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Background

L'ernia incisionale o laparocele ¢ una delle complicanze postoperatorie piu frequenti nella chirurgia
addominale, ritenuta responsabile di elevati tassi di morbilita e mortalita [1-3] con notevole impatto sulla
qualita di vita (QoL). [4] Si ¢ stimato che I’incidenza globale del laparocele & di circa il 13% [5]; cio
significa che una laparotomia su sette esita nella comparsa del laparocele. In presenza di specifici fattori di
rischio - pazienti con aneurisma addominale, obesita o cirrosi — ¢ stata segnalata un’incidenza ben maggiore
raggiungendo il 45% circa [4-10]. E intuitivo immaginare 1’impegno economico che tale patologia richiede
all’interno del sistema sanitario [11].

Proprio a causa della sua elevata incidenza, I’impegno mostrato dalla ricerca scientifica nell’individuare i
fattori di rischio e i principi della prevenzione ¢ stato esemplare, ed in quest’ottica, recentemente, le piu
importanti societa di chirurgia si sono espresse per raccomandare le tecniche di chiusura piu idonee per la
chiusura delle brecce chirurgiche in regime di elezione. [12,13].

Con I’intento di prevenire la comparsa del laparocele si & ipotizzato di posizionare una protesi dopo la
esecuzione di una qualsiasi laparotomia, tecnica nota con il nome di “mesh augmentation”. Le tecniche di
posizionamento e la natura della mesh impiegata sono le pil svariate e, fatta eccezione per i tempi operatori
di poco differenti in base al tipo di tecnica selezionata per il suo fissaggio, i risultati sono non solo
sovrapponibili ma soprattutto promettenti. [14-20] I risultati pilt sorprendenti derivano da uno studio di
Brosi [20] che prevede il posizionamento di una protesi dual mesh intraperitoneale non riassorbibile con
tecnica IPOM; il tempo operatorio, per quanto intuitivamente piu lungo se messo a confronto con il gruppo
che non ne prevede il posizionamento, risulta accettabile e a distanza di 2 anni, il tasso di incidenza di
laparocele messo a confronto ¢ del 17% (braccio sperimentale) vs 40%.

La differenza tra i tassi di insorgenza di laparocele ¢ statisticamente significativa e supporta l'ipotesi che una
mesh posizionata con tecnica IPOM, con intento profilattico, possa ridurre il rischio di laparocele.
L’obiezione pili comunemente mossa contro il posizionamento profilattico della mesh riguarda
inevitabilmente la possibile comparsa di complicanze che possono sorgere a seguito del posizionamento di
un corpo estraneo quale & la mesh. E noto che il posizionamento intraperitoneale delle mesh pud portare a
complicanze post operatorie quali la formazione di aderenze viscero-viscerali e viscero-parietali con
evoluzione verso la occlusione intestinale, la migrazione della mesh e la formazione di fistole entero-cutanee
[21]. Le aderenze alla mesh intraperitoneale possono anche essere considerate le responsabili di lesioni
iatrogene agli organi addominali, durante eventuali re-interventi, nelle fasi di adesiolisi preliminari
all’accesso alla cavita peritoneale [22, 23].

Nonostante gli sforzi delle industrie nella progettazione di protesi “ideali” [24], ad oggi nessuna mesh ha
indicazione all’uso profilattico su larga scala nelle laparotomie. Al contrario, al giorno d’oggi, risultano il




rimedio pil idoneo per la riparazione dei difetti della parete addominale nel paziente gia affetto da laparocele
e ad essa ¢ affidato il ripristino anatomo-fisiologico della parete addominale.

Cionondimeno le criticita ed i limiti dell’uso della mesh sin ora enunciati sia in prevenzione del laparocele
sia in campo terapeutico, appaiono ben pill vincolanti nei casi di chirurgia in campi contaminati o
sporco/infetti. In queste circostanze 1’'uso di una protesi sintetica ¢ largamente sconsigliato e le evidenze
suggeriscono I’eventuale uso di una rete biologica, sebbene I’impatto economico risulti sensibilmente
maggiore.

Un fattore importante che influisce sul tasso di incidenza del laparocele e sull’esito del suo trattamento con la
mesh ¢ la infezione del sito chirurgico, che si verifica fino al 9% dei casi. La presenza della mesh amplifica
significativamente il rischio dell’ipotesi infettiva, a fronte di una scarsa attivita degli antibiotici nel sito di
posizionamento della protesi, raggiungendo questi a fatica le maglie “avascolari” della stessa. A seguito di
un'infezione correlata alla mesh, vengono somministrati per via sistemica antibiotici. Se la terapia fallisce, ¢
necessario rimuovere chirurgicamente la mesh infetta per proteggere il paziente da gravi complicanze.

E ormai noto che I’elemento caratterizzante il processo di riparazione tissutale, nonche la integrazione del
materiale protesico nel contesto della parete addominale, ¢ la flogosi. L'introduzione di un materiale estraneo
nel corpo innesca una risposta di guarigione caratterizzata da una delle tre note reazioni stereotipate: (1)
distruzione o lisi, (2) inclusione o tolleranza e (3) rifiuto o rimozione.

Nel caso di mesh impiantate, la risposta infiammatoria ¢ rappresentata in quattro fasi che sono correlate sia
temporalmente che gerarchicamente. La prima fase & caratterizzata dal rivestimento della protesi da parte di
siero-proteine (albumina, fibrinogeno, plasminogeno, fattori del complemento e immunoglobuline). Le
piastrine che aderiscono alle proteine si attivano rilasciando mediatori della chemiotassi di polimorfonucleati
(PMN), fibroblasti e macrofagi i quali si attiveranno nei confronti del corpo estraneo, seconda fase. Tale
fenomeno viene amplificato dai monociti i quali differenziandosi in macrofagi rilasciano ulteriori mediatori
della flogosi. Sotto lo stimolo cronico della mesh i macrofagi si organizzano a formare le cellule giganti da
corpo estraneo insieme a fibroblasti ed endoteliociti — terza fase - per avviare quindi la fase finale della
flogosi in cui il risultato ¢ rappresentato dalla restitutio ad integrum mediante la deposizione di matrice
extracellulare.

I fibroblasti sono cellule che mediano la fase di guarigione delle ferite. Queste cellule entrano nel sito della
ferita da due a cinque giorni dopo la incisione, in genere una volta terminata la fase infiammatoria. I
fibroblasti proliferano nel sito della ferita, raggiungendo i livelli massimi dopo una o due settimane. La
funzione principale dei fibroblasti ¢ di sintetizzare la matrice extracellulare e il collagene per mantenere
l'integrita strutturale dei tessuti connettivi e controbilanciare la risposta umorale infiammatoria; alla fine della
prima settimana, queste sono le uniche cellule responsabili della deposizione di collagene. Le cellule
coinvolte nella regolazione dell'infiammazione, dell'angiogenesi e della riparazione tissutale, proliferano e si
differenziano sulla matrice di collagene sintetizzata dai fibroblasti. La disregolazione nella quantita di
fibroblasti richiamati durante il processo infiammatorio € responsabile della mancata integrazione della
protesi alla parete addominale o della marcata risposta fibrotica cicatriziale con formazione di aderenze e
fistole e persino il rigetto della mesh.[25]

Il processo di riparazione della ferita descritto crea un'integrazione della mesh grazie ai cambiamenti
conformazionali delle proteine. Questa integrazione ¢ progressiva, a partire dall'impianto della protesi ed ¢
accompagnato dalla reazione al corpo estraneo seguita dall'inclusione della protesi, che si verifica entro le
prime due settimane. Il processo ¢ finalizzato in quanto la forza complessiva aumenta gradualmente nell’arco
delle 12 settimane successive traducendosi in ultima analisi in un tessuto la cui elasticita e resistenza & circa
il 70-80% rispetto a quello nativo.[25]

Le damage-associated molecular patterns (DAMPs) sembrano essere il trigger della cascata molecolare
responsabile della risposta cellulare descritta. Rilasciate dopo un danno meccanico, queste molecole vengono
immediatamente riconosciute dalle cellule dell’immunita innata e attraverso NOD-like receptors (NLR)
viene attivato il signalling intracellulare che portera all’attivazione del potenziale genetico per la sintesi di
citochine pro-infiammatorie (IL-18), IL-6, tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), che insieme alle
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chemiochine sono i regolatori delle molteplici attivita cellulari descrivibili nella risposta flogistica. Infine,
radicali reattivi dell’ossigeno (ROS), proteinasi, collagenasi e la retrazione delle giunzioni cellula-cellula e
cellula-matrice dell’endotelio vascolare, sono responsabili della formazione dell’essudato sieroso che
caratterizza le prime fasi della risposta infiammatoria e che descrive la formazione del sieroma post-
operatorio.[26]

2 — DESCRIZIONE DEL PROGETTO

Obiettivo del progetto

Alla luce di quanto finora esposto ed in base alle considerazioni relative alle criticita evidenziate nella
esecuzione della chirurgia protesica di parete, ’ipotesi di lavoro ¢ individuare uno scaffold tridimensionale
biocompatibile poroso riassorbibile/biodegradabile sulla cui superficie adsorbire, attraverso tecniche di
bioingegneria, citochine e molecole antibiotiche, da poter posizionare in sede intraperitoneale, e a basso
impatto economico, con lo scopo di impiegarlo routinariamente nella chirurgia di parete, prevenire su larga
scala la comparsa di laparocele post-laparotomia indicandone [’uso sistematico nelle chiusure delle
laparotomie, indirizzarne 1’impiego anche in emergenza ed in campi sporco/contaminati,
minimizzare/azzerare le complicanze post-operatorie fin ora osservate nella fase post-posizionamento di
mesh intraperitoneale in chirurgia open e laparoscopica.

Disegno del progetto

11 progetto si avvale dell’impiego di modelli animali murini (n = 10) sui quali eseguire in corso di anestesia
generale una laparotomia e la creazione di un difetto di parete, mediante asportazione di una superficie di 1
cm? del piano muscolo aponeurotico in regione centroaddominale.

1 animale verra sottoposto a plastica diretta della parete addominale mediante posizionamento di punti di
sutura transfasciali e ricostruzione della linea mediana.

1 animale verra sottoposto a plastica protesica della parete addominale mediante posizionamento
intraperitoneale (tecnica [IPOM) di mesh in polipropilene composite fissata alla parete addominale mediante
dispositivi di fissaggio non riassorbibili. La superficie della mesh sara di circa 6 cm?.

8 animali verranno sottoposti a posizionamento intraddominale (tecnica IPOM) di scaffold composite
microporoso — faccia viscerale rivestito di materiale inerte PEGlike e faccia parietale adsorbito di citochine e
molecole antibiotiche — fissato alla parete addominale con dispositivi di fissaggio riassorbibili (punti di
sutura; absorbatack). La superficie dello scaffold sara di circa 6 cm?.

Le citochine hanno il compito di veicolare le fasi della flogosi verso un pill rapido richiamo delle cellule
fibroblastiche ed una altrettanto rapida risoluzione delle fasi precoci rappresentate dalla vasodilatazione e
dalla formazione dell’essudato sieroso.

E prevista la somministrazione di un’unica dose di antibiotico pre-operatorio a scopo profilattico.

Nel post-operatorio gli animali verranno monitorati clinicamente e mediante esami bioclinico-clinici in terza
GPO con lo scopo di valutare i principali indici di flogosi (WBC, PCR).

11 follow-up verra eseguito a cadenza settimanale per il primo mese, a cadenza mensile per i seguenti cinque
mesi e quindi a cadenza semestrale con I’obiettivo di verificare clinicamente — attraverso visita, esame
obiettivo ed ETG dell’addome — la possibile comparsa di short term complications — seroma, ematoma,
infezione del sito chirurgico — e long term complication — laparocele. Al termine del periodo di follow-up di
18 mesi il modello animale verra sacrificato con lo scopo di evidenziare la eventuale comparsa di
complicanze intraddominali diversamente non diagnosticabili quali la formazione di aderenze viscero-
viscerali e viscero-parietali, la formazione di fistole entero-enteriche od entero-cutanee e quindi osservare
I’esito del processo di assorbimento dello scaffold tridimensionale inizialmente posizionato e teoricamente
non piu descrivibile al termine del periodo di follow-up proposto.

Si prelevera infine un campione tissutale rappresentato da una sezione della parete addominale, nel suo
intero spessore, in prossimita dell’area chirurgica trattata, per individuare le principali caratteristiche, in
termini di composizione molecolare (immunoistochimica) e cellulare del tessuto di riparazione cosi formato.



Timeline

Il progetto di ricerca verra svolto procedendo attraverso la realizzazione di tre fasi sequenziali: la prima
caratterizzata dalla preparazione dello scaffold cosi ideato presso i laboratori del dipartimento STEBICEF
dell’Universita degli Studi di Palermo. La seconda fase ¢ rappresentata dalla realizzazione del progetto sul
modello animale, seguita dalla analisi immunoistochimica ed anatomopatologica. Infine la terza ed ultima
fase caratterizzata dalla elaborazione statistica dei dati provenienti dalla sperimentazione, e quindi stesura
della tesi di dottorato.

Risultati attesi dalla sperimentazione

I risultati attesi dalla sperimentazione, alla luce delle modifiche indotte al processo di riparazione tissutale
(foreign body reaction FBR) dalla presenza delle citochine infiammatorie adsorbite sulla faccia parietale
dello scaffold poroso e delle molecole antibiotiche diffusamente ed omogeneamente rappresentate sulla
stessa faccia dello scaffold, sono:

e la riduzione del tasso di comparsa del laparocele mediante la modulazione in senso positivo della
precoce mobilizzazione dei fibroblasti (che naturalmente avviene a partire dalla 2° giornata post-
operatoria all’8° circa) a partire dai primi minuti dopo il contatto delle citochine adsorbite con la
sierosa peritoneale determinando la piu rapida formazione di matrice extracellulare e deposizione di
fibre collagene con lo scopo di accelerare il processo di guarigione creando tessuto cicatriziale
idoneo alla completa restitutio ad integrum della parete addominale;

e la riduzione del tasso di comparsa del sieroma e dell’ematoma post operatorio modulando in
senso negativo per tempo ed entita la prima fase della risposta infiammatoria rappresentata dalla
vasodilatazione e dalla contrazione delle giunzioni cellula-cellula e cellula-matrice cui segue la
formazione dell’essudato sieroso;

e la riduzione del tasso di infezione del sito chirurgico grazie alle molecole antibiotiche adsorbite
sulla superficie dello scaffold, apportando la idonea copertura antimicrobica;

e la creazione di tessuto di riparazione dalle caratteristiche elastiche e di resistenza analoghe a quelle
di origine in assenza di corpi sintetici estranei all’organismo;

e la riduzione del tasso di long term complications — retrazione della protesi, formazione di
aderenze, formazione di fistole — essendo lo scaffold interamente riassorbibile;

e dimostrare la fattibilita, efficacia e sicurezza del posizionamento profilattico di scaffold nelle
laparotomie in elezione ed in urgenza in linea con quanto avanzato dalle recenti linee di ricerca con
lo scopo di ridurre il tasso di laparocele;

e dimostrare la superiorita del processo di guarigione e del ripristino della fisiologia della parete
addominale mediato dal sistema di scaffold proposto a confronto con 1’attuale posizionamento di un
corpo estraneo a cui affidare la restitutio ad integrum della parete addominale.
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