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Sommario

[ materiali per wound dressing sono fondamentali nella guarigione delle ferite
perché consentono di prevenire infezioni e di rigenerare i tessuti danneggiati.
Nel wound healing si utilizzano una grande varieta di materiali che devono
garantire protezione della cute da infezioni batteriche, assorbire gli essuda-
ti, mantenere un’adeguata umidita nel letto della ferita e consentire scambi
gassosi con l’esterno.

Il lavoro di tesi e iniziato con uno studio sullo stato dell’arte delle principali
strategie utilizzate nel wound healing. Sono state analizzate diverse tipologie
di materiali impiegati nel wound dressing ed € stato messo in evidenza il
potenziale valore dei nanomateriali in questo campo.

La parte sperimentale di questo lavoro si € basata sullo sviluppo di biona-
nocompositi antibatterici a matrice proteica per il wound dressing. 1 biona-
nocompositi sono costituiti da idrogeli a base di proteine di siero del latte in
cui sono state incorporate nanoparticelle di ossido di zinco (ZnO NPs) per
garantire proprieta antibatteriche.

Le ZnO NPs sono state sintetizzate mediante un metodo di precipitazione
chimica e successivamente caratterizzate attraverso la diffrattometria di raggi
X (XRD), l'analisi di fisisorbimento di azoto e la Microscopia a Scansione
Elettronica a emissione di campo (FESEM). Sono state caratterizzate allo
stesso modo delle particelle di ZnO commerciale (Sigma-Aldrich), le quali
hanno mostrato di avere un’area superficiale specifica 9 volte minore e volume
medio specifico poroso di un ordine di grandezza inferiore rispetto allo ZnO
di sintesi.

I film proteici sono stati realizzati a partire da un concentrato proteico di
proteine del siero del latte mediante il metodo di solvent casting. Nella so-
spensione proteica a base acquosa, sono stati aggiunti una soluzione di NaOH
per correggere il pH e sorbitolo o glicerolo come agenti plastificanti. Alla fine
I'utilizzo di sorbitolo e stato scartato perché i film ottenuti presentavano ele-
vata fragilita e non potevano essere staccati senza essere rotti dallo stampo
su cui erano stati fatti colare.
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Sono stati realizzati film funzionalizzati con ZnO commerciale, film non
funzionalizzati e film multistrato composti da entrambi i tipi di film.

L’attivita antimicrobica e stata valutata ¢n wvitro con il metodo di Broth
macro-dilution sul batterio Gram-negativo Escherichia coli e sul Gram-positivo
Staphylococcus epidermidis con sospensioni di ZnO commerciale in tampo-
ne fosfato salino (pH 7,4) a due diverse concentrazioni. Si sono riscon-
trati effetti antibatterici in entrambi i ceppi batterici con risultati miglio-
ri su S.epidermidis, tuttavia in nessuno dei due casi e stata determinata la
concentrazione minima inibitoria (MIC).

Il lavoro puo essere perfezionato effettuando prove antimicrobiche sullo
Zn0O di sintesi per poter confrontare 'effetto dei due diversi ZnO e riuscire
a evidenziare l'influenza della dimensione e della forma delle nanoparticelle
sull’attivita antimicrobica. Altro obiettivo importante ¢ la determinazione
della MIC delle NPs eventualmente adottando altri metodi per la valutazione
dell’attivita antimicrobica.

Devono inoltre essere effettuate prove antimicrobiche sullo ZnO incorporato
nei film proteici e deve essere valutato il rilascio di ioni Zn?* sia dalle NPs
in sospensione, sia dalle NPs e incorporate nei film.
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Capitolo 1

La cute

La cute rappresenta l'organo piu esteso del corpo umano e riveste intera-
mente la sua superficie esterna. La sua massa equivale all’8% della massa
corporea totale e la sua area superficiale varia in funzione del peso e dell’al-
tezza dell’individuo: con un’altezza di 1,80 m e un peso di 95 kg equivale a
circa 2,2 m?. Il suo spessore varia fra 1,5 e 4 mm a seconda della zona presa
in esame e in base allo stato di maturazione e di invecchiamento della cute
[1].

Come si nota nella figura 1.1, la cute ¢ costituita da tre strati: i) 'epidermi-
de, un epitelio pavimentoso cheratinizzato; ii) il derma, un tessuto connettivo
moderatamente denso; iii) I'ipoderma, costituito prevalentemente da tessuto
adiposo. Elementi importanti da considerare sono anche gli annessi cutanei
come le ghiandole sudoripare, le unita pilosebacee e le unghie.

L’epidermide ha uno spessore di circa 20-150 ym a seconda della regione
corporea, ad esempio nelle piante dei piedi e nelle palme delle mani e piu
spessa [2]. Gli elementi cellulari pitt numerosi sono i cheratinociti. Man
mano che si allontanano dallo strato basale dell’epidermide, i cheratinociti si
rinnovano cambiando forma, fisiologia e funzione. L’epidermide e costituita
da diversi strati cellulari, partendo dal piu profondo si incontrano lo strato
basale, lo strato spinoso, lo strato granuloso, lo strato lucido e lo strato corneo
[1].

1 derma ha uno spessore compreso fra 1 e 4 mm [2], & ricco di fibroblasti ed
e composto da fibre di collagene e fibre elastiche che conferiscono resistenza
meccanica alla cute. In particolare le fibre di collagene sono responsabili
della resistenza alla trazione e le fibre elastiche del ritorno elastico. In questa
porzione della cute sono presenti gli annessi cutanei, i vasi sanguigni e linfatici
e i nervi.



Introduzione La cute

L’ipoderma, che e lo strato piu profondo, e costituito prevalentemente da
tessuto adiposo. La componente adiposa costituisce un’importante riserva
energetica e consente I’ammortizzamento di traumi e lisolamento termico

1].
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Figura 1.1: Struttura della cute [3].

La cute costituisce un’interfaccia multistrato fra il corpo umano e I'am-
biente esterno ed espleta numerose funzioni. Le pit importanti sono [2]:

Funzione di barriera: offre protezione da microrganismi, agenti mecca-
nici, chimici e termici e dalle radiazioni UV

Funzione di riparazione e adattamento: € in grado di auto-ripararsi e di
cambiare la sua struttura e composizione a seguito di ferite o esposizione
a stress di tipo fisico (es. radiazioni UV), meccanico o termico

Funzione sensoriale: grazie alla presenza di numerosi termocettori, mec-
canocettori e nocicettori e responsabile della percezione delle sensazioni
di calore, pressione e dolore

Funzione termoregolatrice: la produzione di sudore consente la dissi-
pazione di calore e di conseguenza il mantenimento della temperatura
corporea

Funzione immunitaria: le cellule di Langerhans e i linfociti T presenti
nell’epidermide contribuiscono alla protezione da agenti patogeni. Anche
i cheratinociti hanno effetti immunomodulanti perché producono fattori
solubili come citochine e chemochine [4].
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Introduzione La cute

Vista la sua funzione di interfaccia fra il corpo umano e I'ambiente cir-
costante contaminato da numerosi microrganismi, la cute ¢ colonizzata dal
microbiota cutaneo. Il microbiota cutaneo ¢ fondamentale perché protegge
la pelle dalla colonizzazione di microrganismi patogeni, stimola il sistema im-
munitario cutaneo e contribuisce al mantenimento del pH acido della cute.
Inoltre, & coinvolto in numerose patologie cutanee (acne, psoriasi, ecc) ed
esercita un ruolo importante nelle infezioni delle ferite cutanee.

Un adulto sano ¢ colonizzato approssimativamente da 108-10'° microrga-
nismi che sono distribuiti in maniera differente sulla superficie corporea. La
densita di microrganismi varia fra 10?> cm~2 sulla schiena e sui polpastrelli e
10% cm~2 sulla fronte e le ascelle [5].

II microbiota cutaneo e costituito da batteri, funghi (fra cui soprattutto
lieviti) e virus. Gli organismi presenti in maggior quantita sono i batteri, si
trovano almeno 19 phyla batterici e oltre 1000 specie batteriche sulla superfi-
cie della cute. I batteri presenti in maggior quantita sono quelli appartenenti
a quattro phyla in particolare: Actinobacteria (52%), Firmicutes (24%), Pro-
teobacteria (17%) e Bacteroidetes (7%). La composizione dei microrganismi
varia a seconda delle regioni cutanee considerando la localizzazione anatomica,
e il contenuto di umidita [8].

Oltre alle dinamiche naturali che fanno si che questi ecosistemi varino nel
tempo e nello spazio, possono essere applicati due tipi principali di tratta-
menti alla cute che modificano la microflora e la densita delle cellule presen-
ti. La prima tipologia riguarda 1'utilizzo di agenti antimicrobici e ha come
obiettivo la riduzione del numero di microrganismi sulla cute. Questo tipo di
trattamenti e importante nel caso in cui siano presenti ferite croniche perché
generi come Pseudomonas, Staphylococcus e Streptococcus producono fattori
di virulenza e compromettono la guarigione della ferita [6]. La formazione di
biofilm ha un ruolo fondamentale nello sviluppo dei microrganismi e, di con-
seguenza, influenza anche la guarigione delle ferite. I biofilm sono costituiti
da un’aggregazione di microrganismi in una matrice autoprodotta. Questi
microrganismi comunicano tra loro mediante molecole segnale, secondo un
processo noto con il nome di quorum sensing. La matrice € composta da
polisaccaridi, lipidi e proteine; al suo interno essi possono far variare la loro
attivita metabolica e il loro tasso di proliferazione. [8]. In particolare, in
uno studio condotto su topi, si & notato che la presenza di biofilm batterici
di Staphylococcus epidermidis, un batterio normalmente presente sulla cute,
ostacola la riepitelizzazione in una ferita cronica aperta [7]. I biofilm hanno
inoltre effetti deleteri sulla migrazione dei fibroblasti [8].

L’altra tipologia di trattamenti che si possono applicare per modificare la
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Introduzione La cute

microflora cutanea, porta all’aumento del numero di alcuni microrganismi
selezionati che sono ritenuti benefici per la cute. Questo e possibile grazie
all’utilizzo di nutrienti, noti come prebiotici o anche microrganismi viventi,
noti come probiotici [5].

1.1 Le ferite cutanee e il wound healing

Fra tutti i tessuti, la cute ¢ il piu soggetto a eventi che possono causare
lesioni, abrasioni e ustioni. Un danno termico o meccanico puo causare difetti
e discontinuita sull’epidermide portando alla formazione di ferite cutanee.

Il wound healing, o guarigione delle ferite, non ¢ un processo statico e
avviene in quattro fasi che si sovrappongono: emostasi, infiammazione, pro-
liferazione e rimodellamento (Figura 1.2).

La prima di queste ha inizio subito dopo aver riportato la lesione e i fenomeni
che avvengono sono la vasocostrizione e la formazione di un coagulo composto
da trombociti e piastrine in una rete di fibrina. La rete di fibrina ristabilisce
I'omeostasi e forma una barriera contro I'attacco dei microrganismi [9]. Inol-
tre, il coagulo e il tessuto della ferita rilasciano citochine pro-infiammatorie
e fattori di crescita fra cui il fattore di crescita dei fibroblasti (FGF) e il fat-
tore di crescita dell’epidermide (EGF) [10]. I fattori di crescita attraggono
macrofagi, neutrofili, fibroblasti, cellule endoteliali e cellule muscolari lisce,
elementi essenziali per le fasi inflammatoria e proliferativa [11]. Una volta
che il sanguinamento € controllato, e le cellule inflammatorie sono migrate nel
sito della lesione, inizia la fase infiammatoria. L’essudato che viene prodotto
in questa fase fornisce alla ferita un’adeguata umidita ed ¢ il responsabile
del trasporto di cellule infiammatorie [12] [13]. In ordine si ha infiltrazione
di neutrofili, macrofagi e linfociti. I neutrofili puliscono la ferita dai micror-
ganismi e dai residui cellulari e sono responsabili della produzione di specie
reattive dell’ossigeno (ROS).

I macrofagi rilasciano citochine, le quali promuovono la risposta infiamma-
toria richiamando leucociti; eliminano inoltre le cellule apoptotiche e vanno
incontro a una transizione che stimola cheratinociti, fibroblasti e il processo
di angiogenesi [10]. T macrofagi hanno un ruolo importante nella guarigione
della ferita fra i 3 e i 5 giorni [11].

La proliferazione inizia dopo 48 ore dall’insorgere della ferita e puo avere luo-
go fino al quattordicesimo giorno. Il ruolo di questa fase € quello di ridurre
I’area della lesione e include i processi di angiogenesi, formazione di tessuto
fibroso e riepitelizzazione [9]. I protagonisti di questa fase sono i fibroblasti
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Introduzione La cute

e le cellule endoteliali perché supportano la crescita dei capillari, la forma-
zione del tessuto di granulazione e la formazione di collagene. I fibroblasti
infatti, producono collagene, glicosamminoglicani e proteoglicani, che sono i
maggiori componenti della matrice extracellulare (MEC).

A seguito della sintesi di matrice extracellulare e di una proliferazione efficace
inizia il rimodellamento. Questa fase inizia due o tre settimane dopo l'insor-
gere della lesione e puo durare anni. Il suo ruolo é riorganizzare il tessuto in
modo che sia il piu simile possibile a quello fisiologico. Durante questa fase
infatti la densita di vasi sanguigni si riduce tornando alla normalita, la MEC
si rimodella, avvicinandosi all’architettura del tessuto sano, e il tessuto di
granulazione forma una cicatrice che si rimodella nel tempo.

Durante tutto il processo di guarigione la ferita subisce una contrazione me-
diata dai fibroblasti, i quali vanno incontro a un cambiamento fenotipico che
li trasforma in miofibroblasti[9][10][11].

(a)

scab red blood cell
platelet

(b) (c) (d)

macrophage neutrophil

granulation tissue
fibroblast myofibroblast

collagen fiber

| Hemostasis - Ian ' I'n;llieratlr.;r; ' ml'lémod'élln}g
Figura 1.2: Fasi del wound healing [14]

Macroscopicamente, il tempo che impiega una ferita a guarire dipende
da molti fattori fra cui la dimensione della ferita, la sua localizzazione, la
sua profondita, I'eta del paziente e la presenza di altre patologie locali o
sistemiche. Alcuni fattori impediscono un wound healing efficace, fra que-
sti & importante riportare la senescenza dei fibroblasti, una bassa attivita
mitogenica, la presenza di infezioni e la colonizzazione batterica [10].

Le ferite acute, a differenza di quelle croniche, seguono le fasi del wound
healing in maniera ordinata e in tempi rapidi. Le ferite acute sono causate da
ustioni, contusioni e traumi penetrativi, mentre tra le ferite croniche figurano
le ulcere causate dal diabete, ulcere da decubito e ustioni di grande entita.
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Introduzione La cute

Le ferite croniche possono svilupparsi in qualsiasi momento da una ferita
acuta, in particolare se dopo 12 settimane questa non mostra tendenza alla
guarigione [13].

A. Acute Wound

B. Chronic Wound
RNA III Inhibiting .
Peptide

Sei .

cxu.i,lc(cl.c',. Y
_ IL1B,1L-6

,./"\}_é

e . » 7o © . \
o . [ ) . /

Neutrophils  CD8+ T Cell Fibroblast Virus Gram+ Anarobic Gram-
ar” ..... . \:&1)

Thermophile Biofilm

Macrophage  Apoptotic Cell Regulatory T Cell  Fungus  Pathogens (burn) Scafolding

Figura 1.3: Confronto tra ferite acute (A) e ferite croniche (B) e loro
guarigione [§]

Le ferite croniche sono piu difficili da curare perché si forma il biofilm e una
densa popolazione di microrganismi fra cui batteri anaerobi che impediscono
agli antibiotici di raggiungere il letto della ferita. Inoltre, i fibroblasti non
riescono a migrare a causa della presenza del biofilm. Come si puo notare
infatti dalla figura 1.3 si ha un’iperproliferazione dell’epidermide nella zona
circostante la ferita. Nelle ferite croniche si ha quindi un basso numero di
macrofagi e fibroblasti funzionanti: cio impedisce la guarigione della ferita
8].

Per quanto riguardo il microbiota, sulle ferite acute si riscontrano per lo piu
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Introduzione La cute

batteri Gram-positivi e la flora normale della cute, mentre le ferite croniche
sono colonizzate da batteri Gram-negativi [15].

Per aiutare il processo di wound healing possono essere utilizzati diversi
tipi di materiali come wound dressing.
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Capitolo 2

Il wound dressing

I wound dressing, o medicazione delle ferite, indica I'insieme di materiali e
tecniche utilizzati per ricreare le condizioni favorevoli per il wound healing,
proteggendo la cute da ulteriori traumi, e dall’invasione di microrganismi pa-
togeni e favorendo la cicatrizzazione. I materiali utilizzati nel wound dressing
dovrebbero essere in grado di [12][13][15][16]:

e Mantenere un adeguato livello di umidita sul letto della ferita: 1'umi-
dita del letto della ferita e importante per prevenire la morte cellulare
per essiccazione, per creare un ambiente favorevole alla proliferazione
dei fibroblasti e per permettere la riepitelizzazione grazie alla migra-
zione dei cheratinociti attraverso il tessuto di granulazione neoformato.
Tuttavia, se 'umidita e troppo elevata, contribuisce all’aumento della
colonizzazione batterica;

e Rimuovere l'essudato in eccesso: questo previene la macerazione del
tessuto e permette di mantenere un’adeguata umidita e permeabilita
all’ossigeno e al vapore;

e Proteggere la ferita da infezioni: questo e possibile assorbendo gli essu-
dati, minimizzando la contaminazione esterna e rimuovendo il tessuto
necrotico;

o Mantenere un adeguato scambio di gas;

o Garantire elasticita e flessibilita: si favorisce cosi 'adesione alla ferita
e si semplifica il processo di applicazione o rimozione della medicazione
senza causare traumi alla lesione;

15



Stato dell’arte Il wound dressing

o Garantire isolamento termico: insieme all'umidita ¢ importante tene-
re sotto controllo la temperatura cosi che non ci sia una differenza
importante fra temperatura corporea e temperatura della ferita;

o Facilitare la sintesi di collagene e la rigenerazione epiteliale rimuovendo
i fattori che rendono il wound healing difficoltoso;

» Rimuovere il tessuto necrotico (sbrigliamento) dal fondo della lesione per
aumentare la migrazione dei leucociti;

o Non causare allergie;
» Essere biocompatibili e biodegradabili:

I dressing dovrebbero inoltre avere una lunga shelf-life, essere esteticamente
gradevoli e a basso costo. Inoltre, alcune medicazioni possono essere utilizzate
come sistemi a rilascio di farmaco.

Nel momento in cui si seleziona il dressing da applicare, oltre agli aspetti
citati precedentemente, si deve tenere conto della profondita della ferita e
della quantita di essudato effettivamente presente [15]. Inoltre, i tipi di ferite
sono numerosi e presentano sintomi, forme, dimensioni e spessori differenti
tra loro. E quindi importante capire lo scopo che deve avere la medicazione
nelle diverse applicazioni per ottimizzare il processo di wound healing.

2.1 Materiali utilizzati nel wound dressing

I dressing possono essere classificati in tradizionali e avanzati. I primi com-
prendono le garze, il cotone assorbente sterilizzato e i bendaggi e sono i piu
utilizzati a causa del loro basso costo e semplice manifattura. Presentano
pero numerose criticita perché nonostante offrano protezione fisica alla fe-
rita, non la proteggono dalle infezioni. Inoltre, non riuscendo a mantenere
un’adeguata umidita sul letto della ferita, rendono rischioso il processo di
rimozione della medicazione perché la ferita potrebbe essersi asciugata e aver
aderito al dressing [17][18]. I dressing tradizionali non riescono ad adattarsi
ai cambiamenti della ferita o a fornire medicazioni in maniera controllata per
migliorare il processo di guarigione. Sono quindi indicati nella cura di ferite
acute che hanno un wound healing normale. Al contrario, le ferite croni-
che necessitano di medicazioni avanzate che favoriscano i processi riparativi
della ferita [19]. A differenza dei dressing tradizionali, quelli avanzati pren-
dono parte attivamente al processo di guarigione grazie all’attivita biologica
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esercitata da sostanze bioattive che possono essere incorporate nel dressing.
Queste sostanze quando vengono rilasciate agiscono direttamente, pulendo o
rimuovendo il tessuto necrotico, o indirettamente come agenti antimicrobici
o come fattori di crescita che contribuiscono alla rigenerazione del tessuto.
Nel trattamento di ferite croniche questo approccio e preferibile perché puo
migliorare gli esiti della terapia [20]. Si passa cosi da prodotti convenzionali
che non riescono a mantenere un livello adeguato di umidita a materiali reat-
tivi che invece la promuovono [19]. Le medicazioni avanzate sono disponibili
sottoforma di idrocolloidi, schiume, film e idrogeli.

Le medicazioni avanzate possono essere inoltre classificate in primarie e
secondarie. Le medicazioni primarie sono utilizzate a diretto contatto con
il letto della ferita e contribuiscono al processo di guarigione direttamente.
Sono utilizzate con gel e prodotti antibatterici che aiutano a mantenere la
ferita pulita per evitare infezioni indesiderate. Le medicazioni secondarie
servono invece a fissare e supportare le medicazioni primarie [21].

Nei prossimi paragrafi verranno descritti alcuni tipi di medicazioni avan-
zate.

Idrocolloidi Le medicazioni idrocolloidi si ottengono dalla combinazione
di elastomeri e agenti gelificanti come la carbossimetilcellulosa, la pectina
e la gelatina [22]. Si trovano sottoforma di fogli, polveri e paste. I fogli
sono composti da due strati, uno interno colloidale e uno esterno impermea-
bile all’acqua. Sono permeabili al vapore acqueo e impermeabili ai batteri.
Hanno proprieta di sbrigliamento e assorbono 'essudato. Quando vengono
a contatto con l'essudato formano dei gel, offrono un ambiente umido che
protegge il tessuto di granulazione e genera una leggera adesione [15]. 11 gel
che si viene a formare ¢ opaco, impedisce quindi ispezioni della ferita [22].
Alcuni tipi di idrocolloidi come ad esempio il commercializzato Duoderm®,
sono impermeabili all’ossigeno. Questa caratteristica sembra avere effetti
come 'aumento dell’epitelizzazione, la sintesi di collagene e la diminuzione
del pH della ferita che influisce sulla vitalita dei batteri. E stato comunque
dimostrato che I'impermeabilita all’ossigeno e un vantaggio solo nelle prime
fasi della guarigione delle ferite [23].

Gli idrocolloidi si utilizzano in ferite che producono una discreta quantita
di essudati come le ferite traumatiche, le piaghe da decubito e ustioni di lieve
entita. Sono inoltre indicati per 1'uso pediatrico perché non causano dolore
durante la rimozione [22] che di norma deve avvenire ogni 2-4 giorni [15].

17



Stato dell’arte Il wound dressing

Schiume Le medicazioni in schiuma sono semipermeabili e composte da
una parte interna di poliuretano o silicone e uno strato esterno semi-occlusivo.
La parte interna e cio che conferisce a questi dressing la capacita di assorbire
quantitda medio-alte di essudato [17][15]. Lo strato esterno ¢ permeabile al
vapore, puo avere differenti velocita di trasmissione dell’umidita in base alla
manifattura e al tempo stesso riesce a proteggere la ferita dalla penetrazione
di batteri [15]. I dressing in schiuma sono termicamente isolanti, mantengono
la ferita umida ed evitano danni alla ferita nel momento della rimozione [17].
Possono essere aderenti o non aderenti, in quest’ultimo caso devono essere
associati a medicazioni secondarie [18]. Si utilizzano nelle ulcere degli arti
inferiori, in ferite che producono quantita medio-alte di essudati e ferite al di
sopra di prominenze ossee [15][22]. Quando le medicazioni hanno assorbito
una quantita eccessiva di essudato devono essere sostituite [15]. Sono scon-
sigliate per ferite e cicatrici asciutte perché la loro efficacia e basata sulla
presenza di essudati [22].

Film semipermeabili I film semipermeabili sono composti da poliuretano
poroso, sottile, aderente e sono utilizzati come medicazione primaria [18].
Permettono il passaggio di ossigeno, anidride carbonica e vapore, mentre
sono impermeabili ai fluidi e ai batteri [17][18]. Come gli idrocolloidi e gli
idrogeli consentono lo sbrigliamento autolitico.

I film sono elastici e flessibili, si adattano quindi a qualsiasi superficie su cui
vengono applicati e si possono utilizzare sulla cute in corrispondenza delle
articolazioni [18]. Sono inoltre trasparenti, € percio possibile I'ispezione della
ferita anche senza rimuovere la medicazione. Dato il loro basso costo e la loro
versalita, i film poliuretanici vengono utilizzati frequentemente per coprire
ferite chirurgiche [24]. Si utilizzano in generale sulle ferite superficiali che
producono basse quantita di essudato [15]. La loro natura occlusiva infatti,
fa si che I'essudato si raccolga al di sotto della medicazione, portando alla
macerazione dei margini della ferita [24].

Idrogeli Un idrogelo ¢ una rete tridimensionale di polimeri reticolati inso-
lubili in acqua con capacita di ringonfiamento o swelling. Questi gel tridi-
mensionali presentano una notevole capacita di assorbire acqua grazie alla
loro struttura porosa e idrofilica. Riescono ad avere un contenuto d’acqua fi-
no al 99,5% grazie alla presenza di gruppi funzionali idrofilici (-OH, -CONH,
-CONH,-COOH, -SO3H) al loro interno [19][25]. E proprio la loro capaci-
ta di andare incontro a swelling e de-swelling che li rende interessanti nel
campo della medicina rigenerativa, del rilascio controllato di farmaco e della

18



Stato dell’arte Il wound dressing

gestione delle ferite. Nel wound dressing si utilizzano idrogeli in tre forme
diverse [19]:

o Garze impregnate: impiegate per ferite necrotiche profonde;

o Idrogeli in fogli: impiegati per trattare ulcere, piaghe da decubito, ustio-
ni di primo e secondo grado, incisioni chirurgiche. Possono essere tagliati
secondo la forma e la dimensione della ferita. Sono considerati dei dres-
sing avanzati perché facilitano il wound healing perché hanno un effetto
lenitivo, mantengono umido il letto della ferita e fanno da barriera fisica
fra la lesione e I’ambiente circostante. L’effetto lenitivo e di raffredda-
mento fanno si che la temperatura della ferita diminuisca [22]. Altra
caratteristica importante e la trasparenza che permette il monitoraggio
del processo di guarigione;

e Idrogeli amorfi: non avendo una forma prestabilita, si adattano facil-
mente alla forma della ferita e possono essere inseriti nella ferita tramite
I'utilizzo di un applicatore.

I dressing in idrogelo sono adatti a tutti e quattro gli step del wound healing,
sono inoltre non irritanti, non reattivi con il tessuto biologico e permeabili ai
metaboliti [22]. Una limitazione degli idrogeli ¢ quella di non essere aderenti
e di aver bisogno di una medicazione secondaria per rimanere in situ [15].
Questo e al tempo stesso un vantaggio perché permette la rimozione dei
dressing facilmente, senza causare dolore o traumi alla ferita [19]. Data la
loro bassa resistenza, di norma sono ibridizzati con altri polimeri attraverso
interazioni chimiche e fisiche [23].

Gli idrogeli possono essere preparati a partire da polimeri sintetici o natu-
rali. Gli idrogeli sintetici mostrano alte capacita di assorbimento e resistenza,
meccanica maggiore, la loro applicazione ¢ pero limitata dalla loro bassa
biocompatibilita e biodegradabilita. Inoltre nella struttura del gel possono
essere presenti monomeri che non hanno preso parte alla reazione di poli-
merizzazione che possono causare tossicita [26]. Anche alcuni prodotti di
degradazione dei polimeri possono essere dannosi. A questa categoria appar-
tengono gli idrogeli a base di glicole polietilenico (PEG), alcol polivinilico
(PVA) e polivinilpirrolidone (PVP) [19].

Gli idrogeli di origine naturale sono invece biocompatibili, biodegradabili e
con proprieta meccaniche regolabili. A questa categoria appartengono gli
idrogeli a base di polisaccaridi e quelli a base di proteine [26]. I polisaccaridi
che si utilizzano nel wound healing sono il chitosano, la cellulosa, I’alginato e
I'amido [27]. L’alginato ¢ molto utilizzato come materiale per wound dressing.
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E un polisaccaride idrofilico e biocompatibile presente nelle pareti cellulari
delle alghe brune [12]. T dressing in alginato derivano dai sali di sodio e cal-
cio dell’acido alginico e contengono elevate quantita di acido mannuronico e
acido glucuronico [18]. Quando la medicazione viene applicata alla ferita gli
ioni calcio vengono scambiati con gli ioni sodio dell’essudato, formando cosi
un gel di alginato che ¢ altamente assorbente e limita quindi la quantita di
essudato e la contaminazione batterica [15][22]. Gli alginati possono infatti
assorbire una quantita di liquido pari a 15-20 volte il loro peso. Cio li rende
adatti alle ferite che producono grandi quantita di essudati. Al contrario,
utilizzarli su ferite con scarso essudato sarebbe dannoso perché potrebbero
rimanere fibre non gelatinose che potrebbero essere incorporate nel tessuto di
granulazione e rendere la rimozione del dressing difficile e dolorosa [18][24].

Alcuni fra gli idrogeli proteici sono a base di cheratina, seta, soia, zeina,
albumina, caseina e proteine del siero del latte. Esistono anche idrogeli ibridi
che si ottengono combinando gli idrogeli sintetici con quelli naturali. Questa
classe di idrogeli integra le qualita dei due gruppi di materiali e ne modifica le
proprieta chimiche, fisiche e biologiche per adattarli a specifiche applicazioni
[26].

Gli idrogeli possono essere preparati con reticolazioni chimiche o fisiche.
La natura della reticolazione determina la maggiorparte delle proprieta fisico-
chimiche degli idrogeli. Fra i metodi di reticolazione fisica si hanno interazioni
ioniche e di Van der Waals, legami idrogeno fra catene e formazione di copoli-
meri anfifilici. Anche i cristalli possono agire come centri fisici di reticolazione
delle catene polimeriche. Questo tipo di reticolazione avviene in condizioni
blande di temperatura e pressione e con semplici procedure di purificazione
perché non si utilizza nessun agente chimico reticolante. Proprio per questo
si ottengono idrogeli non tossici e biocompatibili [19].
La reticolazione chimica prevede la formazione di legami covalenti che rendo-
no la rete tridimensionale molto resistente. La sintesi puo avvenire tramite
polimerizzazioni a catena, irraggiamento utilizzando radiazioni ad alta ener-
gia (raggi gamma o fasci elettronici), reticolazioni UV e reticolazioni per
reazioni chimiche fra gruppi funzionali laterali. Queste ultime avvengono
tramite la formazione di legami covalenti fra i gruppi funzionali (-COOH,
-NH,, OH) presenti sui polimeri idrofilici [19].
Per ottenere gli idrogeli ibridi si effettua un graffaggio di polimeri naturali su
quelli sintetici o viceversa. I polimeri aggraffatti reticolano fra loro formando
la rete tridimensionale. In alternativa si puo far reticolare una miscela di
polimeri naturali e sintetici [26].

Dato che la velocita di degradazione dell’idrogelo puo essere modificata,
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il materiale puo essere utilizzato come carrier di sostanze biologicamente
attive [17]. Cio li rende interessanti per creare medicazioni biocomposite che
rilascino sostanze antimicrobiche per migliorare il processo di wound healing
e proteggere le ferite dal rischio di infezioni.

2.2 Idrogeli a base di proteine

Negli idrogeli proteici le proteine sono di origine naturale, o preparate per vie
biosintetiche [26]. Le proteine possono essere classificate in fibrose o globula-
ri in base alla loro struttura terziaria e hanno forma, dimensione, funzioni e
solubilita differenti. Le proteine fibrose sono caratterizzate da un unico tipo
di struttura secondaria e le loro catene polipeptidiche sono disposte in fasci
paralleli tra loro. Cio conferisce forza e mobilita alla proteina. Sono inoltre
insolubili in acqua. Le proteine globulari invece sono caratterizzate da piu
tipi di strutture secondarie e sono costituite da lunghe catene polipeptidiche
ripiegate in strutture sferiche grazie alla formazione di ponti disolfuro, legami
idrogeno, legami ionici e legami idrofobici fra gli amminoacidi della catena
polipeptidica. Sono solubili in acqua. Una delle proteine che appartiene al
primo gruppo e il collagene. Al secondo gruppo appartengono invece le pro-
teine della soia, del glutine di frumento e del siero del latte.

Gli idrogeli a base di proteine mostrano migliori proprieta meccaniche rispet-
to a quelli polisaccaridici grazie alla capacita di formare un grande numero di
legami intermolecolari [28]. Le proteine possono essere utilizzate per formare
idrogeli grazie a trattamenti enzimatici, fisici come raffreddamento, riscal-
damento o alta pressione e chimici come acidificazioni e aggiunta di sali.
L’unfolding della struttura della proteina e ’aggregazione nella rete del gel
costituiscono il principale processo di gelificazione. La rete del gel puo esse-
re stabilizzata utilizzando reticolazioni covalenti o non covalenti (interazioni
elettrostatiche, idrofobiche, legami idrogeno). Tutte le proteine possono re-
ticolare specialmente grazie a due gruppi funzionali: i gruppi carbossilici e
i gruppi amminici che si trovano rispettivamente all’estremita C-terminale e
N-terminale [26] e si uniscono per formare il legame peptidico attraverso una
reazione di condensazione. Un altro meccanismo di reticolazione delle protei-
ne ¢ la formazione di ponti disolfuro (-S-S-) fra i gruppi tiolici (-SH) presenti
nei residui di cisteina. Per modificare la resistenza meccanica e la stabilita
termica di un idrogelo a base di proteine si puo far reticolare chimicamente,
modificando le sue proprieta meccaniche e la velocita di degradazione [26].
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Gli idrogeli a base di proteine sono molto utilizzati nel food packaging gra-
zie alla loro abilita di formare film facilmente, grazie al fatto che consentono
di modificare le proprieta meccaniche e grazie alla loro trasparenza e al fatto
che prevengano il passaggio di umidita e di gas. Offrono inoltre protezione
fisica al prodotto e se caricati con agenti antimicrobici, sono protettivi nei
confronti di microrganismi. [28]. Tutte queste caratteristiche sono ugual-
mente auspicabili in un materiale utilizzato nel wound dressing. Gli idrogeli
hanno interessanti applicazioni anche come carriers nel drug delivery e per
questo il comportamento di swelling degli idrogeli ¢ stato ampiamente stu-
diato variando la concentrazione di whey proteins (WP), il valore del pH del
medium di swelling, il pH della soluzione di WP prima della gelificazione
e la presenza di coating di alginato sulla superficie degli idrogeli a base di
WP. La presenza di questo coating fa diminuire notevolmente la diffusione
del solvente e il rilascio della sostanza incapsulata nell’idrogelo [29].

Il metodo piu utilizzato per la realizzazione degli idrogeli proteici e 1'e-
vaporazione di solvente. Il metodo di evaporazione di solvente, o solvent
casting, parte dalla preparazione di una sospensione acquosa di proteine al-
le quali si aggiunge un agente plastificante. La sospensione dalla quale si
formera il film, viene stesa su una superficie come ad esempio la piastra di
Petri e si lascia evaporare il solvente in condizioni ambiente o con il controllo
dell’umidita relativa. I film possono essere essiccati anche usando aria calda,
infrarossi o microonde. La morfologia, la funzione di barriera e le proprieta
meccaniche degli idrogeli sono fortemente influenzate dal metodo di essicca-
zione [26].

2.2.1 Le proteine del siero del latte

Il latte contiene due famiglie di proteine: le caseine e le proteine del siero del
latte, in inglese whey proteins (WP). Le prime costituiscono 1’'80% in peso
del totale, sono insolubili in acqua e si ottengono dal latte scremato tramite
precipitazione isoelettrica o tramite coagulazione del caglio. In entrambi i
casi come sottoprodotto di queste reazioni si ottiene il siero del latte [30], il
quale contiene circa la meta delle sostanze solide presenti originariamente nel
latte. Fra queste sostanze si trovano il lattosio, le vitamine solubili in acqua, i
minerali e le proteine del siero del latte. Le proteine del siero del latte appar-
tengono alla famiglia delle proteine globulari, hanno un contenuto notevole
di alfa eliche e gli amminoacidi acidi e basici, e quelli idrofilici e idrofobici al
loro interno, sono distribuiti equamente nella catena polipeptidica [31].
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Le WP si ottengono da processi di ultrafiltrazione, di centrifugazione o
di filtrazione a seguito di precipitazione termica. Le caratteristiche dei pro-
dotti a base di WP dipendono dalla materia prima del siero, dall’origine del
latte (bovino, caprino o ovino), dalla collocazione nella stagione, dal tipo di
alimentazione e dalla fase della lattazione [30].

Si utilizzano per incapsulare molecole nei sistemi a rilascio e come microsfe-
re per ritardare il rilascio di composti bioattivi permettendo di raggiungere
I'intestino proteggendoli dal pH acido dello stomaco. [32]. La produzione
mondiale di queste proteine e aumentata molto grazie ai miglioramenti nel-
le tecnologie a membrana e a scambio ionico che hanno reso piu facile il
recupero di WP con le caratteristiche desiderate [30].

Le WP vengono classificate in proteine del siero concentrate (WPC), pro-
teine del siero isolate (WPI) e proteine del siero idrolizzate (WPH). Le WPC
hanno una concentrazione tipicamente compresa fra il 50 e 1’85 % su base
secca, le WPI fra il 90 e il 98% [31]. Le WPH derivano dall’idrolisi del le-
game peptidico e sono quindi costituite da un numero maggiore di peptidi
corti e cio le rende piu stabili termicamente, meno allergeniche, con proprieta
emulsionanti e di gelificazione diverse e piu costose [33].

Fra le proteine del siero del latte le piu importanti sono:

« La §-Lattoglobulina (5-Lg). Questo tipo di proteina rappresenta il
10-12% del totale delle proteine del latte e circa il 50% delle WP. E
sintetizzata dalla ghiandola mammaria ed ¢ presente nel latte di gran
parte dei mammiferi, ma non in quello umano. Contiene 162 residui
amminoacidici e ha un peso molecolare di 18,3 kDa [34]. La presenza
di gruppi tiolici (-SH) nei residui di cisteina permette la stabilizzazione
della struttura quaternaria delle g-lattoglobuline. Inoltre, la presenza di
un gruppo -SH libero in posizione CYS-121 ¢ fondamentale per la gelifi-
cazione delle WP e la formazione di film. In seguito alla denaturazione
termica che avviene a 78 °C in un tampone fosfato (0,7 M, pH 6), si ha
polimerizzazione, formazione di ponti disolfuro e di legami non covalenti
come legami a idrogeno e interazioni di Van der Waals [36].

o La a-Lattoalbumina (a-La). La a-lattoalbumina nel latte bovino
rappresenta il il 3,5% del totale delle proteine del latte e il 20% delle
WP ed e sintetizzata dalla ghiandola mammaria. Nel latte umano, vista
la mancanza della §-Lg, rappresenta la proteina piu abbondante [34].
Contiene 123 residui amminoacidici, ha un peso molecolare di 14,2 kDa
e il suo punto isolettrico si trova a pH 4,8. Cio rende la proteina ca-
ratteristica per la sua acidita. Fra i 123 amminoacidi si ha una grande
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quantita di amminoacidi essenziali e quattro residui di triptofano che
fanno si che la a-La venga considerata un nutraceutico [31].

La struttura della a-La ¢ stabilizzata dalla presenza di quattro legami
disolfuro e dalla presenza di un sito affine agli ioni calcio che serve a tene-
re insieme i due domini della proteina: un’alfa elica e un foglietto beta.
La presenza del calcio ¢ fondamentale per il refolding della proteina in
caso di denaturazione [35]. La digestione della a-La da parte di enzimi
proteolitici come la tripsina e la chimotripsina permette la formazione
di peptidi battericidi soprattutto nei confronti di batteri Gram-positivi.
Questa proteina ha anche un effetto soppressivo nei confronti del rilascio
di citochine proinfiammatorie [31].

» La sieroalbumina bovina (BSA) . La BSA nel latte bovino rappre-
senta il 1,5% del totale delle proteine del latte e I'8% delle WP. Non
¢ sintetizzata dalla ghiandola mammaria, ma ¢ trasportata nel latte da
una fuoriuscita dal flusso sanguigno [34]. E costituita da 582 amminoa-
cidi e ha quindi un peso molecolare di 66,267 kDa [31]. Quando non &
denaturata ¢ in grado di legarsi agli acidi grassi e a ioni metallici [34].
Come le §-Lg la gelificazione inizia con la formazione di un ponte di-
solfuro. Dal punto di vista biologico presenta proprieta antitumorali,
antiossidanti ed ¢ fonte di amminoacidi essenziali [31].

+ Le immunoglobuline (IGs). Le immunoglobuline, o anticorpi, nel lat-
te e nel colostro sono componenti importanti per il sistema immunitario.
Le immunoglobuline principali nel latte sono le IgG, le IgA e le IgM le
quali hanno rispettivamente un peso molecolare di circa 160 kDa, circa
370 kDa e 900-1000 kDa [34].

Fra le WP si trovano altre proteine presenti in concentrazioni minori, al
massimo di 300 mg/L. Fra queste ci sono la lattoferrina (LF), 'osteopontina
e la lattoperossidasi.

« La lattoferrina (LF): ¢ importante per le sue proprieta antibatteriche e
batteriostatiche. Puo essere considerata batteriostatica grazie alla sua
abilita di legare il ferro libero che ¢ fondamentale per la crescita dei
batteri. La sua attivita antimicrobica previene lo sviluppo dell’infiam-
mazione e i conseguenti danni ai tessuti dovuti al rilascio di citochine
proinflammatorie e di specie reattive dell’ossigeno (ROS)[31].

o L’osteopontina: svolge numerosi ruoli nell’angiogenesi, nell’infiamma-
zione, nell’apoptosi e nel wound healing [34]. L’osteopontina e anche
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presente come proteina della matrice extracellulare ed e coinvolta in
molti processi cellulari. Durante la fase infiammatoria nel wound hea-
ling, 1'osteopontina ¢ espressa dai neutrofili e i macrofagi, provoca il

reclutamento e la proliferazione di fibroblasti e aiuta la deposizione di
MEC e collagene [37].

» La lattoperossidasi (LP): costituisce lo 0,5% delle proteine del siero del
latte [34]. Il sistema LP-tiocianato-perossido di idrogeno agisce contro
diversi microrganismi: batteri Gram-negativi e Gram-positivi, virus e
funghi [31].

Oltre alle proprieta menzionate precedentemente, le proteine del siero del
latte sono in grado di formare film. I tratti che distinguono le WP da altri
biopolimeri utilizzati per la formazione di film sono la loro natura anfifilica,
le cariche elettrostatiche e il cambiamento nella loro conformazione a seguito
di denaturazione. Fra i fattori che influenzano la conformazione delle WP ci
sono la densita di carica e ’equilibrio fra sostanze idrofiliche e idrofobiche

Affinché si formi un film e necessario che avvenga la gelificazione. La ge-
lificazione ¢ il risultato di interazioni chimiche e fisiche che si creano fra le
molecole delle WP. Fra le interazioni chimiche si ha la formazione di ponti
disolfuro, fra quelle fisiche le interazioni elettrostatiche e idrofobiche. Per
destabilizzare le proteine si possono aggiungere sostanze chimiche, cambiare
la carica netta, aumentare la pressione idrostatica, riscaldare o raffredda-
re. Questi processi inducono la denaturazione delle proteine portandole ad
aggregarsi e a formare un gel [30].

La formazione di film a base di WP si basa sulla denaturazione termi-
ca delle proteine in soluzione acquosa fra 80°C e 90°C. Il calore modifica
la struttura tridimensionale delle proteine, causando 'esposizione di gruppi
tiolici interni alla struttura e gruppi idrofobici. Si promuove cosi la formazio-
ne di legami disolufuro intermolecolari e interazioni idrofobiche al momento
dell’essiccamento. A seguito della denaturazione termica, si procede con la
disidratazione che di norma avviene fra i 21 °C e i 23°C e al 50% di umidita.
Il processo di essiccamento deve essere controllato perché cambiamenti nelle
condizioni porterebbero alla variazione della cinetica e del meccanismo di
formazione dei film [30].

Per applicazioni nel food packaging e consigliabile incorporare nei film a
base di WP, degli agenti antimicrobici che inibiscano la crescita di micror-
ganismi patogeni. Di solito queste sostanze vengono aggiunte durante la
formazione della matrice, ma a volte la loro efficienza potrebbe diminuire a
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causa di interazioni con componenti della matrice stessa [30]. La scelta di
incorporare agenti antimicrobici nei film a base di WP ¢ condivisibile anche
per applicazioni nel wound healing perché la ferita, durante la rigenerazione,
deve essere protetta dall’attacco di patogeni.

2.2.1.1 1l ruolo degli agenti plastificanti

Per la formazione dei film & necessario incorporare degli agenti plastificanti
che sono in grado di modificare le proprieta chimiche, fisiche e meccaniche
dei film, la loro forza di adesione e la loro permeabilita. In particolare,
I’addizione di agenti plastificanti consente di diminuire la fragilita dei film
rendendoli piu flessibili. Anche 'acqua potrebbe essere utilizzata a questo
scopo. Il rischio € pero che venga persa facilmente durante la disidratazione
in condizioni di bassa umidita relativa [30].

Di norma sono utilizzati per questo scopo dei polioli, come il sorbitolo e
il glicerolo che formano legami idrogeno. Si hanno cosi interazioni con il po-
limero che interrompono i legami polimero-polimero e portano all’aumento
dello spazio intermolecolare. Le molecole dell’agente plastificante si posizio-
nano fra quelle del polimero influenzando cosi la flessibilita, la durezza e la
resistenza alla lacerazione [30].

La resistenza meccanica dei film a base di WPI diminuisce all’aumenta-
re della concentrazione di plasticizzante. L’effetto del plasticizzante sulla
deformazione del film ¢ maggiormente visibile nel caso in cui si utilizzi gli-
cerolo piuttosto che sorbitolo. La maggiorparte dei plasticizzanti e idrofilico
e igroscopico. Cio permette ’assorbimento di grandi quantita d’acqua. L’a-
bilita di legarsi all’acqua e l'effetto plasticizzante dipendono dalla forma e
dalla dimensione delle molecole, dal numero di atomi di ossigeno e dalla loro
distanza all’interno della molecola. L’aggiunta di plasticizzanti idrofilici au-
menta inoltre la permeabilita dei film ai gas. L’effetto e visibile soprattutto
in condizioni di elevata umidita relativa [30].

2.2.1.2 Effetti del pH nei film a base di WP

La gelificazione delle proteine dipende dalla carica netta che a sua volta ¢
dipendente dal pH dell’ambiente dove avviene la gelificazione. Se il pH e
vicino al punto isoelettrico (pl) della maggiorparte delle WP (intorno a 5),
la carica netta si avvicina a zero e si ha aggregazione. A valori di pH maggiori
o minori, invece, si manifesta una carica netta che provoca repulsione. Questi
effetti sono visibili in figura 2.1 [30].

26



Stato dell’arte Il wound dressing

1 pH ha anche effetti sullo swelling ratio (SR). Lo SR si valuta negli idro-
geli per quantificare il valore di liquido che puo essere assorbito dal materiale
e si calcola dopo aver misurato la massa del gel bagnato (my,) e del gel secco
(md).

SR = (my —mg)/mq (2.1)

Solution Transparent gel Opaque gel Turbid gel

Figura 2.1: Influenza del pH e della forza ionica nella gelificazione dei film
[30]

Lo swelling dell’idrogelo e regolato dalla ionizzazione dei gruppi carichi
negativamente. Quando il pH ¢ minore del pl, si ha un piccolo aumento dello
SR perché ci sono pochi gruppi amminici deprotonati nelle catene peptidiche
e il numero di cariche positive e limitato. Quando il pH e vicino al pl non c’e
repulsione elettrostatica fra le catene e si ha il minimo valore di SR. Quando
invece il pH e maggiore del pl, si ha un numero elevato di gruppi carichi
negativamente che porta a un aumento dello SR perché un valore elevato
di pH implica un maggiore numero di cariche superficiali e una maggiore
forza repulsiva. Questo comportamento e illustrato nella figura 2.2 tratta dal
lavoro di Gunasekaran et al. [25]. Nel lavoro ¢ stata valutata la variazione
dello SR al variare pH del medium dove & avvenuto lo swelling (swelling
medium), mantenendo costante la concentrazione di WPC al 15%.

2.2.1.3 Proprieta fisico-chimiche dei film a base di WP

Per capire in quale ambito possono essere utilizzati i film a base di WP si
devono valutare le proprieta di barriera (permeabilita al vapore e ai gas), le

27



Stato dell’arte Il wound dressing

proprieta meccaniche e ottiche dei film.

e Permeabilita al vapore: la natura idrofilica delle proteine del siero del
latte limita la capacita di formare film con buone proprieta di barriera
per 'umidita. Al tempo stesso, la permeabilita al vapore, evita la con-
densazione di vapore al di sotto del film, che potrebbe essere causa di
crescita e proliferazione di microrganismi. Per ridurre la permeabilita
al vapore si potrebbero aggiungere composti idrofobici all’interno della
struttura del film.

La presenza di agenti plasticizzanti aumenta la permeabilita all’acqua.
Il glicerolo mostra le migliori proprieta di barriera all’'umidita [30].

e Permeabilita all’ossigeno: € minore rispetto ai film sintetici, ma maggio-
re rispetto ai film a base di collagene, proteine della soia e del glutine
di frumento [30]. Una bassa permeabilita all’ossigeno & pero vantag-
giosa nelle fasi iniziali del wound healing perché permette di aumentare
'epitelizzazione e la sintesi di collagene [23].

e Proprieta meccaniche: dipendono dalle condizioni in cui si forma il film.
In assenza di agenti plastificanti i film sono fragili e rigidi. Aggiungen-
do plasticizzanti diventano piu flessibili e deformabili, diventando piu
adattabili a diverse superfici [30].

e Proprieta ottiche: hanno maggiore trasparenza rispetto ad alcuni tipi di
film a base di polimeri sintetici. L’aggiunta di altri composti potrebbe
perdo diminuire la trasparenza dei film. Cio non avviene nel caso di
aggiunta di glicerolo perché ¢ un composto trasparente [30].

2.2.1.4 Proprieta biologiche dei film a base di WP

I film a base di WP sono ottimi candidati per applicazioni biomediche perché
sono biodegradabili, biocompatibili e non tossici nei confronti di fibroblasti
e cheratinociti. In uno studio di Gilbert et al. [38] sono state effettuate
colture cellulari di fibroblasti e cheratinociti al di sopra di film a base di
proteine del siero del latte. Sono stati testati due tipi diversi di film: uno a
base di WPI con dietilenglicole (DEG), etilenglicole (EG) e glicerolo come
agenti plastificanti, I’altro a base di S-lattoglobuline con glicerolo come agente
plastificante.

I risultati di questo studio hanno dimostrato che i cheratinociti e i fibro-
blasti aderivano indifferentemente sul substrato di controllo e sui substrati a
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Figura 2.2: SR di gel a base di WPC con swelling medium a pH (5.1, 5.7,
6.2, 6.8, 7.2, e 10.0) e concentrazione di WPC al 15% [25].

base del film proteico dimostrando la loro non tossicita. Si e osservata anche
crescita e proliferazione di fibroblasti e cheratinociti. Questi ultimi iniziavano
anche a produrre una struttura stratificata, ottenendo una morfologia simile
a quella cutanea. Risultati simili si erano ottenuti utilizzando come substra-
to proteine della matrice extracellulare denaturata, sottolineando cosi che
questi film possono essere utilizzati come superficie per le colture cellulari.

Lo studio ¢ stato condotto da Rouabhia et al. [32] e sono stati ottenuti
risultati positivi anche nelle valutazioni in vivo. In particolare dopo 15 giorni
dall’applicazione del film sul ceppo Balb/C di topi da laboratorio, si ¢ notato
che non si era formato tessuto necrotico. Cio € un’ulteriore prova della non
tossicita di questi materiali. E stata valutata anche la biodegradabilita dopo
30 e 60 giorni. La biodegradazione & avvenuta per erosione e sbriciolamen-
to. Un possibile fattore che ha portato alla biodegradazione ¢ la presenza di
leucociti infiltrati a causa dell’infiammazione.

E stata valutata anche immunogenicitd di questi film misurando il peso
della milza dei dopi dopo 30 e 60 giorni dall’impianto dei film. La milza e
responsabile della produzione di globuli rossi e alcuni tipi di globuli bianchi
e fa parte del sistema immunitario e del sistema linfatico. Proprio per que-
sto in presenza di infezioni si ingrandisce. Non si sono riscontrati aumenti
significativi nel peso della milza e cido ha portato a concludere che i film a
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base di WP non sono immunogenici.
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Capitolo 3

Agenti antimicrobici

Gli agenti antimicrobici hanno contribuito negli anni al controllo di infezio-
ni. La parola antimicrobico deriva dal greco: anti significa contro, mikros
piccolo e bios vita. Si tratta quindi di agenti che uccidono microrganismi o
inibiscono la loro crescita. Gli agenti antimicrobici sono sostanze naturali,
semisintetiche o sintetiche che uccidono o inibiscono la crescita di microrgani-
smi senza causare danni all’ospite. Possono essere classificati in antibatterici,
antivirali, antifungini e antiprotozoari [39]. Parlando invece di antibiotici, ci
si riferisce a sostanze che agiscono esclusivamente contro i batteri inibendone
la crescita e la proliferazione.

Gli agenti antibatterici possono avere effetti battericidi o batteriostatici. Si
parla di battericidi quando uccidono i batteri, mentre batteriostatici se ne
inibiscono la crescita. Questi effetti sono mostrati in figura 3.1.

Le infezioni delle ferite rappresentano la maggiore causa di ritardo nel-
la guarigione, per questo € necessario trovare l'antimicrobico piu adatto
all’applicazione. Gli agenti antimicrobici utilizzati nelle ferite dovrebbero
soddisfare i seguenti requisiti [41]:

« Non essere tossici e sicuri da utilizzare sulla cute lesionata;

o Non causare reazioni allergiche;

e Avere un effetto antimicrobico ad ampio spettro e duraturo;

e I microrganismi non devono sviluppare resistenza all’antimicrobico.

La resistenza agli antimicrobici rappresenta una delle maggiori sfide nel
campo della medicina. Basti pensare che la resistenza agli antimicrobici po-
trebbe portare alla morte di 10 milioni di persone all’anno entro il 2050 [42].
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Figura 3.1: Confronto fra effetto batteriostatico (a) ed effetto battericida (b)
sull’andamento della crescita batterica [40].

Questo problema ¢ dovuto all’utilizzo eccessivo e inappropriato di antibioti-
ci, specialmente nei paesi in via di sviluppo, a causa del basso costo e della
facile reperibilita [43]. Nei batteri, le mutazioni casuali possono conferire la
resistenza agli antibiotici. Tali mutazioni, grazie alla ricombinazione geni-
ca, diffondono rapidamente nelle popolazioni batteriche. Considerando che i
batteri, quando le condizioni sono ottimali, si riproducono molto velocemen-
te, in tempi relativamente brevi tutta la popolazione diventa resistente a un
determinato antimicrobico.

Per limitare il problema della resistenza agli antimicrobici, nel wound hea-
ling & preferibile utilizzare antimicrobici topici piuttosto che sistemici. Gli
antimicrobici topici si distinguono in disinfettanti, antisettici, antibiotici e
antimicrobici di origine naturale. I disinfettanti riescono ad eliminare tutti i
tipi di microrganismi, tuttavia non possono essere applicati nei tessuti vivi a
causa della loro tossicita.

Gli antisettici sono sostanze chimiche che possono essere utilizzate sulla cute
intatta, su ferite aperte e sulle mucose per impedire la crescita e lo sviluppo
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di microrganismi [44]. Alcuni antisettici utilizzati sono:

e La clorexidina: ha un’attivita battericida veloce e contro un ampio spet-
tro di batteri. Agisce danneggiando la membrana cellulare, modifican-
done la permeabilita e facendo fuoriuscire i componenti cellulari [41].
Agisce contro batteri Gram-positivi, Gram-negativi, virus e funghi [44].

e Lo iodoprovidone: i suoi effetti antimicrobici derivano dal rilascio di io-
dio dalla molecola di iodoprovidone. Lo iodio € tossico nei confronti dei
microrganismi perché si lega in maniera irreversibile con i residui di ti-
rosina delle proteine, interferisce con la formazione di legami idrogeno
fra alcuni amminoacidi e acidi nucleici, ossida i gruppi tiolici e reagisce
con i siti di insaturazione dei lipidi. L’utilizzo dello iodoprovidone pre-
senta pero numerosi svantaggi perché rallenta il wound healing inibendo
I’aggregazione dei fibroblasti, la migrazione di leucociti e inducendo la
morte cellulare. Agisce contro batteri Gram-positivi, Gram-negativi,
alcune spore batteriche, lieviti e virus [44].

o Il perossido di idrogeno (H205): si utilizza nell’irrigazione delle ferite e
il suo effetto ¢ di breve durata. La sua azione ¢ dovuta al fatto di essere
un agente ossidante. Produce radicali liberi che reagiscono con lipidi,
proteine e acidi nucleici. Agisce su un ampio spettro di batteri, con
un maggiore effetto sui Gram-positivi. A basse concentrazioni favorisce
la guarigione, mentre se si supera la concentrazione di 10-50 mM si
potrebbe avere un danneggiamento delle cellule nel letto della ferita e la
distruzione delle cellule limitrofe [41][44].

o Nanoparticelle di argento: hanno una dimensione variabile fra 1 e 100
nm e grazie alla loro elevata area superficiale esercitano un efficace effet-
to antimicrobico [44]. L’argento metallico in ambiente acquoso rilascia
ioni argento (Ag™), i quali sono i responsabili dell’attivita antimicrobi-
ca. Gli ioni Ag™ si legano ai componenti carichi negativamente nelle
proteine e negli acidi nucleici provocando cambiamenti strutturali nelle
pareti e nelle membrane cellulari dei batteri. Interagiscono in particolare
con le ammine, i fosfati, gli ossidrili, i gruppi tiolici, sia singolarmente
che in combinazione cosi da provocare numerosi danneggiamenti contem-
poraneamente. Gli ioni argento che si legano al DNA bloccano la tra-
smissione, quelli che si legano alla superficie della cellula interrompono la
respirazione cellulare e la sintesi di ATP [45]. Le nanoparticelle di argen-
to agiscono contro lieviti, virus e batteri Gram-positivi, Gram-negativi,
compresi quelli multiresistenti [44].
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Gli antibiotici, rispetto agli antisettici, hanno uno spettro di azione piu stret-
to perché il loro meccanismo di azione e specifico per pochi batteri. I mi-
crorganismi inoltre sviluppano maggiore resistenza nei confronti di questi
antimicrobici rispetto agli antisettici. Un esempio di antibiotici utilizzati nel
wound healing € la Mupirocina che ¢ un acido grasso corto prodotto dalla
fermentazione di Pseudomonas fluorescens e serve per contrastare le infezio-
ni cutanee da Stafilococco. Agisce inibendo la sintesi batterica di RNA e
proteine [44].

Per quanto riguarda gli agenti antimicrobici naturali, viene molto utilizzato
il miele, il quale agisce contro batteri Gram-positivi e Gram-negativi. Il mie-
le ¢ un fluido viscoso, igroscopico con basso pH e alta osmolarita e contiene
un’alta concentrazione di zuccheri e numerose sostanze naturali. L’attivita
antimicrobica del miele e frutto sia della sua alta osmolarita e acidita, sia
della presenza del perossido di idrogeno e di componenti non-perossidi come
il metilgliossale e la defensina-1 [44].

Per ovviare al problema della resistenza agli antimicrobici, una possibilita
e quella di utilizzare come agenti antimicrobici le nanoparticelle di alcuni
metalli. Nel paragrafo successivo saranno descritte le proprieta di questa
classe di antimicrobici.

3.1 Nanomateriali

Le nanoparticelle (NPs) agiscono nei confronti di microrganismi patogeni se-
condo tre meccanismi diversi: inducendo stress ossidativo, rilasciando ioni
metallici e attraverso meccanismi non ossidativi. In particolare distruggono
la membrana cellulare dei batteri, generano ROS, penetrano la membrana
cellulare, inducono effetti antibatterici intracellulari interagendo con il DNA
e le proteine. Il fatto che l'attivita antimicrobica delle nanoparticelle se-
gua diverse vie biologiche, fa si che lo sviluppo della resistenza sia molto
improbabile perché dovrebbero avvenire pitt mutazioni contemporaneamente
(39].

Si definiscono nanomateriali quei materiali che presentano almeno una del-
le tre dimensioni compresa fra 1 e 100 nm. Presentano proprieta uniche dal
punto di vista elettronico, ottico, magnetico e meccanico e la loro elevata
area superficiale riesce a garantire migliori interazioni con le cellule [39][46].

Fra le nanoparticelle inorganiche piu utilizzate troviamo quelle a base di me-
talli o ossidi di metalli come Ag, Cu, CuO, ZnO, TiOs,Fe304, MgO. Queste
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NPs hanno una significativa attivita antibatterica, ma al tempo stesso pre-
sentano elevata citotossicita. Per questo motivo vengono spesso incapsulate
in materiali biocompatibili e biodegradabili come ad esempio il chitosano
[48]. Un altro tipo di materiali noti per la loro attivita antimicrobica sono
le nanostrutture di carbonio. Fra queste si trovano i fullereni, i nanotubi di
carbonio, il grafene e il diamond like carbon [49].

Le nanoparticelle a base di metalli o ossidi di metalli per espletare la loro
funzione antibatterica devono venire a contatto con le cellule batteriche. Le
interazioni che possono avvenire sono l'attrazione elettrostatica, le forze di
Van der Waals e le interazioni idrofobiche. Le NPs attraversano la mem-
brana influenzando la forma e la funzione della stessa. Inoltre, interagiscono
con i componenti della cellula batterica portando a stress ossidativo, cam-
biamenti nella permeabilita, disordini nell’equilibrio elettrolitico, inibizione
degli enzimi, disattivazione di proteine e cambiamenti nell’espressione genica
[46].

I meccanismi d’azione principali delle nanoparticelle a base di ossidi me-
tallici sono [46]:

e Lo stress ossidativo: e indotto dalle specie reattive dell’ossigeno. La

produzione di ROS avviene a causa di difetti e vacanze di ossigeno nella
struttura cristallina. In condizioni normali la produzione e l'elimina-
zione di ROS nelle cellule batteriche si bilanciano. Se invece si ha una
produzione eccessiva di ROS si favorisce 1'ossidazione. Questo sbilancia-
mento porta a stress ossidativo che danneggia i componenti della cellula
batterica.
In base al tipo di NP che si prende in considerazione vengono prodotti
quattro tipi diversi di ROS: I'anione superossido (O3 ), il radicale os-
sidrile (-OH), il perossido di idrogeno (H2O3) e l'ossigeno singoletto
(O2).

« Il rilascio di ioni metallici: gli ioni metallici sono rilasciati dagli ossidi dei
metalli e assorbiti dalla membrana cellulare. Questi interagiscono con i
gruppi funzionali delle proteine e degli acidi nucleici come i gruppi tiolici,
amminici e carbossiclici inibendo 'attivita enzimatica, danneggiando la
parete cellulare e influenzando i normali processi fisiologici delle cellule
batteriche.

¢ Meccanismi non ossidativi: si ha una diminuzione del metabolismo de-
gli amminoacidi, dei carboidrati e dei nucleotidi nella cellula batterica.
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Questi effetti non sono correlati alla perossidazione lipidica dovuta allo
stress ossidativo.

L’effetto antimicrobico delle nanoparticelle ¢ influenzato da[46]:

Dimensione: le NPs di piu piccola dimensione hanno maggiori aree su-
perficiali. Cio aumenta la probabilita di entrare in contatto e passare
attraverso la membrana cellulare. Sono inoltre piu reattive perché una
maggiore area superficiale implica I'esposizione di piu siti attivi.

Forma: esistono NPs di diverse forme che provocano effetti differenti.
La forma influenza I’area superficiale e di conseguenza la solubilita delle
NPs nei medium acquosi e il rilascio di ioni metallici. Le NPs di forma
triangolare mostrano maggiori interazioni con la membrana cellulare dei
batteri e hanno quindi una maggiore attivita antibatterica rispetto alle
NPs sferiche o ai nanorod [50].

Carica superficiale: a causa dell’attrazione elettrostatica fra le NPs cari-
che positivamente e la membrana cellulare carica negativamente, le NPs
con carica positiva vengono adsorbite piu facilmente dalla superficie bat-
terica. Le NPs cationiche sono inoltre responsabili della produzione di
un maggior numero di ROS [46].

Drogaggio: dato che un limite delle NPs ¢ la loro aggregazione, diverse
ricerche si sono concentrate sulla modificazione delle NPs per preveni-
re 'aggregazione e per permettere la dispersione in ambienti acquosi e
media idrofilici. Il drogaggio ¢ un buon metodo anche per regolare le in-
terazioni fra nanoparticelle e batteri. Ad esempio, drogando le nanopar-
ticelle di ossido di zinco con fluoro si € notata una maggiore produzione
di ROS e quindi un maggiore danno alle cellule batteriche [46].

Condizioni ambientali: il pH, la pressione osmotica del medium influen-
zano la carica superficiale, I'aggregazione e la solubilita delle NPs. Ad
esempio ¢ stato dimostrato che la diminuzione del pH causa una mag-
giore velocita di dissoluzione delle nanoparticelle di ossido di zinco (ZnO
NPs) che comporta migliori proprieta antimicrobiche.

3.2 L’ossido di zinco

L’ossido di zinco (Zn0O) ¢ un materiale utilizzato in molte applicazioni gra-
zie alle sue elevate stabilita chimica e fotostabilita e alle sue basse tossicita,
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biocompatibilita e attivita antimicrobica. Le sue proprieta ottiche e pie-
zoelettriche fanno si che venga utilizzato come materiale nei nanosensori e
in device nanoelettronici. Nel settore biomedicale ¢ molto utilizzato come
agente antitumorale e antibatterico e come carrier in applicazioni di drug
delivery [51].

3.2.1 Proprieta e strutture cristalline

L’ossido di zinco € un materiale inorganico del gruppo semiconduttori II-VI.
A temperatura ambiente si presenta sotto forma di solido bianco ed € comple-
tamente insolubile in acqua. E caratterizzato da un’energia di legame di 60
meV e un energy gap di 3,3 eV a temperatura ambiente. L’ampio energy gap
ha effetti significativi sulla conducibilita elettrica e sull’assorbimento ottico.
Lo ZnO ¢ un semiconduttore di tipo n e, se drogato con altri metalli, aumen-
ta la sua conducibilita. Possiede un’elevata attivita catalitica e fotochimica,
e assorbimento ottico nel'UVA (315-400 nm) e nel’UVB (280-315 nm), che
lo rendono adatto in applicazioni cosmetiche per la protezione dai raggi UV.
Presenta inoltre notevoli proprieta antibatteriche e antifungine [52].

Lo ZnO cristallizza in tre forme diverse: la wurzite, la zincoblenda e sal-
gemma (Figura 3.2). La wurzite ¢ la forma termodinamicamente stabile a
temperatura ambiente. Ha una struttura esagonale con parametri di cella
a=0,325 nm, ¢=0,521 nm e un rapporto c¢/a pari a 1,6, molto vicino al valore
ideale della cella esagonale (c¢/a = 1,633). Schematicamente si rappresenta
come un numero di piani alternati di zinco e ossigeno disposti intorno all’asse
c. Ogni Zn?*t & circondato da quattro atomi di ossigeno che si dispongono ai
vertici di un tetraedro e viceversa [52].

3.2.2 Metodi di sintesi

Le ZnO NPs si trovano sottoforma di strutture unidimensionali, bidimensio-
nali e tridimensionali. Fra le strutture unidimensionali si hanno nanoeliche,
nanoaghi, nanorod, nanotubi, nanofili. Fra le bidimensionali si riscontrano
nanofogli e nanopellet e fra le tridimensionali nanoparticelle a forma di fiori
o fiocchi di neve [54]. Le diverse strutture, forme e dimensioni si ottengono
con metodi di sintesi diversi.

I metodi di sintesi possono essere suddivisi in:

e Metodi fisici: fra questi si annoverano I’evaporazione termica, l’ablazione
laser e la deposizione fisica da fase vapore. Nella maggior parte dei
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Figura 3.2: (a) Strutture cristalline dello ZnO (salgemma, zincoblenda,
wurtzite) [52] (b) Dettaglio struttura cristallina della wurtzite [53].

metodi fisici di sintesi si ottengono tassi di produzione di NPs elevati e
si utilizzano quindi nei processi industriali [55].

e Metodi chimici: si suddividono in metodi a fase liquida, a fase vapore e a
fase solida, in base allo stato fisico in cui avvengono. I piu frequentemen-
te utilizzati sono quelli a fase liquida perché permettono di controllare
i parametri del processo per ottenere nanoparticelle con specifica com-
posizione, forma e dimensione. Le microemulsioni, la sintesi sol-gel, i
metodi idrotermali e la precipitazione appartengono a questa categoria
di metodi di sintesi. Per rendere il processo piu green ed economico, per
la sintesi delle nanoparticelle si puo utilizzare 'acqua [55].

e Metodi biologici: rappresentano un’alternativa ai metodi fisici e chimici.
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Rispetto ai metodi chimici non richiedono l'utilizzo di solventi organi-
ci e tossici, sono ecosostenibili e permettono un controllo della forma e
dimensione delle NPs. Per i metodi biologici si devono selezionare gli
organismi piu adatti e le condizioni ottimali per far avvenire la sintesi.
Fra questi metodi si distinguono sintesi mediate da microrganismi (bat-
teri, lieviti, funghi) e mediate da piante. Per la biosintesi mediata da
microrganismi si utilizzano sia eucarioti sia procarioti e la sintesi puo es-
sere intracellulare o extracellulare [51]. Per quella mediata dalle piante,
la produzione di NPs avviene tramite la riduzione del metallo a opera
di flavonoidi, terpenoidi e polisaccaridi [55].

3.2.2.1 Sintesi per precipitazione

I metodi di sintesi per precipitazione prevedono la riduzione rapida e spon-
tanea di una soluzione di sale di zinco, utilizzando un agente riducente, se-
guita dalla precipitazione di un precursore di ZnO dalla soluzione. In seguito
si ha un ulteriore step in cui il precursore viene sottoposto a trattamen-
ti termici e a macinatura per rimuovere le impurezze [54]. I sali di zinco
utilizzati di solito sono il nitrato di zinco (Zn(NOs)sy), 'acetato di zinco
(Zn(CH3COO)sq - 2H50) e il solfato di zinco (ZnSOy4 - THyO). Questi vengo-
no fatti reagire con agenti basici come l'idrossido di ammonio (NH4OH) e
l'idrossido di sodio (NaOH).

Di seguito si riporta un esempio di sintesi per precipitazione utilizzata da
Wahab et al. per la produzione di microfiori di ZnO composti da nanorod
esagonali [56].

ZD(CH3COO)2 -2H50 + 2NaOH — ZD(OH)Q + 2CH3COONa + 2H50
Zn(OH)s + 2H,O — Zn(OH),> + 2H*
ZH(OH)42- — 7Zn0O + H2O + 20H"

Queste reazioni spiegano il meccanismo di crescita dei nanorod di ZnO esa-
gonali tramite la formazione di Zn(OH), e successivamente di Zn(OH),%. In
una soluzione acquosa con pH superiore a 9, si ha una parziale dissoluzione
di Zn(OH), per formare complessi di Zn(OH)4%, i quali rappresentano le basi
per la formazione della struttura cristallina di ZnO [56].

La sintesi per precipitazione deve avvenire controllando il pH, la tempe-
ratura e il tempo di precipitazione per ottenere nanoparticelle della forma e
dimensione desiderata.
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3.2.3 Attivita antimicrobica dello ZnO

Le nanoparticelle di ossido di zinco sono usate come agenti antibatterici in
creme, unguenti, lozioni e coating. Presentano effetti antifungini e antibatte-
rici contro batteri Gram-positivi (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epi-
dermidis) e Gram-negativi (FEscherichia coli). L’effetto antibatterico varia
in funzione della diversa composizione della parete cellulare dei batteri (Fi-
gura 3.3), la quale & responsabile del mantenimento della pressione osmotica
e della forma della cellula. La parete cellulare dei Gram+ ¢ costituita da
uno spesso strato (20-80 nm) di peptidoglicano, mentre quella dei Gram- &
costituita da un sottile strato di peptidoglicano (7-8 nm) e una membrana
esterna composta da lipopolisaccaridi (LPS), nella parte esterna, e da fosfo-
lipidi nella parte interna. Le nanoparticelle riescono a oltrepassare lo strato
di peptidoglicano [57]. Non ¢ ancora chiaro quali siano le interazioni fra le
NPs e la cellula batterica, infatti alcuni studi sostengono che il fatto che lo
strato di peptidoglicano dei Gram- sia piu sottile fa si che la rottura della
membrana cellulare avvenga piu facilmente. Altri studi evidenziano invece
una maggiore difficolta a penetrare la cellula dei batteri Gram- a causa della
presenza della membrana esterna.

Outer membrane
|

Peptidoglycan Peptidoglycan
N < | B .
; | N EI / ,

Periplasm

1
cytoplasmic _ cytoplasmic
membrane Gram-Positive membrane

Bacteria

Gram-Negative
Bacteria

Figura 3.3: Struttura della parete cellulare dei batteri Gram- e Gram+ [58].

Rispetto ad altre nanoparticelle a base di ossidi di metalli (MgO, TiO9,Al;Os3,
CuO), le ZnO NPs presentano effetti antimicrobici maggiori nei confronti di
S. aureus, anche nei confronti del ceppo resistente alla meticillina (MRSA).
Questo dimostra l'efficacia delle NPs anche contro ceppi batterici che hanno
sviluppato resistenza agli antibiotici [47].

L’attivita antimicrobica delle ZnO NPs dipende dalla dimensione delle na-
noparticelle e dalla loro concentrazione. Infatti ¢ migliore con NPs di piccola
dimensione, ad alta concentrazione e con una maggiore area superficiale [55].
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Esistono diversi meccanismi secondo i quali le ZnO NPs espletano la loro
funzione antimicrobica: la produzione di ROS, il rilascio di ioni Zn*, le
interazioni elettrostatiche fra la parete batterica e le ZnO NPs, 'accumulo di
Zn0O NPs all’interno delle cellule batteriche e il danneggiamento meccanico
delle cellule batteriche (Figura 3.4).

ACCUMULATION OF NPs INTO
BACTERIA CELL

ROS FORMATION

Zn2+  InZ+
Zn2+ Zn2+ v v
ZINC IONS RELEASE INTO THE ELECTROSTATIC
GROWTH MEDIA INTERACTIONS

Figura 3.4: Meccanismi che determinano l’antimicrobicita delle ZnO NPs
[55].

Produzione di ROS La produzione fotocatalitica di ROS in presenza di
acqua e ossigeno rappresenta uno dei piu efficaci meccanismi di azione anti-
batterica nelle ZnO NPs. Le ROS (ione superossido, perossido di idrogeno e
ione idrossido) nel momento in cui vengono internalizzate nella cellula batte-
rica comportano la distruzione di componenti cellulari come lipidi, proteine

e DNA [52].
41



Stato dell’arte Agenti antimicrobici

Come visto nelle sezioni precedenti, lo ZnO e un semiconduttore con ener-

gy gap pari a 3,3 eV ed e quindi costituito da una banda di valenza (VB) e
una banda di conduzione (CB). Quando lo ZnO in soluzione acquosa viene
eccitato da una radiazione fotonica di energia (hv) superiore a 3,3 eV, I'ener-
gia viene assorbita dagli elettroni (¢7). Gli elettroni eccitati lasciano la banda
di valenza e si spostano nella banda di conduzione, lasciando delle lacune ca-
riche positivamente (h') nella banda di valenza. La coppia elettrone-lacuna
da origine a reazioni di ossidoriduzione con 'acqua e 1’ossigeno.
A livello delle lacune avviene 'ossidazione delle molecole d’acqua che portano
alla formazione di radicali liberi « OH e di ioni H. Gli elettroni della banda
di conduzione provocano la riduzione delle molecole di ossigeno che vengono
trasformate in ioni superossido (e Oy7). Gli ioni superossido reagiscono con
gli ioni H™ e formano i radicali liberi ¢ HO3, che quando collidono con gli
elettroni generano anioni idroperossido (HOg™). Gli anioni HO5™ a loro vol-
ta reagiscono con gli ioni HT e producono il perossido di idrogeno (HyOs).
Questi meccanismi sono illustrati in figura 3.5 [57].

% Reactive Oxygen Species

T . . * ¥
0z 0:+H —HO2 + e-—> HO2 + H —H20:

bandgap
33eV

H20 OH'+ H
Figura 3.5: Produzione di ROS [57].

Gli ioni superossido e idrossido non penetrano nella cellula a causa della
carica negativa della membrana, rimangono tuttavia sulla superficie esterna
della cellula batterica. Potrebbero pero essere prodotti all’interno della cel-
lula qualora le nanoparticelle riuscissero a penetrarla. Al contrario, HoO9 at-
traversa la parete cellulare batterica portando a danneggiamenti della cellula
che potrebbero condurla alla morte [52].

Le ROS possono essere prodotte anche senza esposizione alla luce, tuttavia
si ¢ notato che l'attivita antibatterica migliora a seguito dell’esposizione ai
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raggi UV perché si ha una maggiore produzione di ROS [57].

Rilascio di ioni Zn?t Un altro meccanismo che determina I’antimicrobi-
cita delle nanoparticelle a base di ossido di zinco ¢ il rilascio di ioni Zn?* in
un medium che contiene sia batteri che nanoparticelle. Questo effetto e pero
limitato dall’insolubilita di ZnO in acqua che impedisce una distribuzione di
ioni zinco nel medium e limita l'attivita antimicrobica [52]. In condizioni
acide pero le nanoparticelle dissolvono e producono ioni zinco [57]. Il mec-
canismo di rilascio di Zn?* ¢ influenzato dalle proprieta fisico-chimiche delle
particelle (porosita, dimensione e morfologia) e dalle condizioni in cui avvie-
ne il rilascio di Zn?*, in particolare in base al pH del medium, a un’eventuale
illuminazione UV, al tempo di esposizione e la presenza di altri elementi [52].

Gli ioni Zn?* hanno un effetto significativo sul metabolismo del batterio
perché inibiscono i meccanismi di trasporto attivo di membrana e alcuni degli
enzimi chiave per il processo di glicolisi, portando all’esaurimento di ATP
e alla conseguente morte cellulare [59]. Gli ioni Zn?' inibiscono l'attivita
degli enzimi causando dei cambiamenti nella conformazione dell’enzima o
delle deformazioni nel suo sito attivo [50]. Gli ioni zinco causano inoltre il
danneggiamento della parete e della membrana cellulare e ne cambiano la
permeabilita. Questo porta quindi a un aumento della probabilita che le
nanoparticelle penetrino la cellula batterica [55].

Interazioni elettrostatiche Le interazioni elettrostatiche fra la parete
batterica e le nanoparticelle portano al danneggiamento dell’integrita cel-
lulare. La superficie cellulare ¢ carica negativamente, mentre le ZnO NPs in
sospensione hanno carica positiva. Si creano quindi delle forze elettrostati-
che che portano alla formazione di legami fra le nanoparticelle e la superfi-
cie batterica, provocando il danneggiamento della membrana cellulare e la
conseguente internalizzazione di ZnO NPs [52].

Accumulo di ZnO NPs all’interno delle cellule batteriche L’ingresso
delle ZnO NPs nella cellula batterica puo avvenire per diffusione, attraverso
i canali di membrana [60]. Una volta che le nanoparticelle sono all’interno
del batterio causano danni ai componenti cellulari.

Danneggiamento meccanico Le nanoparticelle di ossido di zinco presen-
tano proprieta abrasive a causa dei difetti superficiali. Fra questi si riscon-
trano difetti di natura chimica, spigoli e angoli che influenzano le proprieta
antibatteriche, causando un danno meccanico alla parete cellulare [52]. I
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danni meccanici della parete cellulare causano modificazioni alla morfologia,
cellulare, fuoriuscita di organelli e strutture intracellulari e ingresso di NPs
all’interno della cellula batterica [60].

3.2.4 Influenza della forma e della dimensione delle
ZnO NPs

In base al metodo di sintesi con cui vengono preparate, le nanoparticelle pos-
sono avere diverse forme e dimensioni che influenzano I’attivita antibatterica
in maniera differente. La forma delle nanoparticelle ha effetti sul meccani-
smo di internalizzazione. Ad esempio nanorod e nanofili penetrano la parete
cellulare molto piu facilmente rispetto alle nanoparticelle di forma sferica
[52].

Per quanto riguarda la dimensione delle NPs, numerosi studi hanno ri-
portato che una minore grandezza delle nanoparticelle consente di ottenere
proprieta antimicrobiche migliori perché una dimensione minore consente piu
facilmente I'ingresso delle NPs all’interno della cellula batterica. Inoltre, le
NPs di piu piccole dimensioni presentano una maggiore area interfacciale, la
quale & responsabile dell’esposizione di un gran numero di siti attivi [52].

In uno studio di Kaushik et al. [61] si ¢ pero riscontrato che mentre I'atti-
vita antibatterica migliora con ZnO NPs di piccole dimensioni, la crescita di
fibroblasti € pit evidente con nanoparticelle di piu grandi dimensioni. An-
drebbe quindi trovato un compromesso per poter applicare efficacemente le
nanoparticelle di ZnO nel wound healing.

Nel dettaglio Kaushik et al. hanno praticato un processo di annealing
delle ZnO NPs per provocare un aumento delle loro dimensioni, passando
quindi da NPs con dimensioni dei grani di 15 nm a NPs con dimensioni dei
grani pari a 55 nm. La dimensione aumenta con l'annealing perché la cre-
scita dei cristalli viene favorita dall’esposizione alla temperatura per lunghi
periodi. Cio permette alle NPs di saldarsi e formare cosi particelle di piu
grosse dimensioni.

Tramite un microscopio a fluorescenza, gli studiosi hanno notato che i fibro-
blasti aderiscono e proliferano al di sopra delle ZnO NPs di tutte le dimen-
sioni senza modificare la propria morfologia. Si nota pero che all’aumentare
della dimensione delle NPs si ha maggiore adesione e proliferazione. All’au-
mentare della dimensione delle NPs, le cellule formano delle strutture con
le nanoparticelle sulle superfici delle stesse, ottenendo quindi una maggiore
adesione fra i fibroblasti e le ZnO NPs. Le NPs quindi fungono da substrato
per l'adesione e la proliferazione cellulare. Con le NPs di minori dimensioni
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e invece prevalente il fenomeno di assorbimento cellulare delle ZnO NPs e
quindi si ha minor proliferazione.

3.2.5 Bionanocompositi a base di ZnO

Nel foodpackaging, come nel wound dressing, € importante la realizzazione
di materiali biocompositi composti da film e idrogeli, incorporati con ZnO
NPs. Si riescono cosi a sfruttare le proprieta di barriera dei film e le pro-
prieta antimicrobiche delle ZnO NPs limitandone la tossicita [48][62]. Un
biomateriale ideale utilizzato per il wound dressing dovrebbe avere proprieta
antinflammatorie e antibatteriche, senza causare tossicita alle cellule ospiti.
Dovrebbe inoltre migliorare il processo di wound healing. Quando le NPs
metalliche sono incorporate in idrogeli a matrice polimerica, la loro tossicita
¢ ridotta e la loro efficacia ¢ maggiore perché si riesce ad avere un rilascio
controllato. Quindi 'utilizzo di materiali biocompositi permette di avere la
stessa efficacia con dosi minori di ZnO e a minimizzare gli effetti indesiderati
[63]. In letteratura si trovano molti esempi di questi materiali biocompositi.

Raguvaran et al. [63] hanno realizzato degli idrogeli a base di alginato di
sodio e gomma di acacia caricati con ZnO NPs (SAGA-ZnO NPs). I polimeri
alginato di sodio e gomma di acacia sono efficaci nel processo di guarigio-
ne della ferita, sono inoltre biocompatibili e biodegradabili. Le ZnO NPs
presentano invece proprieta antibatteriche e antinfiammatorie e accelerano
la guarigione di ferite croniche e acute. Gli effetti di citotossicita sono stati
valutati nelle cellule mononucleate del sangue periferico (PBMC) di cavallo
e cellule Vero. Rispetto al caso di utilizzo di sole ZnO NPs si ¢ osservato
un notevole decremento della citotossicita. Questo non e andato a intaccare
le proprieta antibatteriche delle nanoparticelle, infatti si € notato un consi-
derevole alone di inibizione nelle colture del batterio Gram- Pseudomonas
aeruginosa. Un altro aspetto che conferma l'efficacia di questo tipo di ma-
teriali biocompositi e la proliferazione di fibroblasti. Invece utilizzando solo
ZnO NPs non incorporate nella matrice polimerica si era invece notata una
tossicita nei confronti dei fibroblasti.

Mohandas et al.[64] hanno effettuato uno studio sull’utilizzo di bendaggi
biocompositi a base di alginato e ossido di zinco nelle ferite infette. Anche
in questo caso gli effetti sono stati positivi. Per prima cosa e stata valutata
la capacita emostatica di questi biocompositi e si e notato che la capacita di
formare coaguli dell’alginato non era variata dopo l'aggiunta di ZnO NPs.
Inoltre, gli effetti antimicrobici dei biocompositi con concentrazione di ZnO
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NPs al 5% e 7,5% contro MRSA hanno evidenziato il potenziale dei biocom-
positi per trattare ferite infette. Si € notato che la vitalita dei fibroblasti
con basse concentrazioni (0,1%, 0,5%) di ZnO NPs era ancora elevata e com-
parabile con il controllo di solo alginato. La vitalita tuttavia diminuiva nel
corso del tempo a causa della generazione di ROS da parte delle ZnO NPs.
Sono necessari quindi ulteriori studi per comprendere la tossicita in vivo e il
meccanismo di wound healing.
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Capitolo 4

Materiali e metodi

4.1 7ZnO nanostrutturato

4.1.1 Materiali

I reagenti utilizzati nella sintesi per precipitazione sono: 1’idrossido di po-
tassio (KOH), lacetato di zinco diidrato (CH3COO)2Zn - 2H50), il metano-
lo (CH30H). 11 KOH utilizzato ¢ prodotto da Merck e ha purezza >85%,
CH3CO0)yZn - 2H,0 e CH30H) da Sigma-Aldrich e ha purezza >98%.

Le prove antimicrobiche sono state effettuate sull’ossido di zinco commer-
ciale prodotto da Sigma-Aldrich con purezza >99%.

4.1.2 Metodi per la caratterizzazione dello ZnO

4.1.2.1 Diffrattometria a raggi X

La diffrattometria a raggi X (XRD) € un metodo di analisi non distruttivo
utilizzato nella caratterizzazione dei solidi cristallini per ottenere informazio-
ni sulla cristallinita del materiale, sulla dimensione dei grani, sulla struttura
del materiale e sulle fasi che lo costituiscono.

In questo lavoro di tesi lo strumento utilizzato per I’analisi e stato PANAly-
tical X'Pert Pro (Cu Ko radiation) diffractometer. Il campione da analizzare
e stato realizzato polverizzando finemente lo ZnO ed é stato successivamente
posizionato sull’apposito supporto per effettuare ’analisi, la quale e avvenuta
in un intervallo di valori di 20 compreso fra 10° e 80°.
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4.1.2.2 Analisi di fisisorbimento di azoto

L’analisi di fisisorbimento di azoto serve a quantificare I’area superficiale del
materiale, la dimensione media dei pori e il volume poroso. Cio e possibile
attraverso l'analisi della quantita di gas adsorbito dalla superficie del mate-
riale. L’analisi permette di ottenere un’isoterma di adsorbimento attraverso
la quale e possibile valutare i suddetti parametri. Esistono sei tipi di iso-
terme di adsorbimento, secondo la classificazione IUPAC (Figura 4.1), che
permettono di stabilire la tipologia di porosita del materiale.

I I I
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g 1V v VI
Relative pressure

Figura 4.1: Isoterme di adsorbimento secondo la classificazione I[UPAC [65].

Lo strumento utilizzato ¢ Quantachrome AUTOSORB-1. IlI campione,
costituito da 100 mg di ZnO, ¢ stato inizialmente sottoposto a un processo di
degasaggio per 2 ore a 150 °C per consentire la rimozione di specie adsorbite
sulla superficie. In seguito, dopo aver portato la temperatura a 77 K e
aver inserito il cilindro contenente il campione in una trappola di azoto, e
stata avviata la misurazione dell’isoterma di adsorbimento, dalla quale sono
stati ricavati i valori dell’area superficiale specifica e della distribuzione dei
pori. I valori dell’area superficiale sono stati ottenuti con il modello Brauner-
Emmet-Teler (BET) selezionando il range di pressioni relative 0,04-0,01. Il
modello Barret-Joyner-Helenda (BJH) ¢ stato invece utilizzato per ottenere
la distribuzione dei pori.
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Figura 4.2: Dettaglio di Quantachrome AUTOSORB-1 durante la fase di
degasaggio (a) e con trappola di azoto (b).

4.1.2.3 Microscopia a Scansione Elettronica a emissione di campo

La microscopia a Scansione Elettronica (SEM) a emissione di campo consente
di ottenere immagini a elevati ingrandimenti per valutare la morfologia di
un materiale. Il segnale si ottiene da elettroni secondari che provengono
dall’interazione fra il fascio di elettroni generato dallo strumento e il materiale
analizzato. Nei microscopi a scansione elettronica i materiali da analizzare
devono essere conduttivi, altrimenti gli elettroni rimarrebbero intrappolati
nel materiale e si creerebbe un campo elettrico che respingerebbe gli elettroni
in arrivo portando alla registrazione di un segnale errato. Per evitare questo
inconveniente i campioni vengono ricoperti da un sottile strato di materiale
conduttivo.

Lo strumento utilizzato in questo lavoro e il FESEM ZEISS MERLIN e
le immagini registrate hanno un ingrandimento pari a 5000, 25000, 25000 X.
Il campione di ZnO in questo caso e stato ricoperto da un sottile strato di
platino prima della registrazione delle immagini.
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4.2 Valutazione dell’attivita antimicrobica di
ZnO commerciale

Per la valutazione dell’attivita antimicrobica dello ZnO commerciale in so-
spensione con PBS, & stato utilizzato il metodo basato sulla macro diluizione
in brodo (metodo di Broth macro-dilution) effettuato in provette tipo Ep-
pendorf di capacita 2 mL. Questo ¢ un metodo quantitativo, utilizzato per
determinare l’attivita antimicrobica in vitro. E un metodo particolarmente
adatto per la determinazione della concentrazione minima inibitoria (MIC).
Questo valore e definito come la minima concentrazione di antimicrobico
necessario a inibire la crescita dei microrganismi [69].

In questo lavoro di tesi si ¢ usata come riferimento la procedura standard
CLSI M07-A9 per batteri aerobi e sono stati testati il Gram+ S.epidermidis
(LMG 10474) e il Gram- E.coli (LMG 08063) mantenuti su terreno solido
Mueller Hinton Agar (MHA).

Preparazione dell’inoculo standardizzato Per preparare I'inoculo stan-
dardizzato si € partiti da una coltura batterica cresciuta sul terreno solido
Mueller Hinton Agar (MHA). La coltura batterica e stata fatta crescere per
12 ore in un incubatore alla temperatura di 37°C, nel caso di S.epidermaidis,
e di 20°C nel caso di E.coli. Trascorse le 12 ore, ¢ stata preparata una
sospensione di cellule batteriche in acqua.

Tramite 1'utilizzo dello spettrofotometro LAMBDA 465 UV /Vis Spectro-
photometer, si & poi valutata la densita ottica a 600 nm (ODggg) e le sospen-
sioni sono state opportunamente diluite per ottenere un valore di ODgg pari
a 0,5. Per ottenere un inoculo corrispondente a 10° Unita Formanti Colo-
nie per mL (UFC/mL), le sospensioni sono state ulteriormente diluite di un
fattore 10.

Preparazione delle sospensioni di ZnO Sono state preparate sospen-
sioni di ZnO commerciale in tampone fosfato salino (PBS) a pH 7.4 alle
concentrazioni di 15000 pg/mL e 7500 pg/mL prendendo come riferimento il
lavoro di Leone et al. [70].

Per favorire la dispersione dello ZnO nella sospensione ed evitare aggrega-
zione fra particelle, la sospensione e stata sottoposta a sonicazione per 1 ora
all’interno di un bagnetto a ultrasuoni alla frequenza di 35 Hz.
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Allestimento dei campioni Per entrambe le tipologie di batteri testati
sono state allestite tre provette Eppendorf di capacita 2 mL. Una di queste
contiene il controllo biotico, le altre due i campioni biotici alle concentrazioni
di ZnO commerciale di 15000 pg/mL e 7500 pg/mL. Ogni provetta contiene
un volume di 500 mL cosi ripartito:

« Controllo biotico:

— 50 mL di inoculo standardizzato corrispondente al 10% del volume
totale;

— 225 mL di terreno liquido di coltura MHB doppiamente concentrato;

— 225 mL di PBS sterile.
« Campione contenente ZnO a concentrazione 15000 pg/mL:

— 50 mL di inoculo standardizzato corrispondente al 10% del volume
totale;

— 225 mL di terreno liquido di coltura MHB doppiamente concentrato;

— 225 mL di sospensione di ZnO in PBS a concentrazione 30000 pg/mL.
« Campione contenente ZnO a concentrazione 7500 pg/mL:

— 50 mL di inoculo standardizzato corrispondente al 10% del volume
totale;

— 225 mL di terreno liquido di coltura MHB doppiamente concentrato;

— 225 mL di sospensione di ZnO in PBS a concentrazione 15000 pg/mL.

Il terreno di coltura e doppiamente concentrato, cosi come le sospensioni di
Zn0O in PBS, affinché al momento dell’allestimento dei campioni, si ottenga
la concentrazione desiderata di ZnO in PBS.

Prima di inserire le sospensioni di ZnO nei campioni, queste vengono sotto-
poste all’azione di un agitatore vortex. Questo passaggio garantisce ’assenza
di sedimenti di ZnO sul fondo delle provette.

Una volta preparati i campioni, questi vengono incubati per 24 ore alla
temperatura di 20°C per FE.coli e 37°C per S.epidermidis. L’incubatore viene
impostato con velocita di 200 rpm. Le provette Eppendorf, come mostrato
in figura 4.3, vengono posizionate in modo che la rotazione sia piu efficace
per garantire 1’agitazione dei campioni.
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Figura 4.3: Posizionamento delle Eppendorf all’interno dell’incubatore.

Preparazione delle piastre Trascorse le 24 ore vengono preparate 11
diluizioni seriali (da 10! a 1071!) del controllo biotico e dei campioni biotici.
La prima diluizione si effettua con 100 pL di controllo biotico e 900 pL
di acqua distillata. Lo stesso procedimento si utilizza nel caso dei campioni
biotici. 100 mL di liquido colturale cosi diluito vengono inoculati nelle piastre
di Petri su terreno MHA.

Le piastre di Petri vengono incubate per 24 ore a 20°C per E.coli e a 37°C
per S.epidermidis.

Conta microbica Dopo le 24 ore si puo procedere alla conta microbica
delle colonie presenti sulle piastre per determinare le UFC/mL. Le UFC/mL
vengono valutate cosi:

UFC/mL = (n-Fp)/v (4.1)

In questa equazione Fp rappresenta il fattore di diluizione, v il volume
inoculato sulla piastra (100 mL) e n il numero di colonie contate.

4.3 Materiali utilizzati nella preparazione di
film a base di WP

In questo lavoro di tesi sono stati sviluppati film a base di proteine del siero
del latte. In particolare e stato utilizzato il concentrato proteico ®Milei 80.
Queste WPC sono solubili e hanno un pH compreso fra 6,3 e 6,7. Sono state
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ricavate dal siero del latte per ultrafiltrazione o con il metodo di spray drying.
Nella tabella 4.1 e stata sintetizzata la composizione del concentrato proteico

®Milei 80.

Quantita di proteine

min. 80%

Quantita di lattosio

min. 8,5%

Quantita di polvere

min. 4%

Quantita di grasso

min. 7%

Umidita

min. 5%

Tabella 4.1: Proprieta del concentrato ®Milei 80.

Per realizzare i film si sfrutta la denaturazione termica delle proteine che
permette la formazione di ponti disolfuro e la conseguente reticolazione. Co-
me solvente si e utilizzata acqua distillata e una soluzione 1,5 M di idrossido
di sodio per regolare il pH della sospensione proteica. Gli agenti plastificanti
utilizzati sono stati i polioli glicerolo e sorbitolo. Sono stati inoltre preparati

film a base di WP contenenti ZnO NPs.
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Capitolo 5

Risultati e discussione

5.1 Ossido di zinco di sintesi

5.1.1 Sintesi dello ZnO nanostrutturato

Per la sintesi di ZnO nanostrutturato e stato utilizzato un metodo chimico di

precipitazione e come riferimento si ¢ preso il lavoro di Mitra et al. [66]. Al

fine di ottenere un’adeguata quantita di materiale prodotto, Le le quantita

di reagenti sono state pero raddoppiate rispetto alla procedura originale [66].
Per la sintesi sono stati seguiti i seguenti step:

1. Sono stati disciolti 14,8 g di KOH in 64 mL di CH30H e 29,5 g di

2. Le due soluzioni sono state miscelate a temperatura ambiente utilizzan-
do un agitatore magnetico (Figura 5.1a) e la soluzione cosi ottenuta
stata sottoposta ad agitazione a 60°C per 72 ore con riflusso. Il riflus-
so consente di mantenere costante il volume di metanolo che altrimenti
evaporerebbe a 60°C. Per farlo avvenire, si collega la miscela a un con-
densatore ad acqua, il quale permette il raffreddamento del metanolo e
la sua conseguente condensazione.

Il contenitore con la miscela ¢ inserito in un bagno d’olio che viene ri-
scaldato e la cui temperatura viene monitorata attraverso un sensore di
temperatura (Figura 5.1b);

3. Al termine delle 72 ore, il prodotto ottenuto e stato sottoposto a 3 cicli di
centrifugazione e lavaggio con metanolo. La centrifugazione ¢ avvenuta
a 4000 rpm per una durata di 30 minuti. Il lavaggio e stato effettuato
per rimuovere i residui di KOH.
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4. 1l prodotto e stato essiccato in stufa per 24 ore alla temperatura di 50°C;

5. Il prodotto ottenuto e stato polverizzato per procedere alle caratteriz-
zazioni e per poter effettuare le prove antimicrobiche. L’aspetto della
polvere di ZnO ¢ mostrato in Figura 5.2.

(a) Miscelazione delle sospensioni (b) Miscela sottoposta a riflusso
attraverso ’agitatore magnetico

Figura 5.1: Dettagli della sintesi di ZnO.

Figura 5.2: Polvere di ZnO.
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Al termine della sintesi si sono ottenuti circa 7g di materiale.

5.1.2 Caratterizzazione dello ZnO nanostrutturato

5.1.2.1 Diffrattometria a raggi X

Lo spettro ottenuto dall’analisi XRD e mostrato in figura 5.3. I picchi di
diffrazione sono stati riscontrati per valori di 26 pari a 31,83°, 34,5°, 36,32°,
47,53°, 56,62°, 62,94°, 66,52°, 68,14°, 68,88°, 72,61°, 76,97° e corrispondono
rispettivamente ai riflessi dei piani (100), (002), (101), (102), (110), (103),
(200), (112), (201), (004) e (202). 1l pattern di diffrazione mostra che il
campione di ZnO di possiede struttura esagonale wurzitica [66]. Inoltre,
I’assenza di altri picchi suggerisce che non siano presenti altre fasi cristalline
nel materiale [67].

2500 . . . |

(101)

2000

Intensita (u.a.)
o
o
o
(100)
(002)

1000 -

500

20 (%)

Figura 5.3: Spettro XRD di ZnO nanostrutturato
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5.1.2.2 Analisi di fisisorbimento di azoto

Dall’analisi di fisisorbimento di azoto e stata ottenuta l’'isoterma di adsorbi-
mento illustrata in figura 5.4. Confrontando la curva ottenuta con le isoterme
di adsorbimento della classificazione IUPAC (Figura 4.1), si puo concludere
che l'isoterma ottenuta e di tipo IV e lo ZnO sintetizzato e di tipo mesoporoso.

Mediante il modello BET si e ottenuta un’area superficiale specifica di
circa 63 m?/g, e il volume medio specifico dei pori, ottenuto dal modello

BJH, & pari a 0,14 cm?/g.

100

—*— Adsorbimento
—#— Desorbimento

801

(*)]
o

i
o

N
o

Quantita adsorbita (cm?/g) STP

0 0.2 04 0.6 0.8 1
Pressione relativa P/PO

Figura 5.4: Isoterma di adsorbimento ZnO di sintesi.

La distribuzione porosimetrica, ottenuta mediante il modello BJH, ¢ illu-
strata in figura (5.5). Sull’asse dell’ascisse si trova il diametro dei pori (w)
mentre sulle ordinate la derivata del volume dei pori rispetto al diametro
(dV/dw). Il diametro medio dei pori ¢ 7,6 nm.
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Figura 5.5: Distribuzione porosimetrica ZnO nanostrutturato.

5.1.2.3 Microscopia a Scansione Elettronica a emissione di campo

Dall’analisi delle immagini ottenute con il FESEM si osserva la morfologia e
la dimensione delle particelle. In particolare si nota che sono state ottenute
nanoparticelle di forma pressoché sferica con diametro variabile, le quali for-
mano aggregati micrometrici e sono interconnesse tra loro. Si sono ottenute
immagini con ingrandimenti a 5000 (Figura 5.6), 25000 (Figura 5.7), 250000
X (Figura 5.8).

[’ immagine con ingrandimento 250000 X ¢ stata analizzata utilizzando
il software Imagej. In particolare sono state selezionate 30 ROI (Region of
interest) corrispondenti a 30 NPs e di queste e stato misurato il diametro.
Le NPs ottenute hanno diametri variabili fra i 20 e i 45 nm. La dimensione
media delle particelle € 36 + 6 nm.
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WD= 1.9mm EHT=
inLens

Figura 5.7: Immagine FESEM di ZnO di sintesi a ingrandimento 25000 X.
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WD = 1.9mm EHT= 3.00kV High Resolution MAURQO
InLens ot=0n | Propa = 100 pd ) .

Figura 5.8: Immagine FESEM di ZnO di sintesi a ingrandimento 250000 X.

5.2 Ossido di zinco commerciale

5.2.1 Caratterizzazione di ZnO commerciale

5.2.1.1 Diffrattometria a raggi X

Dall’analisi dello spettro XRD si riscontrano picchi di diffrazione per valori di
angoli 260 pari a 31,80°, 34,45°, 36,26°, 47,56°, 56,62°, 62,87°, 66,41°, 67,96°,
69,09°, 72,58° e 76,97° corrispondenti ai riflessi dei piani (100), (002), (101),
(102), (110), (103), (200), (112), (201), (004) e (202) (Figura 5.9). Come nel
caso di ZnO di sintesi, lo spettro di ZnO suggerisce che si tratta di ZnO con
struttura wurtzitica e indica ’assenza di altre fasi cristalline nel materiale.
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Figura 5.9: Spettro XRD di ZnO commerciale.

5.2.1.2 Analisi di fisisorbimento di azoto

In figura 5.10 si riporta l'isoterma di adsorbimento dello ZnO commerciale.
Il tipo di isoterma ottenuta ricade nella classificazione di isoterma di tipo 11
secondo la classificazione IUPAC (Figura 4.1). Questo tipo di isoterma ¢ ti-
pica dei materiali macroporosi e non-porosi [65]. L’area superficiale specifica
& circa 9 volte minore rispetto allo ZnO di sintesi ed equivale a 7,67 m?/g. 11
volume medio specifico dei pori & pari a 0,03 cm?/g, un ordine di grandezza
inferiore rispetto allo ZnO di sintesi.

In figura 5.11 si puo osservare la distribuzione porosimetrica del materiale
e si nota che il diametro dei pori ¢ molto variabile.
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Figura 5.10: Isoterma di adsorbimento di ZnO commerciale.
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Figura 5.11: Isoterma di adsorbimento di ZnO commerciale.
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5.2.1.3 Microscopia a Scansione Elettronica a emissione di campo

Nelle figure 5.12, 5.13, 5.14 sono mostrate le immagini FESEM con ingran-
dimenti rispettivamente di 5000, 25000, 25000 X. Si nota che in questo caso
le particelle hanno dimensioni maggiori e presentano una forma allungata.

WD=1.1m
inLens

Figura 5.12: Immagine FESEM di ZnO commerciale a ingrandimento 5000
X.

Le immagini sono state anche in questo caso analizzate con ImageJ, mi-
surando 30 ROI sia in direzione longitudinale che in direzione trasversale
rispetto al lato piu lungo della particella. La dimensione delle particelle in
direzione longitudinale varia fra 55 e 360 nm e la dimensione media ¢ 155
+ 66 nm. In direzione trasversale la dimensione varia fra 30 e 220 nm e la
dimensione media ¢ 80 £ 42 nm. Come gia osservato dall’immagine, si nota
una grande variabilita fra la dimensione delle particelle e cio e confermato
dall’elevato valore di deviazione standard. In figura 5.15 si confrontano le di-
mensioni medie delle particelle di ZnO di sintesi e di ZnO commerciale nelle
due direzioni.
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Wwo= 1.1
InLens

Figura 5.13: Immagine FESEM di ZnO commerciale a ingrandimento 25000
X.

MAURO

inLens

Figura 5.14: Immagine FESEM di ZnO commerciale a ingrandimento 250000
X.
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Figura 5.15: Dimensione media ZnO.

5.3 Film a base di proteine del siero del latte

In questo lavoro di tesi sono stati sviluppati film a base di proteine del siero
del latte. In particolare sono state utilizzate le WPC ®Milei 80. Per i dettagli

relativi alla composizione di questo concentrato di proteine si veda la sezione
4.3.

5.3.1 Preparazione di film a base di WPC

Per realizzare i film proteici si ¢ adottato il metodo di evaporazione del
solvente, utilizzando come riferimento il lavoro svolto da Tricoli nella sua
tesi di laurea [68]. Sono stati seguiti i seguenti passaggi:

1. Preparazione della sospensione di ®Milei 80 in acqua: sono stati dispersi
10,4 g di WPC in acqua in modo tale ottenere 100 mL di sospensione a
concentrazione 104 g/L di proteine;

2. Neutralizzazione della sospensione: e stata preparata una soluzione di
soda 1,5 M e aggiunta alla sospensione per alzare il livello del pH della
sospensione da 5,8 a 7. Il controllo e stato effettutato attraverso 1'utilizzo
del pHmetro;

3. Denaturazione termica delle proteine: la beuta contentente la sospensio-
ne € stata immersa in un bagnetto termostatico a 90°C per 20 minuti.
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Come spiegato nella sezione 2.2.1, la denaturazione termica modifica
la struttura tridimensionale delle proteine e favorisce la formazione di
legami disolfuro intermolecolari che sono i responsabili del processo di
gelificazione.

La sospensione viene mantenuta costantemente in agitazione da un agi-
tatore magnetico posizionato al di sotto del bagnetto termostatico;

4. Raffreddamento della sospensione: la beuta viene inserita all'interno di
un contenitore con acqua fredda in modo da far abbassare la temperatura
della sospensione;

5. Aggiunta dell’agente plastificante: vengono aggiunti alla sospensione
6,24 g di plastificante. Questa quantita corrisponde al 60% su base
secca;

6. Degasaggio: la sospensione viene sottoposta a degasaggio sottovuoto con
I’ausilio di una pompa collegata alla beuta. Questo passaggio serve per
eliminare i gas che potrebbero portare alla formazione di bolle all’interno
del film;

7. Riempimento degli stampi: la sospensione viene colata in stampi in una
quantita tale da garantire un rapporto volume/superficie pari a 0,135;

8. Essiccamento: gli stampi sono stati posizionati in stufa per 3 ore a 60
°C per permettere 1’evaporazione del solvente.

5.3.2 Preparazione di film a base di WPC funzionaliz-
zati con ZnO commerciale

Per la preparazione di film funzionalizzati con ZnO si e seguita una procedura
simile a quella descritta nella sezione 5.3.1. In questo caso si e preparata una
sospensione di concentrato proteico ®Milei 80 a 104 g/L e una sospensione di
Zn0O a concentrazione 15000 ng/mL. Inizialmente si & preparato un volume
minore di sospensione proteica per poi poter raggiungere il volume di 100
mL tramite 'aggiunta della sospensione di ZnO in acqua. Prima di unire le
due sospensioni, la sospensione di ZnO e stata sottoposta a sonicazione in
un bagnetto a ultrasuoni per evitare la formazione di aggregati di particelle
e favorire la dispersione delle stesse nell’acqua. Successivamente i passaggi
da seguire sono i medesimi del caso descritto nella sezione 5.3.1.
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(a) Fase di denaturazione. (b) Fase di degasaggio

Figura 5.16: Dettagli della preparazione di film a base di WPC.

5.3.3 Preparazione di film multistrato a base di WPC

Sono stati realizzati anche dei film multistrato in delle piastre multiwell da 12
pozzetti. I film multistrato sono composti da uno strato sottostante di film
a base di WPC non funzionalizzato, ricoperti da uno strato di film funziona-
lizzato con ZnO. La procedura descritta nella sezione 5.3.1 e stata impiegata,
per realizzare lo strato alla base. Lo strato superiore e stato ottenuto il gior-
no seguente colando sul primo una sospensione contenente ZnO preparata
secondo la procedura alla sezione 5.3.2. In figura 5.17 e rappresentata in
maniera schematica la struttura dei film multistrato. Sono stati preparati
film multistrato di due tipi: uno in cui i due film hanno uguale spessore, un
altro in cui lo spessore del film funzionalizzato con ZnO e il doppio rispetto
a quello non funzionalizzato.

E stata effettuata questa prova per poter valutare quanto le particel-
le di ZnO riescano ad attraversare lo strato di film non funzionalizzato e
raggiungere la superficie sottostante.
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Film funzionalizzato
con ZnO
Film non funzionalizzato ©

—

Figura 5.17: Rappresentazione schematica dei film multistrato.

5.3.4 Scelta dell’agente plastificante

I film a base di WPC sono stati preparati utilizzando come agenti plastificanti
il sorbitolo e il glicerolo con concentrazione 60% su base secca. La presenza
dell’agente plastificante ¢ fondamentale per la formazione dei film perché
permette di ridurre la loro fragilita e aumentare la loro flessibilita.

Il sorbitolo ha dato origine a film fragili che frequentemente si rompono
durante il tentativo di staccarli dallo stampo. E stato scelto quindi il glicerolo
come agente plastificante perché, in linea con i risultati riscontrati in lette-
ratura, riesce a garantire migliore elongazione nei film [30] e di conseguenza
migliore flessibilita.

5.4 Risultati della conta microbica

Per la valutazione dell’attivita antimicrobica di ZnO commerciale ¢ stato ese-
guito il metodo di Broth macro-dilution in provette Eppendorf di capacita
2 mL seguendo la procedura descritta nella sezione 4.2. Sono stati testati il
batterio Gram-positivo S.epidermidis (LMG 10474) e il Gram-negativo E.coli
(LMG 08063) utilizzando concentrazioni di ZnO pari 7500 pg/mL e 15000
ng/mL. Tali concentrazioni sono state scelte prendendo come riferimento il
lavoro di Leone et al. [70].

Sono stati confrontati i) un controllo biotico, privo dell’agente antimicrobico,
costituito dall’inoculo standardizzato, dal terreno di coltura MHB e da PBS
sterile; ii) un campione biotico contenente una sospensione di ZnO in PBS a
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concentrazione 7500 pg/mlL; oltre all’inoculo standardizzato e al terreno di
coltura MHB; iii) un campione biotico contenente una sospensione di ZnO
in PBS a concentrazione 15000 pg/mL, I'inoculo standardizzato e il terreno
di coltura MHB.

In tabella 5.1 sono riportati i risultati della conta microbica per i due bat-
teri testati, espressi come UFC/mL. In tabella ¢ inoltre indicato il valore di
diluizione cui la conta microbica si riferisce.

URC/mL gt/
UFC/mL  Campione P
o e . . . biotico
Diluizione Controllo biotico (ZnO
biotico (ZnO 7500
jg /mL) 15000
ng/mkL)
S.epidermidis 10719 4 -10'3 310! -
E.coli 1071 5,8 -10M 1,7 -1013 1,3 -10'3

Tabella 5.1: Risultati conta microbica del controllo biotico, del campio-
ne biotico a concentrazione di ZnO 7500 pg/mL e del campione biotico a
concentrazione di ZnO 15000 pg/mL nel caso di S.epidermidis ed E.coli.

Analizzando i valori riportati in tabella si osserva che, nonostante non sia
stato possibile, per entrambi i batteri, determinare il valore di MIC, tutte
e due le sospensioni di ZnO hanno dimostrato una azione antibatterica. In
particolare, dall’analisi della tabella si puo rilevare un migliore effetto an-
timicrobico nei confronti dei batterio Gram-positivo S.epidermidis. 1 valori
di UFC/mL dei campioni corrispondono a 3 - 10! e zero, per le concentra-
zioni di ZnO di 7500 pg/mL e 15000 pg/mL rispettivamente. Questi valori
sono inferiori rispetto a quello ottenuto per il controllo biotico, pari a 4-10'3
UFC/mL. Nel caso dei batterio Gram-negativo FE.coli, la differenza fra il
controllo biotico e i campioni ¢ invece meno significativa. Per i campioni i
valori di UFC/mL sono simili tra loro e corrispondono a 1,7-10'3 e 1,3-10'3,
per le concentrazioni di ZnO di 7500 pg/mL e 15000 pg/mL rispettivamen-
te. Questi non sono sensibilmente inferiori rispetto al valore ottenuto per il
controllo biotico pari a 5,8-101* UFC/mL. Relativamente al batterio Gram-
negativo testato, contrariamente a quanto riscontrato in letteratura [55], una
maggiore concentrazione di ZnO, 15000 pg/ml, non ha consentito di ottene-
re un miglior effetto antimicrobico. Dai risultati ottenuti, e quindi possibile
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rilevare una piu efficace azione antimicrobica dello ZnO commerciale nei con-
fronti del batterio Gram-positivo testato. Questo effetto puo essere spiegato
dalla diversa composizione della parete batterica. In particolare, i batteri
Gram-negativi, caratterizzati da un sottile strato di peptidoglicano, sono piu
resistenti alla perossidazione lipidica in presenza di specie reattive all’ossi-
geno (ROS); nel caso dei batteri Gram-positivi, invece, le particelle di ZnO
tendono a rimanere intrappolate nello spesso strato di peptidoglicano con
conseguenti danni alla struttura cellulare [71].

In figura 5.18 si osserva un esempio dei risultati ottenuti per una coltura
batterica di FE.coli. Si nota che la crescita microbica non sia stata inibita
completamente, ma sia comunque diminuita.

Figura 5.18: Confronto della crescita microbica con una diluizione 107! nel
controllo biotico (A), nel campione biotico con concentrazione di ZnO di
7500 pg/mL (B) e nel campione biotico con concentrazione di ZnO di 15000
ng/mL (C) - E.coli.
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Capitolo 6

Conclusioni e sviluppi
futuri

In questo lavoro sono stati analizzati a partire dalla letteratura scientifica
diversi tipi di materiali utilizzati nel wound dressing per evidenziarne le pe-
culiarita e capire come queste possano essere sfruttate per adattarli a diversi
tipi di ferite. Si sono evidenziati i limiti delle medicazioni tradizionali e le
possibilita di superarli grazie all’utilizzo di medicazioni avanzate. Fra queste
troviamo film, schiume, idrocolloidi e idrogeli che possono essere ottenuti a
partire da prodotti sintetici o naturali come proteine e polisaccaridi. Attual-
mente sul mercato sono presenti oltre 3000 tipi di dressing differenti, tuttavia
nessuno di questi puo essere considerato materiale d’elezione nel wound hea-
ling [22].

Un approccio che consente di ottimizzare ulteriormente il processo di guari-
gione della ferita e la realizzazione di materiali bionanocompositi composti
da matrici di idrogeli e incorporati con nanoparticelle. Le nanoparticelle so-
no degli ottimi agenti antimicrobici perché agiscono con diversi meccanismi
d’azione e grazie a questa caratteristica riescono a contrastare il problema
dell’antibiotico resistenza. Sono stati realizzati molti tipi di dressing bio-
nanocompositi, tra i quali i piu frequenti sono quelli a base di chitosano
incorporati con nanoparticelle metalliche o di ossidi di metalli.

L’utilizzo di materiali naturali sta suscitando un notevole interesse perché
permette di realizzare medicazioni biocompatibili, biodegradabili e non tos-
siche. Queste proprieta sono state confermate per i film a base di proteine
del siero del latte dagli studi di Gilbert et al. [32] [38], per questo le WP,
che sono state ampiamente utilizzate nel food packaging, possono essere pen-
sate come materiale per la realizzazione di idrogeli da utilizzare nel wound
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dressing.

In questo lavoro di tesi sono stati realizzati materiali bionanocompositi
aventi proprieta antibatteriche da poter utilizzare come materiali nel wound
dressing. I bionanocompositi sono stati realizzati incorporando nanoparti-
celle di ossido di zinco in una matrice proteica realizzata a partire da un
concentrato di proteine del siero del latte.

Le nanoparticelle di ossidi di metalli sono molto utilizzate come materiali
antibatterici perché attraverso meccanismi diversi riescono a causare tossicita
nelle cellule batteriche. In questo lavoro sono state sintetizzate nanoparticelle
di ossido di zinco attraverso il metodo di sintesi per precipitazione prendendo
come riferimento il lavoro di Mitra et al. [66], raddoppiando pero le quan-
tita dei reagenti. Successivamente, le ZnO NPs sono state caratterizzate
attraverso tre metodi diversi: la diffrattometria a raggi X (XRD), 'analisi di
fisisorbimento di azoto e la Microscopia a Scansione Elettronica a emissione
di campo (FESEM). Dai risultati delle caratterizzazioni si ¢ notato che il
materiale ottenuto e ZnO con struttura wurtzitica, inoltre non sono state
osservate altre fasi nel suo reticolo cristallino. L’area superficiale specifica
¢ di circa 63 m?/g e il volume medio specifico dei pori ¢ 0,14 cm?®/g. Si
¢ osservata anche una distribuzione monomodale della dimensione dei pori,
con un massimo intorno a 7,6 nm. Dall’analisi delle immagini ottenute con
il FESEM e successivamente analizzate con il software ImageJ si osserva che
le NPs ottenute hanno forma pressoché sferica con diametro variabile fra 20
e 45 nm.

Dai risultati delle caratterizzazioni si osserva che non ci sono state dif-
ferenze sostanziali rispetto alle sintesi di lavori precedenti in cui non erano
state raddoppiate le quantita dei reagenti. Da questo si puo concludere che il
metodo di sintesi adottato é riproducibile. Sarebbe auspicabile sperimentare
un metodo di sintesi differente che utilizzi come solvente un composto diverso
dal metanolo, che sia quindi non tossico e piu ecosostenibile.

Sono stati utilizzati gli stessi metodi per la caratterizzazione dello ZnO
commerciale (Sigma-Aldrich). Lo spettro di diffrazione ottenuto presenta
anche in questo caso picchi tipici di ZnO con struttura wurtzitica, senza evi-
denza di altre fasi. Le altre caratterizzazioni hanno pero portato a risultati
differenti. Le particelle in questo caso presentano una forma allungata e di-
mensioni molto variabili: 55-360 nm in direzione longitudinale e 30-220 nm
in direzione trasversale. L’area superficiale specifica & circa 9 volte mino-
re rispetto allo ZnO di sintesi (7,67 m?) e il volume specifico dei pori (0,03
cm?/g) misura un ordine di grandezza in meno rispetto alle ZnO NPs. Anche
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la distribuzione porosimetrica ¢ molto variabile.

Per la realizzazione della matrice si e scelto di ricorrere all’utilizzo di mate-
riali naturali (nello specifico proteine) perché, nonostante presentino peggiori
proprieta meccaniche, hanno caratteristiche molto migliori di biocompatibi-
lita e biodegradabilita, le quali sono di vitale importanza per applicazioni in
biomedicina. I film sono stati realizzati a partire dal concentrato proteico di
WP ®Milei 80 e sono stati ottenuti con il metodo di solvent casting sfrut-
tando la denaturazione termica delle WP che avviene fra 80°C e 90°C. Si
sono utilizzati acqua come solvente, una soluzione 1,5 M di NaOH come cor-
rettore di pH, sorbitolo e glicerolo (concentrazione 60% su base secca) come
agenti plastificanti. I film ottenuti utilizzando sorbitolo come plasticizzante,
presentavano elevata fragilita e non riuscivano a essere estratti dallo stampo
senza essere spezzati. E stato quindi scelto il glicerolo come agente plasti-
ficante perché i film risultavano piu flessibili. Sarebbe importante valutare
come la concentrazione di plasticizzante influenzi le proprieta meccaniche dei
film e scegliere di conseguenza il valore ideale per ottenere film con specifi-
che caratteristiche di flessibilita e resistenza meccanica. Sono stati realizzati
anche film funzionalizzati con ZnO commerciale e film multistrato composti
da uno strato inferiore non funzionalizzato e uno superiore funzionalizzato.
Dall’analisi visiva dei film si sono notati cambiamenti nel film sottostante
non funzionalizzato e questo porta a pensare che lo ZnO resti incorporato
nella matrice una volta che la solidificazione € completa. In questo ultimo
caso sarebbe importante valutare se le particelle riescano a oltrepassare lo
strato inferiore e a raggiugere la superficie su cui vengono applicati.

In questo lavoro non sono state effettuate caratterizzazioni di alcun tipo
sui film a base di WP. E necessario in futuro valutare le proprieta di swel-
ling, la permeabilita all’ossigeno e al vapore, la solubilita, la morfologia dei
film e la distribuzione di particelle di ZnO al loro interno. Tutte queste ca-
ratteristiche sono importanti per stabilire se questo tipo di film possa avere
successo nel campo del wound healing. In particolare lo swelling ¢ impor-
tante per valutare la quantita di essudato che potrebbe venire assorbita dal
film. La permabilita permette di capire le condizioni in cui si troverebbe la
ferita durante 1'utilizzo di medicazioni a base di WP e la solubilita permet-
te di valutare il processo degradazione del film. In ricerche future sarebbe
importante valutare inoltre la biocompatibilita e la non tossicita dei film nei
confronti delle cellule cutanee effettuando colture in vitro e successivamente
in vivo di fibroblasti e cheratinociti su questi film.
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La valutazione dell’attivita antimicrobica di ZnO e stata eseguita in vitro
con il metodo di Broth macro-dilution sui ceppi batterici E.coli (LMG 08063)
e S.epidermidis (LMG 10474). Sono state testate sospensioni di ZnO com-
merciale in PBS sterile (pH 7,4) alle concentrazioni di 15000 pg/mL e 7500
ng/mL. Si sono ottenuti risultati migliori su S.epidermidis, tuttavia, non e
stata determinata in nessuno dei due casi la concentrazione minima inibito-
ria, € quindi opportuno testare concentrazioni maggiori di antimicrobico e
utilizzare altri metodi per la valutazione dell’attivita antimicrobica.
Contrariamente a quanto riscontrato in letteratura, 'aumento di concentra-
zione di ZnO non ha portato a risultati migliori.

Non sono state effettuate prove antimicrobiche utilizzando ZnO di sintesi,
che saranno necessarie per valutare l'effetto antimicrobico delle NPs sintetiz-
zate e confrontarlo con quello di ZnO commerciale. L’attivita antimicrobica
e piu efficace nel caso di maggiori concentrazioni di ZnO, minori dimensioni
delle particelle e maggiore area superficiale. Sulla base di queste considera-
zioni, & prevedibile che lo ZnO nanostrutturato, sintetizzato in questo lavoro,
risulti piu efficace del materiale commerciale.

Altre prove necessarie sono la valutazione dell’effetto antimicrobico dei
film funzionalizzati con ZnO per osservare come varia ’antimicrobicita ri-
spetto allo ZnO non incorporato nei film. E inoltre opportuno quantificare
il rilascio di ioni Zn?* sia dalle NPs incorporate nei film, sia dalle NPs in
sospensione, attraverso delle celle a diffusione, dato che il ruolo di Zn?* &
fondamentale per determinare le proprieta antimicrobiche delle ZnO NPs.
Uno sviluppo di questa ricerca potrebbe basarsi sul valutare se gli ioni Zn?*
sono responsabili di citotossicita nei confronti di fibroblasti e cheratinociti.

In letteratura sono presenti molti studi riguardanti 'attivita antibatterica
e antifungina delle ZnO NPs, sarebbe interessante approfondire anche ’atti-
vita antivirale di questi materiali. Sono presenti solo pochi studi riguardanti
I’attivita antivirale di nanoparticelle contro alcuni tipi di virus come HIV-1,
il virus dell’epatite B, il virus herpes simplex di tipo 1, il virus dell’influenza,
[72]. Si e visto che gli antivirali utilizzati sono ostacolati dalla loro scarsa
solubilita, breve emivita e presenza di ceppi resistenti. Le nanoparticelle
potrebbero essere quindi utilizzate, grazie alla loro elevata area superficia-
le, come carrier di sostanze antivirali per ottenere un rilascio controllato e
una riduzione degli effetti indesiderati nelle cellule non infettate. Utilizzando
NPs di argento si sono avuti buoni risultati grazie all’interazione degli ioni
Ag™ con molecole contenenti fosforo e zolfo, fra cui proteine, DNA e RNA.
Questo ha influenzato varie fasi del ciclo vita del virus come la replicazione
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di DNA e RNA e la sintesi delle proteine [73]. Studi sull’attivita antivirale
delle ZnO NPs hanno pero dimostrato che la produzione di ROS e il rila-
scio di Zn?* producono effetti citotossici. Per limitare questi effetti, in uno
studio condotto da Ghaffari et. al [74] sull’attivita antivirale delle ZnO NPs
contro il virus influenzale HIN1, le NPs sono state ricoperte da un coating in
glicole polietilenico (PEG). In tal modo si sono ottenuti buoni risultati solo
dopo l'ingresso dei virioni nella cellula; non ne é stato invece contrastato in
alcun modo l'ingresso. Dato che le nanoparticelle agiscono danneggiando il
DNA, I'RNA e interferendo con la sintesi delle proteine del virus, potrebbe-
ro danneggiare allo stesso modo i componenti della cellula ospite. Si rende
necessario quindi studiare gli effetti citotossici delle NPs e I'effetto di diverse
tipologie di coating.

Un approccio ancora migliore sarebbe quello di agire sui virus prima ancora
che questi si attacchino alla cellula, cosi da evitare i danni causati dalle
nanoparticelle alle cellule ospiti. A tal fine si potrebbe utilizzare un approccio
biomimetico funzionalizzando le ZnO NPs con molecole simili ai recettori
cellulari con cui il virus forma il legame. In questo modo le proteine del
capside, che normalmente si legano ai recettori cellulari, si legherebbero alla
superficie delle nanoparticelle invece che alla cellula evitando cosi I'ingresso al
suo interno. Un approccio di questo tipo e stato utilizzato da Baram-Pinto et
al.[75] per verificare l'attivita antivirale di nanoparticelle di argento contro
il virus herpes simplex di tipo I. Le glicoproteine del capside del virus si
legano all’eparan solfato presente sulla membrana cellulare. Baram-Pinto et
al. hanno quindi funzionalizzato le NPs con mercaptoetansolfonato in modo
che le glicoproteine del capside si legassero a esse piuttosto che all’eparan
solfato della membrana cellulare.
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