
UNIVERSITA’ DEGLI STUDI DI CATANIA  
FACOLTA’ DI MEDICINA E CHIRURGIA 

 

 
 

DOTTORATO DI RICERCA  

IN FISIOPATOLOGIA PRE E POST-OPERATORIA  

IN CHIRURGIA DI ELEZIONE E D’URGENZA 

XXIV CICLO 

________________________________________________________________________   

 
TESI DI DOTTORATO 

 

 
 

L’IMPIEGO DI PATCH DI PERICARDIO BOVINO 

NELLE ANASTOMOSI INTESTINALI.  

STUDIO SPERIMENTALE SUL MAIALE. 

 
 
 

Coordinatore: 

Chiar.mo Prof. Francesco Basile 

 

Tutor: 

Chiar.mo Prof. Mario Testini 

                                                      Dottoranda: 

                                                Dott.ssa Angela Gurrado 

 
 
________________________________________________________________________ 

ANNO ACCADEMICO 2010 – 2011 



2 

 

INDICE 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Introduzione                                                                              pag. 3 

1. La storia delle anastomosi gastro-intestinali                                  4 

2. Le anastomosi intestinali                                                             8 

- I meccanismi di guarigione delle anastomosi                                                 8 

- Anastomosi di ileo e colon: differenze biomolecolari e fisiopatologiche            11 

- Fattori di rischio di deiscenza                                                                     15 

3. Le protesi biologiche                                                                 19 
- Classificazione                                                                                         19 

- Indicazioni                                                                                              23 

4. Studio sperimentale                                                                  27 

- Introduzione                                                                                           27 

- Scopo dello studio                                                                                  28 

- Materiale e metodo                                                                                29 

- Risultati                                                                                                38 

- Discussione                                                                                          56 

Conclusioni                                                                                    62 

Bibliografia                                                                                    63 

 



3 

 

INTRODUZIONE 

 

 

 

La deiscenza anastomotica è una complicazione severa dopo chirurgia 

gastrointestinale. Nonostante i risultati eccellenti ottenuti con l‟utilizzo delle suturatrici 

meccaniche, anche tali suture non sono scevre da rischi di fallimento. 

 Scopo di questo studio sperimentale è quello di verificare se le proprietà  che hanno 

fatto delle protesi biologiche, i devices più indicati nella chirurgia dei difetti parete nelle 

condizioni di contaminazione o infezione, possano essere utilizzate nel rinforzo delle 

anastomosi ileali e coliche, verificando se la capacità intrinseca della mesh di pericardio 

bovino di fungere da “scaffold” nella riparazione tissutale durante la guarigione della 

parete addominale, sia utile anche nella guarigione delle anastomosi intestinali. 
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1. La storia delle anastomosi 

                          gastro-intestinali 

 

 

 

Le regole per un corretto confezionamento delle anastomosi intestinali sono state 

ben lungi dall‟essere standardizzate per molti anni e le nozioni proposte hanno subito 

numerose rivalutazioni.  

La storia delle anastomosi è relativamente antica, risalendo agli inizi del 1800, 

quando Benjamin Travers (1783-1858), scrivendo sulle lesioni intestinali (An Inquiry into 

the Process of Nature in Repairing Injuries of the Intestine, 8vo, London, 1812), 

sottolineava la necessità di garantire il contatto uniforme tra i monconi intestinali, 

utilizzando punti di sutura estroflettenti.  

Ma il problema della guarigione delle lesioni gastroenteriche poté essere risolto solo 

dopo una lunga serie di osservazioni cliniche e sperimentali compiute da vari anatomisti e 

chirurghi.  

L‟idea di Travers venne successivamente sconfessata dopo i risultati ottenuti da 

Alfred Velpeau (1795-1867) e poi da A. Lembert (Mémoire sur l'entéroraphie avec la 

description d'un procédé nouveau pour pratiquer cette opération chirurgicale, in 

Répertoire gén. d'anat. et de physiol. pathologiques...,II -1826) che affermavano la 

necessità di giustapporre gli strati sierosi dei monconi intestinali per ottenere la migliore 

guarigione dell‟anastomosi. Venne così introdotta la  “sutura di Lembert”, a punti 

introflettenti; questa tecnica rappresentò la base della moderna chirurgia gastrointestinale. 
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Negli stessi anni, in Italia, Nicola D‟Apolito (1815-1862) ideava un nuovo metodo di 

sutura intestinale (Nuovo metodo di entero-rafia, in Osservatore medico, XIX-1841; 

Memoria sopra un nuovo metodo di enterorafia, in Comptes-rendus hebdom. des séances 

de L'Inst. de France, Acad. royale des sciences, XIII-1841; Rischiarimento sul nuovo 

metodo di sutura, in Osservatore medico, XX-1842), che consisteva in una sutura continua 

operata con un solo ago e un solo filo a punti paralleli all'asse della ferita. Sempre in Italia, 

comunque, già nel secolo precedente, Giovanni Ambrogio Bertrandi (1723-1765) aveva 

introdotto un metodo di sutura intestinale cosiddetto a filzetta, con affondamento dei 

monconi. 

Un‟ulteriore acquisizione fu quella di Halsted (1852-1922), che aveva riconosciuto, 

nello strato sottomucoso della parete intestinale, lo strength-bearing layer dell‟anastomosi. 

 Nel 1892, venne acclamata l‟invenzione del primo dispositivo meccanico per il 

confezionamento delle anastomosi: il bottone di Murphy, ideato da John Benjamin Murphy 

(1857-1916). Questo strumento era composto da due pezzi a forma di fungo che erano 

introdotti nei monconi intestinali e bloccati da una borsa di tabacco; la sutura conseguente 

era a punti introflettenti e, una volta guarita, si otteneva l‟espulsione per via rettale dello 

strumento (Murphy JB. Cholecysto-intestinal, gastro-intestinal, entero-intestinal, 

anastomosis, and approximation without sutures: original research. Med Rec 1892). Anche 

Jabulay (1860-1913) introdusse in quegli anni un sistema simile, identificato con il nome di 

bottone di Jabulay. 

Questi metodi trovarono applicazione per molti anni e i loro presupposti saranno 

ripresi quasi un secolo dopo nella concezione del Valtrac, un anello biodegradabile 

utilizzato a questo scopo. 
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Lo scenario restò per lo più immutato fino alla metà del 1900, quando si individua il 

momento di svolta nel confezionamento delle anastomosi gastro-intestinali. 

E‟ opportuno fare delle considerazioni per spiegare quale necessità sia stata alla 

base delle successive innovazioni. E‟ indubbio che la riuscita di un intervento chirurgico 

dipenda in buona parte dell‟abilità e dall‟esperienza del chirurgo; è proprio la volontà 

“politica” di ridurre l‟impatto del fattore umano sull‟esito di un atto chirurgico che è stata 

alla base della nascita nella Mosca sovietica degli anni '50 di uno Scientific Research 

Institute of Experimental Surgical Apparatus and Instruments, nel quale si cominciarono a 

studiare e fabbricare strumenti per sutura automatica che potessero essere impiegati da 

ogni chirurgo, anche del più lontano ospedale di quello sterminato territorio così da 

garantire a tutti un analogo adeguato livello di assistenza. 

In realtà i primi congegni per apporre punti di sutura in maniera automatica 

risalgono agli inizi del XX secolo. Humer Hulti, nel 1908, durante il II congresso della 

Società Ungherese di Chirurgia presentò, infatti, un apparecchio in grado di apporre 

quattro file di punti metallici che, fissando ermeticamente la parete anteriore a quella 

posteriore dello stomaco durante le resezioni gastriche, permetteva di asportarne una 

porzione senza sanguinamento né contaminazione del campo. I non trascurabili svantaggi 

erano rappresentati dal peso di oltre i 3500 grammi e dal fatto che, solo per assemblarlo, 

occorrevano alcune ore. 

Qualche anno dopo, nel 1921, Aladar von Petz presentò all'VIII Congresso della 

Società Ungherese di Chirurgia, uno strumento più leggero e facile da assemblare, che 

dopo 2 anni, si diffuse su larga scala nel mondo. Nel 1934, H. Friedrick introdurrà le 

cartucce intercambiabili che agevoleranno la ricarica dei punti metallici. 
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I primi apparecchi in grado di suturare con clip metalliche ma anche di tagliare 

contemporaneamente, introdotti dai Russi negli anni „50 (P.I. Androsov, e quindi Belkin e 

Kalinina)  venivano, però, accolti tiepidamente e con scetticismo, probabilmente perché 

era in corso la Guerra Fredda e l‟osmosi delle informazioni era limitata.  

Risale, poi, al 1960 l‟invenzione di T.V. Kalinina della suturatrice circolare capace di 

realizzare una anastomosi termino-terminale. Tale suturatrice, per quanto innovativa ed 

efficientissima, era ancora troppo ingombrante e pesante, rettilinea e quindi mal 

posizionabile in alcune distretti addominali, e confezionava solo uno strato di sutura, per 

cui era ancora necessario effettuare il secondo strato siero-sieroso a mano. 

Solo dagli anni ‟70 si assiste alla diffusione su scala mondiale delle suturatrici 

meccaniche lineari e circolari; esse andranno ben oltre le loro progenitrici, con cui hanno 

in comune soltanto il principio. Molto leggere per le particolari leghe impiegate, sono 

soprattutto più sicure e semplici da usare. Nascono le nuove sigle con le quali 

diventeranno sempre più note: EEA, GIA, TA equivalenti delle PKS, delle NGKA, delle YTL 

sovietiche. Sono apparecchi adatti a tutte le chirurgie, facilmente sterilizzabili e quindi 

riutilizzabili infinite volte anche perché sfruttano set intercambiabili di cartucce con agrafes 

già montate. 

Nonostante la diffusione delle suturatrici meccaniche, le anastomosi confezionate a 

mano secondo le varie tecniche esistenti non sono state completamente soppiantate e le 

metanalisi redatte in letteratura non hanno finora messo in evidenza la superiorità delle 

prime sulle seconde.1-7 
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2. Le anastomosi intestinali 

 

 

 

Il fallimento dei meccanismi di guarigione delle anastomosi è responsabile della 

deiscenza e/o delle fistole intestinali, con incremento significativo di morbilità e mortalità 

post-operatoria. 

 

 

I MECCANISMI DI GUARIGIONE 

DELLE ANASTOMOSI 

 

Al momento della resezione intestinale e del confezionamento dell‟anastomosi, 

quella che si verifica, a carico del tratto di parete intestinale coinvolto, è una reazione 

flogistica che si snoderà attraverso varie fasi che condurranno alla guarigione 

dell‟anastomosi.  

Anche se la guarigione è un processo dinamico, si possono accademicamente 

riconoscere 3 fasi, che si susseguono, accavallandosi: 1) la fase dell‟emostasi e della 

flogosi propriamente detta; 2) la fase della proliferazione; 3) la fase della maturazione e 

del rimodellamento. Tutto ciò che disturba lo svolgimento di queste fasi, potrebbe risultare 

in complicazioni a carico dell‟anastomosi gastrointestinale. 8-26 
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Durante il 1° giorno post-operatorio, la flogosi è determinata dalla presenza di un 

infiltrato di polimorfonucleati, specie sulla rima di sutura. 8-26 Questi sono rappresentati da 

neutrofili, eosinofili e istiociti che infiltrano la lamina propria, la sottomucosa e il materiale 

di sutura. La mucosa e la sottomucosa appaiono edematose e congeste. L‟azione dei 

polimorfonucleati si esplica nel controllo immunitario contro l‟estesa invasione batterica, 

tipica del sito di anastomosi e nella produzione di collagenasi.  

Il 3° giorno post-operatorio, permane ancora l‟edema e si annovera l‟incremento dei 

linfociti. Al progressivo incremento del tessuto di granulazione, si affianca la degradazione 

del materiale di sutura.8-26 A partire poi dal 3° giorno circa dal confezionamento 

dell‟anastomosi, poi, si assiste al progressivo incremento del numero dei fibroblasti e 

miofibroblasti a livello degli strati della sutura. 8-26 

I dati scientifici più attuali14-17,26 permettono di affermare che l‟iniziale integrità delle 

anastomosi è dipendente dalla formazione di fibrina sulla sierosa perianastomotica, che 

garantisce l‟impermeabilità dell‟anastomosi, e dalla sutura stessa, particolarmente per 

quanto concerne la tenuta dello strato effettuato sulla sottomucosa. A questi due elementi 

si associa anche la contrazione della lamina propria della parete gastrointestinale.  

L‟integrità finale dell‟anastomosi non risulta, invece, essere correlata alla quantità 

assoluta di collagene, ma specialmente alla struttura e all‟arrangiamento dello stesso, nel 

contesto degli strati di sutura. 14-17,26 

I fibroblasti e i miofibroblasti sono considerate le cellule fondamentali nel processo 

di guarigione, in quanto sono ritenute i maggiori responsabili della contrazione della 

muscolatura liscia, della formazione e riparazione della matrice extracellulare e della 

proliferazione e differenziazione degli elementi epiteliali, vascolari e nervosi.8-12,16,18-20,22-25 
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La guarigione completa dell‟anastomosi è, quindi, il risultato dell‟equilibrio tra la lisi 

del collagene, che interviene nelle fasi iniziali del processo (primi 3-5 giorni post-

operatori), e la sintesi dello stesso ad opera dei fibroblasti, che inizia invece alcuni giorni 

dopo (fase di proliferazione).  

Nella fase della proliferazione rientra anche la neoangiogenesi. Il numero dei 

capillari va progressivamente aumentando; è acclarato, infatti, che l‟ipossia stimoli la 

neoagiogenesi, ma il suo vero ruolo nel sostentamento  di tutto il processo angiogenetico 

non è chiaro.24 

Al 7° giorno post-operatorio, infatti, l‟edema del tessuto contenente la sutura è 

quasi completamente scomparso; il tessuto di granulazione è consistente e avvolge il 

materiale di sutura.8-26 La deposizione di collagene con aumento dell‟attività fibroblastica è 

presente, ma irregolare. La quota dei macrofagi è notevole, perché importante è l‟attività 

richiesta di asportazione dei detriti accumulati nel sito. 8-26 

La fase di maturazione e rimodellamento segue e si interdigita con la fase di 

proliferazione. 8-26  Essendo il rimodellamento tissutale dipendente dalla deposizione dei 

componenti della matrice extracellulare, specie le fibre collagene, si intuisce come i 

fibroblasti e i miofibroblasti abbiano un ruolo chiave in tale fase. 

Al 14° giorno post-operatorio, si può rilevare la quasi completa rigenerazione 

dell‟epitelio mucosale che riveste la rima di sutura, mentre la massiva e organizzata 

deposizione di collagene si rileva a livello dello strato sottomucoso della sutura.  La fase 

finale del processo di guarigione riguarda anche la maturazione del neocollagene in fasci e 

unità contrattili. 8-26 

Le infezioni locali, che spesso si verificano nel sito perianastomotico, sono per 

questo responsabili dell‟aumento del fenomeno della lisi del collagene e del ritardo della 
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sua sintesi, aumentando così il rischio di deiscenza. Diversi studi hanno dimostrato che il 

pericolo di deiscenza è maggiore tra il 4° e il 7° giorno, qualora al fenomeno della lisi del 

collagene non subentri correttamente e prontamente la sua stessa neodeposizione. 8-26 

Un dato interessante è che dopo una settimana dal confezionamento 

dell‟anastomosi, se la guarigione si sta verificando correttamente, la resistenza agli 

aumenti di pressione endoluminale del tratto intestinale che contiene l‟anastomosi è 

maggiore di quella dei tratti intestinali a monte e a valle.9,12,14-16,18-23,25 Questo potrebbe 

essere attribuito al fatto che i tratti vicini all‟anastomosi sono stati comunque coinvolti 

nella reazione flogistica perioperatoria, così da vedere attivata anche al loro livello la lisi 

del collagene.  

 

 

ANASTOMOSI DI ILEO E COLON: 

DIFFERENZE BIOMOLECOLARI 

E FISIOPATOLOGICHE 

 

I processi biomolecolari che contribuiscono alla guarigione delle anastomosi sono 

ancora lungi dall‟essere tutti conosciuti. Come precedentemente rilevato, mentre la 

precoce resistenza dell‟anastomosi è garantita dalla integrità della sutura, la sintesi finale 

del collagene è necessaria per cancellare la soluzione di continuo presente nella parete 

intestinale. Perciò, la corretta deposizione del collagene gioca un ruolo fondamentale nelle 

sequenze di guarigione dell‟anastomosi. 

Molti studi sperimentali hanno messo in evidenza che l‟ileo e il colon presentano 

caratteristiche diverse per quanto riguarda i processi di produzione di energia e di sintesi 
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del collagene.27-31 La conoscenza della peculiare fisiologia di ognuno di questi segmenti 

permette di capire alcune delle problematiche alla base della diversa incidenza di 

deiscenza anastomotica di ileo e colon. 

E‟ accertato che fisiologicamente, in assenza quindi di anastomosi, i livelli di sintesi 

di collagene sono maggiori nel colon rispetto all‟ileo; la spiegazione dovrebbe essere che le 

cellule proposte a tale sintesi (fibroblasti e miofibroblasti) a livello del colon siano 

caratterizzate per un livello di attività più alto rispetto alle stesse cellule presenti 

nell‟ileo.27,28 

Un dato interessante che emerge dall‟analisi della letteratura scientifica è che la 

sintesi del collagene nel sito anastomotico inizia, invece, più precocemente e più 

intensamente nell‟ileo rispetto a quanto non avvenga nel colon.27,28,32-37 

Studi condotti in vitro32 e in vivo27,28,33 hanno rilevato che l‟entità della sintesi di 

collagene osservata in 2 tratti, ileale e colico rispettivamente, contenente un‟anastomosi, è 

stata maggiore di circa 9 volte nell‟ileo e di circa 6 volte nel colon, rispetto al controllo 

(tratti ileali e colici non contenenti anastomosi). 

Studi biomolecolari hanno poi permesso di riconoscere l‟inizio della sintesi di 

collagene, 3 ore dopo il confezionamento dell‟anastomosi nell‟ileo e 48 ore dopo nel 

colon.35,36 Tenendo conto però che l‟attivazione dei fibroblasti si rileva a partire dal 2° 

giorno post-operatorio e che tali cellule sono considerate la maggiori responsabili della 

sintesi di collagene, questo significherebbe che cellule già presenti nel sito anastomotico, e 

più peculiarmente nell‟ileo, sanno rispondere al danno con l‟incremento della loro capacità 

di sintesi del collagene. Alcuni studi35,36 hanno infatti dimostrato che le cellule della 

muscolatura liscia isolate dal digiuno sono in grado di sintetizzare collagene di tipo I, III e 

V. 
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Probabilmente ciò che stimola le cellule muscolari lisce e poi i fibroblasti migrati nel 

sito di anastomosi alla produzione di collagene, è rappresentato dai mediatori della flogosi, 

tra cui spiccherebbero i fattori rilasciati dalle piastrine.37  

Il perché del fatto che il medesimo tipo di cellule nell‟ileo reagisca al medesimo 

stimolo diversamente da quanto non avvenga nel colon, forse si spiega con il fatto che nel 

colon quelle cellule necessitano di stimoli ancora maggiori, essendo già a un più alto livello 

di attività di sintesi. 

L‟importanza del metabolismo energetico nei processi di riparazione tissutale è 

intuitiva, quali che essi siano. Studi sperimentali sui conigli,31 condotti dal nostro gruppo di 

lavoro hanno, infatti, indagato le differenze nel metabolismo energetico tra ileo e colon, 

partendo dalla considerazione che, per esempio, alla base del megacolon delle pseudo-

occlusioni intestinali croniche fosse stata individuata una mutazione genetica del tRNAGly 

mitocondriale.38 

I risultati hanno permesso di concludere che a livello dei mitocondri delle cellule del 

colon si rilevava un maggior consumo di ossigeno rispetto a quanto non avvenisse 

nell‟ileo.31 E questo aveva una sua corrispondenza nella prevalenza del metabolismo 

ossidativo a livello colico rispetto all‟ileo, in cui la tendenza era quella di un maggior 

metabolismo glicolitico.31 I nostri esperimenti hanno, inoltre, dimostrato, durante il 

processo di guarigione dell‟anastomosi colica, la crisi di tutti i parametri biochimici 

misurati: un crollo significativo dell‟attività enzimatica e respiratoria mitocondriale, la 

dissociazione mitocondriale e la riduzione dell‟espressione dei complessi mitocondriali 

all‟analisi gel-elettroforetica. Gli stessi parametri, invece, risultavano inalterati quando 

misurati nelle cellule delle anastomosi ileali. A 21 giorni dal confezionamento delle 
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anastomosi, infatti, si osservava un recupero di tali attività a livello colico ancora non 

superiore al 30%.31 

Partendo da questi dati, abbiamo potuto osservare che, in presenza di uno stress 

chirurgico (quale è il confezionamento di un‟anastomosi) che si caratterizza anche per un 

ipossia transitoria nella sede della sutura, essendo il colon così dipendente dalla 

fosforilazione ossidativa per produrre l‟energia necessaria ai processi di guarigione della 

sutura stessa, le cellule dell‟anastomosi colica sono sede di difficoltosa produzione di 

ATP.31 Nelle stesse condizioni di stress, invece, le cellule dell‟anastomosi ileale potranno 

avvalersi efficacemente della glicolisi anaerobia per la produzione di ATP.31 Si può quindi 

facilmente desumere come questa differenza biochimica nella produzione dell‟energia 

necessaria ai fini della guarigione dell‟anastomosi sia alla base della maggiore incidenza di 

deiscenza a carico delle anastomosi del colon, piuttosto che dell‟ileo. 

La rilevanza fisiopatologica di questi risultati è stata successivamente verificata 

indagando se il danno mitocondriale riscontrato a livello colico avesse poi delle 

ripercussioni su altri processi biochimici, per esempio sulla regolazione intracellulare del 

Ca2+ e quindi sulla contrazione della muscolatura liscia intestinale.39,40 

 Un altro nostro studio sperimentale sul coniglio ha evidenziato come il deficit 

energetico a livello del colon, infatti, oltre ad essere responsabile dell‟alterata deposizione 

e maturazione del collagene in sede di anastomosi, pone le basi anche per l‟alterazione 

della contrattilità della muscolatura liscia intestinale riscontrata. 39,40 I risultati tensiometrici 

ottenuti, infatti, sono la conseguenza delle alterazioni biochimiche registrate, in quanto 

l‟ATP è fisiologicamente richiesto per il mantenimento del potenziale di membrana, per 

l‟omeostasi del calcio e per le interazioni actina-miosina. 39,40 
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FATTORI DI DEISCENZA 

 

L‟incidenza della deiscenza anastomotica in letteratura è compresa tra il 2% e il 

10%;41-48 tale complicazione è ritenuta determinare l‟impatto maggiore sulla morbilità e 

mortalità dei pazienti sottoposti a chirurgia resettiva gastrointestinale, con incidenze 

comprese tra il 20-30% e il 7-12%, rispettivamente.47 

Per tale motivo, l‟identificazione dei pazienti a più alto rischio di deiscenza 

anastomotica è mandatoria durante la valutazione pre-operatoria. 

Dalla revisione della letteratura si evince che i fattori di rischio di deiscenza possono 

essere divisi in 3 gruppi:49-63 

2. fattori sistemici: età >65 aa, sesso maschile, obesità, abuso di alcool, fumo, 

perdita di peso, ASA score, caratteristiche demografiche dei pazienti, stato 

nutrizionale, anemia (Hb<11 g/dl), ipoprotinemia (proteine sieriche <6 g/dl), 

terapia immunosoppressiva preoperatoria/corticosteroidi, ipovolemia, tensione di 

ossigeno, leucocitosi, leucopenia, ipovitaminosi, ittero, uremia, aterosclerosi 

diffusa; 

3. fattori correlati all‟intervento chirurgico: durata dell‟intervento chirurgico, perdite 

ematiche, politrasfusioni, difficoltà delle procedure chirurgiche, labilità 

intraoperatoria del mantenimento della pressione arteriosa, anastomosi 

meccanica vs manuale, laparoscopia vs laparotomia, prova idro-pneumatica, 

intervento chirurgico eseguito in urgenza o d'elezione, preparazione intestinale, 

esperienza del chirurgo; 

4. fattori specifici di malattia: patologia neoplastica, malattie infiammatorie 

croniche dell‟intestino, patologia cardiovascolare, malattia diverticolare, 
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comorbilità, broncopatia cronica ostruttiva (BCO), diabete, indicazioni alla 

resezione. 

 Nell‟ambito dei fattori sistemici, l‟albuminemia pre-operatoria <3.5 mg/dL, 

l'ipoproteinemi e la perdita di peso, che indicano lo stato nutrizionale scadente del 

paziente, è stata correlata al rischio di deiscenza.64,65 Alcuni studi hanno infatti rilevato 

che, garantendo un adeguato introito di tutti gli elementi nutrizionali necessari per 7-10 

giorni nel pre-operatorio, si registrava un significativo miglioramento dell‟outcome globale 

di pazienti sottoposti a chirurgia addominale.66-68 Per tale motivo, si raccomanda 

l‟ottimizzazione della nutrizione enterale nell‟ambito della chirurgia addominale di elezione. 

Pareri discordanti si annoverano, invece, per quanto riguarda il rischio aumentato di 

deiscenza in correlazione all‟età avanzata, al sesso maschile, all‟ASA score, all‟anamnesi 

personale di patologia cardiovascolare e di malattia diverticolare, l'obesità, l'abuso di 

alcool, ipovitaminosi, ittero e uremia.41,56,69,70 

La stessa discordanza di opinioni emerge dall‟analisi della letteratura, per quel che 

concerne le caratteristiche demografiche dei pazienti, le comorbilità, le indicazioni alla 

resezione, le eventuali terapie immunosoppressive preoperatorie, la concomitanza di 

diabete o leucocitosi/leucopenia, l'ipovitaminosi e l'aterosclerosi.41 

Gli studi condotti nel nostro gruppo di lavoro, comunque, hanno dimostrato una 

correlazione tra la presenza di BCO e il più alto tasso di incidenza di deiscenza 

anastomotica colica, e quindi un aumento del rischio di insuccesso nel paziente in età 

geriatrica, più frequentemente affetto da BCO 71 e conseguentemente affetto da minore 

oxygen delivery periferica. 

La BCO è una patologia caratterizzata da una condizione di ipossia cronica72 che 

determina una ridotta ossigenazione tessutale (ridotta disponibilità di ossigeno: DaO2). 
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Tuttavia, il meccanismo di controllo del flusso sanguigno e la modulazione dell‟estrazione 

di ossigeno- a livello intestinale- rendono il consumo di ossigeno (VO2) indipendente dalla 

DaO2;73 di conseguenza, nei pazienti con BCO la ridotta DaO2 non influenza la VO2. 

Durante il processo di guarigione dell‟anastomosi colica, al contrario, la richiesta di 

ossigeno aumenta, sia per la più alta richiesta metabolica legata all‟attuarsi della 

fosforilazione ossidativa, sia per la sintesi del collagene.74 Nei pazienti con BCO che sono 

sottoposti al confezionamento di un‟anastomosi colica, queste modificazioni 

fisiopatologiche inevitabilmente mettono in relazione la VO2 alla insufficiente DaO2. La 

correzione della compromissione della tensione di ossigeno potrebbe, quindi, ridurre 

l‟incidenza di deiscenza anastomotica nei pazienti affetti da BCO.  

Come conseguenza, una completa valutazione preoperatoria della funzionalità 

respiratoria è, quindi,  indispensabile prima di ogni intervento di chirurgia colica resettiva. 

L‟ossigeno-terapia perioperatoria, inoltre,  potrebbe – per quanto detto - agevolare il 

processo di guarigione anastomotica.  

Precedenti studi sperimentali75-80 hanno enfatizzato il ruolo della ipovolemia, 

dell‟anemia e della tensione di ossigeno come fattori predittivi per la guarigione 

dell‟anastomosi. L‟ipovolemia determina l‟ipossia tissutale, compromettendo la guarigione 

anastomotica. L‟ossigeno, inoltre, è essenziale per l‟idrossilazione della lisina e della prolina 

durante la sintesi del collagene nell‟ area di sutura; di conseguenza, la bassa tensione di 

ossigeno influenza in maniera negativa la guarigione della parete intestinale, 

incrementando il rischio di fallimento.  

Per quanto riguarda i fattori specifici di malattia, è stata identificata l‟associazione 

tra la comparsa della deiscenza anastomotica e le resezioni per patologia neoplastica e in 

corso di IBD.41,45-47,49,50,53-55,57-59,65,81-85 Si ritiene, comunque, che l‟ottenimento di margini 
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di resezione liberi da malattia e l‟esecuzione di una resezione che rispetti la 

vascolarizzazione dei monconi intestinali, con una corretta assenza di tensione sui monconi 

e quindi sulla rima anastomotica, siano prerogative necessarie alla riduzione dell‟incidenza 

di deiscenza. 

I fattori correlati all‟intervento chirurgico sono stati oggetto di ampie valutazioni in 

letteratura. Tra questi, la durata dell‟intervento chirurgico, le perdite ematiche, le 

politrasfusioni, le difficoltà delle procedure chirurgiche, l'esperienza del chirurgo, sono stati 

quelli per cui si è evidenziata la più forte associazione con lo sviluppo di deiscenza 

anastomotica.41,54,86-92 

 Al contrario, la labilità intraoperatoria del mantenimento della pressione arteriosa, 

l‟esecuzione dell‟anastomosi secondo tecnica meccanica vs manuale, l‟intervento condotto 

per via laparoscopica vs laparotomia, la verifica intraoperatoria dell‟integrità 

dell‟anastomosi con le prove idro-pneumatiche, l'esecuzione dell'intervento chirurgico in 

regime di urgenza o di elezione, con o meno preparazione intestinale, non hanno messo in 

evidenza in maniera univoca l‟associazione con l‟aumentato rischio di deiscenza. 41,54,86-92 
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4.  Le protesi biologiche 

 

 

 

I materiali protesici in chirurgia generale sono stati introdotti a partire dagli anni 

60‟ per la riparazione delle ernie e dei laparoceli,93,94 con il fine di ridurre l'incidenza delle 

recidive e del dolore post-operatorio.93-96  Da allora, diversi trial clinici hanno dimostrato la 

superiorità delle tecniche di riparazione tension-free con l‟utilizzo di protesi sintetiche come 

sostituti fasciali o come rinforzo di parete.95-100 

Il diffondersi dell‟uso di protesi sintetiche ha permesso di mettere in evidenza, 

però, che il materiale sintetico è esposto al rischio di infezione nel 5-18%,101 oltre che a 

una certa percentuale di formazione di sieromi, aderenze con le anse intestinali e fistole 

enterocutanee. 

Stante la necessità di ridurre la frequenza di tali complicazioni, che possono 

incidere sugli outcome a lungo termine dei pazienti trattati, perciò, sono state ideate e 

diffuse le protesi biologiche.  

 

CLASSIFICAZIONE 

 

Le protesi biologiche sono costituite da una matrice extracellulare privata della sua 

componente cellulare; sebbene siano tutte caratterizzate da questo elemento, esse 
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differiscono tra loro sostanzialmente in relazione alla risorsa biologica da cui quella matrice 

extracellulare è ottenuta.102 

Dal punto di vista del rimodellamento nell‟ospite, i materiali biologici si suddividono 

in (Tab.1):103-110 

- cross-linked: parzialmente rimodellati e integrati del tessuto dell‟ospite; 

- non cross-linked: totalmente rimodellati e sostituiti dal tessuto di nuova formazione. 

 

 

Tabella 1: Classificazione delle protesi biologiche 

 

Nome Tessuto Origine Crosslinked? Sterile? 

Alloderm® Derma umana No No 

Allomax™ Derma umana No Sì 

Collamend™ Derma porcina Sì Sì 

FlexHD™ Derma umana No No 

Periguard® Pericardio bovina Sì Sì 

Permacol™ Derma porcina Sì Sì 

Strattice® Derma porcina No Sì 

Surgimend® Derma bovina fetale No Sì 

Surgisis® Sottomucosa intestinale porcina No Sì 

Tutopatch® Pericardio bovina No Sì 

Veritas® Pericardio bovina No Sì 

XenMatrix® Derma porcina No Sì 

 

 

 Le protesi biologiche attualmente a disposizione sono ottenute da tessuti animali o 

umani: sottomucosa del piccolo intestino porcino, pericardio bovino, matrice di derma 

umano acellulare, collagene del derma porcino, fascia lata. 
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La mesh biologica ottenuta dalla sottomucosa del piccolo intestino del 

maiale111-114 (Surgisis®) è costituita da un materiale acellulare sterile, composto da 

lamina propria, muscularis mucosae e sottomucosa. La matrice extracellulare ha 

conservato la propria composizione a base di collagene naturale (tipo I, III e IV), 

glicosaminoglicani (acido ialuronico, condroitinsolfato A e B, dermatansolfato e 

eparansolfato), proteoglicani e glicoproteine, responsabili del rimodellamento e della 

riparazione tissutale. Essa contiene anche fattori utili alla crescita, quali il TGF-β e VEGF, 

quest‟ultimo fondamentale nel processo di neovascolarizzazione.  

La protesi così fatta, usufruendo della naturale struttura tridimensionale, funge 

comodamente da scheletro per la progressiva crescita tissutale da parte delle cellule 

dell‟ospite. Si assiste, infatti, dopo l‟impianto, all‟invasione e proliferazione da parte delle 

cellule dell‟ospite e alla crescita dei vasi neoformati, fino alla completa sostituzione della 

protesi da tessuto neoformato e maturo, identico sia per morfologia che per fisiologia a 

quello dell‟ospite, nell‟arco di 6-12 mesi. 

Le protesi biologiche ottenute dal collagene del derma porcino116-120 

(Permacol™, Pelvicol®, Collamend Implant®, Strattice®, Xen Matrix®) sono costituite da 

fibre acellulari di collagene e elastina, resistenti, ma flessibili. Il collagene è stabilizzato da 

un processo di cross-linking, che rende la struttura della mesh resistente alla degradazione 

e al riassorbimento da parte delle collagenasi.  

La protesi, pertanto, resta permanentemente incorporata nel tessuto di crescita, 

attraverso un meccanismo di incapsulamento, piuttosto che invasa dalle cellule dell‟ospite 

e dai neovasi. Lo spazio morto potenziale tra la mesh e la neocapsula potrebbe, 

comunque, predisporre alla formazione di sieromi, nonché infezioni in sede di impianto. 

Per migliorare l‟integrazione della protesi, si è per questo pensato che riducendo la 
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quantità del disaccaride terminale (alpha-Gal), si potesse ridurre la potenziale risposta 

antigenica da parte dell‟ospite, aumentando l‟entità del rimodellamento della mesh.  

La protesi biologica prodotta a partire dalla matrice acellulare del derma 

umano121-125 (Alloderm, Allomax, FlexHD), ricavato da donatori cadaveri, è resistente al 

rigetto grazie alla separazione effettuata tra il derma, l‟epidermide e tutti gli elementi 

cellulari ivi presenti. Anche questa matrice acellulare funge da scheletro per la 

rigenerazione tissutale attraverso la rivascolarizzazione e l‟invasione e ripopolazione 

cellulare (fibroblasti) da parte dell‟ospite. 

Tra il 1° e il 4° mese dopo l‟impianto si assiste al consolidamento tra la mesh e il 

tessuto ospite. Il materiale biologico va incontro a completa degradazione e sostituzione 

da parte di neocollagene, deposto i fibre paralelle, interdigitato ai neovasi.  

La mesh di pericardio bovino126-131 (Tutopatch®, Veritas®, PeriGuard®) è 

costituita a partire da una membrane acellulare di puro collagene che mantiene la sua 

struttura nativa. Anche le sue proprietà biochimiche sono altresì conservate, così da 

garantire resistenza e al contempo flessibilità e morbidezza e facilità nella manipolazione. 

Il processo di produzione prevede che le proprietà antigeniche del materiale siano 

annullate, che la struttura sia preservata e che i patogeni presenti siano inattivati in 

maniera definitiva. 

La protesi funge da guida per la deposizione di neocollagene, grazie anche alla sue 

fibre connettivali multidirezionali; tale multispazialità permette che la forza tensile si 

sviluppi in ogni direzione. La formazione del neotessuto avviene in tempi brevi dopo 

l‟impianto e contestualmente alla digestione del collagene nativo della mesh. Non si rileva 

alcun incapsulamento fibroso, così che le infezioni o i sieromi non si verificano; ciò è 

favorito anche dalla presenza di fori utili al drenaggio del siero. 
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Una caratteristica non trascurabile è poi la tendenza alla rapida proliferazione 

mesoteliale se a contatto con il peritoneo. 

 

 

INDICAZIONI 

 

L‟infezione della protesi costituisce una delle complicazioni più temibili della 

chirurgia erniaria, la cui incidenza, tuttavia, dipende strettamente dal tipo di materiale e 

dalla tecnica di riparazione usati.131 

I batteri aderiscono avidamente ai polimeri e producono un biofilm che li protegge 

dalle difese immunitarie dell‟ospite e dagli antibiotici, contribuendo alla sopravvivenza 

batterica e all‟infezione cronica.101  

Nel tentativo di ridurre l‟incidenza delle infezioni, si sono sviluppate le protesi 

sintetiche riassorbibili (in polyglactin e acido poliglicolico) che si sono configurate come 

buona alternativa alle mesh sintetiche non riassorbibili. Queste ultime, infatti, presentano 

in letteratura tassi di infezioni variabili:  le protesi in polipropilene (PP) hanno un tasso di 

infezione compreso tra il 2 e il 4,2%; le protesi in poli-tetra-fluoro-etilene espanso 

mostrano un più ampio range di incidenza tra lo 0 e il 9,2%; le protesi in poliestere (POL) 

multifilamento mostrano il più alto tasso di infezione (7-16%), mentre quelle in 

monofilamento hanno un tasso di infezione paragonabile alle reti in PP.133  

I materiali riassorbibili consentono la rapida formazione di un solido tessuto fibro-

connettivale che determina la riparazione del difetto di parete prima che la protesi venga 

riassorbita completamente.133 La massiva reazione tissutale causata dalle protesi assorbibili 

è frequentemente responsabile di discomfort nel paziente ed è stata anche correlata a una 
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maggiore incidenza di recidive in uno studio sperimentale; 134 pertanto, è stata ideata una 

combinazione di materiali assorbibili e non assorbibili per garantire la formazione di 

tessuto solido nelle prime settimane dal posizionamento della protesi, mentre 

successivamente la componente non assorbibile low-weight assicura una tenuta 

permanente e maggiore flessibilità al nuovo tessuto, con relativa minore incidenza di 

complicazioni a lungo termine, comprese le recidive.135 

Il tasso di recidiva erniaria con l‟uso di protesi si è significativamente ridotto nel 

tempo, aumentando però in modo significativo in presenza di infezione; in questi casi la 

rimozione della protesi è, spesso, mandatoria.  

Il rischio di infezione limita, inoltre,  notevolmente l‟uso di una protesi in presenza 

di un campo operatorio contaminato, potenzialmente contaminato o infetto.133 

Questo scenario è cambiato radicalmente dall‟avvento delle protesi biologiche, 

costituite da matrice di collagene acellulare, proveniente da animali (xeno-impianto) o da 

tessuto umano (allo-impianto).  

Esse sono ottenute tramite liofilizzazione, che distrugge il contingente cellulare 

eliminando l‟antigenicità del prodotto e che risparmia la componente connettivale 

rappresentata prevalentemente da collagene di tipo I, III, IV ed elastina. Il processo di 

purificazione è necessario affinché la risposta del ricevente all‟impianto sia minima.102 

 Le bioprotesi più diffuse e studiate attualmente in commercio sono costituite dalla 

sottomucosa di intestino porcino, dal derma porcino, dal pericardio bovino, e dal derma 

umano acellulare. Numerosi studi hanno dimostrato l‟efficacia dell‟utilizzo di questi 

materiali nella riparazione dei laparoceli in condizioni di contaminazione. 132,136 

Una volta impiantate, le protesi biologiche costituiscono un microambiente 

naturale che stimola la migrazione delle cellule del ricevente e favorisce la angiogenesi 
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comportandosi da “impalcatura” (scaffold) con il risultato di ottenere un nuovo tessuto in 

cui la deposizione di collagene avviene per strati paralleli, diversamente dalle protesi 

sintetiche in cui essa avviene in maniera casuale e disordinata.  

Le bioprotesi conservano una buona resistenza meccanica qualora i legami tra le 

eliche di collageno siano stabili. Al contrario, queste vengono rapidamente riassorbite dalle 

collagenasi e metallo-proteinasi prodotte dalle cellule del sistema immunitario dell‟ospite, 

richiamate dalla - seppur minima - reazione infiammatoria locale. Tale flogosi, a sua volta 

può essere amplificata da un‟eventuale sovrainfezione batterica, con produzione di enzimi 

litici di origine batterica, compromettendo la solidità meccanica del tessuto neoformato. 

Il tasso di riassorbimento della protesi e il suo pattern rigenerativo dipendono 

sostanzialmente dal grado di cross-linking tra le fibre collagene della matrice acellulare.  

Maggiore è il cross-linking, maggiore sarà la resistenza alla degradazione che 

rende sicure queste protesi anche in presenza di enzimi litici di origine batterica; la 

dimostrazione di questo fenomeno è presente in alcuni studi che hanno valutato una 

bioprotesi non cross-linked costituita di sottomucosa intestinale bovina, la quale subiva 

una accelerata degradazione quando utilizzata in campi contaminati; in uno studio in vivo 

questo biomateriale non era più rintracciabile nella sede dell‟impianto dopo 17 giorni.102,137  

In un modello animale è stato dimostrato che un elevato grado di cross-linking 

(i.e. nel derma suino) costituisce un ostacolo alla deposizione del collagene nel contesto 

della protesi (ingrowth).  Si determina, quindi, una deposizione di fibre collagene parallele 

all‟impianto, con formazione di una capsula “a sandwich” scarsamente vascolarizzata sui 

due versanti della protesi. Tale capsula, se da una parte induce un‟aumentata resistenza 

del tessuto neoformato, dall‟altra favorisce la potenziale formazione di uno spazio morto 
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tra l‟impianto e la capsula fibrosa, con risultati non ottimali per la scarsa integrazione della 

protesi. 136   

Una riduzione del grado di cross-linking si associa ad una maggiore rigenerazione 

tissutale, ma a una più rapida degradazione del biomateriale. 138,139 Recentissimi studi 

sperimentale 140,141 hanno, infatti, dimostrato che è possibile conservare l‟integrità 

strutturale della matrice extracellulare delle protesi in derma porcino, minimizzando la 

risposta antigenica che provoca l‟incapsulamento e impedisce l‟ingrowth, attraverso 

l‟eliminazione di un disaccaride terminale con specifici enzimi di clivaggio. Questo 

trattamento consente una efficace ripopolazione del materiale protesico da parte dei 

fibroblasti e neoangiogenesi con integrazione tra la protesi e il tessuto neoformato a due 

settimane dall‟impianto, migliorando la biocompatibilità di questa tipologia di protesi e 

mantenendo la sua resistenza al riassorbimento grazie alla conservazione del cross-linking. 

140,141 

Un ulteriore vantaggio delle protesi biologiche è la mancata formazione di 

aderenze con le anse intestinali qualora vengono posizionate in sede intraperitoneale, 

fenomeno che potrebbe essere legato alla formazione di un neostrato mesoteliale sul 

versante peritoneale della protesi che possiede proprietà fibrinolitiche dovute alla 

secrezione di plasminogeno.142 Inoltre, non sono stati riportati casi di fistolizzazione 

intestinale associati con l‟uso di impianti di collagene.101  

Queste caratteristiche permettono l‟uso delle bioprotesi anche nel trattamento 

definitivo dell‟open abdomen nei traumi e nei grossi difetti di parete con perdita di 

sostanza, che spesso richiedono multiple procedure.143 
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3. STUDIO SPERIMENTALE 

 

 

 

 

INTRODUZIONE 

 

Il fallimento dell‟anastomosi intestinale rappresenta a tutt‟oggi uno dei maggiori problemi 

in chirurgia resettiva addominale. 1-7,41-44,47-71,79,81-92 L‟evidenza clinica di tale evento può 

essere rappresentata dalla filtrazione o dalla completa deiscenza anastomotica. 1-7,41-44,47-

71,79,81-92 

Mentre la completa deiscenza è responsabile di un quadro di peritonite acuta con 

rischio di sepsi per il paziente e richiede, quindi, il re-intervento in regime di urgenza, la 

filtrazione dell‟anastomosi può determinare quadri subdoli che vanno dalla comparsa di 

una fistola entero-cutanea alla formazione di ascessi endoaddominali, che in talune 

circostanze possono portare il paziente verso uno stato settico generalizzato. Nel caso 

della comparsa della fistola enterica, l‟approccio terapeutico può essere di tipo 

conservativo, in relazione alla portata e all‟andamento della stessa verso la risoluzione, ma 

deve anche contemplare l‟opzione della revisione chirurgica nei casi ad alta portata, come 

anche nei casi degli ascessi endoaddominali che stanno evolvendo verso la sepsi. 
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 L‟impatto del fallimento dell‟anastomosi, nelle sue varie forme (incidenza tra il 2% e 

il 10%), sull‟outcome del paziente è decisamente cattivo, in relazione all‟aumento della 

morbilità (20-30%) e della mortalità (7-12%), rispetto ai casi uneventfully dopo chirurgia 

resettiva addominale, con sensibile aumento della degenza ospedaliera e dei costi.1-7,41-

44,47-71,79,81-92 

 

 

SCOPO DELLO STUDIO 

 

Come già ampiamente illustrato in precedenza, le protesi biologiche sono costituite da 

una matrice proteica extracellulare che funge da impalcatura per la crescita del tessuto 

connettivo dell‟ospite e per la migrazione, adesione e proliferazione cellulare. 

Scopo dello studio è verificare se di una benderella di materiale protesico biologico di 

pericardio bovino, apposta in vivo sulla rima di sutura (a punti staccati di PDS 3/0 in 

monostrato secondo Gambee) di anastomosi intestinali di maiale: 

 eserciti la stessa funzione di guida (“scaffold”) per la crescita di tessuto dell‟ospite 

fino alla guarigione dell‟anastomosi; 

 eviti la comparsa di filtrazione anastomotica nei casi - confezionati ad arte - di 

suture intestinali incomplete in un punto di sutura. 

A tal fine, sono stati condotte valutazioni intraoperatorie, analisi istopatologiche, 

biochimiche, di tensiometria e di elettrofisiologia sui segmenti intestinali prelevati. 
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MATERIALE E METODO 

 

Lo studio sperimentale è stato sottoposto all‟approvazione del National Animal Care 

and Use Committee. 

 

Animali 

Sono stati adoperati nello studio 95 maiali domestici (Landrace); la parte 

sperimentale dello studio ha avuto inizio nel Settembre 2009 ed è terminata ad Aprile 

2010. 

Tutti gli animali nelle 24h precedenti gli interventi chirurgici sono stati sottoposti a 

digiuno. Dopo gli interventi chirurgici, tutti gli animali sono stati sottoposti a terapia 

antibiotica con Ampicillina (25 mg/kg ogni 12 h) e tramadolo (5 mg/kg al giorno). 

Essi sono stati quotidianamente monitorati durante il periodo sperimentale al fine di 

individuare ogni tipo di alterazione delle loro condizioni cliniche (controllo della diuresi e 

della canalizzazione intestinale, alimentazione e perdita di peso, temperatura corporea e 

mutazioni comportamentali). 

 

Anestesia 

Gli animali sono stati sedati con Telazol
® (Tiletamina-Zolazepam; 4 mg/kg) e 

morfina (0.4 mg/kg) per via intramuscolare. Appena era ottenuto un adeguato livello di 

sedazione, si posizionava un accesso venoso nella vena periferica auricolare. L‟anestesia 

generale veniva indotta con un‟infusione endovenosa di tiopentale (3-4 mg kg
-1
) e, dopo 
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intubazione orotracheale, veniva mantenuta con una miscela di isoflurano e ossigeno 

(Fig.1). 

Tutti gli animali durante gli interventi chirurgici sono stati collegati al ventilatore e 

ventilati meccanicamente, così da garantire la normocapnia (PETCO2 35-45 mmHg). 

Durante le procedure, si monitoravano in continuo: frequenza cardiaca (FC), pressione 

arteriosa sistolica (SAP), diastolica (DAP), differenziale (MAP), frequenza respiratoria (FR), 

saturazione dell‟ossigeno nell‟emoglobina (SpO2), End-Tidal CO2 (EtCO2) e la 

concentrazione di isoflurano. 

Alla fine degli interventi chirurgici, gli animali, a seconda dei casi, sono stati 

risvegliati dalla anestesia generale, con l‟assistenza necessaria ad ognuno o sottoposti a 

eutanasia con un bolo di tiopentale seguito da un bolo di KCl. 

 

 

Figura 1: un esemplare di maiale Landrace durante l‟esperimento. 

 

Tecnica chirurgica 

 Tutti gli animali sono stati sottoposti a 2 laparotomie con una propria tempistica. I 

95 maiali sono stati divisi in 4 gruppi e durante la prima laparotomia, ogni animale è stato 
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sottoposto a una resezione ileale e una resezione colica a cui seguiva l‟anastomosi ileo-

ileale e colo-colica con la tecnica del gruppo di appartenenza: 

 gruppo 1 (30 animali): in cui l‟anastomosi ileo-ileale e colo-colica veniva eseguita 

in singolo strato con punti staccati di PDS 3/0 secondo Gambee; 

 gruppo 2 (30 animali): in cui sulle anastomosi così confezionate si è apposta una 

benderella biologica di pericardio bovino (Fig.2); 

 gruppo 3 (5): in cui uno dei punti di PDS 3/0 secondo Gambee del singolo strato 

delle anastomosi veniva deliberatamente saltato; 

 gruppo 4 (30 animali): in cui uno dei punti di PDS 3/0 secondo Gambee del 

singolo strato delle anastomosi veniva deliberatamente saltato, e sulla rima delle 2 

anastomosi veniva apposta la benderella biologica di pericardio bovino. 

 

Figura 2: apposizione di una benderella biologica di pericardio bovino sull‟anastomosi ileo-
ileale (Gruppo 2). 
 

In base al protocollo, tutti gli animali sono stati sottoposti alla seconda laparotomia, 

durante la quale si effettuava l‟ispezione della cavità peritoneale e di tutti i visceri, al fine 

di verificare la presenza di versamento libero, ascessi o reazione peritoneale. Dopo 

l‟ispezione, si individuavano i segmenti intestinali sottoposti ad anastomosi e si effettuava 
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la resezione intestinale con margine a 4 cm a monte e a valle dalla sutura, così da poter 

eseguire le analisi programmate. Al termine della seconda laparotomia gli animali venivano 

sacrificati. La seconda laparotomia è stata eseguita nei tempi illustrati in Tabella 2. 

 

Tabella 2: Protocollo riguardante la II laparotomia. 

 Gruppo 1 (n) Gruppo 2 (n) Gruppo 3 (n) Gruppo 4 (n) 

48 h 5 5 5 5 

96 h 5 5 - 5 

7 gg 5 5 - 5 

14 gg 5 5 - 5 

30 gg 5 5 - 5 

90 gg 5 5 - 5 

  

 

Valutazioni istopatologiche 

Per ogni sezione sono stati valutati i seguenti parametri istologici: grado di 

infiammazione, fibrosi parietale, integrità dello strato della mucosa, lo stato della sierosa. 

Nei casi in cui era stata apposta la protesi biologica, si è rilevato anche il grado di 

infiltrazione granulocitaria della membrana basale. 

Preparazione del pezzo  

Tutti i campioni sono stati fissati in una soluzione neutra tamponata di formalina per 

24-48h, sezionate longitudinalmente per includere l‟anastomosi e i tratti intestinali 

adiacenti; sono state poi incluse in paraffina così da poter osservare l‟intera sezione in 

tutto il suo spessore, dalla superficie mucosa allo strato sieroso. Sono poi state preparate 
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sezioni consecutive di 3µm ciascuna, che sono state colorate con ematossilina-eosina e 

PAS e osservate al microscopio.  

Valutazioni biochimiche 

Si è effettuata l‟analisi dell‟attività respiratoria mitocondriale, dell‟NADH–UQ ossido-

reduttasi, della Citocromo C ossidasi, della Citrato sintasi, delle ROS nei segmenti 

intestinali contenenti le anastomosi con e senza apposizione della benderella di pericardio 

bovino. 

Preparazione dei mitocondri delle cellule del muscolo liscio 

 I segmenti rappresentativi di colon e ileo sono stati utilizzati per gli esperimenti 

biochimici subito dopo la resezione chirurgica. Dopo la dissezione della mucosa e della 

sierosa, il tessuto è stato sottoposto a microframmentazione mediante l‟omogeneizzatore 

Teflon-glass, contenente mediamente: 100 mg di tessuto a fresco/ml, 250 mM di 

saccarosio, 2 mM EDTA, tris-HCl 10 mM e eparina 50 U/ml; pH 7.4.  

I mitocondri sono stati isolati secondo Bookelman et al.144 Le proteine mitocondriali 

sono state determinate secondo il metodo di Lowry et al.145 

Attività respiratoria mitocondriale 

L‟attività respiratoria mitocondriale è stata misurata con metodo polarografico146 

tramite un elettrodo per l‟ossigeno di Clark in una celletta termostatata ad acqua a 37°C, 

sotto agitazione magnetica, contenente una soluzione tampone, miscelata 

magneticamente a 37°C: saccarosio 75mM, Tris-HCl 30mM, KCl 50mM, EDTA 0,5mM, 

MgCl2 0,5mM, KH2PO4 2mM.  

I mitocondri sono stati trasferiti nella camera polarografia e un‟aliquota è stata 

utilizzata per la determinazione mediante il metodo Bradford. I substrati e gli inibitori 

dell‟OXPHOS mitocondriale sono stati aggiunti alle seguenti concentrazioni: oligomicina 
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(1μg/μl), CCCP (0,25mM), Rot (1μg/μl), succinato (1M), antimicina A (1μg/μl), ascorbato 

(1M)+TMPD (0.1M) e KCN (0,1M).  

Abbiamo misurato l‟indice RCR (indice di controllo respiratorio) dal rapporto tra 

stato III disaccoppiato/ stato IV. I tassi della respirazione sono stati espressi in nanomoli 

di ossigeno molecolare per milligrammi di proteine mitocondriali.146 

Attività della NADH–UQ ossido-reduttasi (Complesso I) 

I mitocondri sono stati esposti all‟energia ultrasonica per 15 s a 0°C, la Vmax e Km 

(costanti cinetiche dell‟ enzima) sono state determinate utilizzando il coenzima NAD ridotto 

come donatore di elettroni e seguendo la reazione allo spettrofotometro alla coppia di 

lunghezze d‟onda di 360 nanometri per il raggio di misura e 374 nanometri per il raggio di 

riferimento e un coefficiente differenziale di estinzione, Δε, di 2,01 mM-1).  In 800 μl di Mix 

(Kpi 50mM ph 7.4, MgCl2 2 mM, K-EDTA 2 mM, KCN 3 mM, antimicina A 1μg/ml) sono 

state aggiunte 30 μg di proteine in presenza di decylubiquinone 0,2mM. La reazione è 

stata iniziata con concentrazioni diverse di NADH (13-2,8 μM). Le misurazioni sono state 

determinate con e senza rotenone 1μg/ml per discriminare l‟attività del complesso I. La 

Vmax e Km del complesso I sono state determinate utilizzando il grafico dei doppi 

reciproci di Linewaever-Burk seguendo la reazione di ossidazione del NADH. 

Attività della Citocromo C ossidasi (complesso IV) 

E‟ stata determinata sui mitocondri in 700 μl di tampone (10 mM tampone fosfato, 

KPi, MgCl2 2mM, pH 7.4) seguendo la reazione di ossidazione di 10 micromolare di 

ferrocitocromo c 10 μM.  

Attività della Citrato sintasi (Ciclo di Krebs) 

E‟ stata utilizzata come marker per la matrice enzimatica mitocondriale. Le proteine 

mitocondriali (30 μg/ml), 0.5 mM acetil-coenzima A, e 0.5 mM DTNB sono state aggiunte 
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al tampone di Tris–HCl (100 mM), pH 8. La reazione veniva iniziata dalla aggiunta di 0.5 

mM di ossalacetato e la pendenza iniziale della curva veniva misurata seguendo la 

riduzione del di-tio-nitro-benzoato alla lunghezza d‟onda di 419 nanometri (Δε=163 

mM−1•cm−1).  

Misurazioni delle ROS (specie reattive dell‟ossigeno)  

L‟intero omogenato di tessuto è stato trattato con 10μM di diclorofluoresceina-

diacetato DCF-DA (503-570 λ) per l‟individuazione di H2O2 con l‟analisi fluorimetrica.147 

L‟omogenato è stato risospeso in un piccolo volume di PBS e incubato in 800 μl di PBS con 

10 micromolare di dicloro-fluoresceina-di-acetato per 20 minuti al buio a 37 °C. L‟aumento 

lineare della fluorescenza (eccitazione 507 nm e 530 nm di lunghezza d'onda di 

emissione), prodotta dall‟ossidazione ROS-dipendente della DCFH2 che porta alla 

formazione della di-cloro-fluorescina ossidata (DCF), è stata misurata con lo 

spettrofluorimetro Jasco FP6200. 

 

Studi di tensiometria 

La tensione isometrica del tessuto ileale e colico è stata misurata sui pezzi 

anatomici asportati a 48 ore, 7,14,30 e 90 giorni dopo il confezionamento delle anastomosi 

rispettive. 

Preparazione del tessuto intestinale 

Subito dopo l‟eutanasia indotta nei maiali, sezioni di circa 1 cm di lunghezza di ileo 

e colon sono stati immersi in una soluzione di Krebs modificata fredda (pH= 7.4), così 

costituita (mM): NaCl 113, KCl 4.8, MgSO4 1.2, CaCl2 (H2O) 2.2, NaH2PO4 1.2, NaHCO3 25, 

glucosio 5.5, e acido ascorbico 5.5. Le sezioni sono state poi lavate e immerse (20 ml) 
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nella soluzione di Krebs modificata, conservata a 37°C e sottoposta a una miscela di gas 

(95% O2 e 5% CO2).  

Una‟estremità del pezzo è stata connessa ad un tubo di metallo, mentre l'altra 

estremità è stata collegata ad un estensimetro (cat. 7003 Basile, Milan, Italy). La tensione 

isometrica è stata misurata mediante il sistema di acquisizione dei dati PowerLab e 

registrata uitilizzando il Chart 4.1.2 (ADInstruments, Castle Hill, Australia). Il tessuto è 

stato lasciato per almeno 45 minuti prima dell'inizio dell'esperimento così che si potesse 

equilibrare.  

Un carico iniziale di 1,0 g di tensione è stata applicata alla preparazione. Sono state 

così rilevate le curve di risposta all‟acetilcolina (ACh, 10-7 – 10-4 M). E‟ stata registrata, 

inoltre, la risposta contrattile al KCL (80 mM). I dati sono stati espressi in percentuale dei 

valore tensiometrici ottenuti prima del trattamento farmacologico. 

Analisi statistica 

E‟ stata eseguita l‟analisi unidirezionale o bidirezionale della varianza, come 

appropriato, seguita dal t-test appaiato o di comparazione multipla di Newman-Keuls. I 

valori di p<0.05 sono stati considerati significativi. I risultati sono stati espressi come 

media ± S.E.M. 

 

Misurazioni elettrofisiologiche 

I parametri elettrofisiologici funzionali misurati sono stati: potenziali transepiteliali 

(Vt), resistenza transepiteliale (Rt) e corrente di corto circuito (Isc), quali indicatori 

dell‟efficacia nel trasporto attraverso la mucosa intestinale nei tratti di colon e ileo 

asportati. Tali parametri sono stati misurati nella fase precoce dopo il confezionamento 

dell‟anastomosi (dopo 48 ore, 7, 14 giorni) e nella fase tardiva (dopo 30 e 90 giorni). 
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Preparazione del tessuto intestinale 

Il tessuto di ileo e colon appena asportato è stato immerso in una soluzione di 

Krebs, fredda modificata e tamponata, contenente (in mM): NaCl 107.00, KCl 4.50, 

NaHCO3 25.00, Na2HPO4 1.80, NaH2PO4 0.20, CaCl2 (2H2O) 1.25, MgCl2 1.00, glucosio 

12.00. Durante la dissezione e gli esperimenti, i tessuti sono stati in continuo bagnati nella 

soluzione di Krebs e sottoposti alla miscela gassosa con O2/CO2 (95% / 5%), a ph 7.4 e a 

37 C. 

Dopo l‟asportazione della sierosa e della muscolatura circolare, la mucosa così 

ottenuta è stata montata verticalmente come foglio piatto a metà delle camere Ussing 

(Mussler Scientific Instruments, Aachen, Germany), con un‟area esposta di 1 cm2. 

Ciascuna mezza camera di Perspex aveva un canale circolare fluido di 3,0 ml di volume 

totale riempito con soluzione Krebs costantemente in circolazione mediante una bolla di 

gas. Due paia di elettrodi di Ag/AgCl ersono stati usati per monitare qualsiasi differenza di 

potenziale trans epiteliale (VT, mV) e la resistenza tissutale (RT, .cm2). La corrente di 

corto circuito (ISC, A/cm2) è stata misurata con il potenziale transepiteliale bloccato a 

zero a intervalli regolari di 5 minuti.  

Il voltaggio delle coppie di elettrodi e la resistenza del liquido sono stati valutati 

prima dell'inizio di ogni esperimento e sistematicamente sottratti. A intervalli fissi di 1 min, 

un impulso di corrente transepiteliale bipolare (I) di ampiezza 1μA e di durata di 200 msec 

è stato applicato al tessuto e la RT è stato calcolata automaticamente in base al 

cambiamento di tensione nel circuito aperto (ΔVT) secondo la legge di Ohm (RT = ΔVT / 

I) (Debellis et al. 2009 PLOS). 

Gli esperimenti sono stati condotti simultaneamente su multipli frammenti, ciascuno 

proveniente da un singolo maiale. I parametri elettrici sono stati misurati in camere 
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controllate-computerizzate (software Clamp v. 2.14, Aachen, Germany) e registrati per 60 

min dopo l‟iniziale equilibrio ottenuto in 30 min dopo la preparazione dei pezzi. 

Analisi statistica 

I dati delle misurazioni effettuate in 60 min sono state espresse come media ± 

S.E.M. La comparazione tra il tessuto controllo e il tessuto trattato è stata effettuata con il 

t-Student test per dati non-appaiati tra la media dei dati della fase precoce e tardiva vs 

giorno 0 e per anastomosi con patch vs anastomosi senza patch. Valori di p<0.05 sono 

stati considerati significativi. 

 

RISULTATI 

Valutazioni intraoperatoria alla II laparotomia 

Controllo (Gruppo 1) 

La cavità addominale a tutte le esplorazioni in ogni t è apparsa priva di versamento 

libero, ascessi o reazione peritoneale. Non si sono rilevati, altresì, aderenze tra le anse e il 

reperimento delle anastomosi confezionate in precedenza è stato agevole (Fig. 3 A-C).  
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Figura 3: quadro intraoperatorio: A) di anastomosi ileale a 7 gg;  
B) di anastomosi ileale a 30 gg; C) di anastomosi colica a 30 gg (Gruppo 1). 

 

Gruppo 2 

 Anche nei casi di anastomosi protette dalla protesi biologica, non si sono mai 

rilevate alterazioni degne di note all‟esplorazione delle cavità addominali durante le due 

laparotomie (Fig. 4 A,B). Inoltre,  il reperimento dei tratti intestinali, sede di anastomosi, è 

stato ovviamente più semplice. 

 

   

Figura 4: quadro intraoperatorio: A) di anastomosi ileale a 7 gg;  
B) di anastomosi colica a 14 gg (Gruppo 2). 

 

Gruppo 3 

 Si trattava di animali operati alle 48h per la comparsa di diffusa peritonite da 

perforazione intestinale (Fig.5); la cavità addominale presentava versamento libero e 
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estesa flogosi peritoneale. Diffusa era la deposizione di fibrina sulla sierosa delle anse, che 

tendevano alla confluenza in conglomerati facilmente dissociabili. 

 

 

 

Figura 5: quadro intraoperatorio di peritonite acuta. 
 

 

Gruppo 4 

 La situazione intra-addominale nei maiali sottoposti ad anastomosi deliberatamente  

confezionate in modo incompleto e simulando una deiscenza, protetta dalla benderella di 

pericardio bovino,  appariva inaspettatamente sovrapponibile  ai casi del gruppo 2 (Fig. 6 

A-D). Si trattava, tra l‟altro, di animali che clinicamente non presentavano nessun segno di 

peritonite acuta, né alterazione dell‟alvo o febbre. Macroscopicamente si rilevava solo la 

maggiore tendenza della protesi venuta a contatto con il materiale enterico attraverso la 

perforazione ad una maggiore degradazione/assottigliamento a parità di tempo intercorso 

dal confezionamento dell‟anastomosi, rispetto al gruppo 2. 
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Figura 6: quadro intraoperatorio: A) di anastomosi ileale a 96 h; B) ) di anastomosi colica 
a 96 h; C) di anastomosi ileale a 30 gg; D) di anastomosi colica a 30 gg (Gruppo 4). 

 

Valutazioni istopatologiche 

Controllo (Gruppo 1) 

Come prevedibile, nei casi di controllo si è rilevata un‟importante infiltrato 

infiammatorio che è andato riducendosi dal 14° al 30° post-confezionamento 

dell‟anastomosi, e che al 90° giorno era pressoché assente. D‟altro canto, si è rilevato un 

processo fibrogenico che è iniziato intorno al 7° giorno, è stato evidente al 14° e si è 

completato al 90°. 

La superficie della mucosa e della sierosa è andata incontro a rapida guarigione; la 

sierosa in modo particolare appariva liscia con pochissime cellule infiammatorie sin dal 14° 

giorno post-anastomosi. La Tabella 3 riassume i dati emersi nei casi controllo. 
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Tabella 3: Caratteristiche istologiche nel Gruppo 1 

 

 48h 7 gg 14 gg 30gg 90 gg 

Flogosi +++ ++ ++ + - 

Fibrosi - + + ++ ++ 

Mucosa ulcera erosa erosa erosa integra 

Sierosa induito liscia liscia liscia liscia 

 

 Gruppo 2 e 4 

 Nei casi di apposizione della benderella di pericardio bovino, i quadri istopatologici 

sono sovrapponibili sia che si trattasse di anastomosi ben confezionate (Gruppo 2), sia che 

si trattasse di anastomosi mal confezionate (Gruppo 4) (Fig. 7 A-C e 8 A e B, 

rispettivamente).  L‟infiammazione è rimasta di grado severo-moderata per un intervallo di 

tempo più prolungato e dopo il 30° giorno è stata ancora rilevabile, mentre al 90° era 

scarsa (Tab. 4). La reazione fibrotica è, invece, risultata meno evidente rispetto al gruppo 

controllo, in quanto il tessuto di granulazione era evidente inizialmente solo al bordo della 

mesh e successivamente nelle aree più centrali (Tab. 4). Le figure 7 e 8 illustrano i 

progressivi cambiamenti istologici rilevati. 
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Figura 7: Sezione a tutto spessore della parete intestinale in corrispondenza 
dell‟anastomosi rivestita dalla protesi (Gruppo 2). A) a 48h, si rileva la protesi integra (a: 
parte centrale; b: margini), inizialmente infiltrata ai bordi; B) a 7 gg, in corrispondenza del 
versante sieroso è visibile la membrana protesica integra (a), localmente infiltrata da 
elementi infiammatori, che appaiono tuttavia contenuti nel suo spessore (b); C) in 14° 
giornata la membrana protesica è inglobata in un tessuto di granulazione infiammatorio ed 
è parzialmente riassorbita. Si noti la continuità del versante sieroso che appare liscio e 
privo di essudato. In nessuna sezione, si rilevano alterazioni a carico della sierosa. 
 

 

   
 

Figura 8: Sezione a tutto spessore della parete intestinale in corrispondenza 
dell‟anastomosi rivestita dalla protesi nel gruppo con perforazione (Gruppo 4). A 96h, si 
rileva la protesi integra (A, B), inizialmente infiltrata ai bordi. Non si rilevano alterazioni a 
carico della sierosa. 
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 La protesi è stata rapidamente infiltrata dalle cellule infiammatorie, specie 

granulociti, che sono stati rilevabili fino al 30° giorno post-anastomosi. Al 90°, erano 

rilevabili a stento solo piccoli frammenti di protesi, circondati da macrofagi e linfociti (Tab. 

4). Mentre la superficie della mucosa è andata incontro a una rapida guarigione, la sierosa 

è divenuta liscia solo dopo il 30° dall‟apposizione della protesi (Tab. 4).  

 

Tabella 4: Caratteristiche istologiche nei gruppi 2 e 4. 

 48h 7 gg 14 gg 30gg 90 gg 

Flogosi ++ +++ +++ ++ - 

Fibrosi - - - + + 

Infiltrazione 
protesi 

- + ++ + - 

Mucosa ulcera erosa integra integra integra 

Sierosa integra infiltrata infiltrata liscia liscia 

 

Gruppo 3 

 Nei casi di mal confezionamento dell‟anastomosi (senza apposizione di patch), gli 

animali sono stati sacrificati a 48h dall‟intervento chirurgico. Il quadro istologico era 

rappresentato da flogosi spiccata con estesa infiltrazione di polimorfonucleati, non solo 

nelle sezioni contenti la perforazione, ma anche nei segmenti a monte e a valle. Si rilevava 

un‟imponente deposizione di fibrina, con rilevo di sierosa opaca e infiltrata ed edema della 

parete a tutto spessore. 

 

Valutazioni biochimiche 

Attività respiratoria mitocondriale, della NADH–UQ ossido-reduttasi, della 

Citocromo C ossidasi, della Citrato sintetasi  



45 

 

La respirazione mitocondriale e le attività enzimatiche misurate hanno mostrato un 

declino una settimana dopo il confezionamento delle anastomosi sia nel colon che nel 

tenue. Il recupero è stato completo per quanto riguarda la funzione mitocondriale nel 

colon dopo 4 settimane a non si sono rilevate differenze tra il Gruppo 1 e il Gruppo 2. 

Il consumo di ossigeno durante la fosforilazione ossidativa (espresso come 

“respirazione endogena”, Fig. 9 A,B) è minore nelle anastomosi ileali, rispetto a quelle 

coliche, indicando che il metabolismo energetico a livello del colon è maggiormente di tipo 

aerobio.  

Rispetto al controllo (tessuto integro) si rileva una riduzione del consumo di 

ossigeno nel tenue con o senza apposizione di protesi che, nei diversi tempi dal 

confezionamento dell‟anastomosi, non si riduce mai più del 50%; ai 90 giorni, inoltre, il 

valore è simile a quello del controllo (Fig. 9 A,B). 

Nel colon, invece, solo i casi con apposizione della protesi, ai 90 giorni presentano 

valori quasi uguali al controllo, mentre nei casi senza pericardio bovino, si rileva una 

riduzione critica del consumo di ossigeno (20-30%)(Fig. 9 A,B).  

 

 

Figura 9: Consumo di ossigeno durante la fosforilazione ossidativa (A) e indice di RCR (B). 
I colonna grigia: anastomosi ileale senza protesi; II colonna grigia: anastomosi ileale con 



46 

 

protesi; I colonna bianca: anastomosi colica senza protesi; II colonna bianca: anastomosi 
colica con protesi. 

 

Lo stesso andamento è stato registrato con le misurazioni dell‟attività del complesso 

mitocondriale I, IV e della citrato sintasi del ciclo di Krebs (Fig. 10 A-E). 
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Figura 10: Attività del complesso I (A,B),IV (C,D) e della Citrato sintasi (E): I colonna 
grigia: anastomosi ileale senza protesi; II colonna grigia: anastomosi ileale con protesi; I 
colonna bianca: anastomosi colica senza protesi; II colonna bianca: anastomosi colica con 
protesi. 
 

Misurazioni delle ROS  

Lo stress ossidativo è stato misurato attraverso la produzione di perossido di 

idrogeno (Fig. 11). La produzione dei ROS è stata indotta dalle 72h ad 1 settimana dopo il 

confezionamento delle anastomosi sia nel colon che nel tenue. I ROS sono aumentati 

marcatamente specialmente nei casi di anastomosi coliche rivestite di pericardio bovino.  

 

 

Figura 11: Produzione di H2O2: I colonna grigia: anastomosi ileale senza protesi; II 
colonna grigia: anastomosi ileale con protesi; I colonna bianca: anastomosi colica senza 
protesi; II colonna bianca: anastomosi colica con protesi. 

 

 

Studi di tensiometria 

Valori basali di contrazione indotti dall’acetilcolina nell’ileo e colon del maiale 

 La somministrazione in vitro di acetilcolina (ACh, 10-7 – 10-4 M) nei pezzi di ileo e 

colon di controllo (tessuto sano) ha indotto contrazioni che presentavano una relazione 

dose-risposta. Le risposte all‟aceticolina sono state leggermente più pronunciate nelle 
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preparazioni ileali (Fig. 12). Non sono state rilevate, inoltre, differenze nella risposta 

contrattile al KCl, nè nei preparati ileali, nè colici (Fig. 12). 
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Figura 12: Tono basale dopo somministrazione di acetilcolina e KCl nell‟ileo e colon. 
 

 

Risposta all’aceticolina nei frammenti di ileo e colon a 48h dal confezionamento 

dell’anastomosi nel Gruppo 1 (solo anastomosi) e 2 (anastomosi + benderella 

di pericardio bovino) 

A 48h dal confezionamento dell‟anastomosi, i risultati sono stati diversi a secondo 

che si trattasse di ileo o di colon.  

Nel colon, i dati mostrano che la risposta contrattile all‟aumentare della dose di 

acetilcolina è significativamente ridotta (p< 0.05) nei segmenti sottoposti ad anastomosi 

senza apposizione della benderella di pericardio bovino (Gruppo 1), mentre, nel gruppo 2 

si rilevava una risposta simile a quella del gruppo controllo (Fig. 13 A). La figura 13 B 

mostra, invece, nell‟ileo una contrattilità sovrapponibile a quella controllo. Non si rilevano 

differenze di contrattilità dopo esposizione al KCl nei 2 tipi di segmento (Fig. 13 A,B). 
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Figura 13: Risposta all‟acetilcolina e KCl a 48h nel colon (A) e ileo (B). 

 

Risposta all’aceticolina nei frammenti di ileo e colon a 7 giorni dal 

confezionamento dell’anastomosi nel Gruppo 1 e 2  

L‟apposizione della benderella di pericardio bovino sull‟anastomosi colica impedisce 

l‟aumento della contrattilità in risposta all‟aumento di acetilcolina a 7 giorni dal 

confezionamento dell‟anastomosi. La curva dose-risposta all‟acetilcolina (10-7 – 10-4 M è 

significativamente più alta (p< 0.05) rispetto al controllo nei segmenti del gruppo 1, 

mentre il gruppo 2 non mostra differenze rispetto al controllo (Fig. 14 A).  

Nell‟ileo, poi, alla somministrazione di tale agente, la contrattilità risulta ridotta 

(p<0.05) nel gruppo 2, mentre i segmenti del gruppo 1 reagiscono in maniera simile al 
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controllo (Fig. 14 B). Nessuna variazione di risposta si aggiunge alla somministrazione di 

KCl (Fig. 14 A,B). 
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Figura 14: Risposta all‟acetilcolina e KCl a 7 gg nel colon (A) e ileo (B). 

 

 

Risposta all’aceticolina nei frammenti di ileo e colon a 14 giorni dal 

confezionamento dell’anastomosi nel Gruppo 1 e 2  

I segmenti di colon del gruppo 1 e 2 non mostrano significative differenze rispetto 

al controllo nella risposta all‟aceticolina e al KCl (Fig. 15 A). I segmenti ileali hanno reagito 

in modo simile a quelli testati 7 giorni dopo l'intervento chirurgico con una ridotta risposta 

alla ACh (p <0,05) nei casi di apposizione della benderella di pericardio bovino (Fig. 15 B). 
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La somministrazione di KCl non ha indotto nessuna modificazione nella contrattilità (Fig. 

15 A,B). 
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Figura 15: Risposta all‟acetilcolina e KCl a 14 gg nel colon (A) e ileo (B). 

 

 

Risposta all’aceticolina nei frammenti di ileo e colon a 30 giorni dal 

confezionamento dell’anastomosi nel Gruppo 1 e 2  

I segmenti colici del gruppo 2 hanno mostrato una ridotta risposta all‟aceticolina 

rispetto al gruppo 1 (p< 0.05); questo effetto, comunque, non è stato significativamente 

differente rispetto al controllo (Fig. 16 A). Nessuna differenza nella risposta rispetto al 
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controllo si è rilevata nelle preparazione ileali (Fig. 16 B);come pure, nessuna ulteriore 

differenza si è riscontrata in risposta al KCl (Fig. 16 A,B). 
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Figura 16: Risposta all‟acetilcolina e KCl a 30 gg nel colon (A) e ileo (B). 

 

Risposta all’aceticolina nei frammenti di ileo e colon a 90 giorni dal 

confezionamento dell’anastomosi nel Gruppo 1 e 2  

La risposta all‟acetilcolina o al KCl è stata simile tra i gruppi 1 e 2 nelle preparazioni 

ileali e coliche, rispettivamente (Fig. 17 A,B). 
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Figura 17: Risposta all‟acetilcolina e KCl a 90 gg nel colon (A) e ileo (B). 

 

 

Misurazioni elettrofisiologiche 

Valori basali dei parametri elettrofisiologici nell’ileo e colon del maiale 

Nel gruppo controllo (segmenti intestinali integri), i parametri elettrofisiologici 

rilevati nei segmenti dell‟ileo sono stati: ISC -12.07 ± 1.34 A/cm2, RT 131.16 ± 8.14  . 

cm2, VT 1.06 ± 0.15 mV, lume negativo (N= 13). Nel colon, gli stessi parametri sono stati: 

ISC -14.67 ± 1.22 A/cm2, RT 126.60 ± 6.92  . cm2, e VT 0.59 ± 0.14 mV, lume negativo 

(N= 14). 
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Effetto dell’anastomosi 

Nell‟ileo, la presenza di anastomosi nella fase di studio precoce (a 48h, 7 e 14 

giorni) è stata associata alla diminuzione dell‟Isc (-74.1%, p<0.0001 vs controllo) e 

all‟aumento della RT (+25.7%, p<0.05 vs controllo) (fig. 18 A-B). Un trend simile (i.e. 

riduzione del 35%) è stato osservato per VT. 

Nella fase tardiva dello studio (a 30 e 90 giorni), l‟ISC è rimasta al di sotto del valore 

di controllo (-40.9%, p<0.05 vs controllo; fig. 18 A), la RT è aumentata significativamente 

a più del 53% (p<0.02 vs controllo; fig. 18 B), e VT è diminuita al 57.5% (p < 0.02 vs 

controllo). 

Nel colon, la presenza dell‟anastomosi nella fase precoce è stata associata con una 

riduzione significativa dell‟Isc (-36,4%, p < 0.05 vs controllo; fig. 18 C)  e una tendenza 

all‟aumento della RT (fig. 18 D) e alla riduzione della VT. Nella fase tardiva, ISC è rimasta 

stabile, mentre RT e VT tendevano all‟aumento, sebbene le differenze rispetto al controllo 

non sono state significative. 

 

Effetto dell’apposizione della benderella di pericardio bovino sull’anastomosi 

Nelle valutazioni effettuate sui segmenti ileali del gruppo 2, è emersa una riduzione 

delle variazioni elettrofisiologiche rispetto al gruppo 1 e rispetto ai segmenti integri di 

controllo: per esempio, l‟ ISC è rimasto pressoché invariato sia nella fase precoce che 

tardiva dello studio (p=NS vs controllo; fig. 18 A), mentre RT (fig. 18 B) e VT hanno 

mostrato un minor aumento, comunque non significativo.  

Nei segmenti del colon del gruppo 2, allo stesso modo, è stato evidenziato che 

l‟applicazione della benderella di pericardio bovino ha prevenuto la variazioni di ISC, RT e VT 

(fig. 18 C-D). 
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Figura 18: Corrente di corto circuito (Isc, mA/cm2) e resistenza transepiteliale (Rt, ohm x 
cm2) nei tratti di colon e ileo asportati. 
Abbreviazioni: C, preoperatori; A-ES, postoperatori senza patch e in fase precoce; P-ES, 
postop. con patch e in fase precoce; A-LS, postop. senza patch e in fase tardiva; P-LS, 
postop. con patch e in fase tardiva.  
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Le barre rappresentano la media + S.E.M. delle misurazioni in n=13 (C); 4 (A-ES); 4 (P-
ES); 6 (A-LS); 5 (P-LS) di segmenti di ileo e n=14 (C); 4 (A-ES); 4 (P-ES); 6 (A-LS) e 5 (P-
LS) di segmenti di colon. La significatività è stata determinata con il Student‟s t test per 
dati non-appaiati tra la media dei dati della fase precoce e tardiva vs. control (*p≤0.05; 
**p≤ 0.002; ***p≤ 0.0001) e per anastomosi con patch vs anastomosi senza patch (#: 
p≤0.05). 

 

 

DISCUSSIONE 

 

L‟insuccesso di un‟anastomosi gastrointestinale si manifesta con la completa 

deiscenza o con la fistola. Queste complicazioni rappresentano ancor oggi i fattori maggiori 

di morbilità nella chirurgia addominale.  

In passato sono stati condotti molti studi, sia sperimentali che clinici, sulla 

prevenzione della deiscenza anastomotica. Sono state così investigate numerose tipologie 

di interventi che miravano a garantire l‟adeguata ossigenazione e perfusione della regione 

peri-anastomotica, a stimolare l‟angiogenesi, che contemplavano la somministrazione di 

fattori di crescita o miravano all‟inibizione delle metallo proteinasi.148-151  

Altri modi ideati per prevenire tale complicazione hanno incluso approcci meccanici 

al problema, con l‟utilizzo di colle topiche (di origine umana o animale) e membrane di 

collagene (principalmente di origine animale), ma che hanno riportato un limitato o nessun 

miglioramento significativo della guarigione anastomotica.152-162  

Talune esperienze hanno contemplato l‟utilizzo dell‟apposizione della membrana 

amniotica sulle anastomosi nei ratti e hanno riportato conclusioni positive in relazione alla 

guarigione della sutura e alla prevenzione della sepsi intraperitoneale,163-166 mentre altre 
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che hanno utilizzato graft di dura madre umana e peritoneo libero non hanno sortito 

sempre gli effetti desiderati.167-169 

In letteratura sono riportati alcuni studi che hanno sperimentato se il rinforzo della 

sutura con materiali biologici o sintetici prevenga la comparsa del leakage. Mentre i 

reports sull‟utilizzo dei materiali sintetici sono sporadici e hanno avuto risultati 

contrastanti,170-173 di pari passo all‟introduzione dei materiali biologici nella chirurgia di 

parete, si sono diffusi gli studi sperimentali che utilizzano tali materiali come protezione 

delle anastomosi gastrointestinali. 

Dalla revisione della letteratura, si evince che dei 4 tipi di protesi biologica al 

momento in uso, sono presenti studi solo che riguardano l‟utilizzo di pericardio bovino,174-

177 sottomucosa dell‟intestino tenue porcino,178-181 derma porcino,182,183 mentre non è 

presente nessun report sull‟utilizzo del derma umano di cadavere. 

 Al di là dei diversi materiali biologici utilizzati come rinforzo delle anastomosi, ad 

oggi sono riportate in letteratura 2 metodiche di applicazione a seconda che l‟anastomosi 

sia manuale 178,182 o mediante suturatrice meccanica.174,175-177,180,184 Incentrando 

l‟attenzione sugli studi che hanno riguardato l‟utilizzo del pericardio bovino a rinforzo delle 

anastomosi intestinali, in letteratura se ne annoverano solo 4. Si tratta di 3 studi 

sperimentali (condotti su cani o conigli)174-176 e di 1 clinico,177 in cui si sono effettuate 

anastomosi meccaniche con stapler circolari. Gli strip di pericardio bovino venivano inseriti 

degli tra il caricatore e la testina e si otteneva l‟interposizione del pericardio bovino tra i 2 

strati sieromuscolari giustapposti nella sutura introflettente.  

Il nostro studio rientra nel gruppo degli studi in cui l‟anastomosi è confezionata a 

mano in monostrato con punti di PDS secondo Gambee ed è, ad oggi, il primo in cui il 
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rinforzo dell‟anastomosi è stato effettuato mediante apposizione di una benderella di 

pericardio bovino intorno alla sutura. 

Tenendo in considerazione le fasi di guarigione delle anastomosi, il nostro protocollo 

ha contemplato l‟esecuzione delle seconde laparotomie per ogni animale dei gruppi nella 

fase precoce (tra le 48 h e i 14 giorni) e nella fase tardiva (dopo 30 e 90 giorni) dopo il 

confezionamento delle anastomosi. 

Gli studi presenti in letteratura, invece, hanno analizzato la risposta precoce 

dell‟anastomosi alla interposizione di pericardio bovino nella sutura, conducendo gli 

esperimenti sugli animali a poche ore dopo il confezionamento dell‟anastomosi,174,176 

mentre solo Hagerman et al.175 ha effettuato i controlli anche nella fase tardiva della 

guarigione della sutura. Lo studio clinico, invece, ha elaborato i dati sull‟outcome finale dei 

pazienti.177 

La nostra evidenza intraoperatoria durante la seconda laparotomia, a conferma dei 

quadri clinici degli animali, è stata quella di assenza di alterazioni macroscopiche viscerali e 

peritoneali di tipo patologico (ascessi, stenosi, aderenze, occlusione, perforazione) sia nel 

gruppo controllo (anastomosi tradizionale), sia nel gruppo in cui si era apposta la 

benderella di pericardio bovino a rinforzo dell‟anastomosi.  

Il dato più importante è che il quadro di assenza di alterazioni macroscopiche , né 

tantomeno di peritonite, si rilevava anche nel gruppo 4 (anastomosi con rinforzo e con 

perforazione iatrogena).  

Macroscopicamente, l‟entità della guarigione delle suddette anastomosi rispecchiava 

quelle delle fasi precoce e tardiva di appartenenza; come anche il quadro di peritonite che 

si rilevava negli animali con perforazione iatrogena e senza rinforzo dell‟anastomosi 

(gruppo 3). 
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 Istologicamente, queste evidenze corrispondevano ai quadri peculiari per ogni fase 

della guarigione dell‟anastomosi. Degno di nota è il rilievo che anche nei casi perforazione 

iatrogena delle anastomosi rivestite dalla protesi, non vi erano microscopicamente segni di 

peritonite o perforazione, ma solo un prolungamento della fase infiammatoria; la fibrosi 

successiva è risultata di minore entità rispetto ai casi controllo.  

Ai 90 giorni, le protesi apposte erano pressoché completamente degradate, a fronte 

della completa guarigione della sutura, in ogni gruppo.  

 Per quanto meno dettagliatamente condotta, negli studi presenti in letteratura, 

anche in questi si descrive un impatto positivo del pericardio bovino sulla guarigione 

dell‟anastomosi; si tratta comunque di studi che non hanno simulato la condizione della 

perforazione intestinale e valutato la capacità della protesi a bloccare la peritonite. Tali 

studi, infatti, hanno tutti mirato a valutare di quanto le anastomosi con interposizione del 

pericardio bovino miglioravano la loro capacità di resistere agli aumenti delle pressioni 

endoluminali, e andavano quindi a misurare la ”burst pressure” rispetto alle anastomosi 

tradizionali.  

 Al momento nessuno degli studi presenti in letteratura ha condotto valutazioni 

biochimiche, tensiometriche ed elettrofisiologiche sulle anastomosi protette dal pericardio 

bovino. I nostri risultati hanno indicato un miglioramento a tutti i livelli della funzionalità 

mitocondriale e di ripresa della motilità intestinale nei casi di apposizione della benderella 

di pericardio bovino. 

Nel dettaglio, da un punti di vista biochimico, i risultati indicano che il colon, nella 

produzione di ATP, usufruisce della respirazione aerobica mitocondriale a differenza del 

tenue. Questa differenza nel metabolismo aerobico può portare il tenue a una migliore 

tolleranza allo stress cellulare dopo confezionamento dell‟anastomosi; tale maggiore 
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resistenza probabilmente si manifesta durante tutte le fasi dell‟infiammazione, in ci si 

verifica il rilascio delle citochine e dei fattori della crescita cellulare.  Il metabolismo 

anaerobico di cui è capace, permette all‟intestino tenue di sopportare meglio le procedure 

chirurgiche, mentre il metabolismo prettamente aerobico del colon può condurlo alla 

sofferenza cellulare, nei casi di ridotta disponibilità di ossigeno. Queste differenze possono 

spiegare il pieno recupero biochimico dell‟intestino tenue rispetto al colon, e che quindi lo 

stress chirurgico appaia essere meglio tollerato dal tenue, con o senza protesi biologica 

sulla rima anastomotica. 

Nello studio, abbiamo misurato lo stress ossidativo attraverso la misurazione della 

produzione di perossido di idrogeno.  Lo stress chirurgico è associato a un incremento 

della produzione delle ROS (specie reattive dell‟ossigeno), che può essere indotta dai 

mediatori dell‟infiammazione (citochine, prostaglandine, ecc…). La produzione delle ROS, 

nei nostri risultati, appare essere bifasica nel colon in cui non si è apposta la benderella di 

pericardio bovino, essendo aumentata nelle fasi precoci e ridotta nelle fasi tardive della 

guarigione. E‟ risaputo che quando precoce, la generazione delle ROS è da ritenersi 

deleteria per il processo rigenerativo.  

L‟andamento della produzione delle ROS nel colon con anastomosi rivestite di 

pericardio bovino, invece, è inverso, con alti livelli di produzione tardivi. In questo caso, la 

produzione delle ROS potrebbe indurre la risposta cellulare con il risultato di una migliore 

guarigione del colon in cui le anastomosi sono rivestite di pericardio bovino.  

E‟ comunque possibile che, senza l‟induzione delle ROS, si verifichi solo la reazione 

di riparazione fibrotica, mentre, quando le ROS sono prodotte in notevole quantità, può 

essere stimolata la crescita delle cellule muscolari lisce, piuttosto che quella dei fibroblasti, 

similarmente a quanto accade nelle placche aterosclerotiche.144    
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Per quanto riguarda le valutazioni tensiometriche, i nostri risultati ci permettono di 

concludere che l‟apposizione del patch di pericardio bovino induce una risposta 

all‟aceticolina simile ai controlli nei segmenti di colon nella fase precoce post-

confezionamento di anastomosi (48h, 7,14 gg). L‟utilizzo del pericardio bovino, comunque, 

nella stessa fase precoce (7, 14 gg), sembra ridurre la risposta contrattile dell‟ileo. Nelle 

fasi tardive, le risposte all‟acetilcolina sono state sovrapponibili al controllo sia per il colon 

che per l‟ileo in cui si è apposta la benderella. 

 L‟ultima valutazione ha riguardato l‟elettrofisiologia dell‟ileo e colon. I valori riportati 

dei parametri elettrofisiologici sono in accordo con quelli riportati sui maiali da altri 

Autori,185,186 anche quando si tengono in considerazione le differenze tessuto-specifiche tra 

ileo e colon.186 

 I nostri risultati suggeriscono che dopo l‟atto chirurgico e nei casi di anastomosi non 

protette, sottili ma importanti variazioni siano osservate sia nel colon che nell‟ileo. Un 

numero di fattori, che includono i cambiamenti indotti dall‟infiammazione, dallo stress 

ossidativo e dalla formazione di tessuto cicatriziale intorno all‟anastomosi, possono alterare 

sia la permeabilità, sia le capacità di trasporto della mucosa. 

Dai nostri dati si evince che nell‟ileo la presenza del pericardio bovino previene 

chiaramente le alterazioni conseguenti all‟effetto traumatico della chirurgia. 

Il colon, invece, sembra comportarsi in maniera leggermente diversa, in quanto le 

capacità di trasporto sono significativamente ridotte solo durante la fase precoce post-

anastomotica, mentre la permeabilità è meno colpita.  

Il pericardio bovino, ad ogni buon conto, sembra modulare e contrastare l‟effetto 

traumatico della chirurgia e i nostri risultati suggeriscono che l‟applicazione del patch 
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migliori anche la funzionalità della mucosa, ripristinando quasi completamente le proprietà 

di trasporto. 

 

CONCLUSIONE 

Dal nostro studio, si evince che l‟utilizzo della benderella di pericardio bovino a 

rivestimento delle anastomosi intestinali rappresenta una metodica sicura; a tutti i livelli di 

analisi effettuate è, inoltre, evidenziabile un miglioramento del processo di guarigione delle 

stesse. Inedito e inaspettato è anche il rilievo istopatologico dell‟arresto dello spandimento 

del contenuto intestinale in cavità addominale nei casi di perforazione iatrogena ileale e 

colica a carico delle anastomosi rivestite da pericardio bovino, con conseguente 

prevenzione della peritonite acuta. 

I risultati di questo studio sperimentale potrebbero rappresentare la base per 

l‟organizzazione di trials clinici controllati multicentrici sull‟uomo, confrontando l‟outcome in 

pazienti con anastomosi intestinali confezionate con e senza apposizione di patch di 

pericardio bovino. Questi studi potrebbero, inoltre, mirare ad analizzare la ricaduta in 

termini di costo-beneficio sanitario, verificabile mediante una eventuale diminuzione della 

morbilità e della mortalità legate alla guarigione dell‟anastomosi. 
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