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Il Centro di Ricerca Interuniversitario Sistemi Medici Avanzati (C.R.I.S.M.A.) è un centro a cui partecipano le Università di Siena: con le unità operative (UO) Proff. Paolo Barbini, Rolando Barbucci, Elisabetta Weber, Marina Ziche, Bari: UO Prof. Riccardo D’Agostino, Bologna: UO Proff. Adriana Bigi, Roberto Giardino, Milano: UO Prof. Paolo Ferruti. Napoli: UO Prof. Barbarisi. 

La sede amministrativa ed il coordinamento del Centro è presso l’Università degli Studi di Siena ed il Direttore, più volte rinnovato, è il Prof. Rolando Barbucci.

I ricercatori ed il personale tecnico-amministrativo afferenti al Centro sono i seguenti:

U.O.  ROLANDO BARBUCCI – Università degli Studi di Siena

Rolando Barbucci – professore ordinario

Stefania Lamponi – ricercatore confermato

Gemma Leone – ricercatore non confermato

Simona Ciani – personale tecnico-amministrativo

U.O. ALFONSO BARBARISI – Seconda Università di Napoli

Alfonso Barbarisi – professore ordinario

Francesco Rosso – contrattista
Gerardo Marino – borsista KEDRION-HARDIS

U.O. PAOLO BARBINI – Università degli Studi di Siena

Paolo Barbini – professore ordinario

Gabriele Cevenini – professore associato

Maria Rita Massai – funzionario tecnico

U.O. ADRIANA BIGI – Università degli Studi di Bologna

Adriana Bigi – professore straordinario

Silvia Panzavolta – ricercatore

Elisa Boanini - assegnista

U.O. RICCARDO D’AGOSTINO– Università degli Studi di Bari

Riccardo d'Agostino -  professore ordinario

Pietro Favia - professore associato

Francesco Fracassi - professore ordinario
Roberto Gristina - ricercatore CNR
Sergio Senesi - ricercatore CNR
Fabio Palumbo - ricercatore CNR
Eloisa Sardella – ricercatore CNR
Stefania Laera – contrattista 

U.O. PAOLO FERRUTI – Università degli Studi di Milano

Paolo Ferruti – professore ordinario

Elisabetta Ranucci – professore associato

U.O. ROBERTO GIARDINO – Università degli Studi di Bologna

Roberto Giardino – professore ordinario

U.O. ELISABETTA WEBER - Università degli Studi di Siena

Elisabetta Weber – professore ordinario

Antonella Rossi - Assegnista 

U.O. MARINA ZICHE – Università degli Studi di Siena

Marina Ziche – professore ordinario

Lucia Morbidelli – ricercatore

Sandra Donnini – ricercatore

Attività di ricerca

L’attività scientifica del Centro è volta principalmente allo studio dei biomateriali sotto molteplici aspetti:

· Sintesi di nuovi biomateriali

· Caratterizzazione chimico-fisica e meccanica

· Progettazione

· Studi di fattibilità

· Prove biologiche in vitro ed in vivo

· Modifica dei biomateriali già in uso

L’attività di ricerca delle singole unità afferenti al Centro è stata la seguente:

U.O. ALFONSO BARBARISI – Seconda Università di Napoli

Il laboratorio del Prof. Alfonso Barbarisi porta avanti ricerche per le applicazioni delle biotecnologie in ambito Medico-Chirurgico. Il punto centrale dell’attività di ricerca non è l’individuazione di nuove tecnologie, ma piuttosto la loro originale applicazione pratica ed industriale ai problemi delle Medicina e della Chirurgia, con particolare attenzione alle applicazioni nel campo dell’ingegneria tissutale-medicina rigenerativa. Il notevole avanzamento delle conoscenze sulle relazioni struttura-funzione nel campo della biologia e della medicina ed i recenti sviluppi ottenuti nell’ambito dell’ingegneria chimica, dei materiali e della bioingegneria hanno permesso, infatti, la progettazione di tessuti sostitutivi funzionali che utilizzano cellule viventi associate a biomateriali in cui, o su cui, le cellule possono proliferare, organizzarsi e differenziarsi, come nel tessuto nativo, ed ottenere tessuti tridimensionalmente organizzati, simili all’elemento naturale da ricostruire. In questo ambito, una nuova frontiera è rappresentata dalla realizzazione di tessuti e/o organi trapiantabili.

Il notevole aumento dei casi clinici in cui si richiede il trapianto di organi/tessuti, la scarsa disponibilità di donatori, i problemi di infezioni e di rigetto legati all’impianto di tessuti estranei hanno fornito all’ingegneria dei tessuti un notevole impulso rivolto all’approfondimento di tali studi ed alla realizzazione di costrutti funzionali.

Linee di ricerca:

Studio dell’interazione cellule-biomateriali.

L’interazione tra la matrice extracellulare ed i recettori localizzati sulla membrana cellulare, rappresentano un importante evento in grado di modulare specifiche funzioni cellulari quali la crescita, il differenziamento e la sopravvivenza.

Attualmente, numerosi lavori sperimentali hanno evidenziato il ruolo chiave svolto dalla Focal adhesion Kinase (FAK), nella modulazione dei segnali esterni (ad es. l’interazione ECM-integrine). Tali segnali esterni via FAK sono in grado di modulare a livello citologico, la forma cellulare ed a livello istologico l’architettura tissutale.

Poiché l’interazione cellule-biomateriali rappresenta un evento cruciale nel destino clinico di un qualsiasi biomateriale impiantato nel corpo umano, il nostro laboratorio di ricerca è particolarmente interessato allo studio della modulazione del comportamenti cellulari mediati dalla FAK. 

Nell’ambito di un progetto PRIN 2004 dal titolo: Progettazione sintesi e caratterizzazione di materiali compositi per la sostituzione tracheale. L’unità Operativa del Prof. Barbarisi si occupa dello studio dell’adesione, della proliferazione e del differenziamento di colture primarie di epitelio tracheale su un materiale composito a base di collagene proveniente da espianti di trachea liofilizzata (conigli) e fibre di policacrolattone (PCL).

L’attività di ricerca comprende anche lo studio del comportamento cellulare (endotelio umano) su biomateriali per la rigenerazione ossea.

Il laboratorio  fa anche parte del Centro di Ricerca Interdipartimentale di Scienze Computazionali e Biotecnologiche (CRISCEB) della SUN e del Centro Regionale di Competenza (CRdC) “Nuove tecnologie per attività produttive” della Regione Campania. 

Realizzazione e caratterizzazione di nanoparticelle polimeriche per lo slow delivery di farmaci.

Molti farmaci presentano caratteristiche biofarmaceutiche e/o farmacocinetiche sfavorevoli per essere somministrati per una via che non sia quella parenterale. Queste sostanze, sebbene molto attive, non riescono a raggiungere il sito d'azione in quantità sufficiente, a causa di problemi d'assorbimento, distribuzione, emivita o stabilità. I loro difetti biofarmaceutici sono solitamente affrontati con modifiche chimiche della struttura. Questo intervento cambia le proprietà della molecola che impediscono una pronta metabolizzazione, un'accettabile stabilità e un adeguato assorbimento, dando però origine ad una nuova sostanza.

Un mezzo moderno per uno sviluppo biofarmaceutico efficace è l'utilizzo di nano/microvettori al fine di cambiare le proprietà sfavorevoli del farmaco. Le nano/micro-tecnologie farmaceutiche consentono la fabbricazione di preparati in forma di particelle colloidali da usare come vettori di farmaco. Tali particelle, per la loro struttura e composizione, possono modificare il destino del farmaco senza cambiarne la struttura chimica. Le particelle come vettori sono sistemi di rilascio per farmaci poco solubili, poco assorbiti e instabili. In conclusione un'applicazione programmata delle nano/microtecnologie può produrre ottimizzazione di sostanze critiche.

Nell’ambito di tale filone di ricerca, nel laboratorio del Prof. A. Barbarisi sono stati sviluppati e caratterizzati da un punto di vista chimico-fisico e biologico sistemi nanoparticellari a base di policaprolattone (PCL) ed ac. Ialuronico caricate con molecole modello di varia natura.

In particolare, si sta sperimentando un applicazione per la terapia dei tumori Tiroidei umani. Tale attività sarà oggetto di un progetto di ricerca finanziato dalla regione Campania dal titolo:

Trasferimento tecnologico precompetitivo di nanotecnologie per lo slow delivery di molecole biologicamente attive: produzione di nanoparticelle a base di ac. Ialuronico caricate con farmaci antitumorali. POR Campania Misura 3.16.
U.O.  ROLANDO BARBUCCI – Università degli Studi di Siena

L’attività di ricerca nell’anno 2007 si è incentrata principalmente su tre settori principali:

- la realizzazione di superfici microstrutturate come materiali guida per la crescita cellulare;

-realizzazione di coatings su supporti metallici

-sviluppo di materiali compositi a base di nanoparticelle

- la sintesi di idrogeli polisaccaridici da utilizzare sia come scaffold cellulari che come matrici per il rilascio controllato dei farmaci;

- l’analisi delle proteine adsorbite su superfici solide.

1. Preparazione di materiali micro e nano ​strutturati

Sono state realizzate delle superfici microstrutturate a base polisaccaridica da utilizzare come supporti per la crescita guidata di diverse linee cellulari. Sperimentazione di un nuovo tipo di maschera con microstrutture di dimensioni variabili per lo studio 

del comportamento cellulare.

Come polisaccaridi sono stati utilizzati acido ialuronico (Hyal) e acido ialuronico solfatato (HyalS) fotoimmobilizzati su diversi tipi di supporti quali vetro silanizzato, PET trattato ai plasmi di ammoniaca, PET rivestito con carbonio pirolitico e acido polilattico (PLA). Sono state ottenute superfici su scala micrometrica aventi domini con diversi tipi di geometrie, strisce  e quadretti di dimensioni variabili.

Le superfici ottenute sono state caratterizzate da un punto di vista sia chimico tramite analisi ToF-SIMS, che topografico attraverso analisi  AFM, e SEM ed infine utilizzate come substrati per studiare il comportamento cellulare. Tali superfici si sono dimostrate dei buoni supporti per l’adesione selettiva e la crescita guidata di diversi tipi di cellule. Infatti lo Hyal non risulta essere un buon substrato per l’adesione cellulare, le cellule si dispongono esclusivamente all’interno dei microdomini del substrato evitando quelli del polisaccaride. Le cellule adattano la loro morfologia alla geometria e alle dimensioni dei domini. Al contrario, il derivato solfatato sembra essere un buon substrato per alcune linee cellulari quali cellule endoteliali, melanociti e fibroblasti. Nel caso di superfici microstrutturate a base di HyalS le cellule si distribuiscono sia all’interno dei domini del polisaccaride sia all’interno dei domini del substrato con una disposizione random. Solo nel caso in cui lo spessore delle microstrutture è dell’ordine dei micron le cellule aderiscono preferenzialmente sui domini del polisaccaride. 

Sono state realizzati dei coatings omogenei di acido Ialuronico su superfici di vetro o silicio in modo che la macromolecola sia legata covalentemente alla superficie al fine di ottenere un monostrato di polisaccaride sulla superficie. La composizione chimica di superficie è stata analizzata tramite XPS, la topografia la rugosità di superficie sono state analizzate tramite AFM, mentre la bagnabilità è stata valutata tramite misure di WCA. Tali superfici si sono dimostrate antiadesive nei confronti dei fibroblasti. Lo studio effettuato con la  nuova maschera impiegando Hyal come polimero fotoimmobilizzato ha evidenziato una notevole varietà nei comportamenti cellulari mostrando l'influenza che le dimensione delle varie strutture ha sulle cellule.

2. Realizzazione di coatings su supporti metallici : Si stanno mettendo a punto delle metodiche per funzionalizzare superfici di ossidi metallici con polisaccaridi. In particolare vengono impiegati dei polisaccaridi a diverso grado di fosfatazione in modo da ottenere delle superfici contenenti gruppi fosfato in grado di migliorare il processo di osteointegrazione della superficie.  I coatings vengono ottenuti tramite “assembling” di tali derivati fosfatati o mediante reazioni chimiche che necessitano la presenza di un braccio spaziatore (catena alchilica) che si lega alla superficie metallica.

3. Sviluppo di materiali compositi a base di nanopoarticelle:  Grazie alla collaborazione con la ditta Colorobbia S.p.A sono stati sviluppati dei processi per inglobare nanoparticelle di ossido di titanio e ossido di titanio e argento su supporti di vetro e materiali plastici.  In particolare mediante trattamenti termici opportuni è possibile inglobare tali particelle su vetro e su materiali plastici. Le superfici sono state caratterizzate mediante XPS, AFM e tecniche di scattering in modo da valutare la distribuzione e le dimensioni delle particelle e l’efficacia del trattamento. Sono state effettuati test biologici in modo da valutare la risposta cellulare a tali superfici. Le particelle non inglobate sulle superfici  risultano essere citotossiche, mentre una volta ancorate sulla superficie non determinano effetti tossici.  Sono in corso prove per inglobare le particelle su supporti di acido ialuronico per ridurre gli effetti tossici delle stesse particelle in soluzione. Il fine ultimo rimane quello di ottenere delle superfici a base di nanoparticelle da impiegare come supporti per la crescita cellulare e come dispositivi antibatterici nel caso di nanoparticelle a base arricchite di ioni argento.
4. Idrogeli polisaccaridici da utilizzare come scaffold cellulari e come matrici per il rilascio controllato dei farmaci

Sono stati sintetizzati idrogeli a base di polisaccaridi naturali (acido ialuronico ed acido alginico) e semisintetici (carbossimetilcellulosa). È stata valutata l’influenza dell’agente reticolante sulle proprietà chimico-fisiche del materiale, quali il grado e la cinetica di rigonfiamento, la morfologia e le proprietà meccaniche. È stata inoltre analizzata l’influenza dei “bracci” reticolanti sull’adsorbimento e la  conformazione di alcune proteine adesive quali albumina e fibrinogeno.

Gli idrogeli sono stati modificati morfologicamente allo scopo di ottenere una struttura microporosa, quindi sottoposti a caratterizzazione morfologica (SEM), chimica (spettroscopia infrarossa), termica (DSC e TGA) e meccanica (G’e G”).

Sono stati, infine, testati quali supporti cellulari e come sistemi per il rilascio controllato di farmaci ad azione anti-infiammatoria.

Sono stati realizzati idrogeli a partire da  nuovi derivati semisintetici di acido alginico e  carbossimetilcellulosa ottenuti inserendo nuovi gruppi funzionali lungo la loro catena. In particolare i polisaccaridi nativi sono stati arricchiti in gruppi ammidici (materiali destinati a favorire la rigenerazione del tessuto cartilagineo) e gruppi fosfato (materiali destinati a favorire la rigenerazione del tessuto osseo). 

Studi sull’attività angiogenetica di complessi rameici di idrogeli polisaccaridici.

5. Analisi delle proteine adsorbite su superfici solide

Sono state preparate superfici costituite da un supporto di vetro silanizzato o PET e da un film polimerico al fine di studiare il ruolo delle proteine del siero nel modulare l’organizzazzione cellulare su superfici solide. I polimeri utilizzati sono l’acido ialuronico e il suo derivato solfatato legati al supporto tramite la tecnica fotolitografica.

 Le proteine del siero  umano (HS) sono state adsorbite sui campioni. Successivamente, è stata effettuata un’analisi quali-quantitativa delle proteine desorbendole gradualmente dalla superficie polimerica utilizzando eluenti a forza estraente progressivamente maggiore.  I risultati ottenuti evidenziano che una delle proteine 

realmente interagenti presenti è la fibronectina. Attraverso l’utilizzo di specifici anticorpi atti a bloccare selettivamente i recettori di membrana che mediano l’adesione cellulare alle superfici

polisaccaridiche, si è cercato di definire i meccanismi coinvolti nei processi d’interazione cellula-superficie. Alla luce dei risultati ottenuti si è potuto affermare che la fibronectina gioca un ruolo fondamentale nell’adesione, come anche  prende parte al processo il CD44, glicoproteina di membrana ben conosciuta come responsabile dell’interazione diretta cellule-acido ialuronico.

U.O. PAOLO BARBINI – Università degli Studi di Siena

Modelli di sistemi fisiologici

Sono stati progettati e implementati al calcolatore modelli non lineari funzionali e morfometrici della meccanica del respiro per interpretare il fenomeno della limitazione del flusso espiratorio in soggetti normali e con bronco-pneumopatia cronica ostruttiva in ventilazione meccanica. Inoltre dati reali di flusso e pressione alla bocca del paziente ventilato meccanicamente sono stati utilizzati per stimare i parametri viscoelastici del sistema respiratorio a fini diagnostico e prognostico. 

Tecniche bioingegneristiche di aiuto alla decisione medica

Mediante strumenti informatici, reti neurali artificiali e analisi statistica multivariata, si sono realizzati algoritmi e procedure di pattern recognition and classification orientate sia ad un’efficiente interpretazione di dati biomedici sia al miglioramento di decisioni mediche. Particolari problematiche sono state affrontate inerenti all’elaborazione di immagini e segnali digitali, all’estrazione di caratteristiche (features) e all’analisi di sopravvivenza. La ricerca si è spesso abbinata ad obiettivi clinici tesi a migliorare la qualità di protocolli diagnostici e terapeutici basati su sofisticate strumentazioni di misura e metodi quantitativi. I principali campi della Medicina studiati sono stati la Patologia oncologica, la Dermatologia, la Terapia intensiva cardiochirurgica e l’Ostetricia. 

U.O. ADRIANA BIGI – Università degli Studi di Bologna

I compositi organici/inorganici sintetizzati dagli organismi viventi attraverso i processi di biomineralizzazione vengono sempre più frequentemente utilizzati come modelli a cui ispirarsi per la progettazione di nuovi materiali con particolari proprietà morfologiche, strutturali e meccaniche. In questo ambito l’attività di ricerca dell’Unità di Bologna è indirizzata alla preparazione di compositi a base di fosfati di calcio con potenzialità di impiego come biomateriali nel settore ortopedico. 

 -Nanocristalli di idrossiapatite modificata con molecole biologicamente attive

Il programma di ricerca prevede l’ utilizzo di molecole e macromolecole biologicamente attive per modificare le proprietà morfologiche e strutturali di fosfati di calcio e per preparare compositi di diversa composizione e proprietà chimico-fisiche. In questo ambito sono stati sintetizzati e caratterizzati nanocristalli di idrossiapatite-alendronato e nanocristalli di idrossiapatite a vario grado di sostituzione di ioni calcio con ioni stronzio. I bisfosfonati vengono ampiamente utilizzati per il trattamento di in una varietà di patologie caratterizzate dalla perdita di sostanza ossea. I dati sull’interazione tra idrossiapatite e bisfosfonati si basano sui risultati di studi in vitro sull’adsorbimento dei bisfosfonati su HA. Nel nostro laboratorio è stato messo a punto un metodo di sintesi di nanocristalli compositi idrossiapatite-alendronato, con un contenuto di bisfosfonato variabile fino al 7.1% in peso. I test in vitro hanno dimostrato l’efficacia dell’alendronato, anche quando incorporato nella struttura dell’idrossiapatite. Infatti i risultati delle colture cellulari hanno evidenziato che i nanocristalli compositi inibiscono la proliferazione degli osteoclasti, e promuovono la crescita e la differenziazione degli osteoblasti. Inoltre è stata eseguita un’analisi strutturale dettagliata dei nanocristalli sintetizzati a contenuto crescente di alendronato, allo scopo di chiarire il meccanismo d’interazione tra la struttura dell’HA ed il bisfosfonato. I risultati hanno permesso di ipotizzare che il bisfosfonato interagisce con il calcio della struttura apatitica attraverso una chelazione bidentata degli atomi di ossigeno deprotonati.

Lo ione stronzio è presente nella fase minerale dell’osso, specialmente nelle regioni di elevato rimodellamento, ed è noto avere un effetto benefico nel trattamento di patologie associate a problemi di perdita ossea, quali l’osteoporosi. Su questa base, ed in considerazione dei risultati estremamente promettenti parallelamente ottenuti sui cementi ossei arricchiti con ione Sr2+, è stato intrapreso uno studio su idrossiapatite sintetizzata in presenza di diverse concentrazioni di ione stronzio, allo scopo di mettere a punto un materiale in grado di promuovere l’osteointegrazione e di prevenire/riparare eventuali perdite di sostanza ossea. Lo studio chimico- fisico è stato effettuato in tutto l’intervallo di possibile sostituzione dello ione stronzio allo ione calcio (0-100%), ed è stato verificato che l’incorporazione dello stronzio nella struttura dell’HA induce modificazioni strutturali e morfologiche. In particolare, a concentrazioni relativamente basse, lo ione stronzio induce una diminuzione della dimensioni dei domini coerenti, in accordo con l’osservato allargamento dei picchi di diffrazione di raggi X di polveri  e disturba la morfologia dei cristalli che presentano spigoli non netti e facce perturbate, mentre a concentrazioni relativamente elevate è stato verificato un aumento delle dimensioni dei domini coerenti e delle dimensioni e perfezione dei cristalli. Lo studio proseguirà con la valutazione dell’influenza della presenza dello ione stronzio sulla risposta biologica. 
-Cementi ossei a base di fosfati di calcio

Materiali compositi inorganici/polimerici trovano ampie applicazioni come materiali sostitutivi del tessuto osseo. In particolare, i materiali più studiati sono a base di idrossiapatite e polimeri biodegradabili, in cui la stabilità, la degradabilità e le proprietà meccaniche sono determinate dalla composizione e dalla struttura del composito. In questo ambito è stata effettuata una serie di indagini indirizzate a studiare l’influenza della gelatina sulle proprietà strutturali, morfologiche e meccaniche di cementi ossei a base di fosfati di calcio. La presenza di gelatina accelera la reazione di indurimento, e migliora le proprietà meccaniche del cemento. Inoltre, i nanocristalli di apatite ottenuti per idrolisi dell’ (-TCP risultano di dimensioni ulteriormente ridotte rispetto a quelli ottenuti in assenza di gelatina, e quindi più simili a quelli caratteristici dell’ apatite ossea. Le indagini in vitro condotte presso il lab di Chirurgia Sperimentale del Prof. Giardino hanno dimostrato che questi materiali stimolano la proliferazione, e favoriscono l'attivazione del metabolismo e differenziazione delle cellule osteoblastiche. Si è deciso pertanto di proseguire le ricerche con le indagini in vivo. I risultati dei test eseguiti su osso trabecolare di coniglio e corticale di ratto indicano che il cemento contenente gelatina promuove la formazione di nuovo osso.

E’stato intrapreso uno studio atto ad arricchire la composizione del cemento osseo già messa a punto con quantità variabili di ione stronzio. I risultati preliminari indicano che la presenza di ione stronzio influenza notevolmente le proprietà di settaggio del cemento, che per quantitativi di ioni stronzio superiori al 5% non riesce ad indurire. L’intervallo utilizzabile di concentrazione di stronzio è comunque quello di interesse per il tessuto osseo, pertanto l’indagine è proseguita con la caratterizzazione delle proprietà chimico fisiche e biologiche dei cementi in funzione del contenuto di stronzio. La velocità di trasformazione dell’(-TCP in HA aumenta in funzione del contenuto in stronzio, che quindi accelera la reazione d’indurimento del cemento. La modesta  riduzione dello sforzo in compressione che si verifica nei cementi con un contenuto in stronzio maggiore dell’1%  è accompagnata da un aumento della microporosità, che dovrebbe promuovere una veloce crescita ossea ed una buona osteointegrazione.  In accordo, i risultati dei tests in vitro indicano che la presenza di stronzio all’interno dei cementi promuove la differenziazione delle cellule osteoblastiche.

-Metodi biomimetici per la realizzazione di rivestimenti a base di fosfati di calcio 
Infine, parte dell’attività è stata indirizzata allo sviluppo di metodi biomimetici di rivestimento di substrati  di Ti o di leghe di Ti con fosfati di calcio aventi specifiche proprietà chimiche, morfologiche e strutturali. Lo scopo di queste ricerche è quello di migliorare la qualità degli impianti ortopedici e dentali, generalmente a base di Titanio e di leghe in Titanio, tramite rivestimenti in grado di accelerare il processo di osteointegrazione e di controllare la formazione di legami con il tessuto connettivo circostante la protesi. In questo ambito, l’attività svolta negli ultimi anni ha portato alla messa a punto di una soluzione CaP di composizione semplificata rispetto a quella di Simulated Body Fluid, e con cui è possibile ottenere la deposizione di uno strato uniforme di fase apatitica con tempi di esposizione di poche ore sui substrati in Titanio e sue leghe. Il metodo permette di rivestire anche oggetti con morfologia complessa. Recentemente, è stato impiegato per rivestire provini metallici che sono stati quindi utilizzati dal gruppo del Prof. Giardino per effettuare prove in vivo su osso corticale di coniglio.
U.O. RICCARDO D’AGOSTINO – Università degli Studi di Bari
L’obiettivo relativo all’attività di ricerca svolta da questa U.O. nel corso di questo anno è stato quello di realizzare via plasma superfici nano-strutturate e film nano-compositi, caratterizzati da composizione chimica e morfologia indipendenti, per studiare e orientare il comportamento di cellule eucariote e per alcune tipologie di substrati, scoraggiare la proliferazione e l’adesione di cellule procariote. L’obiettivo è stato sviluppato in tre linee di ricerca: 

1) Deposizione di film nanostrutturati del tipo Teflon-like ossia simili per struttura chimica al teflon convenzionale: coating nano-strutturati del tipo Teflon-like sono stati depositati via plasma su polimeri vari, e sono poi stati utilizzati come substrati in diversi esperimenti boilogici per valutare la capacità delle nano-strutture di influenzare il comportamento cellulare. In particolar modo, si è investigato il processo di deposizione a partire da due gas fluorurati, esafluoropropilene (C3F6, HFP) ed esafluoropropilene ossido (C3F6O, HFPO). I film sono stati depositati nella zona di plasma (glow) e a valle di essa (afterglow). Gli esperimenti di coltura ed adesione cellulare sono stati effettuati utilizzando differenti superfici strutturate ottenute depositando coating da plasmi di HFPO su dischetti di PET di 13 mm di diametro. A tal riguardo sono state utilizzate le seguenti condizioni sperimentali: 40 sccm (flusso di HFPO), 900 mtorr (pressione), 50 W (potenza), per un tempo di trattamento di 120 minuti, con una temperatura dell’elettrodo ground di 25°C, posizionando i substrati rispettivamente da 8 a 18 cm rispetto all’ingresso del gas inlet nel reattore plasmo-chimico. Al fine di studiare l’effetto della rugosità indipendentemente dalla composizione chimica, questi substrati sono stati poi ricoperti da un film da C2F4 molto sottile (50 nm) e omogeneo in modo da non influenzare la rugosità del coating sottostante. I substrati, dopo il processo finale di ricopertura da C2F4, presentano stessa composizione chimica superficiale, ma diversa morfologia. Mano a mano che ci si allontana dalla fase plasma aumenta la rugosità dei materiali trattati. Questi presentano strutture a forma di nanosfere o petali. Dagli esperimenti di coltura cellulare realizzati su questi materiali si nota che su tutti i substrati è riscontrabile una crescita nel tempo. Sui substrati Teflon-like sia flat che nanostrutturati, c’è una maggiore crescita cellulare rispetto al PET nativo. Inoltre a differenza di quanto riscontrato su coating teflon-like con strutture a nastri, quelli che presentano strutture nanosferiche appaiono più adatti a supportare l’adesione cellulare sebbene con modeste differenze. Per quanto riguarda tale argomento si può concludere che:
· il processo di sintesi plasmochimica dei coating teflon-like nano-strutturati risulta caratterizzato e riproducibile in laboratorio, tanto da poter essere proposto per applicazioni su scala più grande (scale-up). 

· grazie alle sperimentazioni realizzate durante questo anno è stato possibile testare le superfici prodotte dall’unità UNIBA con diverse linee cellulari nei laboratori con cui la stessa unità ha collaborato nel corso di vari progetti di ricerca. I risultati biologici ottenuti hanno dato diverse indicazioni sull’interazione tra nano-strutture e superfici, in alcuni casi molto incoraggianti.
2) Nanostrutturazione mediante colloidal lithography: processi di plasma treatment e plasma etching sono stati invece usati durante la procedura di colloidal lithography le cui fasi consistono: a) modificazione superficiale dei materiali da nano-strutturare per renderli più idonei al processo; b) assemblamento di sfere di dimensioni nanometriche sul materiale stesso; c) trasferimento del pattern delle nanosfere sul substrato sottostante. Dalla ricerca svolta durante questo anno si possono trarre le seguenti conclusioni:

· è possibile accoppiare colloidal litography e processi plasmochimici per modificare in maniera controllata e indipendente topografia e chimica di superfici di interesse biomedico.

· In particolare, i processi di trattamento in glow discharges alimentate con ammoniaca si sono rivelate essenziali per favorire il self-assembly di nano-sfere di polistirene funzionalizzate su substrati piani di polistirene; inoltre, diversi processi di plasma etching alimentati con Ar e O2 si sono rivelati efficaci nel trasferire il pattern delle nano-sfere ai substrati di polistirene sotto forma di rilievi ordinati di altezza nano-metrica.

3) Deposizione di film antibatterici del tipo Ag/PEO-like: nel corso dei progetti di ricerca di  cui UNIBA ha fatto parte sono stati realizzati, infine, coatings nano-strutturati del tipo Ag/PEO-like per i quali sono state ottimizzate le condizioni di deposizione ed è stata messa a punto una procedura di rivestimento degli stessi con coating del tipo PEO-like con la funzione di film barriera la cui composizione chimica ed il grado di reticolazione contribuiscono a migliorare il controllo del rilascio di ioni Ag+ in ambiente fisiologico, dalle spiccate proprietà anti-batteriche. In collaborazione con la NobilBio Ricerche, ha prodotto e caratterizzato film Ag/PEO-like, con e senza barriera PEO-like, per correlarne le caratteristiche chimico-strutturali con l’azione antibatterica e la citotossicità. La ricerca ha permesso di trarre le seguenti conclusioni: è possibile depositare via plasma coating anti-batterici Ag/PEO-like, e coating barriera PEO-like, per modulare l’effetto anti-batterico su superfici biomediche; i processi plasmochimici di deposizione dei due coating possono essere controllati in modi estremamante fine, in modo da ottenere caratteristiche pre-determinate strutturali (carattere PEO, densità dell’argento, dimensioni dei cluster, spessore, etc) e di rilascio di ioni Ag+ antibatterici sui substrati. Dai risultati ottenuti si è ipotizzato che l’effetto antibatterico dei film Ag/PEO-like fosse dovuto alla diffusione dei cluster d’argento all’interno della matrice polimerica e al rilascio di ioni Ag+. Ciò potrebbe essere reso possibile dal fenomeno dello swelling dei coating PEO in presenza di acqua. Un’ulteriore conferma di questa teoria è data dalla mancanza di attività antibatterica di un nanocomposito Ag/SiOx. In questo caso, infatti, la matrice poco solubile in acqua non permette il rilascio di ioni Ag+. Per questo stesso motivo, nella deposizione di Ag/PEO-like, deve essere evitato sia un grado di reticolazione troppo alto, che limiterebbe il rilascio di ioni Ag+, che troppo basso che causerebbe una rapida dissoluzione del coating e un rilascio incontrollato d’argento. Quindi i coating Ag/PEO-like possono essere considerati a pieno titolo dei dispositivi a rilascio constante di farmaco.
U.O. PAOLO FERRUTI – Università degli Studi di Milano

L'Unità Ferruti - Ranucci presso il Dipartimento di Chimica Organica e Industriale dell'Università degli Studi di Milano è stato attivo nei settori dei biomateriali polimerici. Una parte importante di queste attività viene svolta in collaborazione, con università straniere quali la School of Pharmacy dell’Università di Nottingham, il Centre for Polymer Therapeutics of the Welsh School of Pharmacy, Cardiff University, UK, con le Università di Torino, Siena e di Pisa. 

In particolare, l'attività di ricerca del gruppo nell'anno 2006 ha riguardato principalmente studi sulle poli(ammido-ammine) (PAA), articolato in due argomenti principali: polimeri lineari variamente funzionalizzati come veicolanti di farmaci e idrogeli per colture cellulari e come scaffold per applicazioni nell’ingegneria tissutale.

Poli(ammidoammine) lineari

Le PAA sono polimeri lineari idrosolubili contenenti gruppi ammidici ed amminici distribuiti regolarmente lungo la catena principale. Molte PAA mostrano, in ambiente fisiologico, elevate proprietà “stealth”. In altre parole, esse risultano invisibili al sistema reticolo endoteliale e conseguentemente non sono soggette a fagocitosi. Prove in vivo dimostrano inoltre che esse hanno la capacità di concentrarsi nei tumori per effetto EPR (Enhanced Permeation and Retention effect). Esse infine mostrano proprietà membranolitiche variabili in funzione del pH.

Dopo internalizzazione cellulare mediante pinocitosi, alcune PAA anfoteriche mostrano di localizzarsi nei lisosomi, dove il pH è circa 5.5. Pertanto esse risultano una potenziale alternativa all’uso dei peptidi fusagenici come vettori endosomolitici.

Oltre alle note ISA1 e ISA 23, già largamente studiate negli anni passati, di recente una nuova struttura, denominata AGMA1 è stata sintetizzata e studiata per alcune interessanti proprietà. La sua unità ripetente, che si ottiene da acido bis(acrilammido) acetico e agmatina, si presenta molto simile alla struttura della sequenza tripeptidica RGD. Il polimero AGMA1, pertanto può essere considerato come un analogo sintetico della RGD, e le prove di tossicità e biocompatibilità hanno mostrato anche per questo polimero proprietà stealth. Per il suo carattere cationico è in grado di complessare il DNA ed è stato studiato per la capacità di promuovere la trasfezione. 

Inoltre, AGMA1 insieme con ISA1 e ISA23, sono state funzionalizzate con pendenti contenenti legami disolfuro. Questi polimeri sono in grado di legarsi a molecole bioattive contenenti gruppi tiolo e possono pertanto essere considerati interessanti precursori di veicolanti di farmaci o proteine. 

Utilizzando i legami disolfuro, sono stati inoltre sintetizzati speciali coniugati polimerici amfifilici contenenti colesterolo come gruppo lipofilo. Questi prodotti, che in soluzione acquosa si strutturano a formare nano-sospensioni, mantengono tutte le caratteristiche di biocompatibilità dei polimeri precursori e si sono dimostrati in grado di complessare rilevanti qaunità di faramaci e molecole lipofile. Sono in corso ulteriori approfondimenti per valutare l’impiego nell’ambito della veicolazione di farmaci.

Poli(ammidoammine) reticolate (idrogeli)

Diversi studi sono stati effettuati su idrogeli a base di PAA. In generale le stesse caratteristiche di citocompatibilità mostrate dai polimeri lineari vengono mantenute anche nella fora reticolata, permettendone l’utilizzo come substrati per la crescita cellulare. Idrogeli a struttura ISA23 e AGMA1 in particolare si sono distinti come promotori di adesione e proliferazione di svariate linee cellulari, tra cui fibroblasti, cellule epiteliali e neuroni. Sono stati inoltre ottenuti idrogeli utilizzando cistamina come agente reticolante; la presenza del legame disolfuro, anche in questo caso rende la struttura particolarmente sensibile alla presenza di agenti riducenti, per cui risulta molto facile la riduzione e la conseguente degradazione dell’idrogelo, che può però tornare in forma solida per sucecssiva riossidazione. 

Sono in corso ulteriori approfondimenti sulla biocompatibilità di questi polimeri; si stanno inoltre sviluppando nuove forme che possano rispondere ai requisiti meccanici necessari per l’impiego nell’ingegneria tissutale.

U.O. ROBERTO GIARDINO – Università degli Studi di Bologna

Studio in vitro della biocompatibilità di nuovi materiali, e della proliferazione, differenziazione, attività di sintesi e adesione di osteoblasti.  

Studio in vitro di colture cellulari e modelli patologici. 

Investigazioni dell’isolamento di cellule staminali. 

Studio in vivo della biocompatibilità di materiali per l’ortopedia e della osteointegrazione di biomateriali. 

Studi istologici di tessuti molli e tessuti duri. 

Studio della biomeccanica delle ossa e all’interfaccia ossa-biomateriale

U.O. Elisabetta Weber – Università degli Studi di Siena
L’unità di ricerca della Prof. Elisabetta Weber si occupa dello studio dell’endotelio linfatico su sezioni di tessuto ed in coltura. Le ricerche effettuate in collaborazione con il Prof. Barbucci, direttore del CRISMA, nel corso del 2007 sono le seguenti:

1) abbiamo valutato il comportamento di cellule endoteliali sanguifere e linfatiche su superfici microstrutturate con vari pattern (a strisce di varia dimensione, a spirale, a scacchiera) ottenute mediante fotoimmobilizzazione di hyaluronan (Hyal) su vetro aminosilanizzato in presenza di fotomaschere con topografia diversa. Le cellule si allineavano sempre sul vetro evitando lo Hyal ed anche le stress fibers si orientavano di conseguenza. Pertanto le superfici microstrutturate in cui una chimica favorevole (vetro) si alterna ad una sfavorevole (Hyal), sono ancora una volta risultate ideali nel promuovere l’allineamento delle cellule e nel guidare la loro crescita nella direzione desiderata. Su queste stesse microstrutture abbiamo valutato anche la produzione di fibrillina da parte delle cellule. La fibrillina infatti gioca un ruolo fondamentale nella biologia vascolare: nelle arterie forma lo scaffold per la deposizione di elastina e conferisce quindi al vaso una buona resistenza meccanica. Nei linfatici è implicata nella trasduzione del segnale proveniente dalla matrice extracellulare e nella formazione della linfa. In tutte le microstrutture le cellule endoteliali sanguifere si adattavano al pattern della microstruttura deponendo la fibrillina sotto forma di un unico fascio che ripeteva la forma della microstruttura mentre le cellule endoteliali linfatiche deponevano la fibrillina sempre in modo più irregolare rispondendo al pattern della microstruttura solo quando le sue dimensioni erano molto piccole come nelle strisce di 25m e nella parte più sottile della spirale.

2) Abbiamo valutato l’osteointegrazione di osteoblasti umani MG63 su dischi di titanio con superfici omogenee e lisce modificate chimicamente prima mediante un trattamento chimico (con acido solforico e acqua ossigenata) e quindi mediante rivestimento superficiale con carbossimetilcellulosa fosfatata (CMCP), un polisaccaride ampiamente utilizzato nell’ambito dei biomateriali. I test biologici effettuati (conta del numero delle cellule, analisi della morfologia cellulare al SEM, dosaggio della fosfatasi alcalina) hanno dimostrato che la funzionalizzazione del TiO2 con CMCP rende le superfici più adatte a favorire l’adesione, la proliferazione e l’attività metabolica delle cellule MG63 e quindi migliora la biocompatibilità del titanio.

U.O. MARINA ZICHE – Università degli Studi di Siena

Il laboratorio della Prof. Marina Ziche incentra la sua ricerca sull’endotelio con particolare enfasi sull’angiogenesi, una delle principali funzioni di questo tessuto. L’angiogenesi, processo che porta alla formazione di nuovi vasi, ha un ruolo fisiologico rilevante durante lo sviluppo embrionale e nell’adulto, ma acquisisce un connotato patologico quando compare in tessuti fisiologicamente non vascolarizzati o in corso di neoplasie.

Il coinvolgimento dell’angiogenesi e’ cruciale durante la riparazione tissutale e in corso di integrazione di materiali o “medical devices” sintetici impiantati per procedure chirurgiche o riparative.

Grazie alla partecipazione insieme ad altri gruppi del CRISMA al progetto FIRB 2001 coordinato dal Prof. Barbucci “Tecnologie per la manipolazione su scala nanometrica dei materiali e loro applicazione biomedica”, l’unita’ operativa della Prof. Ziche si e’ occupata e si occupa di studiare il comportamento di cellule endoteliali su differenti biomateriali forniti dalle unita’ chimiche partecipanti al progetto stesso. 

Vengono utilizzate cellule endoteliali del microcircolo, sede del rimodellamento vascolare e dell’angiogenesi. I parametri studiati comprendono la sopravvivenza a breve e lungo termine valutata tramite dosaggi biochimici e analisi al SEM, parametri legati alla morfologia, adesione e organizzazione del citoscheletro (beta-actina, tubulina, integrine e proteine della matrice extracellulare), parametri di funzionalita’ vascolare (espressione e attivita’ di monossido di azoto sintetasi costitutiva), parametri di potenziale induzione di infiammazione (forma inducibile di ciclossigenasi-2). Sono inoltre misurati parametri più prettamente legati al fenomeno di angiogenesi come la riposta a specifici fattori angiogenici come VEGF (vascular endothelial growth factor),  trascrizione e rilascio di FGF-2 (fibroblast growth factor-2) e metalloproteasi della matrice extracellulare. 

L’Unita’ Operativa sta completando la caratterizzazione del comportamento dell’endotelio su superfici (PET, vetro) micro e nanostrutturate con differenti modalita’ e differenti coatings, per potenziali applicazioni in patologie cardiovascolari. Sono state individuate nanostrutture che permettono l’adesione e il mantenimento della morfologia e funzionalita’ endoteliale, e modificazioni superficiali che invece impediscono o indirizzano l’adesione endoteliale.

Sono stati altresi’ caratterizzati materiali sintetici con possibile utilizzo per la riparazione di tessuti mineralizzati (osso) ed in particolare nanocristalli di idrossiapatite e leghe di titanio. Entrambi i materiali hanno dimostrato una buona biocompatibilita’ per l’endotelio che mantiene le sue funzioni biologiche, non acquisisce un fenotipo pro-infiammatorio e viene stimolato nelle sue funzioni proangiogeniche.
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Il finanziamento assegnato dal COST per l’anno 2007 all’ Azione 537 “Core Laboratories for the Improvement of Medical Devices in Clinical Practice from the Failure of the Explanted Prostheses Analysis (FEPA)” coordinate dal Prof. Barbucci è stato di  Euro 84.000.

Informazioni sull’Azione possono essere reperite sul sito internet: www.unisi.it/ricerca/centri/crisma/FEPA
La Fondazione Monte dei Paschi ha approvato un finanziamento di Euro 500.000 per una ricerca la cui finalità è di “Traslare in ambito clinico la più recenti conoscenze precliniche nell’ambito dell’ingegneria tissutale  muscolo-scheletrica, al fine di permettere ricostruzioni biologiche delle perdite di sostanza traumatiche o patologiche”, coordinata dal Prof. Andrea Facchini degli Istituti Ortopedici Rizzoli ed in cui sono coinvolte le UU.OO. Barbucci e Giardino. Euro 70.000 sono stati messi a diposizione per la ricerca effettuata dal Prof. Barbucci nel secondo anno.
Sono stati ricevuti dalla UO Barbucci Euro 9.000,00 per la partecipazione allo studio di fattibilità finanziato dalla Regione Toscana nel 2006 per costituire una rete per lo sviluppo sostenibile delle nanotecnologie (NANO-RSS).
Convenzione fra Università degli Studi di Siena-CRISMA (UO Barbucci) e Biosuma srl della durata di 24 mesi dal titolo “Biomateriali innovativi ottenuti da processi superficiali mediante micro e nano strutturazioni e da idrogeli”. Il finanziamento della ricerca e’ di Euro 90.000,00.
Convenzione fra Università degli Studi di Siena-CRISMA (UO Barbucci) e Biosuma srl della durata di 24 mesi dal titolo “Sintesi e caratterizzazione di idrogel a base di carbossimetilcellulosa e relative applicazioni biomdiche (CMCA)”. 

Il finanziamento della ricerca e’ di Euro 120.000,00.

Strumentazione

Il Centro ha proceduto all’acquisto della seguente strumentazione:

	342
	PC King Plus Midi Tower Grey
	1.031,01 

	343
	Philips Back-Up
	99,99 

	344
	PC H@L Midi Tower ATX Black
	612,98 

	345
	PC H@L Midi Tower ATX Black
	613,98 

	346
	Schermo Benq LCD 17"
	206,20 

	347
	Schermo JQ LCD 17"
	155,00 

	348
	Schermo JQ LCD 17"
	155,00 

	349
	Bilancia analitica
	 2.072,40 

	350
	Stampante Multi Inkjet
	80,28 

	351
	Porometer 3G
	20.400,00 

	352
	Spreadsheet Interface Software
	384,00

	
	TOTALE
	€     25.810,84
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