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Riassunto

La viscosupplementazione ¢ un approccio
terapeutico che prevede il trattamento di pa-
tologie articolari mediante il ripristino delle
proprieta reologiche del liquido sinoviale.
La peculiare reologia del liquido sinoviale e
infatti direttamente correlata alla sua ca-
pacita di proteggere Uarticolazione lubrifi-
candola a riposo e assorbendo gli urti du-
rante il movimento, ma viene alterata da
condizioni quali Uinvecchiamento, i trau-
mi o [osteoartrosi.

Per ripristinare la reologia fisiologica, é ne-
cessario iniettare in articolazione formula-
zioni a base di acido ialuronico che simuli-
no il comportamento viscoelastico del
liquido sinoviale sano. I numerosi formula-
te disponibili hanno caratteristiche chimi-
che, chimico-fisiche e fisiche spesso molto
diverse, che permettono di raggrupparli in
quattro principali categorie. La compren-
sione di queste caratteristiche permelte al
clinico du selezionare la categoria e il dispo-
sitivo per viscosupplementazione di volta in
volta piu adeguati, migliorando la probabi-
lita di successo del trattamento.

Introduzione

Nella seconda meta del Novecento
I’osservazione approfondita delle ca-
ratteristiche del liquido sinoviale ha
portato autori, quali 'ungherese E.A.
Balazs, ad ipotizzare il trattamento di
alcune patologie cartilaginee attraver-
so l'introduzione intra articolare di
soluzioni viscoelastiche. Questo ap-
proccio terapeutico, chiamato visco-
supplementazione, si pone come
obiettivo il ripristino delle proprieta
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reologiche fisiologicamente presenti
in strutture articolari sane. Proprieta
reologiche che, come dimostrato spe-
rimentalmente, possono essere altera-
te significativamente in caso di traumi
e patologie quali I’osteoartrosi.''*!##2
Il concetto di viscosupplementazione
si basa quindi sulla precisa conoscen-
za del comportamento viscoelastico
del liquido sinoviale, cosi da disporre
di parametri sperimentali che con-
sentano la progettazione di dispositi-
vi medici in grado di mimare nel
modo piu efficace possibile la reolo-
gia del liquido sinoviale sano. Fermo
restando che solo il dato clinico per-
mette di dimostrare appieno il valore
terapeutico di un dispositivo per vi-
scosupplementazione, esistono delle
misure fisiche, chimiche e chimico-fi-
siche che ne consentono una valuta-
zione a livello preclinico. Attraverso
I’analisi di questi dati, il ricercatore
puo orientare la progettazione dei di-
spositivi iniettabili e il clinico e lo spe-
rimentatore possono distinguere tra
le numerose formulazioni viscoelasti-
che disponibili oggi sul mercato,
comprendendone meglio le caratteri-
stiche e l'utilita terapeutica.

I primi preparati per viscosupplemen-
tazione a base di acido ialuronico sono
stati autorizzati in Italia e in Giappone
nel 1987, inizialmente come farmaci, e
negli USA nel 1997. Oggi i prodotti
commercializzati in Europa e USA
sono piu di 50, principalmente classifi-
cati come dispositivi medici di classe
IIl e in gran parte contenenti acido
ialuronico di origine biotecnologi-
Ca.13’19
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La grande varieta di dispositivi medici
iniettabili per viscosupplementazione,
con decine di formulazioni esistenti, &
per certo una delle cause di analisi a
volte contrastanti dei dati clinici dispo-
nibili.'”** Esiste infatti un consenso
piuttosto diffuso sull’efficacia della vi-
scosupplementazione, con diverse me-
tanalisi a supporto di linee guida inter-
nazionali e delle raccomandazioni di
societa scientifiche, quali il consensus
group EUROVISCO.>*71" Ma vi sono
anche revisioni, pur meno numerose,
che periodicamente mettono in dub-
bio il valore di questa terapia. Uno de-
gli obiettivi del presente lavoro ¢ quel-
lo di dimostrare che i dispositivi
iniettabili possono essere profonda-
mente diversi tra loro e quindi un’ana-
lisi che non tenga conto di queste dif-
ferenze puo condurre a conclusioni
improprie. Poiché i dispositivi per vi-
scosupplementazione hanno caratteri-
stiche diverse, diverso puo essere il ri-
sultato  terapeutico e differente
I’indicazione di volta in volta piu ap-
propriata.

Il liquido sinoviale e I'acido
ialuronico

I fluidi ideali, detti Newtoniani, si de-
formano in modo linearmente pro-
porzionale all’intensita della forza ap-
plicata su di essi. L’acqua, liquido
ideale per eccellenza, fluisce propor-
zionalmente alla forza applicata e la
sua resistenza allo scorrimento (cioe
I’attrito tra le molecole che compon-
gono il fluido) ¢ costante. La viscosita,
che ¢ appunto la misura fisica di que-
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sta resistenza, € percio indipendente
dalla forza esercitata sull’acqua stessa.
Se una buona parte dei fluidi con i
quali abbiamo normalmente a che
fare si comporta come I'acqua, esisto-
no pero fluidi la cui viscosita varia al
variare della forza applicata. Questi,
detti fluidi non-Newtoniani, possono
mostrare una riduzione di viscosita
all’aumentare dello sforzo e della con-
seguente velocita di deformazione
(fluidi pseudoplastici). Oppure, al
contrario, possono aumentare la pro-
pria viscosita al crescere della forza
esercitata (fluidi dilatanti). Una buo-
na vernice ¢ in genere un liquido
pseudoplastico: riduce la propria vi-
scosita, e quindi si applica facilmente
e uniformemente, quando soggetta
alla forza del pennello; mentre au-
menta la propria viscosita, e dunque
non cola, al cessare della pennellata.
Il liquido sinoviale ¢ wun fluido
non-Newtoniano, € pit precisamente
¢ un fluido pseudoplastico: la sua vi-
scosita decresce al crescere dello sfor-
zo di taglio applicato (fig. 1). Questa
caratteristica, cosl come altre pro-
prieta reologiche, ¢ da imputare alla
sua composizione e in particolare al
suo componente principale, 'acido ia-
luronico. L’acido ialuronico (Al) € un
polisaccaride del gruppo dei glicosam-
minoglicani, una lunga catena polime-
rica formata dalla ripetizione delle
due unita costituenti: I’acido D-glucu-
ronico e la D-N-acetilglucosammina. E
un componente essenziale della matri-
ce extracellulare ed ¢ presente nel li-
quido sinoviale in concentrazione re-
lativamente elevata, fino a 4 mg/ml. 1l
suo peso molecolare in questo com-
parto puo raggiungere i 6-10 milioni
di Da, pur essendo sempre fisiologica-
mente presente come un polimero po-
lidisperso, ovvero con una distribuzio-
ne piuttosto ampia di pesi generata
dalla relativamente rapida depolime-
rizzazione ad opera di enzimi e radica-
i liberi'l,ll,l7,19,22

A pH fisiologico i gruppi acidi carbos-
silici dell’Al sono completamente io-
nizzati e il polimero risulta fortemente
idrofilo, con la capacita di legare gran-
di quantita di acqua. Le catene ecce-
zionalmente lunghe dell’Al (fino a 30
pm) possono presentarsi in soluzione
in conformazione piut 0 meno ripiega-
ta a seconda della forza applicata. A
riposo predomina una struttura a go-
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mitolo, che offre maggiore resistenza
allo scorrimento (viscosita elevata),
mentre all’aumentare dello sforzo di
taglio le catene possono allinearsi e
scorrere piu facilmente (viscosita ri-
dotta). Questo meccanismo ¢ il princi-
pale responsabile del comportamento
pseudoplastico del liquido sinoviale,
che ¢ di conseguenza influenzato dal
peso molecolare e dalla concentrazio-
ne dell’AL.'0222

La variazione di viscosita con la forza
non ¢ pero l'unica caratteristica pecu-
liare del liquido sinoviale. Altrettanto
interessante, e funzionalmente impor-
tante, ¢ il suo comportamento viscoe-
lastico. L’analisi della sua risposta alle
sollecitazioni, cioe lo studio reologico
delle sue caratteristiche, mostra infatti
un comportamento predominante-
mente viscoso a riposo o in corrispon-
denza di movimenti lenti: il liquido si-
noviale dissipa in questo caso I’energia
applicata principalmente deforman-
dosi. Ma all’aumentare della frequen-
za di movimento il liquido sinoviale
diventa prevalentemente elastico: la
deformazione cessa al cessare della
forza e I’energia applicata viene resti-
tuita riacquistando la forma origina-
ria.10,22

La determinazione sperimentale di
queste proprieta si basa sulla misura
con reometri del modulo viscoso G” e
del modulo elastico G’. Il primo ¢ di-
rettamente proporzionale al compor-

[
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tamento viscoso del liquido (la sua
azione lubrificante), mentre il secon-
do ¢ direttamente proporzionale al
comportamento elastico (la capacita
di assorbire gli urti). Il liquido sinovia-
le sano, dunque, a frequenze inferiori
a 0,5 Hz (cioe¢ in caso di assenza di mo-
vimento o movimento molto lento)
mostra sempre un G” superiore a G*.
All’aumentare della frequenza di mo-
vimento entrambi i moduli crescono
in valore assoluto, ma il modulo elasti-
co aumenta piu rapidamente e diventa
piu alto di quello viscoso gia a fre-
quenze di circa 0,5 Hz (corrisponden-
ti al movimento di camminata). A 2,5
Hz (corsa) il modulo elastico € netta-
mente piu alto di quello viscoso. La
frequenza a cui i due moduli si inver-
tono ¢ denominata frequenza di cros-
sover (f o @): a questa frequenza G’ ¢
uguale a G”, mentre al di sotto prevale
G” e al di sopra G’.

Questo comportamento, riassunto
nelle figure 1 e 2, indica che a riposo il
liquido sinoviale ha viscosita elevata e
svolge un’azione protettiva dell’artico-
lazione attraverso la sua lubrificazio-
ne. Al crescere della frequenza di mo-
vimento, viceversa, la sinovia si
trasforma in un fluido elastico, in gra-
do di ammortizzare gli urti e riparare
efficacemente la superficie articolare
dallo stress associato."®%*2

Questo efficace meccanismo di prote-
zione, che rende il liquido sinoviale

velocita di taglio

Figura 1 Andamento della viscosita (n) in funzione della forza applicata: caso di un fluido pseudo-

plastico
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Figura 2 Liquido sinoviale: variazione dei moduli viscoso (G"” — linea piena) ed elastico (G’ - linea

tratteggiata) all'aumentare della frequenza di movimento. Da sinistra a destra: liquido sinoviale di
soggetto giovane e sano; liquido sinoviale di soggetto anziano; liquido sinoviale di paziente affetto
da osteoartrosi. Frequenze evidenziate: 0,6 Hz, camminata lenta; 2,5 Hz, corsa. f_ = frequenza di

crossover. Adattato da Balazs'

cosl importante per la salute dell’arti-
colazione, pud essere compromesso
da diversi fattori. Fisiologicamente,
con l'invecchiamento si ha infatti un
progressivo aumento della frequenza
di crossover, cioe¢ una perdita della ca-
pacita di ammortizzare gli urti duran-
te il movimento. Tale fenomeno si ac-
compagna anche ad una riduzione in
valore assoluto di entrambi i moduli
G’ e G”, con un decadimento delle ca-
ratteristiche reologiche. In situazione
patologica, come in caso di trauma o
di osteoartrosi, la frequenza di crosso-
ver puo superare i 2,5 Hz e quindi,
nella pratica, non si ha mai predomi-
nanza del modulo elastico. Oltre ad
avere una riduzione molto marcata,
superiore ad un ordine di grandezza,
dei valori di G’ e G” a tutte le frequen-
ze (figura 2).'4%

Questo deterioramento delle pro-
prieta del liquido sinoviale € diretta-
mente correlato all’impoverimento
del contenuto di Al: nel liquido sino-
viale di un paziente osteoartrosico o
vittima di un trauma, la concentrazio-
ne di Al puo dimezzarsi rispetto a
quella di un soggetto sano e anche il
peso molecolare medio puo ridursi si-
gnificativamente.!**%?
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E da queste osservazioni sperimentali
che nasce, quindi, la necessita di di-
sporre di soluzione per viscosupple-
mentazione che aiutino a ripristinare
un corretto comportamento reologico
del liquido sinoviale, con valori di
crossover, modulo elastico e modulo
viscoso che si avvicinino il pitt possibi-
le a quelli della sinovia di un soggetto
sano e in buona forma.

Caratteristiche delle
formulazioni esistenti per
viscosupplementazione

La reologia specifica del liquido sino-
viale dipende per quanto visto dal con-
tenuto di Al. Piu in particolare, dalla
distribuzione del suo peso molecolare
e dalla sua concentrazione. Questi dati
determinano poi la viscosita, i valori di
modulo viscoso ed elastico e la fre-
quenza di crossover.

Una prima caratterizzazione di un
prodotto per viscosupplementazione
deve pertanto basarsi sulla misura di
questi parametri, che nella pletora di
formulazioni esistenti possono differi-
re in maniera significativa. Altri dati
utili sono la capacita di ridurre lattri-
to superficiale (determinata con espe-

rimenti di tribologia), cosi come la
fonte e la natura chimica dell’Al im-
piegato. Queste due ultime informa-
zioni sono correlabili non solo alla re-
ologia di una formulazione, ma anche
alla sua sicurezza. L’Al puo essere otte-
nuto per estrazione da tessuti animali
o, piu frequentemente, da fermenta-
zione batterica (biotecnologia). Nel
primo caso, il peso molecolare ¢ di di-
versi milioni di Da, pertanto piu simile
a quello fisiologicamente presente in
un’articolazione. Ma il contenuto di
impurezze, soprattutto di natura pro-
teica, puo essere piu complesso e per-
tanto meno sicuro. Per contro, I’Al
biotecnologico non supera in media i
3 milioni di Da ma ha un grado di pu-
rezza piu elevato e dunque un miglio-
re profilo di sicurezza.

Considerazioni analoghe si possono
fare per la modifica chimica dell’Al,
che si traduce principalmente nella re-
ticolazione (cross-linking) cio¢ nell’in-
troduzione di leganti chimici che uni-
scono catene diverse di Al. Questo
processo da un lato porta un vantag-
gio in termini di efficacia, perché la
reticolazione migliora la resistenza
dell’Al alla degradazione enzimatica e
aumenta di conseguenza il suo tempo
di permanenza in vivo. Dall’altro pero
aumenta l'immunogenicita del poli-
mero, che diventa piu idrofobo e non
¢ piu identico a quello naturale, fisio-
logicamente presente nell’organi-
smo."!

Nella tabella I sono riportate le carat-
teristiche delle principali formulazio-
ni iniettabili per viscosupplementazio-
ne presenti sul mercato. Per ciascuna
di esse sono stati ricavati dalla lettera-
tura esistente i valori di viscosita dina-
mica a bassa velocita di taglio (n,), il
valore di frequenza di crossover (f), le
grandezze dei moduli elastico e visco-
so a frequenza di 0,5 Hz (camminata).
Per alcune formulazioni (Sinovial®,
Sinovial HL® e Sinogel®) questi dati
sono stati generati sperimentalmente.
I dati reologici sono poi integrati dalle
informazioni sul peso molecolare, la
concentrazione di Al e la sua struttura
(lineare, cioe identico all’Al endoge-
no, oppure chimicamente modifica-
to).

Come si puo vedere, la variabilita dei
parametri reologici € molto ampia. La
viscosita oscilla ad esempio da un valo-
re minimo di 0,27 Pa*s fino a raggiun-
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Tabella I. Caratteristiche delle principali formulazioni iniettabili per viscosupplementazione presenti sul mercato: viscosita dinamica a bassa velocita di ta-
glio (n,), frequenza di crossover (f ), moduli elastico (G') e viscoso (G") a frequenza di 0,5 Hz (camminata).

dispositivo struttura chimica peso molec. Al (kDa) conc. Al 1, f, G’ 0,5 Hz G"” 0,5Hz riferimenti
(mg/ml) (Pa*s) (Hz) (Pa) (Pa)
Hyalgan® lineare 500-730 10 0,27 >10-28 0,03 0,69 4,11,20
Donegal® lineare 800-1.200 20 - 73 - - 1
Supartz® lineare 620-1.170 10 2-3,07 3,98-24 2,2 6.5 19,20,4,19
Sinovial® 32 lineare 800-1.200 16 10,7 4,9 10 23 dati interni*
Euflexxa® lineare 2.400-3.600 10 70-100 0,10-0,16 574 32,1 4,12,19,20
Hyalubrix® lineare 1.500-2.000 15 15 0,8 10 20 22,18,14
Synvisc® reticolato 6.000 10 191,7 <0,01 79,9 20,3 11,20,4,11
Synvisc One® reticolato 6.000 10 184,4 <0,01 94,6 22,3 20,4
Durolane® reticolato 1.000 20 = <0,01 500 70 5
Hymovis® derivato ammidico 700 8 190 <0,01 70 15 5,12
Sinovial HL® complesso 100 + 800-1.200 16 + 16 20,5 83 18 85 dati interni*
Sinogel® complesso 800-1.200 24 83,2 1,2 83 113 dati interni*
Lig. sinoviale 6.000-10.000 1-4 1-445 0,13-0,41 50-100 30-90 1,4,8,22

*Dati interni, ottenuti con un reometro MCR 702e¢ (Anton Paar), equipaggiato con un sistema piatto-cono CP50
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gere 191,7 Pa*s. Ma appare ancora pit
interessante I’andamento dei moduli
viscoso ed elastico e la relativa fre-
quenza di crossover. Abbiamo infatti
formulazioni, quali quelle reticolate,
dove si ha sostanzialmente un compor-
tamento elastico a tutte le frequenze.
Il crossover avviene a frequenze bassis-
sime, spesso non misurabili, e dunque
il corrispondente gel é sempre un flui-
do rigido, con una buona capacita di
assorbire gli urti ma una ridotta capa-
cita di lubrificazione a riposo. Per con-
tro, alcune formulazioni di Al natura-
le a bassa concentrazione e/o basso
peso molecolare mostrano il crossover
a frequenze molto alte, fisiologica-
mente non raggiungibili. Pertanto,
questi prodotti hanno sempre un com-
portamento predominantemente Vvi-
$coso, sono soluzioni con buona capa-
cita di lubrificazione ma scarsa
possibilita di ammortizzare il movi-
mento.

Il dato della frequenza di crossover va
poi integrato con i valori dei moduli
elastico e viscoso, per completare la
valutazione qualitativa: una soluzione
di acido ialuronico naturale a bassa
concentrazione e basso peso moleco-
lare avra certamente un comporta-
mento viscoso, ma la sua capacita di
lubrificazione sara comunque inferio-
re a quella del liquido sinoviale sano,
dato che il valore di modulo viscoso
rimarra piuttosto basso (si veda ad
esempio Hyalgan, con f >10 Hz ma G”
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e G’ <1 Pa, contro valori fisiologici del
liquido sinoviale sano piu alti di alcu-
ne decine di volte).

In linea generale, ¢ possibile dedurre
dai dati reologici e dal confronto con
le caratteristiche del liquido sinoviale
alcune regole teoriche per I’ottimizza-
zione dei diversi parametri:

Peso molecolare: nel caso di Al natu-
rale, non modificato, 'aumento di
peso molecolare aiuta a mimare me-
glio la frequenza fisiologica di crosso-
ver.'*17 Si veda ad esempio il confronto
tra Hyalgan®, con peso molecolare di
500-730 kDa, ed Euflexxa®, con peso
di 2.400-3.600 kDa. A parita di concen-
trazione (10 mg/ml) il secondo ha f,
di 0,1-0,16, molto pit in linea con il li-
quido sinoviale, cosi come la corri-
spondente viscosita, decisamente piu
alta (0,27 vs. 70-100 Pa*s).

Struttura chimica: come gia accenna-
to, tutte le formulazioni modificate
chimicamente sono gel predominan-
temente rigidi. Il modulo elastico ¢
sempre piu alto di quello viscoso, sia a
riposo sia in movimento. Solo l'utiliz-
zo di Al naturale, non chimicamente
modificato permette di avere un’in-
versione di G’ e G” analoga a quella
del liquido sinoviale sano, cioe a fre-
quenze che non superino di molto 1
Hz. Si vedano ad esempio Euflexxa®,
Hyalubrix® e Sinogel®.'2

Da notare che questa conclusione ap-

pare indipendente dalla natura della
modifica chimica. Si applica infatti sia
a prodotti reticolati classici, come Syn-
visc® e Durolane®, sia ad Hymovis®.
In Hymovis® I’Al ¢ presente come un
derivato amidico, non reticolato, ma
reso piu idrofobico dall’introduzione
di catene laterali alifatiche apolari
(esadecilammide di sodio ialuronato
— Hyadd4).” Anche in questo caso,
pero, f ¢ <0,01 Hz.

Concentrazione: l'aumento di con-
centrazione di Al si accompagna, a pa-
rita di peso molecolare, ad un miglio-
ramento delle proprieta reologiche e
dell’efficacia terapeutica.'*'® Contem-
poraneamente provoca pero un innal-
zamento della viscosita e, di conse-
guenza, anche della forza necessaria
per estrudere il prodotto dalla siringa.
Per questo motivo generalmente la
concentrazione di Al non supera i 20
mg/ml, valore oltre il quale si ha diffi-
colta ad iniettare il preparato nell’arti-
colazione.?

Questo limite tecnologico € superato
dai dispositivi basati su di una tecno-
logia brevettata di complessazione di
catene polimeriche a diverso peso
molecolare, che consente di aumen-
tare la concentrazione di Al modu-
lando la reologia, senza superare un
valore di forza di estrusione di 20
N.'518 Si basano su questa tecnologia
le formulazioni di Sinovial HL®
(complesso cooperativo ibrido forma-
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to da due pesi molecolari di Al) e di
Sinogel® (complesso tra Al ad alto
peso e condroitina biotecnologica).®
A parita di peso molecolare dell’Al,
passare da una concentrazione di 16
mg/ml (Sinovial 32®) a quella di 24
mg/ml (Sinogel®) consente di ridur-
re la frequenza di crossover da 4,9 a
1,2 Hz, aumentando proporzional-
mente i valori di G’ e G” al crossover
(da 74 a 161 Pa) e mimando piu effi-
cacemente le caratteristiche del liqui-
do sinoviale.

Conclusioni

La teoria della viscosupplementazione
si fonda sulla possibilita di imitare effi-
cacemente il comportamento reologi-
co del liquido sinoviale sano con for-
mulazioni di Al esogeno. La caratteriz-
zazione preclinica delle formulazioni
disponibili per viscosupplementazio-
ne permette di riconoscerne le diffe-
renze, a volte molto marcate, e di clas-
sificare i corrispondenti dispositivi in
gruppi omogenei per tipologia di Al
utilizzato:

1. Al naturale a bassa concentrazione
e/o basso peso molecolare: i pre-
parati di questo tipo sono caratte-
rizzati da un comportamento visco-
so anche durante il movimento,
associato ad una bassa viscosita e
valori ridotti dei moduli elastico e
viscoso. Sono le formulazioni piu
semplici, con una capacita protetti-
va piuttosto limitata.

2. Al naturale ad elevato peso mole-
colare: pesi molecolari superiori a
1-1,5 milioni di Da si associano a
frequenze di crossover, viscosita e
moduli elastico e viscoso pitl vicini
a quelli del liquido sinoviale. Le
formulazioni di questo tipo mostra-
no un profilo reologico piu in linea
con la teoria della viscosupplemen-
tazione.

3. Al naturale ad elevata concentra-
zione: I'aumento di concentrazio-
ne sopra il limite tecnologico dei
20 mg/ml, a parita di peso moleco-
lare, migliora significativamente la
qualita dei parametri reologici. Se
associato ad una tecnologia di com-
plessazione come quella dei com-
plessi cooperativi ibridi permette
di mantenere viscosita e forza di
estrusione entro limiti accettabili.

4. Al modificato chimicamente: i de-

@ Springer Healthcare Communications

rivati semisintetici dell’Al, sia reti-
colati classici sia ammidi come
Hyadd4, portano a gel rigidi, con
comportamento elastico anche a
riposo. Sono formulazioni con una
buona capacita di assorbimento
dell’urto durante il movimento,
ma mostrano un comportamento
analogo a quello del liquido sino-
viale solo a frequenze relativamen-
te elevate e non a riposo.

I pazienti hanno profili e bisogni a vol-
te molto diversi tra loro ed ¢ importan-
te tenere presente che i preparati
iniettabili per viscosupplementazione
non sono tutti uguali. Una buona
comprensione da parte del clinico del-
le proprieta chimiche, chimico-fisiche
e fisiche dei diversi formulati aiuta ad
orientare di volta in volta la scelta del
prodotto piu adeguato al singolo pa-
ziente, migliorando la probabilita di
successo di una terapia sicura e conso-
lidata come la viscosupplementazione.

Ringraziamenti: grazie al dott. Gabriele
Vecchi per le utili discussioni e ai dottori
Daniele Pacchioni e Marika Riva per la re-
visione delle bozze e i dati sperimentali di
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