCT35
23 .2533 .02082 .01202
111 5.00

neutrofili35
23 8.00 1.000 577
111 92.00

linfociti35
23 85.67 5.859 3.383
111 3.00

monociti35
23 5.33 577 .333
111 .2610

basofili35
23 .3110 .01153 .00666
111 .7900

eosinofili35
23 .6533 .01155 .00667
111 48.00

azotemia3s
23 75.33 4.041 2.333
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278.00

11

glicemia35
2|3 283.67 123.249 71.158
11 .6700

creatinina35
23 .3933 .03215 .01856

) 11 3.6800

magnesio35
2|3 3.6600 .02000 .01155
11 11.3100

calciot35
2| 3| 11.3367 .02517 .01453
11 7.6000

fosforo35
2|3 7.8667 .37859 .21858

) 11 5.700

potassio35
2|3 5.767 .3055 .1764
11 141.00

sodio35
2|3 142.00 1.732 1.000
11 .8700

PT35
2|3 1.0433 .15503 .08950
11 .4900

PTT35
2|3 .5467 .03786 .02186
1| 1 230.000C

fibrinog35
2| 3| 223.333¢ 9.29157 5.36449
11 .9300

INR35
2|3 .9733 .01155 .00667
1| 1 241.500C

ast/got35
2| 3| 240.5667 1.79258 1.03494
1/ 1 735000

alt/gpt35
2| 3| 72.9667 2.15019 1.24141
1| 1/1022.400C

LDH35
2| 3/1023.6667 1.35769 .78387
1| 1 3645.000C

CPK35
2| 3/3628.333: 25.4820z 14.7120%
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Tab. 13:t-Test per variabili indipendenti

Independent Samples Test

Levene's Test for
Equality of
Variances

t-test for Equality of Means

Sig.

df

Sig. (2-
tailed)

Mean
Difference

Std. Error
Difference

95% Confidence
Interval of the
Difference

Lower

Upper

GR

Equal
variances
assumed

1.883

.186

-.503

19

.621

-.03113

.06193

-.16075

.09850

Equal
variances
not assumed

-.592

9.129

.568

-.03113

.05258

-.14981

.08756

GB

Equal
variances
assumed

1.693

.209

-.453

19

.655

-.01200

.02646

-.06738

.04338

Equal
variances
not assumed

-.582

11.228

572

-.01200

.02063

-.05730

.03330

Hb

Equal
variances
assumed

4.712

.043

1.200

19

.245

.35438

.29528

-.26365

.97240

Equal
variances
not assumed

2.153

15.936

.047

.35438

.16457

.00539

.70336

Hct

Equal
variances
assumed

6.132

.023

6.544

19

.000

3.48275

.53223

2.36878

4.59672

Equal
variances
not assumed

11.850

15.358

.000

3.48275

.29390

2.85758

4.10792

MCV

Equal
variances
assumed

8.236

.010

-1.758

19

.095

-2.17075

1.23464

-4.75489

41339

Equal
variances
not assumed

-3.165

15.725

.006

-2.17075

.68577

-3.62658

-.71492

MCH

Equal
variances
assumed

161

.693

941

19

.359

.24038

.25547

-.29433

77508

Equal
variances
not assumed

975

7.107

.362

.24038

.24663

-.34105

.82180

MCHC

Equal
variances
assumed

7.481

.013

-3.661

19

.002

-1.34288

.36680

-2.11059

-.57516

Equal
variances
not assumed

-6.421

17.204

.000

-1.34288

.20913

-1.78370

-.90205

RDW

Equal
variances
assumed

.378

.546

-3.121

19

.006

-.74150

.23756

-1.23872

-.24428

Equal
variances
not assumed

-4.494

15.367

.000

-.74150

.16498

-1.09242

-.39058

plt

Equal
variances
assumed

116

737

-3.373

19

.003

-63.62213

18.86469

-103.1063¢€

-24.13787
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Equal variances
not assumed

-3.417

6.855

.012

-63.62213

18.61984

-107.8410z

-19.40323

MPV

Equal
variances
assumed

4.005

.060

1777

19

.092

11125

.06259

-.01976

24226

Equal
variances
not assumed

2,771

18.279

.012

11125

.04015

.02698

.19552

P-LCR

Equal
variances
assumed

1.045

.319

2.813

19

.011

.07494

.02664

.01918

.13070

Equal
variances
not assumed

3.538

10.676

.005

.07494

.02118

.02814

12173

PDW

Equal
variances
assumed

8.819

.008

-.210

19

.836

-.03613

17173

-.39557

.32332

Equal
variances
not assumed

-.369

17.176

a17

-.03613

.09786

-.24243

17018

PCT

Equal
variances
assumed

132

.720

1.006

19

.327

.02750

.02734

-.02972

.08472

Equal
variances
not assumed

1.059

7.305

.323

.02750

.02597

-.03340

.08840

neutrofili

Equal
variances
assumed

.267

.611

-757

19

.458

-.22975

.30360

-.86519

40569

Equal
variances
not assumed

-.759

6.748

473

-.22975

.30266

-.95088

49138

linfociti

Equal
variances
assumed

2.562

.126

1.856

19

.079

.20813

11217

-.02664

44289

Equal
variances
not assumed

3.053

18.988

.007

.20813

.06817

.06544

.35081

monociti

Equal
variances
assumed

1.484

.238

1.441

19

.166

.03975

.02759

-.01800

.09750

Equal
variances
not assumed

1.095

4.914

.324

.03975

.03629

-.05402

.13352

basofili

Equal
variances
assumed

3.343

.083

2.850

19

.010

.04725

.01658

.01255

.08195

Equal
variances
not assumed

3.848

12.899

.002

.04725

.01228

.02070

.07380

eosinofili

Equal
variances
assumed

1.249

.278

.965

19

.347

.01700

.01762

-.01989

.05389

Equal
variances
not assumed

1.208

10.553

.254

.01700

.01408

-.01414

.04814

azotemia

Equal
variances
assumed

22.002

.000

1.908

19

.072

10.63375

5.57390

-1.03257

22.30007

Equal
variances
not assumed

1.339

4.629

.243

10.63375

7.94141

-10.28203

31.54953

glicemia

Equal
variances
assumed

34.794

.000

.934

19

.362

30.51250

32.65815

-37.84179

98.86679
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Equal
variances
not assumed

.640

4.556

.553

30.51250

47.66065

-95.68379

156.7087¢

creatinina

Equal
variances
assumed

1.425

.247

-.809

19

429

-.03200

.03956

-.11480

.05080

Equal
variances
not assumed

-1.414

17.376

175

-.03200

.02263

-.07968

.01568

magnesio

Equal
variances
assumed

1.074

313

.766

19

.453

.02413

.03149

-.04178

.09003

Equal
variances
not assumed

.839

7.849

426

.02413

.02876

-.04241

.09066

calcio t

Equal
variances
assumed

3.437

.079

1.747

19

.097

.07750

.04437

-.01537

.17037

Equal
variances
not assumed

1.181

4517

.296

.07750

.06562

-.09675

.25175

fosforo

Equal
variances
assumed

2.882

.106

-.254

19

.802

-.04750

.18694

-.43877

.34377

Equal
variances
not assumed

-.379

16.820

.709

-.04750

.12519

-.31185

.21685

potassio

Equal
variances
assumed

8.144

.010

4.420

19

.000

.50625

.11453

.26654

74596

Equal
variances
not assumed

8.049

15.000

.000

.50625

.06289

37219

.64031

sodio

Equal
variances
assumed

2.353

.142

1.855

19

.079

1.70000

.91652

-.21829

3.61829

Equal
variances
not assumed

2.752

16.566

.014

1.70000

.61779

.39396

3.00604

PT

Equal
variances
assumed

2.006

173

-1.657

19

114

-.00925

.00558

-.02093

.00243

Equal
variances
not assumed

-1.205

4.748

.285

-.00925

.00767

-.02930

.01080

PTT

Equal
variances
assumed

.064

.803

3.088

19

.006

.06275

.02032

.02021

.10529

Equal
variances
not assumed

2.955

6.297

.024

.06275

.02123

.01138

11412

fibrinog

Equal
variances
assumed

.001

.981

2.045

19

.055

3.17500

1.55292

-.07529

6.42529

Equal
variances
not assumed

1.936

6.206

.099

3.17500

1.63980

-.80532

7.15532

INR

Equal
variances
assumed

.000

.985

-2.112

19

.048

-.03875

.01835

-.07716

-.00034

Equal
variances
not assumed

-2.459

8.906

.036

-.03875

.01576

-.07445

-.00305

ast/got

Equal
variances

479

497

-2.451

19

.024

-2.08500

.85070

-3.86555

-.30445

123



assumed

Equal
variances
not assumed

-2.174

5.715

.075

-2.08500

.95920

-4.46076

.29076

alt/gpt

Equal
variances
assumed

2.075

.166

1.165

19

.259

2.05375

1.76358

-1.63747

5.74497

Equal
variances
not assumed

.915

5.054

402

2.05375

2.24412

-3.69634

7.80384

LDH

Equal
variances
assumed

572

.459

-.270

19

.790

-.33000

1.22054

-2.88463

2.22463

Equal
variances
not assumed

-.314

8.829

.761

-.33000

1.05209

-2.71706

2.05706

CPK

Equal
variances
assumed

.808

.380

.605

19

.552

9.35000

15.45656

-23.00096

41.70096

Equal
variances
not assumed

.529

5.629

.617

9.35000

17.65826

-34.55738

53.25738

GR7

Equal
variances
assumed

.206

.655

-.012

19

.991

-.00125

.10518

-.22140

.21890

Equal
variances
not assumed

-.014

8.681

.989

-.00125

.09138

-.20914

.20664

GB7

Equal
variances
assumed

.506

486

.735

19

A71

.18638

.25344

-.34408

.71683

Equal
variances
not assumed

.664

5.835

.532

.18638

.28078

-.50540

.87815

Hb7

Equal
variances
assumed

.060

.809

.496

19

.625

1194

.2406

-.3842

.6230

Equal
variances
not assumed

.458

6.004

.663

1194

.2605

-.5180

.7568

Hct7

Equal
variances
assumed

426

.522

174

19

.864

.0875

.5042

-.9677

1.1427

Equal
variances
not assumed

213

10.078

.835

.0875

4103

-.8257

1.0007

MCV7

Equal
variances
assumed

.336

.569

1.311

19

.205

1.0350

.7892

-.6168

2.6868

Equal
variances
not assumed

1.415

7.637

.196

1.0350

.7314

-.6656

2.7356

MCH7

Equal
variances
assumed

791

.385

.387

19

.703

.0476

1231

-.2100

.3053

Equal
variances
not assumed

.487

10.678

.636

.0476

.0979

-.1686

.2638

MCHC7

Equal
variances
assumed

.004

.952

-.035

19

972

-.0113

.3185

-.6779

.6554

Equal
variances
not assumed

-.035

6.533

973

-.0113

.3244

-.7895

.7670
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RDW7

Equal
variances
assumed

.058

.813

-1.161

19

.260

-.5699

.4908

-1.5971

4574

Equal
variances
not assumed

-1.133

6.477

.297

-.5699

.5028

-1.7784

.6387

plt7

Equal
variances
assumed

.042

.840

-.800

19

434

-1.420

1.775

-5.134

2.294

Equal
variances
not assumed

-.790

6.592

457

-1.420

1.796

-5.722

2.882

MPV7

Equal
variances
assumed

.898

.355

-.858

19

401

-.0828

.0964

-.2846

1191

Equal
variances
not assumed

-1.000

8.920

.343

-.0828

.0827

-.2701

.1046

P-LCR7

Equal
variances
assumed

.581

.455

-.989

19

.335

-.1288

.1302

-.4012

.1437

Equal
variances
not assumed

-.865

5.623

422

-.1288

.1489

-.4990

.2415

PDW7

Equal
variances
assumed

2.298

.146

-1.305

19

.207

-.4134

.3166

-1.0761

.2494

Equal
variances
not assumed

-1.843

14.566

.086

-4134

.2243

-.8928

.0660

PCT7

Equal
variances
assumed

5.737

.027

.563

19

.580

.00663

.01176

-.01799

.03124

Equal
variances
not assumed

723

11.265

484

.00663

.00916

-.01348

.02673

neutrofili7

Equal
variances
assumed

.138

714

-.574

19

572

-.8275

1.4408

-3.8431

2.1881

Equal
variances
not assumed

-.560

6.463

.594

-.8275

1.4781

-4.3825

2.7275

linfociti7

Equal
variances
assumed

734

402

413

19

.684

.539

1.303

-2.189

3.267

Equal
variances
not assumed

467

8.336

.653

.539

1.155

-2.105

3.183

monociti7

Equal
variances
assumed

.053

.820

1.108

19

.282

1331

1202

-.1184

.3847

Equal
variances
not assumed

1.130

6.926

.296

1331

1179

-.1462

4124

basofili7

Equal
variances
assumed

1.118

.304

-.207

19

.838

-.013

.063

-.146

119

Equal
variances
not assumed

-.225

7.710

.828

-.013

.058

-.149

122

eosinofili7

Equal
variances
assumed

3.217

.089

-.218

19

.830

-.00125

.00573

-.01324

.01074

Equal
variances

-.183

5.382

.861

-.00125

.00682

-.01842

.01592
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not assumed

azotemia7

Equal
variances
assumed

.002

.966

1.823

19

.084

4.448

2.439

-.658

9.553

Equal
variances
not assumed

1.886

7.092

.101

4.448

2.358

-1.113

10.008

glicemia7

Equal
variances
assumed

.950

.342

-.507

19

.618

-114.313

225.689

-586.684

358.059

Equal
variances
not assumed

-.912

15.740

.376

-114.313

125.385

-380.475

151.850

creatinina7

Equal
variances
assumed

4.919

.039

.943

19

.357

.0485

.0514

-.0591

.1561

Equal
variances
not assumed

1.000

7.399

.349

.0485

.0485

-.0649

.1619

magnesio7

Equal
variances
assumed

.002

.969

271

19

.789

.01763

.06499

-.11839

.15364

Equal
variances
not assumed

.289

7.455

.781

.01763

.06103

-.12493

.16018

calciot7

Equal
variances
assumed

.000

.987

-1.057

19

.304

-.05588

.05288

-.16654

.05479

Equal
variances
not assumed

-1.061

6.757

.325

-.05588

.05267

-.18132

.06957

fosforo7

Equal
variances
assumed

224

.641

-.454

19

.655

-.11963

.26326

-.67063

43138

Equal
variances
not assumed

-.409

5.809

.697

-.11963

.29276

-.84172

.60247

potassio7

Equal
variances
assumed

461

.505

.611

19

.548

1293

.2115

-.3133

.5718

Equal
variances
not assumed

.515

5.398

.627

1293

.2512

-.5023

.7608

sodio7

Equal
variances
assumed

1.593

222

-.209

19

.837

-.119

.568

-1.308

1.071

Equal
variances
not assumed

-.264

10.770

797

-.119

.450

-1.113

.875

PT7

Equal
variances
assumed

.098

757

.610

19

.549

.00813

.01332

-.01976

.03601

Equal
variances
not assumed

.588

6.360

577

.00813

.01382

-.02524

.04149

PTT7

Equal
variances
assumed

.558

464

311

19

.759

.00825

.02651

.04723

.06373

Equal
variances
not assumed

.304

6.472

771

.00825

.02717

-.05707

.07357

fibrinog7

Equal
variances
assumed

.387

.541

127

19

.900

.575

4.523

-8.891

10.041
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Equal
variances
not assumed

125

6.549

.904

.575

4.599

-10.453

11.603

INR7

Equal
variances
assumed

.294

.594

-.427

19

.674

-.00863

.02021

-.05093

.03368

Equal
variances
not assumed

-.392

5.962

.709

-.00863

.02201

-.06256

.04531

ast/got7

Equal
variances
assumed

3.128

.093

-.763

19

.455

-.98938

1.29702

-3.70407

1.72532

Equal
variances
not assumed

-.876

8.640

.405

-.98938

1.12935

-3.56046

1.58171

alt/gpt7

Equal
variances
assumed

.003

.956

-.094

19

.926

-.11563

1.22405

-2.67759

2.44634

Equal
variances
not assumed

-.090

6.239

931

-.11563

1.28753

-3.23703

3.00578

LDH7

Equal
variances
assumed

1.108

.306

.071

19

.944

.13450

1.89546

-3.83275

4.10175

Equal
variances
not assumed

.057

5.188

.956

.13450

2.34396

-5.82591

6.09491

CPK7

Equal
variances
assumed

.136

.716

.535

19

.599

5.11250

9.56367

14.90449

25.12949

Equal
variances
not assumed

.503

6.152

.633

5.11250

10.16551

-19.61372

29.83872

GR14

Equal
variances
assumed

2.707

124

1.194

13

.254

.05864

.04911

-.04745

16472

Equal
variances
not assumed

.925

3.777

410

.05864

.06341

-.12159

.23886

GB14

Equal
variances
assumed

430

.524

-.669

13

515

-.26409

.39491

-1.11724

.58906

Equal
variances
not assumed

-.683

5.576

522

-.26409

.38685

-1.22841

.70023

Hb14

Equal
variances
assumed

.261

.618

.106

13

917

.05636

.52981

-1.08823

1.20095

Equal
variances
not assumed

A11

5.813

915

.05636

.50801

-1.19643

1.30915

Hctl4

Equal
variances
assumed

.060

.810

-.249

13

.807

-.06705

.26934

-.64892

.51483

Equal
variances
not assumed

-.265

6.048

.800

-.06705

.25330

-.68566

55157

MCV14

Equal
variances
assumed

.681

424

-.017

13

.986

-.01455

.83758

-1.82403

1.79494

Equal
variances
not assumed

-.014

3.970

.989

-.01455

1.03202

-2.88832

2.85923

MCH14

Equal
variances

.021

.886

-.052

13

.959

-.02841

.54674

-1.20958

1.15276
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assumed

Equal
variances
not assumed

-.048

4.709

.964

-.02841

.59139

-1.57739

1.52057

MCHC14

Equal
variances
assumed

.003

.957

-.281

13

.783

-.22886

.81363

-1.98661

1.52888

Equal
variances
not assumed

-.292

5.763

.780

-.22886

.78356

-2.16543

1.70770

RDW14

Equal
variances
assumed

6.280

.026

1.279

13

.223

.23136

.18093

-.15952

.62224

Equal
variances
not assumed

2.016

12.593

.066

.23136

11475

-.01736

.48008

plt14

Equal
variances
assumed

2.818

117

-1.006

13

.333

-30.89023

30.71541

-97.24683

35.46637

Equal
variances
not assumed

-1.032

5.630

.344

-30.89023

29.93671

-105.32577

43.54531

MPV14

Equal
variances
assumed

20.498

.001

-.718

13

.485

-.13614

.18958

-.54570

.27343

Equal
variances
not assumed

-1.042

12.628

.317

-.13614

.13064

-.41922

.14695

P-LCR14

Equal
variances
assumed

3.894

.070

-.629

13

.540

-.01273

.02024

-.05645

.03099

Equal
variances
not assumed

-.695

6.583

511

-.01273

.01830

-.05657

.03112

PDW14

Equal
variances
assumed

1.457

.249

-.394

13

.700

-.13409

.34044

-.86956

.60138

Equal
variances
not assumed

-.443

6.862

671

-.13409

.30239

-.85207

.58389

PCT14

Equal
variances
assumed

5.942

.030

-.633

13

.538

-.00955

.01508

-.04213

.02303

Equal
variances
not assumed

-1.075

10.000

.308

-.00955

.00888

-.02933

.01024

neutrofilil4

Equal
variances
assumed

.236

.635

-472

13

.644

-.12864

27231

-.71693

45966

Equal
variances
not assumed

-.478

5.490

.651

-.12864

.26896

-.80187

.54460

linfocitil4

Equal
variances
assumed

1.508

.241

-.578

13

.573

-29.17500

50.46349

-138.19474

79.84474

Equal
variances
not assumed

-.980

10.083

.350

-29.17500

29.76738

-95.42671

37.07671

monocitil4

Equal
variances
assumed

.034

.857

-.201

13

.844

-.01364

.06783

-.16018

.13290

Equal
variances
not assumed

-.187

4.760

.859

-.01364

.07285

-.20378

17651
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basofilil4

Equal
variances
assumed

.074

.789

.049

13

961

.00307

.06230

-.13152

.13766

Equal
variances
not assumed

.044

4.522

.967

.00307

.06927

-.18081

.18695

eosinofilil4

Equal
variances
assumed

2.652

127

-.677

13

.510

-.09614

.14193

-.40275

.21048

Equal
variances
not assumed

-.692

5.588

.516

-.09614

.13886

-.44208

.24981

azotemiald

Equal
variances
assumed

.349

.565

.087

13

.932

.15000

1.71631

-3.55786

3.85786

Equal
variances
not assumed

.092

5.861

.930

.15000

1.63904

-3.88378

4.18378

glicemiald

Equal
variances
assumed

4.612

.051

1.201

13

.251

3.61364

3.00914

-2.88723

10.11450

Equal
variances
not assumed

.821

3.387

.466

3.61364

4.40222

-9.53359

16.76086

creatininal4

Equal
variances
assumed

723

411

-.461

13

.652

-.00523

.01133

-.02970

.01924

Equal
variances
not assumed

-.500

6.285

.634

-.00523

.01046

-.03055

.02009

magnesiol4

Equal
variances
assumed

4.193

.061

-1.925

13

.076

-.06227

.03235

-.13217

.00762

Equal
variances
not assumed

-2.734

12.219

.018

-.06227

.02278

-.11180

-.01274

calciotl4

Equal
variances
assumed

147

.708

1.672

13

118

.05955

.03562

-.01740

.13649

Equal
variances
not assumed

1.665

5.327

153

.05955

.03576

-.03070

14979

fosforol4

Equal
variances
assumed

1.646

222

-.606

13

.555

-7.48409

12.34447

-34.15269

19.18451

Equal
variances
not assumed

-1.029

10.009

327

-7.48409

7.26974

-23.68003

8.71185

potassiol4

Equal
variances
assumed

10.588

.006

-4.543

13

.001

-2.19864

48392

-3.24408

-1.15319

Equal
variances
not assumed

-7.651

10.380

.000

-2.19864

.28738

-2.83579

-1.56148

sodiol4

Equal
variances
assumed

2.434

.143

-3.974

13

.002

-2.81364

.70800

-4.34318

-1.28409

Equal
variances
not assumed

-6.364

12.226

.000

-2.81364

44215

-3.77503

-1.85224

PT14

Equal
variances
assumed

.011

917

.223

13

.827

.00523

.02341

-.04534

.05580

Equal
variances

217

5.092

.837

.00523

.02412

-.05643

.06688
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not assumed

PTT14

Equal
variances
assumed

.008

.932

.072

13

.944

.00091

.01264

-.02639

.02821

Equal
variances
not assumed

.072

5.378

.945

.00091

.01262

-.03086

.03268

fibrinog14

Equal
variances
assumed

1.632

224

1.041

13

.317

8.86818

8.51975

-9.53762

27.27398

Equal
variances
not assumed

.896

4.260

418

8.86818

9.89924

-17.96677

35.70313

INR14

Equal
variances
assumed

.264

.616

.524

13

.609

.01045

.01995

-.03264

.05355

Equal
variances
not assumed

.534

5.560

.614

.01045

.01957

-.03836

.05927

ast/gotl4

Equal
variances
assumed

7.368

.018

-.262

13

797

-5.70386

21.74481

-52.68067

41.27294

Equal
variances
not assumed

-.303

7.296

.770

-5.70386

18.82520

-49.85439

38.44667

alt/gpt14

Equal
variances
assumed

9.837

.008

.220

13

.830

.80932

3.68437

-7.15029

8.76892

Equal
variances
not assumed

.257

7.539

.804

.80932

3.14780

-6.52756

8.14620

LDH14

Equal
variances
assumed

.755

401

.380

13

.710

21.52636

56.70827

-100.98441

144.03713

Equal
variances
not assumed

.381

5.394

.718

21.52636

56.54577

-120.69427

163.7469¢

CPK14

Equal
variances
assumed

2.030

.178

.003

13

.998

1.03909

330.6828¢

-713.35784

715.43602

Equal
variances
not assumed

.004

7.501

.997

1.03909

283.0960C

-659.42111

661.4992¢

GR21

Equal
variances
assumed

.059

.812

.104

10

919

.01778

.17022

-.36150

.39706

Equal
variances
not assumed

.108

3.654

.920

.01778

.16478

-.45733

49289

GB21

Equal
variances
assumed

1.375

.268

.246

10

.810

.04333

.17580

-.34838

.43505

Equal
variances
not assumed

.356

8.315

731

.04333

12175

-.23557

.32224

Hb21

Equal
variances
assumed

436

.524

.590

10

.568

.2178

.3690

-.6045

1.0400

Equal
variances
not assumed

.516

2.872

.643

.2178

4219

-1.1594

1.5949

Hct21

Equal
variances
assumed

1.399

.264

1.234

10

.246

.3656

.2963

-.2947

1.0258
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Equal
variances
not assumed

1.836

8.961

.100

.3656

.1991

-.0852

.8164

MCVv21

Equal
variances
assumed

.201

.664

-.516

10

.617

-.51333

.99459

-2.72942

1.70275

Equal
variances
not assumed

-.467

2.991

.673

-.51333

1.10013

-4.02017

2.99350

MCH21

Equal
variances
assumed

6.554

.028

-.675

10

.515

-.39556

.58607

-1.70139

.91028

Equal
variances
not assumed

-1.012

9.123

.337

-.39556

.39076

-1.27770

.48659

MCHC21

Equal
variances
assumed

.025

.878

-.938

10

.370

-.86000

.91666

-2.90245

1.18245

Equal
variances
not assumed

-.955

3.564

.400

-.86000

.90035

-3.48517

1.76517

RDW21

Equal
variances
assumed

.554

474

-.488

10

.636

-.14667

.30035

-.81588

.52254

Equal
variances
not assumed

-.406

2.712

.715

-.14667

.36159

-1.36967

1.07634

plt21

Equal
variances
assumed

3.330

.098

.598

10

.563

23.333

39.039

-63.651

110.317

Equal
variances
not assumed

1.052

8.552

.322

23.333

22.187

-27.260

73.926

MPV21

Equal
variances
assumed

10.130

.010

-.543

10

.599

-11778

21701

-.60130

.36574

Equal
variances
not assumed

=777

8.124

459

-11778

.15158

-.46639

.23084

P-LCR21

Equal
variances
assumed

.190

.672

-.997

10

.342

-.02111

.02118

-.06829

.02607

Equal
variances
not assumed

-1.122

4.315

.320

-.02111

.01882

-.07188

.02966

PDW21

Equal
variances
assumed

2.867

121

-1.058

10

315

-.39000

.36847

1.21101

43101

Equal
variances
not assumed

-1.425

6.825

.198

-.39000

.27366

-1.04049

.26049

PCT21

Equal
variances
assumed

1.749

215

-.858

10

411

-.01444

.01683

-.05194

.02305

Equal
variances
not assumed

-1.368

9.963

.201

-.01444

.01056

-.03798

.00909

neutrofili21

Equal
variances
assumed

2.547

142

-1.144

10

279

-.3778

.3304

-1.1139

.3583

Equal
variances
not assumed

-1.474

6.032

191

-.3778

.2563

-1.0041

.2485

linfociti21

Equal
variances

.000

.996

.335

10

745

61111

1.82577

-3.45696

4.67918
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assumed

Equal
variances
not assumed

.302

2.988

.782

61111

2.02140

-5.83679

7.05901

monociti21

Equal
variances
assumed

.075

.790

-.213

10

.836

-.444

2.089

-5.100

4.211

Equal
variances
not assumed

-.216

3.561

.840

-.444

2.053

-6.434

5.545

basofili21

Equal
variances
assumed

776

.399

-.023

10

.982

-.00178

.07611

17136

.16780

Equal
variances
not assumed

-.019

2.705

.986

-.00178

.09187

-.31309

.30953

eosinofili21

Equal
variances
assumed

.014

.907

-.210

10

.838

-.02556

12144

-.29614

.24503

Equal
variances
not assumed

-.189

2.965

.862

-.02556

.13527

.45893

40782

azotemia2l

Equal
variances
assumed

.061

.809

.679

10

.512

1.333

1.963

-3.040

5.706

Equal
variances
not assumed

.662

3.322

.551

1.333

2.014

-4.738

7.405

glicemia2l

Equal
variances
assumed

1.386

.266

-.120

10

.907

-2.889

24.062

-56.502

50.724

Equal
variances
not assumed

-171

8.069

.868

-2.889

16.849

-41.686

35.908

creatinina21

Equal
variances
assumed

4.645

.057

-2.459

10

.034

-.0600

.0244

-.1144

-.0056

Equal
variances
not assumed

-4.398

8.000

.002

-.0600

.0136

-.0915

-.0285

magnesio2l

Equal
variances
assumed

1.617

.232

-.570

10

.581

-3.44111

6.03901

-16.89687

10.01465

Equal
variances
not assumed

-1.019

8.001

.338

-3.44111

3.37598

-11.22602

4.34379

calciot21

Equal
variances
assumed

.001

.980

1.609

10

139

.07222

.04490

-.02782

17226

Equal
variances
not assumed

1.638

3.565

.185

.07222

.04409

-.05631

.20075

fosforo21

Equal
variances
assumed

1.577

.238

-.579

10

.575

-9.20111

15.88033

-44.58469

26.18247

Equal
variances
not assumed

-1.036

8.009

.330

-9.20111

8.87961

-29.67362

11.27140

potassio21

Equal
variances
assumed

.238

.636

-2.736

10

.021

-.8356

.3054

-1.5161

-.1550

Equal
variances
not assumed

-2.735

3.458

.061

-.8356

.3055

-1.7387

.0676
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sodio21

Equal
variances
assumed

1.274

.285

.296

10

773

.667

2.251

-4.349

5.682

Equal
variances
not assumed

.346

4.675

.745

.667

1.929

-4.398

5.731

PT21

Equal
variances
assumed

.343

571

1.284

10

.228

.3689

.2874

-.2715

1.0093

Equal
variances
not assumed

1.629

5.781

.156

.3689

.2264

-.1903

.9281

PTT21

Equal
variances
assumed

.614

451

-.495

10

.631

-778

1.571

-4.279

2.723

Equal
variances
not assumed

-.551

4.214

.610

-778

1.412

-4.621

3.065

fibrinog21

Equal
variances
assumed

1.987

.189

-1.313

10

219

-8.111

6.178

-21.877

5.655

Equal
variances
not assumed

-1.564

4911

.180

-8.111

5.187

-21.517

5.294

INR21

Equal
variances
assumed

29.532

.000

-1.652

10

.130

-.25319

.15330

-.59478

.08839

Equal
variances
not assumed

-.895

2.037

464

-.25319

.28285

-1.44904

.94265

ast/got21

Equal
variances
assumed

13.097

.005

.235

10

.819

5.64778

24.08226

-48.01084

59.30640

Equal
variances
not assumed

.308

6.358

.768

5.64778

18.33439

-38.60967

49.90523

alt/gpt21

Equal
variances
assumed

12.864

.005

.584

10

572

2.43556

4.16853

-6.85250

11.72361

Equal
variances
not assumed

784

6.752

.460

2.43556

3.10745

-4.96749

9.83860

LDH21

Equal
variances
assumed

6.458

.029

1.525

10

.158

90.38667

59.26232

-41.65801

222.4313¢

Equal
variances
not assumed

2.158

7.869

.063

90.38667

41.87530

-6.45754

187.23087

CPK21

Equal
variances
assumed

4.313

.065

.240

10

.815

97.40222

405.0284¢

-805.0574¢€

999.86191

Equal
variances
not assumed

.304

5.739

a72

97.40222

319.9677¢

-694.2366¢

889.04112

GR28

Equal
variances
assumed

181

.686

-.231

.825

-.07833

.33908

-.90803

75137

Equal
variances
not assumed

-.197

1411

.869

-.07833

.39854

-2.69993

2.54326

GB28

Equal
variances
assumed

1.267

.303

-2.531

.045

-.9667

.3820

-1.9014

-.0319

Equal
variances

-1.836

1.226

.281

-.9667

.5264

-5.3443

3.4109
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not assumed

Hb28

Equal
variances
assumed

799

406

.361

.730

.8600

2.3797

-4.9630

6.6830

Equal
variances
not assumed

.611

5.992

.564

.8600

1.4076

-2.5854

4.3054

Hct28

Equal
variances
assumed

2.238

.185

-.968

.370

-1.1850

1.2237

-4.1794

1.8094

Equal
variances
not assumed

-1.578

5.891

.166

-1.1850

.7507

-3.0302

.6602

MCV28

Equal
variances
assumed

1.113

.332

-.729

494

-.97667

1.34026

-4.25617

2.30284

Equal
variances
not assumed

-.538

1.241

671

-.97667

1.81661

-15.74954

13.79621

MCH28

Equal
variances
assumed

.000

.994

.596

.573

.54333

.91205

-1.68838

2.77504

Equal
variances
not assumed

.533

1.493

.663

.54333

1.01957

-5.63233

6.71900

MCHC28

Equal
variances
assumed

1.536

.262

.844

431

.80000

94751

-1.51848

3.11848

Equal
variances
not assumed

1.292

5.138

.252

.80000

.61941

-.77944

2.37944

RDW28

Equal
variances
assumed

5.808

.053

-.544

.606

-.22833

141992

-1.25584

79917

Equal
variances
not assumed

-.364

1.160

771

-.22833

.62811

-6.02149

5.56483

plt28

Equal
variances
assumed

.059

.817

=117

911

-3.500

29.858

-76.560

69.560

Equal
variances
not assumed

-.105

1.498

.929

-3.500

33.278

-204.060

197.060

MPV28

Equal
variances
assumed

.002

.970

-.442

.674

-.11667

.26376

-.76207

.52874

Equal
variances
not assumed

-415

1.583

728

-.11667

.28143

-1.69058

1.45724

P-LCR28

Equal
variances
assumed

.964

.364

-.329

754

-.01667

.05070

-.14072

.10739

Equal
variances
not assumed

-.567

5.890

.592

-.01667

.02940

-.08894

.05560

PDW28

Equal
variances
assumed

1.705

.240

449

.669

.13333

.29690

-.59315

.85982

Equal
variances
not assumed

.612

3.569

577

.13333

.21782

-.50134

.76801

PCT28

Equal
variances
assumed

1.477

.270

-.264

.801

-.00583

.02210

-.05991

.04824
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Equal
variances
not assumed

-.413

5.470

.695

-.00583

.01411

-.04118

.02951

neutrofili28

Equal
variances
assumed

.046

.837

-.494

.639

-.3833

7759

-2.2819

1.5153

Equal
variances
not assumed

-.506

1.805

.668

-.3833

.7583

-4.0084

3.2417

linfociti28

Equal
variances
assumed

3.398

115

-.932

.387

-8.700

9.334

-31.540

14.140

Equal
variances
not assumed

-1.693

5.113

.150

-8.700

5.140

-21.825

4.425

monociti28

Equal
variances
assumed

1.500

.267

88.768

.000

68.333

.770

66.450

70.217

Equal
variances
not assumed

64.827

1.232

.004

68.333

1.054

59.642

77.025

basofili28

Equal
variances
assumed

.053

.825

.381

716

.03883

.10197

-.21068

.28834

Equal
variances
not assumed

327

1.425

.785

.03883

.11877

-.73112

.80879

eosinofili28

Equal
variances
assumed

3.127

127

459

.662

.06333

13797

-.27428

40095

Equal
variances
not assumed

312

1172

.801

.06333

.20298

-1.77166

1.89832

azotemia28

Equal
variances
assumed

.000

.984

-1.972

.096

-4.2667

2.1637

-9.5610

1.0277

Equal
variances
not assumed

-1.882

1.624

.229

-4.2667

2.2667

-16.5420

8.0087

glicemia28

Equal
variances
assumed

20.952

.004

.936

.385

28.833

30.798

-46.527

104.194

Equal
variances
not assumed

1.706

5.035

.148

28.833

16.897

-14.510

72.177

creatinina28

Equal
variances
assumed

.012

.916

-2.065

.085

-.1200

.0581

-.2622

.0222

Equal
variances
not assumed

-2.074

1.752

192

-.1200

.0579

-.4059

.1659

magnesio28

Equal
variances
assumed

.002

.962

-1.957

.098

-.18500

.09455

-.41634

.04634

Equal
variances
not assumed

-1.756

1.498

.261

-.18500

.10538

-.82014

45014

calciot28

Equal
variances
assumed

67056.372

.000

2.465

.049

19.21333

7.79399

14212

38.28455

Equal
variances
not assumed

1.375

1.060

391

19.21333

13.97125

-136.3757¢

174.8024¢

fosforo28

Equal
variances

2.728

.150

-1.172

.286

-.39833

.33995

-1.23016

43349
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assumed

Equal
variances
not assumed

-2.139

5.000

.085

-.39833

.18620

-.87697

.08030

potassio28

Equal
variances
assumed

22.551

.003

-.286

.784

-.1183

4131

-1.1292

.8926

Equal
variances
not assumed

-.166

1.077

.894

-.1183

7131

-7.7865

7.5498

sodio28

Equal
variances
assumed

.633

.457

.158

.880

.500

3.171

-7.259

8.259

Equal
variances
not assumed

221

3.904

.836

.500

2.262

-5.842

6.842

PT28

Equal
variances
assumed

1.838

224

577

.585

1167

.2023

-.3783

.6117

Equal
variances
not assumed

.794

3.679

AT5

1167

.1470

-.3059

.5393

PTT28

Equal
variances
assumed

.600

468

1.116

.307

2.333

2.091

-2.782

7.449

Equal
variances
not assumed

1.263

2.182

.325

2.333

1.847

-5.010

9.677

fibrinog28

Equal
variances
assumed

7.670

.032

.382

.715

5.500

14.382

-29.691

40.691

Equal
variances
not assumed

469

2.631

.675

5.500

11.732

-34.987

45.987

INR28

Equal
variances
assumed

27.205

.002

-3.116

.021

-.51146

.16415

-.91313

-.10979

Equal
variances
not assumed

-1.613

1.030

.348

-.51146

31713

-4.27393

3.25101

ast/got28

Equal
variances
assumed

.021

.891

-.627

.554

-13.21667

21.06831

-64.76896

38.33562

Equal
variances
not assumed

=577

1.544

.637

-13.21667

22.92151

-145.7944C

119.36107

alt/gpt28

Equal
variances
assumed

.110

.752

-.144

.890

-.73500

5.09066

-13.19140

11.72140

Equal
variances
not assumed

-.145

1.743

.900

-.73500

5.08368

-26.01121

2454121

LDH28

Equal
variances
assumed

.386

.557

-.429

.683

-37.83167

88.13275

-253.4847¢%

177.8214C

Equal
variances
not assumed

-.348

1.343

775

-37.83167

108.8629¢

-811.8949¢

736.2316¢€

CPK28

Equal
variances
assumed

.387

.557

-.030

977

-11.39333

374.7022¢

-928.25674

905.4700€

Equal
variances
not assumed

-.038

2.679

973

-11.39333

303.5456€

-1046.3769¢

1023.5902¢
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GR35

Equal
variances
assumed

.666

574

.10000

.15011

-.54588

.74588

Equal
variances
not assumed

.10000

GB35

Equal
variances
assumed

-.866

478

-.5000

5774

-2.9841

1.9841

Equal
variances
not assumed

-.5000

Hb35

Equal
variances
assumed

3.500

.073

.7000

.2000

-.1605

1.5605

Equal
variances
not assumed

.7000

Hct35

Equal
variances
assumed

6.653

.022

1.93333

.29059

.68301

3.18366

Equal
variances
not assumed

1.93333

MCV35

Equal
variances
assumed

. 133.936

.001

6.46667

.19055

5.64678

7.28656

Equal
variances
not assumed

6.46667

MCH35

Equal
variances
assumed

6.318

.024

.69333

.10975

22113

1.16554

Equal
variances
not assumed

.69333

MCHC35

Equal
variances
assumed

-6.232

.025

-1.91667

.30754

-3.23988

-.59345

Equal
variances
not assumed

-1.91667

RDW35

Equal
variances
assumed

. [42.471

.001

1.85667

.04372

1.66857

2.04476

Equal
variances
not assumed

1.85667

plt35

Equal
variances
assumed

-6.107

.026

-181.333

29.695

-309.100

-53.567

Equal
variances
not assumed

-181.333

MPV35

Equal
variances
assumed

2.162

163

.09000

.04163

-.08913

.26913

Equal
variances
not assumed

.09000

P-LCR35

Equal
variances
assumed

4.630

.044

.05767

.01245

.00408

11125

Equal
variances

.05767
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not assumed

PDW35

Equal
variances
assumed

12.284

.007

-.43333

.03528

-.58512

-.28155

Equal
variances
not assumed

-.43333

PCT35

Equal
variances
assumed

3.190

.086

.07667

.02404

-.02676

.18009

Equal
variances
not assumed

.07667

neutrofili35

Equal
variances
assumed

-2.598

122

-3.000

1.155

-7.968

1.968

Equal
variances
not assumed

-3.000

linfociti35

Equal
variances
assumed

.936

448

6.333

6.766

-22.778

35.445

Equal
variances
not assumed

6.333

monociti35

Equal
variances
assumed

-3.500

.073

-2.333

.667

-5.202

.535

Equal
variances
not assumed

-2.333

basofili35

Equal
variances
assumed

-3.755

.064

-.05000

.01332

-.10730

.00730

Equal
variances
not assumed

-.05000

eosinofili3s

Equal
variances
assumed

10.250

.009

.13667

.01333

.07930

.19404

Equal
variances
not assumed

.13667

azotemia35

Equal
variances
assumed

-5.857

.028

-27.333

4.667

-47.412

-7.254

Equal
variances
not assumed

-27.333

glicemia35

Equal
variances
assumed

-.040

972

-5.667

142.316

-618.002

606.669

Equal
variances
not assumed

-5.667

creatinina35

Equal
variances
assumed

7.454

.018

.27667

.03712

.11696

43637

Equal
variances
not assumed

.27667

magnesio35

Equal
variances
assumed

.866

478

.02000

.02309

-.07937

.11937
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Equal
variances
not assumed

.02000

calciot3s

Equal
variances
assumed

-.918

.456

-.02667

.02906

-.15170

.09837

Equal
variances
not assumed

-.02667

fosforo35

Equal
variances
assumed

-.610

.604

-.26667

43716

-2.14763

1.61429

Equal
variances
not assumed

-.26667

potassio35

Equal
variances
assumed

-.189

.868

-.0667

.3528

-1.5845

1.4512

Equal
variances
not assumed

-.0667

sodio35

Equal
variances
assumed

-.500

.667

-1.000

2.000

-9.605

7.605

Equal
variances
not assumed

-1.000

PT35

Equal
variances
assumed

-.968

435

-.17333

17901

-.94355

.59688

Equal
variances
not assumed

-.17333

PTT35

Equal
variances
assumed

-1.296

324

-.05667

.04372

-.24476

13143

Equal
variances
not assumed

-.05667

fibrinog35

Equal
variances
assumed

.621

.598

6.66667

10.72898

-39.49643

52.82976

Equal
variances
not assumed

6.66667

INR35

Equal
variances
assumed

-3.250

.083

-.04333

.01333

-.10070

.01404

Equal
variances
not assumed

-.04333

ast/got35

Equal
variances
assumed

451

.696

.93333

2.06989

-7.97268

9.83935

Equal
variances
not assumed

.93333

alt/gpt35

Equal
variances
assumed

215

.850

.53333

2.48283

-10.14942

11.21609

Equal
variances
not assumed

.53333

LDH35

Equal
variances

-.808

.504

-1.26667

1.56773

-8.01207

5.47873
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CPK35

assumed

Equal
variances . . . -1.26667
not assumed

Equal
variances . . .566 2 .628 16.66667 29.42410, -109.93502 143.2683€
assumed

Equal
variances . . . 16.66667
not assumed

| dati sono stati statisticamente analizzati cort-tést di Student a due code, per variabili

indipendenti, per valori non appaiati, assumendaaliyarianze. Abbiamo studiato le variazioni di

tutti i parametri ematochimici per gruppi clinicame sensibili, nei controlli e nei trattati per 5

settimane:

>

funzione emopoietica(GR, GB, Hb, Hct, MCV, MCH, RDW, PIt, MPV, P-LCR,CRV,
Neutrofili, Linfociti, Basofili, eosinofili, Monolii, MCHC,)

funzione emuntorio renale(azotemia, creatinina, Na,)K

funzione emuntorio epatica(got/alt, gpt/ast, ggt, fosf.Alc, Bild, B)It

coagulazione(PT, PTT, Fibrinogeno

Abbiamo confrontato trattati (20 soggetti, indicati con il simbolo 1) corcontrolli (5
soggetti, indicati con il simbolo 2), nei vari tengsservazionale (GO, G7, G14, G21, G28,
G35, w per week).

Il nostro laboratorio analisi veterinarie ha esémgun totale 3400 esami ematochimici
completi, CERTIFICATI, a 25 soggetti maschi Sprafavley con cadenza settimanale.
Le prime 850 determinazioni sono state eseguit@Swampioni prelevati ai 25 soggetti al
momento dell'intervento e settimanalmente (G7=8%an@ ematochimici, G14=680,
G21=510, G28=340, G35=170) sono state eseguitadeessive determinazioni, su tutti i
soggetti, di cui, dopo I'esecuzione del prelievwivo, 5 per volta (1 controllo e 5 trattati, di
cui 2 appartenenti al sottogruppo BP e 2 al satimgp rete riassorbibile), sono stati

sacrificati in camera satura con £0
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» Per eseguire l'indagine statistica abbiamo utiliazh software SPSS 13.0 per Windows
(Northwestern University Information Technology (N) SPSS Inc., 1800 Sherman
Avenue Evanston, lllinois 60201).

» Si osserva dallaTab. 13 del t-test che i parametri progressivamente nel tempo si
normalizzano e dai 10 statisticamente tra loro dival GO, in G14 se ne osservano

solamente 2, a G21 se ne contano 3, e 3 ancheBalcG sono di seguito elencati:

» GO:
0 Hct p<0.001 funzione emopoietica
o MCHC p=0.002 funzione emopoietica
o RDW p=0.006 funzione emopoietica
o PLT p=0.003 funzione emopoietica
o P-LCR p=0.011 funzione emopoietica
o BASOFILI p=0.001 funzione emopoietica
o K p<0.001 emuntorio renale
o GOT p=0.024 emuntorio epatico
o PTT p=0.006 coagulazione
o INR p=0.05 coagulazione

> Gl4a
o K p=0.001 emuntorio renale
o Na p=0.002 emuntorio renale

> G2L
o K p=0.021 emuntorio renale
o Crea p=0.034 emuntorio renale

> G28
o GB p=0.045 funzione emopoietica
o Monociti p<0.0001 funzione emopoietica
o INR =0.021 coagulazione

141



6.4.5 Analisi statistica delle variazioni ponderali

Tab. 14: media dei pesi dei controlli (1) e deittaéi (2) al tempo (w)

T N Mean of weigths Std. Deviation
w0 1 5 264.70 3.13
2 20 264.29 7.54
wl 1 5 347.22 0.88
2 20 335.85 8.15
w2 1 4 374.33 3.25
2 16 354.00 4.57
w3 1 3 387.20 1.14
2 13 388.52 20.38
w4 1 2 411.90 0.14
2 10 409.01 11.55

Medie dei pesi dei controlli (1) e dei trattati (i vari tempi (w)
Inizialmente le medie dei pesi nei due gruppi, raamo diverse (p=0.9) con il test di Kolmogorov-

Smirnov e quindi i due gruppi erano inizialmenteog@nei.

Tab. 15: composizione dei due gruppi statisticintcolli (1) e dei trattati (2) al tempo iniziale @y.

T| N Mean | Std. Deviation | Std. Error Mean

pesoiniziale 1] 5| 264.700 3.1289 1.3993

2120 | 264.285 7.5370 1.6853

E quindi i due gruppi erano inizialmente omogenei
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Tab. 16 studio statistico sull'incremento del pesgooreo nei due gruppi: controlli (1) e dei tratité2)

confrontato con la media dei pesi iniziali

T N Mean Std. Deviation Std. Error Mean
wl 1 5 82.520 3.1539 1.4105
2 20 71.560 4.3931 .9823
w2 1 4 110.500 3.6815 1.8407
2 16 88.944 4.3115 1.0779
w3 1 3 123.900 2.4576 1.4189
2 13 122.969 25.8720 7.1756
w4 1 2 150.250 1.9092 1.3500
2 10 143.690 15.6733 4.9563

Tabella degli incrementi di peso rispetto al pespiale

Ora studiamo se le differenze degli incrementietigosono significative contitest.
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Tab. 17: studio statistico per la valutazione ddignificativita della variazione dell'increment@ldpeso
corporeo, nei due gruppi: controlli (1) e dei tratit (2).

Independent Samples Test, t-test for Equality of M eans

t |df |Sig. (2-tailed)| Mean Difference| Std. Error Difference |95% Confidence Interval of the Difference

wl|5.214|23 .000 10.9600 2.1020 6.6118 15.3082
w2 |9.153|18 .000 21.5563 2.3552 16.6082 26.5043
w3 | .061|14 .953 .9308 15.3536 -31.9995 33.8610
w4 | .569|10 .582 6.5600 11.5270 -19.1237 32.2437

Le abbreviazioni iTab.17sono di seguito spiegate:
» df- degree of freedom il totale dei soggetto mempado di liberta per gruppo
» Sig.(2-tailed) significativita a due code (p) prbbiga

» Std err errore standard della differenza € la bdiia della distribuzione

Abbiamo attentamente studiato il comportamentoadalirva della media dei pesi, perché esprime
direttamente lo stato di benessere animale. Laappanibilitd dei grafici di controlli e trattati,
dimostra che gli impianti non condizionano il compmento alimentare e non provocano
alterazioni organiche negli emuntori dei soggettidati. Il t-test di Student a due code, per
variabili indipendenti, nei vari momenti osservamb, riporta la significativita delle differenze
degli incrementi di peso per ogni osservazione aoeso del tempo (W-Week) rispetto al peso

iniziale.

Tab. 18: Valori percentuali delle medie degli inerenti del grafico in Fig. 119.

week controlli | trattati
1 31,19 28,01
2 41,89 34,45
3 47,07 47,15
4 57,43 54,24
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6.5- Risultati QUINTO esperimento bioadesivita

6.5.1 Risultati esperimento bioadesivita

Le prove hanno evidenziato una differenza rilevaditecomportamento tra i vari campioni. Il
campione BP lato opaco-ruvido ha presentato la megdorza di adesione durante tutto il test. Il
valore massimo registrato Fmax=1bu¢kypaper 1° run). La seconda provauckypaper 2° run,

e stata effettuata impiegando la stessa faccia Bl UBlizzata nell'esperimento precedente
registrando una netta caduta della forza medialdsiane con valore massimale Fmax=0.2N. La
superficie liscia-lucente del buckypapdru¢kypaper lato liscio mostra una minore adesivita
rispetto alla superficie ruvida. Si registra, itifatin valore di Fmax pari a 0.8N. La rete Parieten
Progrip® presenta un valore di bioadesivita ancprma basso, : Fmax=0.01 N. Di
seguito & riportata la formula che esprime il lay@spresso ing — J;Fd'! funzione della forza

adesiva misurata dallo strumento e dallo spostasraitcampione, durante il “peeling test:

6.5.2 Prima prova BP lato ruvido su supporto biologo disidratato

Fig. 131: il BP asciutto non aderisce alla fascigidratata

Abbiamo iniziato il 1 test osservando che il BPiat$c non aderisce al supporto biologico
disidratato e quindi non é stato possibile esegupeeling test a 90° e quindi hon abbiamo potuto

ricavare il grafico

Fig. 132: il BP asciutto non aderisce al supportsidratato
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6.5.3 Prima prova BP lato ruvido su supporto biologo umido

Fig. 133:forza di adesione del BP tal quale, secco, applicdttessuto muscolare ricoperto della propria
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fascia previa umidificazione della superficie faseicon acqua.

Il grafico in colore rosso esprime la forza di adee del BP tal quale, secco, applicato al tessuto
muscolare ricoperto della propria fascia umida & maano che viene trazionato incrementa la
resistenza fino ad un valore limite di forza adasiv 0,9 -1 N che esprime la resistenza e la
consistenza della fascia muscolare adesa al symdopmuscolare, oltrepassato tale valore si
osserva il cedimento strutturale corrispondenta #icerazione della fascia fibrosa (primo

avvallamento), la risposta di un’altra porzione fdscia (secondo picco) e la successiva

lacerazione della seconda porzione fasciale coteyiuente a quella della compagine muscolare.

Parti della fascia restano adese al BP.

Figg. 134, 135, 136: preparazione del test pertia® della forza di adesione del BP tal quale,cggc
applicato al tessuto muscolare ricoperto della piagascia umidificata con acqua di fonte.
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6.5.4 Prima prova BP lato ruvido ripetuto con il & precedente esperimento, su

nuovo supporto biologico idratato
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Fig. 137: ripetizione del test: forza di adesiorad BP utilizzato nel precedente esperimento, apfdi@d un
nuovo campione di tessuto muscolare ricoperto deitgria fascia.

Il grafico in colore rosso esprime la forza di adee del BP sulla superficie nel quale sono rimasti

adesi brandelli di fascia muscolare del precedesperimento che azzerano, nelle aree interessate,

la capacita adesiva perché gia saturate. Si progaoheli all'applicazione del BP ad un nuovo

campione di tessuto muscolare ricoperto della padjpscia e man mano che il BP viene trazionato

incrementa la resistenza fino ad un valore limit®2 N) di forza adesiva che esprime I'adesivita

del BP la cui superficie € stata modificata dalcpoente esperimento. Superati i 2 mm il BP si

stacca dal supporto fibroso e il profilo decaderiesgndo la parte di superficie non piu adesiva per

la presenza dei brandelli di tessuto del primo ms@®to, tra i 12 ed i 14 mm il profilo risale

perché probabilmente quella area non era satuigiandi manifesta attivita adesiva.

Fig. 138: ripetizione del test di bioadesivita itlando lo stesso BP del precedente esperimenpicaim
ad un nuovo campione di tessuto muscolare ricopgtia propria fascia.
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6.5.5 Prima prova BP lato liscio-lucido
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Fig. 139:il grafico in colore rosso esprime la forza adesdel BP tal quale, secco, applicato al tessuto

muscolare ricoperto della propria fascia dal laiedio-lucente.
Il grafico in colore rosso esprime la forza adesieh BP tal quale, secco, applicato al tessuto
muscolare ricoperto della propria fascia, appliatblato liscio-lucente e man mano che viene
trazionato incrementa la resistenza fino ad unredimite di forza adesiva di 0,7 N che esprime
la resistenza e la consistenza della fascia muscod@lesa al suo supporto muscolare.
Oltrepassato tale valore si osserva il cedimentdtatale corrispondente alla lacerazione della
fascia fibrosa. Allosservazione macroscopica, sembra che parti della fascia restino adese al

BP.
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Figg. 140, 141,142,143nisurazione della bioadesivita del BP tal qualescee applicato al tessuto
muscolare ricoperto della propria fascia dal laiedio-lucente.
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6.5.6 Seconda prova BP lato ruvido su supportambiob idratato con soluzione
fisiologica

4| BP,lrun I 40 ©
— [ YN E— @
Z < / A @
| { » |
g 3 | 30 g
o ~
© //“Lf{ \\ Z
g8 1 7 A 10 3
o \’\\ é
S
0 \ \ \ \ \ —— 0

0 5 10 15 20 25 30 35 40

peel distance (mm)

Fig. 144: il grafico in colore rosso esprime la faradesiva del BP tal quale, secco, applicato ssu&

muscolare ricoperto della propria fascia inumiditon soluzione fisiologica.
Il grafico in colore rosso esprime la forza adesieh BP tal quale, secco, applicato al tessuto
muscolare ricoperto della propria fascia inumiditin soluzione fisiologica e man mano che
viene trazionato incrementa la resistenza fino d/alore limite di forza adesiva di 4 N che
esprime la resistenza e la consistenza della fasuascolare adesa al suo supporto muscolare,
oltrepassato tale valore si osserva il cedimemtatatale corrispondente alla lacerazione della
fascia fibrosa (primo avvallamento), lacerazionkadeomponente muscolare (secondo picco) e
lacerazione massiva senza ulteriore resistenzte Bella fascia resta adesa al BP. La soluzione
fisiologica sembra provocare una modificazione c@inportamento adesivo del BP rispetto

allacqua pura ma non ne abbiamo ancora chiariteeitcanismo.
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Figg. 145, 146: preparazione del test per lo stutiédla forza di adesione del BP tal quale, secqpliaato
al tessuto muscolare ricoperto della propria fasm@#ratata.

Figg. 147, 148: completamento del test per lo stutdilla forza di adesione del BP tal quale, secco,
applicato al tessuto muscolare ricoperto della piagascia reidratato con soluzione fisiologica
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6.5.7 Ripetizione del secondo test BP lato ruvidougilizzato nel precedente

esperimento su nuovo supporto biologico idratatosmuzione fisiologica
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Fig. 149: il grafico in colore rosso esprime la faradesiva del BP gia utilizzato nel precedente

esperimento, applicato al nuovo campione di tessutscolare ricoperto della propria fascia inumiditon
soluzione fisiologica.

Il grafico in colore rosso esprime la forza bioadesdel BP precedentemente utilizzato sulla

superficie del quale sono rimasti adese isole scifamuscolare del precedente esperimento. Si

procede quindi all’applicazione del BP al nuovo pame di tessuto muscolare ricoperto della

propria fascia e man mano che il BP viene trazmmatrementa la resistenza fino ad un valore

limite 0,38 N. Nelle aree in cui la fascia e ringakicerata, la capacita adesiva si riduce (< 0,25 N

esprimendo I'adesivita condizionata del BP, la superficie e stata modificata dal precedente

esperimento, mentre nelle zone libere dai brandelascia, I'adesivita sale come nel BP vergine.

Superati i 16 mm il BP si stacca dal supporto fore il profilo decade.
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Figg. 150, 151, 152: test per lo studio della fodzadesione del BP utilizzato nel test precedeayplicato
al nuovo campione biologico di tessuto muscolazeperto della propria fascia reidratato con soluzéo
fisiologica. Si osserva una capacita adesiva, ti@oispetto al precedente test per la presenzaalei di
tessuto lacerato dal precedente test che occuparte pella superficie bioadesiva del BP lato ruvido
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6.5.8 Seconda prova BP lato liscio
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Fig. 153: Seconda prova BP lato liscio applicatsupporto biologico idratato.

Il grafico in colore rosso esprime la forza adesi BP tal quale, secco, applicato dal lato

liscio-lucente alla fascia che riveste il tessutasoolare della parete addominale di coniglio

femmina. Man mano che viene trazionato, incremént&sistenza fino ad un valore limite di

forza adesiva di 0,5 N, che esprime la resistenaacensistenza della fascia muscolare adesa al

Suo supporto muscolare idratato. Man mano che ilaBPliscio si stacca dal supporto biologico,

si osserva un comportamento praticamente uniforareche se il supporto biologico é

disomogeneo) lungo tutto la superficie adesa alfBB,al completo distacco. Parti della fascia

non sembrano restare adese al BP. In future indagiciareremo anche questo punto.
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6.5.9 Misurazione della bioadesivita del self-gmgpParietene Progrip® Coated
rivestito con poliglactina su una delle due sugerfi
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Fig. 154: misurazione della bioadesivita del Pagie¢ Progrip® lato Coated (PP), applicato al tessuto
muscolare ricoperto della propria fascia dal latoefrattato con POLIGLACTINA

Il grafico in colore rosso esprime la forza adesiedParietene Progrip (PP), applicato al tessuto
muscolare ricoperto della propria fascia dal latattato con POLIGLACTINA al fine di
aumentarne l'asperita superficiale e quindi congéirla bioadesivita (self.grip). Man mano che
il campione in analisi viene trazionato, aumentardasistenza che cade improvvisamente in
corrispondenza delle zone di distacco della pradasisupporto fasciale, risalita del profilo in
corrispondenza delle zone adese, fino ad un vdioiée di forza adesiva di 0,014 N, che
esprime la intensita della forza adesiva del camwial suo supporto fasciale-muscolare.
Oltrepassato tale valore si osserva il completdadt®, senza lacerazione della componente

fasciale.
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6.5.10 Misurazione bioadesivita di protesi non temve, fissate con colla di fibrina
Tissucol®

GPTFENE
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6.5.10.1 Misurazione bioadesivita di INFINITY GORE®con colla di fibrina
Tissucol®

Fig. 155: INFINITY GORE® Polytetrafluoroethylenet expanded (GPTFENE) hexagonale net

La curva rossa ifrig. 156 mostra la forza bioadesiva sviluppata dal colldrdaefascia e materiale
protesico del prototipo INFINITY GORE® rete a magésagonale, realizzataholy tetra fluoro
ethylenenon espansoF{g. 157. La superficie applicata sul campione biologidosdpporto, di
fascia muscolare bagnata, € realizzato con umggita di 3,5x5 cm ricavato dalla parete muscolare
addominale di coniglio femmina. Il prototipo pratese fissato con colla di fibrina, TISSUCOL®,
al supporto biologico ed il test inizia dopo 5 ntindall'applicazione della colla. La forza di
bioadesivita € misurata dalla trazione applicata campione protesico, in funzione dello
spostamento della protesi sui piani fasciali e ralast Lo strumentovedi5.5- Materiali e metodi
QUINTO esperimento) registra una intensita di pidc®,3 N alla distanza di 5 dei 15 mm dal
margine e quindi si osserva una caduta della f@desiva. Supponiamo che la rete si sia

completamente staccata dalla fascia per rottureedami proteici del collante.
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Fig. 156: INFINITY GORE® rete a maglie esagonalbiRetrafluoroethylen@ot expanded) fissata con
colla di fibrina (TISSUCOL®) su parete muscolarelathinale di coniglio
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6.5.10.2 Misurazione bioadesivita di CORDURQOY GORE®on colla di fibrina
Tissucol®
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Fig. 157: Polytetrafluoroethylenexpanded (GPTFEEX) CORDUROY® GORE® mesh.

La curva rossa ifrig. 157mostra la forza bioadesiva sviluppata dal colldrdaefascia e materiale
protesico del prototipo CORDURQOY GORE®), realizziatdoli tetra fluoro ethylene espangad.
158 e applicata dal lato liscio. La superficie deingaone biologico di supporto e stata inumidita
con soluzione fisiologica. Il supporto e realizzatmn un rettangolo di 3,5x5 cm ricavato dalla
parete muscolare addominale di coniglio femminapréitotipo protesico e fissato con colla di
fibrina, TISSUCOL® al supporto biologico ed il tasizia dopo 5 minuti dalla deposizione della
colla ed applicazione della protesi, in modo daedartempo necessario al consolidamento dei
legami chimici della fibrina. La forza di bioadeisivé stata misurata sulla base della trazione,
applicata al campione protesico, misurando lo sposhto della protesi sui piani fasciali e
muscolari. Lo strumentw€di5.5- Materiali e metodi QUINTO esperimento veddis) misura una
intensita di picco di 0,05 N alla distanza di 8 ndal margine e quindi, abbiamo osservato una
caduta della forza adesiva, probabilmente per mhgeto distacco della protesi, applicata dalla
parte liscia, dalla fascia, per rottura dei leggmoteici del collante, senza opporre ulteriore

resistenza.
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Fig. 158: Polytetrafluoroethylene expanded (GPTFEEXORDUROY® GORE® mesh
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6.5.10.3 Misurazione bioadesivita DEL POLIPROPILENEfissato con colla di
fibrina Tissucol®
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Fig. 159: misurazione della bioadesivita del Pagie¢ Progrip® DAL LATO NON RIVESTITO CON

POLIGLACTINA, applicato al tessuto muscolare umiitmperto dalla propria fascia, FISSATO CON
COLLA DI FIBRINA.

Il grafico in Fig. 159 esprime la forza adesiva del Parietene Progrip®),(Bpplicato al tessuto
muscolare ricoperto dalla propria fascia ed inutoidton soluzione fisiologica. I materiale
protesico € il POLIPROPILENE del PP, applicato ldéd NON trattato con POLIGLACTINA, al
fine di misurare la bioadesivita della rete, fissabn colla di fibrina. Man mano che il campione in
analisi viene trazionato, incrementa la resistateacade improvvisamente in corrispondenza delle
zone di distacco della protesi dal supporto fasgiper rottura dei legami proteici, la risalita del
profilo corrisponde alle zone di aderenza, fintacbhe i legami proteici non si frantumano sotto
trazione, fino ad un valore di picco di forza aslasili 0,013 N, che esprime l'intensita della forza
adesiva del campione al suo supporto fasciale-nfrgcoOltrepassato tale valore si osserva il

distacco della protesi dal supporto, senza lacemnazilella componente fasciale.
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6.5.10.4 Misurazione bioadesivita del PTFE ESPANSBARD® fissato con colla
di fibrina Tissucol®

3- 15

BPTFEEX N =

E\ //‘/ \ — 12 %
g < KS s
g — // -9 o
S / ’ ~
= -6 Z
& 1 / 3
o //v/ ‘\\L | 3 3
// \\‘\‘\ S~

_ T~
| | | |
0 5 10 15 20 25
peel distance (mm)

Fig. 160: misurazione della bioadesivita del Patitfa Fluoro Etilene Espanso Bard® applicato al i#tes
muscolare ricoperto della propria fascia, fissatanccolla di fibrina Tissucol®

Il grafico in Fig. 160 esprime la forza adesiva del Poli Tetra FluordeB& Espanso Bard®,
applicato al tessuto muscolare ricoperto della paofascia e fissato con colla di fibrina. Il
campione in analisiHig. 161 e trazionato sviluppando una forte bioadesiviagorrispondenza
della zona centrale della protesi, ad 8 mm dal margrotesico. La resistenza raggiunge un valore
di picco di forza adesiva di 3 N, che esprime Izrisita della forza adesiva del campione al suo
supporto fasciale. Oltrepassato tale valore siroasé distacco progressivo della protesi dal

supporto, senza lacerazione della componente fascia

Fig. 161: aspetto del Poli Tetra Fluoro Etilene Bsigso Bard® applicato al tessuto muscolare ricoperto
della propria fascia, fissato con colla di fibrindssucol®.
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6.5.11 Test in vivo
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Fig. 162: peeling test eseguito sul preparato cigico del sito di impianto di un campione di BP apgto

in regione parete addominale anteriore, in una tasgalizzata tra il piano sottocutaneo e la fascia
muscolare.

Prova in cui si misura la forza adesiva del BP ampato in regione laterale della parete addominale
anteriore, in una tasca realizzata tra il piandosataneo e la fascia muscolare. La superficie

rugosa-opaca € a diretto contatto con la fasciacalaree mentre il lato liscio e rivolto al dermadi

Fig. 162
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Fig. 163: peeling test eseguito sul preparato cigico del sito di impianto di un campione di BP &pgto
sul peritoneo parietale dal lato ruvido e con itddiscio a contatto con le anse intestinali

La Fig. 163sintetizza la prova del BP adeso alla parete gerdle dal suo lato rugoso-opaco ed
esposto alle anse intestinali dal suo lato lisumehte. Abbiamo, infine, sperimentato I'effetto
dell'idratazione sul BP misurandone la deformazierla capacita tensile sia allo stato secco, tal

guale come prodotto in fabbrica che dopo idratazioonseguente all'impianto in altro soggetto.

La Fig. 164e laTab. 19sintetizzano la prova documentando I'importantetes dell’idratazione

sulla consistenza del campione studiato.
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Fig. 164: prove tensili di sforzo-deformazione B& secco (in rosso) ed idratato (in bleu).
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Tab. 19: prove tensili sforzo-deformazione (Peetag) a 90°) del BP secco come prodotto di fabbeicke!
BP idratato, dopo sacrificio di coniglio femminaw&eeland da 2500 g, sulla quale € stato realizzato

l'impianto di BP 2x2 crh, in tasca muscolofasciale della parete addomirsite altro soggetto da 2565 g
sul peritoneo parietale.

Mean peel | Maximum peel

Sample strength strength P((a\I]I/xqv%rk
(N/mm) (N/mm)
BP on peritoneum
surface 0.037 0.055 31
BP in muscle
pocket = (0.091) (33)
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6.5.12 Sintesi dei risultati

Le prove hanno evidenziato una differenza signifieadi comportamento tra i vari campioni. |l
campione BP lato opaco-ruvido ha presentato la roegdprza di adesione in tutti i test. Il valore
massimo registrato Fmax=1HKuckypaper 1° run). La seconda provauckypaper 2° run, e stata
realizzata impiegando la stessa faccia di BP m#t&a nell’esperimento precedente registrando una
netta caduta della forza media di adesione correatmssimale Fmax=0.2N. La superficie liscia-
lucente del BP (buckypaper lato liscio) mostra oniaore adesivita rispetto alla superficie ruvida
(vediFig. 120, 12). Si registra, infatti, un valore di Fmax pari 8 0. La rete Parietene Progrip®

presenta un valore ancora piu basso di bioadeshnitax=0.01 N.
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/ DISCUSSIONE

7.1- Discussione test PRIMO esperimento

7.1.1- Discussione test in VITRO primo esperimento

Nel nostro studio in vitro tre diversi citotipi ¢ofali sono stati esposti a varie concentrazioni di
MWCNT, al fine di valutarne gli effetti citotossicAbbiamo osservato che le tre linee cellulari
reagiscono in modo diverso al trattamento con MWCNBRdenocarcinoma della mammella
umana, linea MCF-7, ha mostrato una chiara inibidella proliferazione quando trattata con
MWCNT a tutte le concentrazioni testate, sia aiadas/2 ore di incubazione. In particolare, dopo
le prime 24 ore di trattamento, alla concentrazidn@.1 mg/ml?, si & osservata una significativa
riduzione del numero di cellule rispetto a quellegenti in coltura al tempo zeree@iFig. 115 A e

B). Questo risultato indica che i MWCNT esercitama diorte azione citotossica su queste cellule.
Dopo 72 ore, la conta cellulare dimostra la prodisgone cellulare in tutti i campioni ma, alla
concentrazione piu alta di MWCNT, il numero di a#l era significativamente piu basso rispetto al
controllo. Questo risultato corrisponde a quellevato da altri Autori, che hanno dimostrato la
tossicita e gli effetti pericolosi dei nanotubiadirbonio in una varieta di colture cellulari, ancee

di diversa morfologia e modificati nei gruppi fuomali. Per esempio, Bottinb[ 7, 8, 22 hanno
dimostrato che i MWCNT causano una diminuzioneaneifalita cellulare tempo-dose-dipendente,
sulle cellule T della leucemia di Jurkat ed induzdapoptosi nelle stesse cellule e nei linfociti T
umani primari, recentemente isola2]. Sato et al [23].hanno dimostrato l'influenza della
lunghezza dei MWCNT sulla tossicita. Hanno esegsfitli in vitro sulle cellule monocitiche della
leucemia umana THP-128]. Monteiro-Riviere et al [24] hanno dimostrato, alla microscopia
elettronica a trasmissione TEM, che l'interazioee MWCNT con i cheratinociti epidermici umani

porta all'internalizzazione dei nanotubi nel citagia cellulare, ed hanno quindi, dimostrato sia
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I'effetto citotossico che I'aumentato rilascio di-8, un marcatore dell'infammaziong4]. Infine,
Magrezet al[3] hanno dimostrato che i MWCNT, bloccano la probfgaone cellulare ed inducono
la morte cellulare in tre diversi tumori umani gelmone, e I'effetto citotossico e potenziato da un
pretrattamento acido delle particelle. Nei nosgpeximenti, le cellule hSMC ( hanno dimostrato
una significativa riduzione della proliferazionspetto ai controlli solo dopo 72 ore di trattamento
con MWCNT alle concentrazioni da 0.1 #D mg/ml*. Alla concentrazione pill bassa testata non
si e osservata inibizione della crescita cellul@epo 24h di trattamento le hSM@e(iFig. 117 A

e B) non mostrano alcuna significativa modificazionellal curva di crescita in qualunque
condizione studiata. | nostri risultati, sono ircaclo con gli studi eseguiti su cellule di muscolo
liscio dellaorta di ratto trattato con SWCNT (sieagwalled carbon nano tubes) che hanno
dimostrato scarsa riduzione della velocita di dtasalla fine del primo giorno di coltura, mensie
osservava una significativa riduzione dose-dipetedderlla proliferazione cellulare tra il secondo e
terzo giorno per concentrazioni da 0.& fhg/mI™* [25]. Nel cancro colon rettale umano della linea
Caco-2, il trattamento con MWCNT non ha prodottouah modificazione nel rateo di crescita
cellulare a confronto con i controlv€diFig. 114 A e B. Il risultato sorprendente & che vari tipi di
CNT (SWCNT e MWCNT) non determinano alcuna tos&idcicuta, sulla vitalita cellulare e
sull’apoptosi in due tipi cellulari: i macrofagivalolari della linea cellulare NR8383 e nelle cdlul
epiteliali del polmone umano della linea cellula®49 [26]. Inoltre, il trattamento con MWCNT in
ambedue le linee cellulari non ha indotto il ril@sdi mediatori infliammatori ma ha prodotto specie
reattive con l'ossigeno, dose-tempo-dipendentitragellular reactive oxygen species (ROZj][

In conclusione: il nostro studia vitro dimostra che la risposta anti-proliferativa ai MWTNuUo0
differire in relazione al citotipo e al tessutoliaiato. E’ necessario che gli effetti della presedi
MWCNT siano verificati su altri citotipi e che sséudiato il rilascio delle citochine e ROS al fidie
spiegare il reale rischio connesso con l'impiegmainostrutture. Al fine di esplorare le proprieta
chimiche di superficie sulla tossicita, Magrez al [3] hanno eseguito esperimenti in cui hanno
modificato chimicamente la superficie dei nanofiai. La superficie dei MWCNT ¢ stata

decorata come indicato da Hiueaal [27] in modo da alterare lo strato esterno dei MWCNA ¢
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trattamento acido. Questa procedura consiste ggliata di gruppi carbonilici (-CO), carbossilici
(-COOH), elo ossidrilici (-OH) sulla superficie deanotubi. Nel loro esperimento, la crescita
cellulare e stata eseguita in capsule conteneldtige e terreno di coltura standardizzato. Quando
il numero delle cellule vitali & stato comparatgddrattamento con i nanotubi, si &€ evidenziato che
la tossicita aumenta con il pretrattamento acidtadiperficie. Questo dato & importante nel caso
dei MWCNT. Questa ultima osservazione, puo essare qualche modo contraddetta
dall'osservazione che i MWCNT nativi, gia di per, ®no molto tossici. In ogni caso, questi
risultati dimostrano chiaramente che, I'aggiuntagdippi chimici sulla superficie dei MWCNT,
riducono significativamente la vitalita cellular®uesti esperimenti dimostrano che i nanotubi di
carbonio, in generale, inibiscono la proliferazienprovocano la morte cellulare come dimostrato
anche nel nostro studio, sebbene i nanotubi diocaobrisultano essere meno tossici delle nano
particelle e che la tossicita dei nanotubi di catb@umenta con I'aggiunta dei gruppi carbonilici (
CO), carbossilici (-COOH), e/o ossidrilici (-OH) superficie. Anche a nostro parere, I'esatto
meccanismo che conduce alla morte cellulare, n@ma®ra chiaro, ma i nanotubi di carbonio,
possono indurre la morte cellulare o per contattole membrane cellulari o dopo internalizzazione
e al fine di dimostrare il reale meccanismo stiggmuseguendo con altri esperimenti. Se vogliamo
usare i nuovi materiali in un nuovo, futuro mezaocdntrasto per RMN, nelle nuove terapie
antitumorali, come carrier molecolare per la somstiazione di farmaci, come device, scaffold
(struttura di supporto) per I'impianto di celluleldangerhans nel trattamento del diabete mellito, o
come nuova generazione di materiali protesici ¢ergsse chirurgico, dobbiamo assolutamente

chiarire questi meccanismi molecolari.
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7.1.2 Discussione test in VIVO primo esperimento

7.1.2.1 Sperimentazione della singola somministreei
La dose di 5, 10 mg/k{ di peso corporeo & innocua. La dose di 20 mg/Hgpeso corporeo &

fatale nel 20% dei casi nelle prime 24 ore, e dtlae di 40 mg/kd di peso corporeo & fatale nel

33% dei casi, in 1° giornata.

7.1.2.2 Sperimentazione della somministrazione ripeata
La dose di 5 mg/kg di peso corporeo & praticamente (istologicamenténicamente) innocua.

Non sono riportate lesioni in cavita addominale,sufle pleure e nemmeno nel pericardio. Si

osserva solamente un’areola di irritazione nel @aninoculazione.

7.1.2.3 Impianto di MWCNT
La dose di 20 mg/Kg di peso corporeo & stata fatale in 180 minutibBbidmente un’eccessiva

guantita di MWCNT ha causato la morte del soggettfatti, 5 mg di MWCNT non provocano
disturbi, né necrosi tissutale o sofferenza, marmsehte una reazione granulomatosa da corpo
estraneo, ben tollerata dal soggetto. Presumiaraoneli’esperimento sul primo ratto, la dose di
MWCNT sia stata eccessiva:
» ha causato un’intensa reazione inflammatoria cdatediione dei vasi capillari ed edema
tissutale;
» la circolazione del liquido interstiziale nel cirtu linfatico ha causato la migrazione dei
nanotubi dal sito d'impianto con la ridistribuziometutto I'organismo;
> il passaggio dei MWCNT dal dotto toracico nel troramonimo, cava superiore e cuore, dal
guale sono stati pompati nel piccolo circolo poleu@) provocando la necrosi interstiziale
per internalizzazione nelle cellule alveolari emglii’edema polmonare acuto;
» presumiamo che in questa maniera si origini I'ifisienza respiratoria acuta, l'ischemia

miocardica e cerebrale.
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Nel caso del secondo soggetto, pensiamo che la lbase di MWCNT non sia stata sufficiente
a provocare la reazione patologica massiva. Infattata osservata solo una lieve reazione

inflammatoria nel sito d'impianto, ben tolleratd daggetto stesso.

7.1.3 Studio dell'assetto immuologico dopo somntradone di MWCNT
Abbiamo studiato ogni possibile modificazione Jesdfasi nell'assetto immunologico, 7 giorni

dopo la somministrazione di solvente nel grupposllvente e MWCNT nel gruppo B, non
abbiamo trovato alcuna variazione nel quadro argade, cioe le dosi di MWCNT somministrate
non sono pericolose per gli animali da laborato@aesto risultato stabilisce che né i MWCNT né

il solvente, nei limiti di tempo osservazionalei eldsaggio valutati, provocano reazione flogistica.

7.1.4 Studio istologico
| danni provocati dai MWCNT osservati alla microp@o ottica ¢edi Fig. 112 provocano la

polmonite diffusa, la ritenzione urinaria, I'edemissutale e probabilmente per questo motivo la
curva del peso corporeo dei topi trattati € cregeanche se di poco. Invece, nel gruppo dei
controlli, trattati solo con solvente, il peso delvbe essere diminuito per la sofferenza provocata
dall'inoculazione intraperitoneale ripetuta, cheywca comunque un’irritazione peritoneale, senza
evidenza di danni viscerali. L’irritazione provdeadiminuzione della voracita dei roditori che, non
alimentandosi come di norma, hanno un rateo dciteesferiore a quello atteso per animali della

stessa eta e peso non tratte¢idj Fig. 113.
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7.2- Discussione risultati in vitro SECONDO
esperimento.

> In questo lavoro abbiamo studiato gli effetto deP Bealizzato con MWCNT, sulla
proliferazione cellulare di 5 diverse linee cellulamane di cui 2 da adenocarcinomi umani
solidi, Caco2 e MCF-7, una linea leucemica HL-60ue linee cellulari fisiologiche native
HA-SMC e HF. Abbiamo eseguito due diversi tipi diperimento: nel primo abbiamo
aggiunto frammenti di BP sul fondo della capsulatenente la coltura cellulare e le cellule
sono state seminate su questy)(MNel secondo esperimento invece, abbiamo aggiunto
frammenti di BP sul monostrato cellulare a 24 aréethpo di crescita in coltura £3). Le
cellule sono state quindi raccolte e contate ddp@ 120 ore di coltura. La proliferazione
delle cellule di tumore solido risulta ridotta @afiresenza di BP nella coltura, in entrambe le
linee cellulari. La riduzione della velocita di soia € stata maggiore nell'adenocarcinoma
umano della mammella MCF-7 rispetto alla linea @adel carcinoma umano colorettale.
Questo risultato non sorprende perché in un ngstoedente lavoro, abbiamo scoperto che
la velocita di crescita delle cellule MCF-7, é ataidotta dalla presenza in coltura di
MWCNT, anche se a bassa concentrazione, mentreldaita di proliferazione della linea
cellulare Caco-2 non subiva alcuna modificazionprasenza di MWCNT, al confronto con

la coltura di controllo%).

» L’inibizione della velocita di crescita delle caleuMCF-7 e piu evidente nel primo tipo di
esperimento, cioe quando i frammenti di BP vengoosizionati sul fondo della capsula al
TO e le cellule ed il mezzo di coltura sono aggudbpo, in confronto al secondo tipo di
esperimento nel quale i frammenti di BP sono aggisopra la coltura a T24. Questo
risultato potrebbe essere spiegato con il fattolahpresenza del BP sul fondo della capsula

impedisce, alle cellule MCF-7, di aderire al fondb plastica del contenitore mentre
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'aggiunta a T24, non impedisce la formazione deh imonocellulare adeso al fondo del
recipiente. La presenza dei frammenti di BP nofuérfza ne la velocita di crescita ne la
vitalita delle colture di cellule sane HA-SMC e HR,entrambi i tipi di esperimento. Nel
nostro precedente studio la linea cellulare HA-SM@&ttata con MWCNT ha mostrato una
riduzione della velocita di proliferazione a comfto con i controlli, solo alle piu alte
concentrazioni e dopo la coltura per 72 ore dtamaénto, mentre dopo le prime 24 ore, non

risultava alcuna inibizione della velocita di criés@lle concentrazioni studiatg]|

In un piu recente esperimento, il trattamento diéllea cellulare HF con MWCNT a varie
concentrazioni, a 24 e 72 ore, non ha prodotto nalcdduzione della velocita di
proliferazione cellulare, proprio come osservatbtragtamento delle stesse cellule con BP
in coltura. La proliferazione dei promielociti umatella leucemia HL-60 e, invece, inibita
dall'aggiunta in coltura di BP aleTI'Inoltre, in questo tipo di esperimento, le calwitali
erano solamente il 30% del totale delle celluléadebltura sia a 72 che a 120 ore di coltura,
come evidenziato con colorazione Trypan Blue e tiestsclusione delle cellule morte.
Quando il BP é stato aggiunto alle colture @&, Tabbiamo osservato una riduzione
statisticamente significativa della proliferazion€’2 ore di coltura e, successivamente, la
completa inibizione della crescita cellulare. Laffedenza nei due esperimenti e,
probabilmente, dovuta al reale tempo d’esposizimikilare al BP. Infatti, quando il BP e
stato aggiunto in coltura ax4d le cellule raccolte a 72 ore, erano state tettain BP
solamente per 48 ore di esposizione. Questo risuttantrasta con altri esprimenti in cui il
trattamento delle cellule HL-60 con MWCNT, a vatigncentrazioni per 24 e 72 ore, non
produce alcuna riduzione della velocita di prohfgone. Per queste ragione, supponiamo
che l'effetto citotossici del BP, sulla linea cddite HL-60, non dipende dallo stress

ossidativo indotto dalle impurita metalliche contennel BP.
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» E’ noto che le cellule in coltura sono sensibilidd@nno ossidativo. A nostro parere la
contaminazione del BP con il ferro, ed il consegeetress ossidativo, non dovrebbe essere
causa di danno perché nel caso delle cellule Hip&Osensibili, i MWCNT solubilizzati in
acqua, non inducono alcuna tossicita. Questo lawteostra che il BP provoca una
notevole riduzione della velocita di crescita iredinee cellulari di tumori solidi (Caco-2 e
MCF-7), e la completa inibizione di una linea cklte leucemica (HL-60). Il diverso effetto
del BP su queste linee, dovrebbe essere spieghlifatto che Caco-2 e MCF-7, derivano
da tessuti di origine epiteliale e crescono inweltattaccate al fondo di plastica, invece, la
linea cellulare HL-60, deriva dalle cellule ema&oh cresce in sospensione. Questo effetto
del BP sembra essere caratteristico sulle celldifesenziate, perché il BP non produce
alcuna riduzione nella velocita di crescita e neitalita delle due linee cellulari normali. La
differenza tra cellule sdifferenziate e cellule mali, potrebbe spiegarsi, almeno in parte,
per la differente velocita di crescita, ma il medseno biomolecolare, al momento, non ci &
ancora chiaro ma e motivo del nostro piu vivo ie$se. Questi risultati aprono nuove

prospettive di impiego dei nanomateriali per fusitidi sperimentali oncologici.

> In precedenza sono state riportate esperienze spogie cellulo-specifiche alle
nanoparticelle. 34]. Gli autori hanno osservato una differente rispcale nanoparticelle
aurifere (GNPs) in diverse linee cellulari e maréulare nelle “human carcinoma lung cell
line A549” indotta da GNP. Altre linee cellularustiate (“human liver carcinoma HepG2”),
non sono invece risultate sensibili al trattamesdn GNP. | nostri risultati confermano la
specificita della risposta delle diverse lineedalli ai nanomateriali (CNT, BP), che come i

GNPs, non distruggono le cellule viventi indifferemente ma selettivamente.

» Altro punto che richiede un ulteriore approfondin@erriguarda il meccanismo sottostante
I'azione del BP, chiarendo come il BP stesso spoaja con le cellule, o attraverso recettori

superficiali, o attraverso linterazione recetttwiache determina il danneggiamento
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cellulare. Tale punto pud essere importante pdefaitiva comprensione degli effetti sulle
cellule neoplastiche ed i scarsi effetti sulle Wellnormali Potrebbe quindi essere utile lo
studio al microscopio elettronico a trasmissiorettednica TEM per risolvere tali pressanti

quesiti.

Occorrono successive indagini al fine di compreeader il BP rilasci o meno nanopatrticelle
nel terreno di coltura, in grado di causare apool® su linee cellulari particolari e nulla

su altre.

7.2.1 Discussione risultati in VIVO secondo espenito.
| dati sulla tossicitan vivo indicano che I'esposizione delle vie aeree ai Gidvoca il cancro

pleurico, la fibrosi polmonare e lipertrofia delleellule epiteliali, fino a provocare il danno

funzionale 5, 24. Il BP sembra invece privo di ogni effetto tossisull’animale sano. Si osserva,

infatti, solamente una lieve reazione flogisticasi® d'impianto, allesame necroscopico, peraltro

ben tollerato dal soggetto. In dettaglio abbiamseogato, alla microscopia ottica, che il BP provoca

la deposizione di fibroblasti formando una capgunulomatosa che incorpora ed intrappola il BP,

come una reazione da corpo estraneo.

» Questa sembra essere la prima volta anche il BBtaia impiantato su animale e mostri

scarsi effetti su cellule normali, ma contemporameate, sia in grado di indurre
significativi effetti solo su cellule tumorali. Qste risultati potrebbero giocare un ruolo
importante nella comprensione dei meccanismi de Ip&s il trattamento dei tumori solidi ed
occorrono, quindi, studi approfonditi sugli effettollaterali (e.g. malattia da rigetto

dell'impianto contro I'ospite). Questo punto sagetto dei nostri prossimi studi.

Altro interessante sviluppo della sperimentazion@ivo, potrebbe essere la prosecuzione

della sperimentazione del BP sugli stessi tumdiilise sistemici, gia studiatn vitro, in cui
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la presenza del BP, in coltura, ha bloccato la ct@sdelle colture cellulari. Tale
sperimentazione e gia iniziata da parte del nagtwppo, con la richiesta di autorizzazione

ministeriale, e di cio riferiremo successivamente.
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7.3- Discussione risultati TERZO esperimento
mutagenicita.

L'aumento dell’esposizione professionale alle namtpelle, & stata correlata al mesotelioma
pleurico del tratto respiratorio umano. Inoltredstapidemiologici suggeriscono che I'esposizione
al particolato o a polveri ultrasottili con diametiferiori a 100 nm, presenti in ambiente 0 emesse
nel corso della produzione di nanomateriali, ctmiiscono a numerose malattie acute e croniche
[23, 24. Per stabilire il rischio carcinogenetico da npadicelle, i test di genotossicita sono
considerati strumento affidabile. (OECD, 1997).demotossicita si interessa del danneggiamento di
tutti i tipi di DNA. Non esiste un unico tipo digein grado di evidenziare tutti gli agenti genstos
importanti e, quindi occorrono vari test vitro andin vivo per valutare la genotossicita. L’Ames
test [1] indaga le mutazioni batteriche in singoli genifp di mutazione) in cellule procariote e la
maggioranza dei mutageni carcinogeni nei rodited. e il test piu largamente utilizzato per
valutare le potenzialita mutagene di una sostanhamica. Altri test, sono utilizzati
nell'individuazione delle aberrazioni cromosomiatadle cellule di mammiferi (CHO, V79 cells),
per esempio il test sui micronuclei & usato peridarca di danno cromosomico o dell'apparato
mitotico. Il Comet test individua le rotture delfatene DNA 11, 4. Questi tests, sono tra loro
complementari, e per questa ragione, per la vabriaziella genotossicita alle sostanze chimiche, a
livello regolatorio € consigliabile usare una badteli tests. Tale batteria deve comprendere: sin te
per la ricerca di mutazioni con batteri, test vitro con valutazione citogenetica del danno
cromosomiale con cellule di mammifero, oppure ceafipinfoma tk murino. Invivo, il test per
danno cromosomiale utilizza cellule emopoieticherineu (EMEA, 1998). Nel presente studio
abbiamo osservato che i MWCNT erano privi di effettutagenico utilizzando test batterici ¢c®n
typhimuriumTA 98 e TA 100 e irE. coliWP2uvrA, a concentrazioni non citotossiche. L’attivita

mutagena non appare nemmeno in presenza di atBvatetabolico, cosi che possiamo escludere
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che i metaboliti dei MWCNT, prodotti attraversosistema ossidativo del citocromo P450, non
possano agire come mutageni. | nostri risultatiosionlinea con quelli di Szendi e Varga (2008)
[47], che pure hanno osservato I'assenza di effettiageni dopo trattamento con MWCNT di
cellule urinare studiate con il test di Ames mauto, suggerendo che i MWCNT non provocano
punti di mutazione in cellule procariote, ed in tmaare possiamo escludere che si possano
verificare mutazioni da scivolamento e mutazioni gestituzione di coppie di basi. | nostri risultat
non sono direttamente comparabili con quelli ottecan altri modelli sperimentali. In particolaie.
MWCNT di 10-30 nm x1-2 sono risultati privi di eti@ genotossico in MN e SCE tests,
suggerendo cosi che non provocano ne l'aberrazicneenosomica ne il danneggiamento
dell’'apparato mitotico (Szendi and Varga, 2008yere, le cellule staminali di embrione di topo,
sono danneggiate dai MWCNT (campione fabbricatoCina, di dimensioni non dichiarate)
causando danno al DNA, con rottura della doppiar@atper mezzo della produzione di RG§ [
Inoltre Muller, [34, 3§ ha dimostrato che i MWCNT inducono 'aumento decronuclei, sia dei
pneumoaociti tipo Il del ratto, che dell’epitelio mobnare di cellule tumorali umane (MCF-7). In
considerazione che i nanotubi, utilizzati da MuB¢ral. contenevano tracce di ferro e cobalto, non
possiamo escludere che tali catalizzatori, almanpaite, siano responsabili dell’osservato effetto
genotossico. Infatti, Knaape@d, 24 ha dimostrato che le particelle solubili metdikcassociate,
presenti come contaminanti o residui del processalyitivo, possono agire da pro-ossidanti e
danneggiare il DNA. | CNT sono stati ritrovati reeBpessore delle membrane cellulari e dentro il
citoplasma delle cellule epiteliali, specialmentesitj di calibro inferiore, e con 'aumentare della
superficie, aumenta l'interazione e la captaziogendnomateriali attraverso le pareti delle cellule
viventi [20]. Nel nostro caso, abbiamo valutato i MWCNT, camatzati da basso indice
superficie/volume, grande diametro e bassa contaiune metallica (<0.1% Fe) in considerazione
della letteratura pubblicata. Ipotizziamo che l&asm di effetto mutagenico, osservato dal nostro
gruppo, puo essere correlato alla penetrazionecitaglasma batterico. Infine il basso livello di
impurita metalliche, Fe<0.1%, nella partita di mzie testato, cosi come dichiarato dal

fabbricante, puo ridurre il rischio di danno ostida e gli effetti tossici dovuti alla presenza dei
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contaminanti metallici. In conclusione, i MWCNT dtati con la nostra ricerca risultano privi di
effetto mutagenico e cio potrebbe dipendere dalta Istruttura o dal contenuto di impurita
metalliche. | risultati ottenuti fin qui non ci ceentono tuttavia di proporre un quadro completo dei
meccanismi e delle conoscenze riguardanti i MWCINTquanto gli studi eseguiti sono pochi ed i
tipi di CNT sono numerosi e quindi i risultati n@no ancora confrontabili. A nostro awviso |
MWCNT non sono ancora mai stati studiati per I'femutagenico o genotossico. A causa del
limitato numero di studi, le conoscenze sulla gessitita, relative alllaumentato rischio da
esposizione ai hanomateriali, € ancora in grarepasturo sebbene, i nostri risultati sul mancato
effetto mutageno possono essere utili a gettarduaeasul problema,.sulle proprieta e gli effetti d
guesti interessanti materiali tanto da incoraggidteriori investigazioni per meglio approfondire

gli aspetti tossicologici.

7.4- Discussione risultati QUARTO esperimento
biocompatibilita’

7.4.1 Discussione risultati quarto esperimentodmagatibilita’ in VIVO

La scomparsa della differenza dei pesi corporgbadire dalla terza settimana osservazionale,
seguita dall'inversione della curva di crescita pleto corporeo nei due gruppi, controlli e trattati
probabilmente conseguenza della normalizzazion& dehzione renale e dei livelli plasmatici
dell'azotemia e degli elettroliti, come sintetizzah Figg.119, 127 e 128 a biocompatibilita del
BP é buona, tanto quanto quella della rete in pmiene, perché i ratti impiantati con
polipropilene (controlli) e quelli impiantati con PB (trattati), hanno sviluppato una reazione
cicatriziale da corpo estraneo, moderatamente nnimfiatoria, intorno agli impianti, del tutto
sovrapponibile. Nuovi studi riguarderanno la comgrene e la verifica dell’ipotesi di rilascio, in
soluzione, di singoli nanotubi da parte del BPaomdo se i nanotubi sono catturati dalle cellule o

se i recettori superficiali interagiscono con Ipeticie del BP, e da tale interazione, scaturisce
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danno selettivo osservato solo sulle linee cell@aCo2, MCF-7 e HL-60, senza alcun effetto sulle
linee cellulari sane, compresi i fibroblasti peratriziale del sito d’'impianto. La SEM (microscopia
elettronica a scansione) da noi eseguita e diiama in attesa di ottenere l'interpretazione delle
immagini, e gli studi sull’apoptosi che a breveraeno iniziati, potranno aiutare nella risoluzione
di tali quesiti. L'ampia superficie del BP, non nifach il comportamento biologico delle cellule
sane, ma interferisce pesantemente con la viglit@rofilo di crescita delle linee cellulari CaZo
MCF-7 e HL-60. L’'ampia superficie del lato opacougido del BP, di cui noi abbiamo segnalato,
pensiamo per la prima volta, il differente comporgsmto sui tessuti viventi, mostra un effetto
energicamente bioadesivo, mentre nel caso dedl’altiperficie del BP, quella liscia e lucente, la
bioadesivita & presente ma di lievissima intensitiine, il comportamento del BP & profondamente
condizionato dal suo stato fisico. Infatti, quarglsecco, cosi com’é commercializzato, ha una
bioadesivita scarsa su entrambi le superfici, amaesta se le superfici sono bagnate con acqua
distillata, e aumenta ulteriormente se si eseguests con le superfici bagnate con soluzione
fisiologica {vedi Par. 6.5.6, pag. 148, Par. 6.5.7, pag 156 €).1@Beste osservazioni sono

sicuramente riproducibili, ma non & ancora notoeccanismo.

7.4.2 Discussione sull’analisi statistica delleedetinazioni ematochimiche

In Tab. 12e riportata la statistica descrittiva e Tiab. 13il t-Test delle medie dei valori dei
parametri ematochimici dei controlli (1) e dei taéit (2) nei vari tempi osservazionaliedi pagg.
138, 139.
> Abbiamo osservato che esistono differenze statistente significative tra le medie dei
valori, solo in alcune variabili (funzione emopaiat coagulazione, emuntorio renale ed
epatico) e che tali differenze sono concentrat€(n(10 parametri) e che progressivamente
nel tempo, tali differenze perdono significativitdpe perde significativita la differenza tra i
valori medi tra i controlli e i trattati, i quali somportano, biologicamente, superata la prima

settimana, nella stessa maniera dei controllicaefronti dei materiali impiantati.

179



7.4.3 Discussione sullo studio dei pesi corporeARTO esperimento
biocompatibilita

Abbiamo studiato le variazioni del peso corporeoudi campione di 25 ratti maschi Sprague-
Dawley confrontando la media dei pesi a®ntrolli (impiantati con protesi in polipropilene
commerciale) e derattati (impiantati con BP e con rete riassorbibile ttatizon MWCNT) prima
dell'impianto, in 7°, 14°, 21°, 28° e in 35° giotaapostoperatoria al momento del sacrificio.
All'inizio dell’esperimento i due gruppi erano onmengi e la media dei pesi era simile (p=0.9). Si é
osservata una significativa differenza nella cutede differenze medie espresse in percentuale dei
pesi in wl (G7-GO0) ed in w2 (G14-GO0) (t=0,0001) aik fine dellesperimento si osserva una
sovrapponibilita delle due curvegdiTabb. 14, 15, 16, 17 e Fig. 165

Sprague-Dawley male rats body weight increasing
during postsurgery observation during five weeks

65
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Body weight mean increasing in grams
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Fig. 165: medie dei pesi nei controlli (1) e neaittati (2) nel corso dell’osservazione protratta $¢e
settimane (w)
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Le medie dei pesi nei controlli (1) e nei tratté), nei vari tempi (w), inizialmente non erano
diverse nei due gruppi, come confermato dal tegtaimogorov-Smirnov (p=0.9),vedi Tab. 15.
Quindi i due gruppi erano inizialmente omogeneud&indo le differenze degli incrementi di peso
con il t-test per dati indipendentvédi Tab. 17, per ogni differenza di peso, per ogni tempo
osservazionale confrontato con il peso inizialdiamo osservato che le differenze tra controlli (1)
e trattati (2), risultano significative solo peip#riodo t1- tO (indicato wl) e al t2-t0 (indicatome
w2). Se ne deduce che le curve di crescita sonafisi@tivamente diverse nel primo periodo,
mentre tornano sovrapponibili successivamente.Flga 165 riguarda gli incrementi di peso
percentuali (prima abbiamo calcolato le medie, lgpopercentuali delle differenze delle medie
rispetto al peso iniziale) e documenta che, inzéite i trattati crescono meno perché hanno subito
I'intervento con il posizionamento di protesi di Bfda successivamente il profilo dei trattati si

equipara ai controlli, evidenziando un recupermlitgjico e clinico dello stato di benessere.
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7.5 Discussione QUINTO esperimento bioadesivita’

Il nuovo materiale testato, il BP, lo stiamo spenando con finalita di interesse chirurgico,
valutando sotto ogni possibile aspetto, se il BBspoessere impiegato o0 meno, come materiale
protesico in sostituzione del polipropilene. Il BResenta nuove attitudini quali, ad esempio una
spiccata bioadesivita, differente sulle due supirthe potrebbe essere una qualita interessante pe
evitare I'applicazione di punti di sutura necessafissare i materiali protesici attuali, sia nella
chirurgia delle ernie che dei laparoceli, openpatascopica. In tal modo, si eviterebbe il risathio
intrappolamento di terminazioni nervose con possibisorgenza della neuropatia dolorosa, evento
che di tanto in tanto si evidenzia con disconfatdel paziente che del chirurgs, b, 7, § Anche
'uso delle colle biologiche potrebbe esser sogtitun questo stesso tipo di chirurgid],[
proteggendo il paziente da teoriche ma possildéizioni trasmissibili dal materiale biologico, non
ancora scoperte ne diagnosticabili. La dimostraziche il BP ha una bioadesivita 100 volte
maggiore del migliore materiale protesico bioadesatualmente in commercio, pone una seria
ipoteca sugli sviluppi futuri, che potrebbero caambi radicalmente se, come sembra allo stato
attuale della sperimentazione, il BP non risulti togsico ne immunogenico ma perfettamente
biocompatibile e questi sviluppi, sono tutelatiltavetto. LeFigg. 166 e 16 documentano un caso

di neuropatia post ernioplastica inguinale protesi8d un anno dall'intervento chirurgico di
ernioplastica protesica, il paziente e stato sodtp ad espianto della protesi e neurectomia
inguinale, per dolore cronico con diagnosi istodagidi neoformazione lobulata del diametro
massimo di cm 0,8 con i caratteri istologici dedsi#to connettivo fibroadiposo, nel cui contesto si
osservano cellule muscolari striate, associatdaaha fibre nervose periferiche di piccolo e medio
calibro. Allesame microscopico della protesi espada Si 0sserva la neogenesi vascolare in tessuto
connettivo fibroso, nel cui contesto si risconiaplesenza di lacune riferibili agli spazi occupati

dalle fibre protesiche successivamente disciolt@raeesso di inclusione in paraffina.
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Figg. 166 e 167: esame istologico di protesi esfaismper neuropatia cronica e neurectomia inguinale

Queste possibili complicanze determinano un usenesto di analgesici con nocumento della vita
di relazione e professionale del pazierit2[3. La nuova generazione di tessuti protesici diitui

BP é il prototipo, pud concorrere a prevenirle.
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38

CONCLUSIONI

8.1 Conclusioni PRIMO esperimento

>

E’ necessario proseguire con lo studio dei MWCNTirad di sviluppare un numero di casi
statisticamente significativo.

Sebbene i SWCNT sono piu costosi dovrebbe essezeedsante studiarli con le stesse
cellule e gli stessi animali e confrontando i rigtilcon quelli ottenuti nel presente studi sui
MWCNT.

La citotossicita dei nanotubi di carbonio aumengnificativamente quando sulla loro
superficie sono presenti gruppi carbonile (-COJboasile (-COOH), e/o idrossile (-OH). |
nanotubi di carbonio possono indurre morte celulamper contatto o per internalizzazione
ma l'esatto meccanismo resta al momento sconosdiupsesente lavoro non considera i
nanotubi funzionalizzati, ma ci proponiamo di sarlli in un prossimo esperimento
chiarificatore, specie per quanto riguarda l'intgoae tra la superficie dei nanotubi e la
superficie cellulare.

Tanto piu alta é la concentrazione dei MWCNT tagritobassa e la velocita di crescita delle
cellule in coltura. In ogni modo le cellule del caoma colorettale Caco-2 sono insensibili
alla presenza dei MWCNT. Sarebbe interessanteecgpiesto meccanismo con successive
ricerche dato che, al momento, non sono disporaltirie informazioni.

Non abbiamo trovato variazioni nell’'assetto anfpade e quindi le dosi di MWCNT
somministrate, non sono pericolose per gli aninfadirse il sistema immunitario o non e
attivato o e soppresso dalla tossicita dei MWCN®@, non lo sappiamo ancora. Dobbiamo
studiare la possibilita di utilizzare i MWCNT a gaoterapeutico.

A basso dosaggio i MWCNT non provocano rispostéammmatorie e questo € un dato
interessante per la futura realizzazione per nategorotesici da impiegare in Chirurgia

Generale.
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» Infine non é stato ancora studiato il potere cengénetico dei nanotubi di carbonio, cioé il
potenziale di trasformazione di una cellula normaleuna cellula tumorale, studio che
necessita una dettagliata ricerca sul follow upglNaltimi 5 anni la questione della
potenziale tossicita dei nanotubi di carbonio éasti@quentemente richiamata, in ogni caso
il nostro studio mostra assenza di tossicita aadgisdi 5, 10 mg/kg peso corporeo. Non
sono stati osservati effetti immunologici alle altsi di 20, 40 mg/kgd di peso corporeo ed
immaginiamo quindi, la possibilitd di servirci deanotubi di carbonio come veicoli per
molecole farmacologiche€§] e mezzi di contrasto per RMNY], o materiale protesico. In
ogni caso si raccomanda prudenza nella manipolazioquesti materiali fin tanto che non

saranno disponibili notizie complete e dettagl[@@, 33, 34, 3b

8.2 Conclusioni, sommario e sviluppi del SECONDO
esperimento

» |l presente lavoro riguarda gli effetti biologiceldBP fabbricato a partire da MWCNT. Tali
materiali sono stati sperimentati su 5 diversedlipellulari umaneén vitro, ed impiantati su
topo di laboratorio. Attualmente siamo passatierispentare su ratto. Abbiamo studiato gli
effetti biologici e la tossicologia vitro and in vivo L’argomento €&, infatti, attualissimo e
d’interesse nelle applicazioni biologiche dei naatenali e nanotecnologie ed & stato
oggetto della recente pubblicazione di un volugg. [Riteniamo, motivati dal gran numero
di ricercatori impegnati in ricerche su nanopafiicee nanomateriali, di importanza
essenziale valutare il rischio potenziale per ldutsaumana, correlato all’esposizione

giornaliera ai CNT e nanoparticelle.

» Le conseguenze dell’esposizione ai CNT delle vieadgAEC) é stata studiata meno,
rispetto a quella delle cellule macrofagiche, sekbke vie aeree siano la prima barriera
contro le nanoparticelle inalate. Caratteristicadnante delle AEC e il mantenimento delle

giunzioni intercellulari serrate (tight junctionebmplexes) che consentono la secrezione
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polarizzata e che previene 'ingresso di patogdringuinanti chimici e puo partecipare alla
trasduzione di segnali nella regolazione dell’esgicne genica2f]. Questa proprieta e
mantenuta da molte cellule delle vie aeree qualLuc® linea cellulare derivata
dall'adenocarcinoma polmonare umano. Queste cellalo la capacita, se coltivate su
filtro permeabile, di formare monostrati celluldra loro molto aderenti con resistenza
elettrica trans-epiteliale (trans-epithelial eleal resistance-TEER) elevata, valutata

>10000hm/crL

L'uso di linee cellulari CaLu-3 in esperimenti cBNWWCNT e MWCNT commercialiZ9] a
bassa contaminazione metallica, ha permesso l\esgene che I'impiego di MWCNT ha
provocato una progressiva riduzione del TEER, neenitilizzando i SWCNT é stato

osservata una riduzione meno spiccata ma ancotaahike.

L’agginta di nanomateriali carboniosi, durante da€ di crescita e costituzione dei “tight
functional complexes”, come testimoniato dal pregieo ridursi del TEER durante lo

sviluppo del clone cellulare monostratificato Cak,uha effetti sono strettamente dipendenti
dal tipo di materiale impiegato. Ad esempio, i MWCNanno un profondo effetto

inibitorio, sostanzialmente rappresentato dallapsegsione della formazione dei “ high-
resistance epithelium tight junctions”. La soppi@ss della funzione di barriera, € associata
al parallelo aumento della permeabilita interstezidel monostrato cellulare Calu-3, al

mannitolo, senza sostanziale riduzione della véaellulare 29].

Il mantenimento dell’efficienza della funzione diarbera, € quindi una funzione
importantissima per la prevenzione dalle malattespiratorie e la determinazione
dell'esposizione agli xenobiotici, simili ai MWCNTpu0O indurre modificazioni con
importanti conseguenze funzionali, come l'aumentlad suscettibilita ai patogeni, il

passaggio dal compartimento respiratorio agli althmpartimenti corporei di inquinanti

186



ambientali £8,29. Tali influenze non dipendono dalla quantita deateriali inquinanti
inalati ma dal loro tipo, perché la conformaziompesficiale condiziona enormemente la

reattivita chimica molecolare.

Altro argomento importante relativo ai rischi parsialute correlati all’esposizione ai CNT &
il rischio mutagenod]. Anche la tossicita dei MWCNT solubili in solunie acquosa e stata
trattata p]. | MWCNT possiede un piccolo volume ed un’enorsigerficie di contatto,
proprieta che sembrano essere implicate nella dttigita biologica 18.In definitiva

opportuno che la loro manipolazione avvenga codgmaa B0.

Abbiamo somministrato nanoparticelle sterilizzatecature cellulari e impiantato BP

sterilizzato su ratto. Gli effetti sulla cicatrizzane, studiata lungo tutto il suo sviluppo a 7,
14, 21, 28 e 35 giorni dall'incisione chirurgicang stati studiati alla microscopia ottica.
Non sono stati osservati effetti mutageni. Abbiastadiato anche gli effetti del BP su 5
linee cellulari verificando gli effetti del BP salproliferazione cellulare dei 5 diversi citotipi
umani: due da adenocarcinoma solido, Caco-2 e MGWRdJ da leucemia HL-60 e due da
cellule normali, HA-SMC (human arterial smooth mascells) e HF (human dermal

fibroblasts). Queste ricerche hanno evidenziato ithBP ha indotto una significativa

riduzione nella proliferazione cellulare delle En€aco-2 e MCF-7 e la completa inibizione
della HL-60 cell. Pensiamo che il BP abbia un éffetpecifico sulle cellule trasformate,

confermato dall'innocuita nei confronti delle aldae linee cellulari normali.

| presenti risultati sono utili nell'approfondimentlelle conoscienze sulla innocuita del BP
in vista delle sue possibili applicazioni. Comungper le future applicazioni mediche,
potrebbe essere utile realizzare tessuti protadigise di MWCNT e studiarne gli effetti nel
soggetto impiantato. Il nostro gruppo di ricera @tocedendo nelle ricerche sull’apoptosi e

la cancerogenicita dei MWCNT, studi che richiedalsttagliati follow-up investigativi su
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specifiche problematiche. Sono in ogni caso necessteriori studi, in vista di successivi e
piu estesi impieghi dei MWCNT, specialmente nelplacazioni mediche e biologiche in
cui i MWCNT vengono iniettati per via endovenosaumano, per la somministrazione di
farmaci e come mezzo di contrasto per RMB8,[34, 35 bibliografia 1 esperimeht®@
materiale base per una nuova generazione di tgmsuésici di interesse per la Chirurgia
Generale.

In conclusione i risultati sopra presentati suffiett biologici del BP sono interessanti per
la relativamente scarsa reazione flogistica matafasall'impianto del BP. D’altra parte il
BP ha avuto un effetto che sembrerebbe selettile nee cellulari utilizzate, innocuo
sulle 2 normali e citotossico sulle tre neoplagticNon € ancora chiaro il meccanismo
sottostante tale comportamento selettivo. Non sappi se dipende da un recettore
superficiale cellulare che attivi il rilascio di stanze antiproliferative o dipenda
semplicemente dal tipo di interazione superficia@ome possibile futuro sviluppo,
pensiamo che sia indispensabile una migliore congwee del fenomeno e che la
comprensione dell’effetto selettivo del BP, vadargpentato su animale con tumore solido
corrispondente alle linee tumorali cellulari giadiatein vitro. Se vogliamo realizzare una
nuova generazione di tessuti protesici e uno dewititumorale per il trattamento di

specifici tumori solidi € quindi indispensabile papfondire queste problematiche.

8.3 Conclusioni, sommario e sviluppi del TERZO
esperimento mutagenicita’

L’effetto mutageno dei MWCNT, caratterizzati daqatissimo volume e grande superficie e con la

presenza di impuritd metalliche inferiori all’ 0.1% stata valutata con il test di Ames che serve a

valutare la mutagenicita sul DNA modificato da nzigai sullaSalmonella typhimuriursui ceppi

TA 98 e TA 100 e sulEscherichia coli cepp®/P2uvrA in presenza ed in assenza del sistema di

attivazione metabolica S9. Un test di citotossi€ittato eseguito preliminarmente per accertare che
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non vi fosse alcuna tossicita che avesse potutrf@mire con l'indagine sulla mutagenesi. |
MWCNT sono risultati privi di effetto mutageno ngistemi cellulari batterici testati, in cui il
numero delle colonie ricombinanti non € aumentanicativamente. L’attivita mutagenica non e
comparsa nemmeno in presenza dell’attivatore mbtabdanto che possiamo escludere che i
MWCNT metaboliti, prodotti mediante il sistema akgivo metabolico cytochrome-based P-450,
puo agire da mutageno. | nanomateriali a base rthoo#g, sembrano esibire vari tipi di attivita
biologica e diversa tossicita in relazione all®loaratteristiche fisicochimiche, dimensione, poofi
cristallinita e contaminanti metallici, cosi chelifficile stabilire la loro potenziale pericolositper

la salute umana. A causa delle limitate conoscexndl@ genotossicita e I'aumentato numero di
ricercatori esposti per motive professionali ai oraateriali, i risultati del presente lavoro
migliorano il grado di conoscenza, sulla sicuredzso dei nanotubi di carbonio, in vista delle loro

possibili applicazioni.

8.4 Conclusioni, QUARTO esperimento biocompatibilit a’

Il BP studiato con le nostre sperimentazioni, pgargo ne sappiamo, non € mai stato studiato, fino
ad oggi, per le proprieta di bioadesivita e biocatiplita, perché nasce come prodotto destinato
alla microelettronica. A causa del sempre piu dfumpiego dei nanomateriali e del BP, in
considerazione delle limitate conoscenze, attualenesistenti, e del conseguente aumento dei
rischi da esposizione professionale e pubblicaamiomateriali. Sono necessari nuovi studi sulla
bioadesivita e sulla tossicita del BP. | dati riptirdalle nostre sperimentazioni possono essdre ut
ad estendere le conoscenze sulla innocuita del IBmeadi definirne il potenziale impiego in
ambito chirurgico, verificando i potenziali rischer la salute umana correlati alla esposizione al
BP. In particolare, abbiamo osservato sia alla osioopia ottica sia con i test di trazione che
I'effetto bioadesivo del BP € molto piu energicd siao lato opaco-ruvido rispetto al lato opposto,
liscio, lucido che risulta debolmente bioadesivmltre il comportamento cambia in relazione allo

stato di idratazione e dipende anche dalle cargtitdre del solvente. Infatti, il BP migliora laasu
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prestazione bioadesiva se idratato con soluziosieldgica. Queste proprieta sono utilissime
nell'impiego chirurgico, specialmente nelle procediaparoscopiche, ma necessitano di verifica
clinica e di grandi numeri per raggiungere una ifigativita statistica. Il lato opaco provoca una
reazione cicatriziale da corpo estraneo con deposzdi fibroblasti, mentre il lato liscio-lucente,
scarsamente adesivo determina la deposizione dstuatm fibroso che non aderisce alla superficie.
Sembra inoltre, per la prima volta chiaramente dwentato, che il BP non evidenzia effetti
citotossici su cellule normali sane, ma induce ptsfetti sulle linee cellulari CaCo2, MCF-7 e
HL-60. Pensiamo di procedure con le indagini sdiehte per chiarire esaustivamente questi punti,
ancora oscuri nei nostri prossimi lavori. Altrodréssantissimo possibile sviluppo é I'impiego del
BP a fini chirurgici ed una sperimentazione in qaetirezione, con animali di maggior taglia € in
fase di progettazione. In conclusione i preseastiltati sono utili per estendere le conoscenze sull
sicurezza d’'uso del BP, in vista del suo possihitero impiego in applicazioni chirurgiche ed
endocrinologiche sui esseri viventi, con l'obiettifinale dell’estensione al’'Uomo. Infine,
vogliamo enfatizzare il fatto che il nostro grupgiaicerca lavorera anche sull’apoptosi cellulaae d
BP, per chiarire i meccanismi che danneggiano ss@mente le linee cellulari neoplastiche. Tali

ricerche richiedono uno specifico, prolungato eéadgiato follow-up.

8.4.1 Conclusioni delle analisi statistiche quagperimento biocompatibilita
| valori medi dei parametri ematochimici che esmnm la funzione dell’emuntorio renale dei

trattati a confronto, con ¢ontrolli, mostra una differenza statisticamente signifieativelle prime

tre settimane di osservazione, come se |'emuntdgo trattati, fosse sottoposto a maggiore
sollecitazione metabolica, ma dopo le prime tretimane la funzione ritorna alla norma.

Occorrerebbe approfondire l'indagine statistica pemnlizzare se tale comportamento riguarda
maggiormente il sottogruppo trattati con BP opplsettogruppo dei trattati con rete riassorbibile,
di cui non sono stati dati tutti i particolari. Pguanto riguarda lo studio delle curve ponderali,
concludiamo dicendo che inizialmente i gruppi semeogenei (p=0.9). ma le differenze di peso

diventano significative in t1- t0 e t2-t0 (t=0,000indicando che nel postoperatorio deittati,
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esiste una sofferenza metabolica per il fatto cii@almente crescono meno (potrebbe dipendere
dal fatto che hanno subito I'impianto di BP, ma nénancora completamente chiarito) ma

successivamente la velocita di crescita si equiparaella decontrolli.

8.5 Conclusioni QUINTO esperimento bioadesivita’

Le prove meccaniche di peeling test a 90° hannaleemiato una differenza
significativa di comportamento dei 5 campioni. kngpione BP lato ruvido ha
presentato la maggiore adesivita, valore di FmaXsl1seguito dall’adesivita del lato
liscio-lucente con valore di Fmax pari a 0.8 N.dmline decrescente, documentato
dalla prova effettuata impiegando lo stesso cangairBP utilizzato nel | test (bucky
paper 2° run), si registra una netta diminuzionkaderza media di adesione ed un
valore di Fmax=0.2 N. La rete Progrip presentaadloxe piu basso di adesivita,
mostrando un valore di forza Fmax=0.01 N, non micaliiile alla ripetizione del test
con la stessa rete su nuovo preparato biologiaatimte L'adesivita si azzera sull’altra
faccia, in polipropilene non rivestito da poligliact. Il diverso comportamento del BP
secco, come giunge dalla fabbrica, rispetto a guandratato con acqua pura o con
soluzione fisiologica € interessante perché quaddisciutto ha un basso grado di
flessibilita e si spezza alla torsione, risultarsamente bioadesivo. Se bagnato con
acqua o con liquido interstiziale, diventa fledgibimolto bioadesivo e non si
frammenta piu, migliorando notevolmente le prestaiza fini chirurgici fL-2-3-4. E’
owio che questa esperienza preliminare debba esapprofondita, estesa e
consolidata. Le prove hanno evidenziato una diffeaesignificativa di comportamento
tra i vari campioni. Il BP ha presentato la maggitorza di adesione in tutti i test. Il
BP lo stiamo valutando per verificare l'ipotesiutilizzarlo in sostituzione dei mezzi di
sintesi e collanti biologici attuali.Vjedi Par. 9.4 18 ], proteggendo il paziente da
teoriche ma possibili infezioni trasmissibili e na&lgia cronica. Il BP ha una

bioadesivita 100 volte maggiore del migliore materi protesico bioadesivo
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attualmente in commercio e pone una seria ipotegt Sviluppi futuri, che potrebbero
cambiare radicalmente se, come sembra allo statalatdella sperimentazione, il BP

risulta perfettamente biocompatibile
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La chirurgia dei difetti della parete addominale siavvale di materiali
protesici al fine di prevenire le recidive, miglioare il confort
postoperatorio, ridurre il dolore, abbreviare la degenza ospedaliera ed
accelerare la ripresa delle attivita personali delPaziente. In tale
ambito ho coinvolto nella mia avventura molti magriici Colleghi
Ricercatori, nella ricerca di un nuovo tessuto sirdtico con il quale
realizzare la “Protesi ldeale”. | nuovi materiali studiati sembrano
rispondere alle caratteristiche di leggerezza, resienza,
biocompatibilita, economicita, reazione inflammatora controllabile,
maggior confort per i pazienti ed eliminazione detischio di neuralgia
cronica. | nuovi materiali, inoltre, riducono i rischi correlati
allimpiego degli emoderivati come le colle di fibma, consentono la
riduzione dei tempi operatori per I'impianto e la precoce ripresa delle
attivita dell’operato. Questo fantastico periodo d#a mia vita si
conclude felicemente come una meravigliosa esperen | risultati
sono stati talmente ricchi, interessanti ed entussamanti che
sicuramente, conclusosi il Dottorato, verranno ulteormente

sviluppati in futuro, per concretizzarne I'applicazione pratica.
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