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INTRODUZIONE

Gli ultrasuoni (US) sono radiazioni meccaniche mmzzanti, di frequenze superiori ai 20 kHz,
quindi non percepibili dall’'orecchio umano. L’appate innocuita insieme all’ampia versatilita
anche in campo industriale, ne ha incrementatovobtente l'utilizzo, specialmente in campo
medico, nella diagnostica e nella terapia; il livali intensita ultrasonora emessa dagli apparecchi
consente di passare da onde acustiche utilizzafeni adiagnostici (es. ecografia: intensita
generalmente inferiori al centinaio di mW/mad applicazioni di tipo terapeutico (es. onderi
fisiatriche, intensita dell'ordine dei W/@n utilizzate ad esempio nella riparazione delkgtére
ossee, dei tendini, nel trattamento dei tessuditciali, fino alle tecniche non invasive di abtaze
chirurgica HIFU che impiegano US ad intensita detline dei kW/crf, utilizzate per il trattamento

di tumori.

Da alcuni anni, si ricorre all'applicazione deglSlanche in campo estetico, sia medico che non
medico; nel primo caso, i trattamenti afferiscofia aosiddetta “medicina estetica”, branca della
medicina le cui terapie, eseguite negli ambulaswno dirette alla prevenzione ed alla correzione
degli inestetismi costituzionali o acquisiti, quasiti di malattia. Nel’ambito della medicina
estetica, gli US vengono tipicamente impiegatiegime dicavitazione fenomeno associato alla
variazione ciclica della pressione che si regiatrpassaggio del fascio ultrasonico, che determina
'implosione di bolle di vapore e la conseguente tlegli adipociti, con rilascio dei lipidi, per il
trattamento della cellulite.

Nel caso, invece, della cosiddetta “estetica nodicaé, ci troviamo di fronte ad applicazioni il cui
aspetto terapeutico ricade nella sola sfera pgyocdo dell’utente, poiché le prestazioni ed i
trattamenti eseguiti dall’estetista riguardano @seamente la superficie del corpo umano e il loro
scopo € quello di mantenerlo in perfette condizidnmigliorarne e proteggerne I'aspetto estetico,
modificandolo attraverso I'eliminazione o lattemi@ne degli eventuali inestetismi presenti. In
guesto caso, l'attivita pud essere svolta con il@udi apparecchi che, nel caso di utilizzo degd8,
sono opportunamente progettati per lavorare a éezgitali da non consentire la propagazione in
profondita delle onde ultrasonore; si tratta infditapplicazioni legate generalmente al trattaroent
delle rughe e delle masse adipose.

Negli ultimi anni, i dispositivi ad US per fisiotgria ed estetica sono risultati disponibili sul
mercato tradizionale (farmacie, centri specializzatc.) e su quello piu moderno virtuale (siti
Internet) a costi relativamente ridotti; gli uterseinche privi di specifica competenza tecnica nel

settore, possono pertanto procedere all’acquisttoEonendosi in regime “fai da te” ad un agente



fisico potenzialmente pericoloso per la salute, gao in cui I'applicazione non fosse guidata da
personale competente.

Visto quanto sopra, in questo lavoro si intenderafopdire I'analisi delle problematiche sanitarie
connesse alle esposizioni deliberate delle persayle US per finalita che vanno da quelle
fisioterapiche a quelle di natura estetica. L'agialili queste questioni non puo prescindere
dallesame della letteratura scientifica, dellaisegione e delle norme tecniche, al fine di
fotografare lo stato dell’arte, evidenziare probdgiche e criticita, e formulare proposte rivolta si
all’autorita sanitaria, sia al settore produttivo.

Stante la recente diffusione nell’utilizzo di disgitvi ad US, in questo lavoro e stato effettuabo u
studio delle proprieta emissive di apparecchiatdigponibili sul mercato e utilizzate per la
fisioterapia e I'estetica non medica, alla lucdelabrmative vigenti, al fine di fornire un contutio

per il miglioramento della qualita e della sicurazei trattamenti.

Lo sviluppo tecnologico e la sempre piu ampia apggiione degli US nella terapia, hanno posto
I'attenzione anche sulla necessita di una apprdaf@ncbmprensione dell’interazione tra onde
ultrasoniche e materia biologica. Tale studio &€ezisile poiché € in grado di favorire la produzione
in sicurezza di apparecchi a livello industrialgsalando eventuali problematiche sanitarie.

Alla luce di quanto sopra esposto, in questo lawmo stati studiati gli effetti indotti in campion
di cellulein vitro, provenienti dalla linea cellulare NIH-3T3 (fibdalsti murini), dall’esposizione ad
US alle frequenze di 1 MHz e 3 MHz, utilizzate ¢tgmente per trattamenti di tipo fisioterapico ed
estetico, variando I'intensita del campo acustidaempo di esposizione.

| metodi di indagine utilizzati sono di tipo micompico e spettroscopico: la spettroscopia infraross
in trasformata di Fourier (FTIR), il test dei miawglei, il test del Trypan blue, la microscopia a
fluorescenza, la citofluorimetria a flusso, la m®ropia confocale.

La spettroscopia FTIR permette di rilevare cambiaimstrutturali nelle principali molecole
biologiche, operati da un dato agente fisico/chami€’ una tecnica di analisi non distruttiva, che
consente di ottenere simultaneamente informaziomutte le macromolecole presenti all’interno di
una popolazione di cellule ed €& in grado di rilevaambiamenti conformazionali nei gruppi
funzionali dei campioni biologici analizzati.

Il test dei micronuclei € considerato come unordetodi migliori per valutare i danni nella cellula
a livello cromosomico, operati da un agente fisibohico; infatti consente la misura di cromosomi
persi e danneggiati. Tale test consiste nellossgone microscopica dei nuclei cellulari, con
l'utilizzo di un opportuno marcatore che permetdevisualizzazione in fluorescenza dei nuclei

stessi.



Il test del Trypan blue consente una misura detidlita cellulare del campione esposto ad un dato
agente.

La microscopia a fluorescenza rappresenta un eoctelinezzo per studiare materiali che sono in
grado di fluorescere sia in maniera naturale, slacaso in cui vengano trattati con prodotti chimic
(fluorofori) capaci di emettere in fluorescenza.e®a forma di microscopia ottica ha come
maggiore punto di forza la sua scarsa invasivitee consente di avere immagini di campioni
biologici con una buona risoluzione spaziale.

La citofluorimetria a flusso € una tecnica che petenil conteggio e la caratterizzazione di cellule
in sospensione, marcate con fluorofori, tramited'wli laser e di rilevatori ottici.

La microscopia confocale & una tecnica ottica fpalmente utilizzata per lo studio tridimensionale
di strutture biologiche isolate o in situ; la matadconsente il sezionamento ottico di un sistema
biologico consistente nella raccolta di una seriengnagini di piani paralleli, spostando il fuoco
dell'obiettivo lungo un asse che generalmente ¢dencon I'asse di propagazione della luce.

La tesi € organizzata nel modo seguentaella prima parteviene trattata la fisica degli US,

l'interazione degli US con la materia biologica iecelativi effetti indotti, una trattazione della
legislazione e delle norme tecniche riguardansd’'degli US nella fisioterapia, nell’estetica medic
e nell’estetica non medica, le problematiche cosme®on l'utilizzo degli US in fisioterapia e in
estetica e le criticita evidenziate.

Nella seconda parteengono riportati i risultati della caratterizzaae di trasduttori ad US utilizzati

in fisioterapia ed in estetica ai sensi delle norteeniche internazionali, i protocolli per la
preparazione dei campioni per le indagini spetopadhe e microscopiche, la descrizione del set up
utilizzato per I'esposizione al campo ultrasonol®, caratterizzazione del campo ultrasonoro

prodotto dalle sorgenti utilizzate, i risultati Beimisure effettuate con le tecniche sopra descritt
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CAPITOLO 1:

GLI ULTRASUONI, L'INTERAZIONE CON LA MATERIA VIVENT E
E LE APPLICAZIONI TERAPEUTICHE

1.1 La fisica degli ultrasuoni

Gli ultrasuoni (US) sono radiazioni non ionizzamki natura meccanica; a differenza delle
radiofrequenze e microonde, con cui si identificaspecifiche regioni dello spettro
elettromagnetico, sono una forma di energia meceaamipercio, per potersi propagare, necessitano
di un mezzo elastico quale plasma o liquidi, (Hunegh2007)Si estendono a partire da frequenze
superiori ai 20 kHz, limite superiore di udibiligger I'orecchio umano, fino alle frequenze di
gualche centinaio di MHz e, intorno a 1 GHz, lasoid posto al regime cosiddetigersonico

T —— 100 MHz

ULTRASOUND
—— | MH=z
—— 10 kHz
AUDIBLE
SOUND

| —— 100 Hz
* —— 1| H=z

INFRASOUND

LI

Figura 1.1: range delle frequenze per gli ultrasuoni

Gli US, essendo onde meccaniche, si propagano marzo con trasferimento di energia e non di
particelle; queste ultime, infatti, oscillano seio@mente attorno alla loro posizione di equilibrio,
con trasferimento di energia da una particellardlia. L'oscillazione molecolare puo propagarsi
nel mezzo in varie direzioni, pertanto si possoistirtjuereonde longitudinalie onde trasversali

nelle onde longitudinali il movimento oscillatorio delle particelle del ae® di trasmissione é



parallelo alla direzione di propagazione, mentréenende trasversale perpendicolare. Lende
longitudinali (di compressione) possono propagarsi in qualsi@izo, mentre lende trasversali
solo in quelli solidi, a causa dei deboli legame & instaurano tra atomi e molecole nei tessuti
liquidi. L’'onda ultrasonora e pertankongitudinale caratterizzata dall’alternanza di compressioni e

rarefazioni del mezzo in cui si propaga, che cotgmar variazioni di pressione all’interno dello
stesso (figura 1.2).
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Figura 1.2: onde acustiche longitudinali

La generazione e la rilevazione degli ultrasuonavviene artificialmente mediante i cosiddetti
trasduttori che sfruttano il fenomeno delfg@ezoelettricita scoperto dai fratelli Pierre e Jacques
Curie nel 1880. | due scienziati, comprimendo coa pressa, secondo varie direzioni, un cristallo
di quarzo, osservarono il particoldemomeno piezoelettricte due facce schiacciate del cristallo si
erano polarizzate elettricamente in maniera maitdle alle batterie chimiche dell’epoca.

Il fenomeno della piezoelettricitaonsiste nella sovrapposizione di due manifestéziona di
natura meccanica, l'altra di origine elettrica & passaggio spontaneo dall'una all’altra; in
particolare, se alle due superfici opposte di wtdd dimateriale piezoelettriclamine di quarzo,
dischi di materiale ceramico) viene applicata ugmsione elettrica, il materiale si espande (0 si
contrae); di conseguenza, sottoponendo tali elaradnin campo elettrico alternato, si ottiene un
alternarsi di compressioni e di espansioni. Tatgopeta consente di convertire I'energia elettrica
applicata, in energia meccanica cioé in un’ondatcaldi pressione.

Allo stesso modo, per la medesima proprieta, setsbpone iltrasduttoread uno sforzo capace di
deformarlo, tra le superfici opposte si realizza wensione elettrica: tale caratteristica consente
pertanto la rilevazione di un’onda acustica di pi@se.

10



L’assenza di un centro simmetria € condizione rsages affinché si manifesti la piezoelettricita.
Dal materiale naturale si € passati a materiakrogi come il titanato zirconato di piombo (PZT,
1950) e poi al materiale plastico come il florurgdlivinildene (pVF2, 1970).

+F+F
ELETTRODI < PEZO | < MATERIALE
(ARMATURE) ™ s PIEZOELETTRICO

4

Figura 1.3: effetto piezoelettrico

Per quanto riguardi propagazione degli ultrasuoni quando un’onda ultrasonora passa da un
mezzo ad un altro, si assiste generalmente alicanst di fenomeni che contribuiscono in maniera
diversa alla ridistribuzione dell’energia trasptatdall’onda stessa: una parte viene riflessa e una
parte viene trasmessa, secondo le leggi della meecalassica. Ciascun mezzo attraversato e
caratterizzato intrinsecamente da una grandezzglessa,l'impedenza Z, che sintetizza le
caratteristiche acustiche del mezzo attraversgtaatifica la resistenza che il mezzo stesso oppone
al passaggio delle onde sonore. L'impedenza aeustiaefinita come il prodotto della dengtdel

mezzo (kg/m) per la velocita di propagazione ¢ (m/s)

Z:pc (1 1)

La sua unita di misura & BAn, equivalente a kgfs Viene tuttavia pitl frequentemente indicata
come ‘fayl” (1 rayl=1 Pas/m), dal nome del famoso scienziato inglese Laglétgh (1842-1919),
matematico e teorico dei sistemi vibrazionali ott

In tabella 1.1 vengono riportati i valori di imped& per alcuni mezzi biologici; in generale, i valo
pit elevati si riscontrano nei solidi (es. allunoird=13,8 x168 rayl). In aria a 20°C tipicamente Z
risulta pari a 415 raylpc1,204 kg/ni; c= 343,4 m/s), mentre in acqua, alla stessa tenhpe,
poichép=998 kg/ni e c= 1484 m/s, si ha Z= 1,5%1@y!.

L'impedenza acustica costituisce una grandezzasehiadiverse applicazioni biomediche, da cui
discende l'interesse pratico a conoscerne il vateiediversi mezzi biologici. Mentre in alcuni casi
i valori sono noti con discreta affidabilita comtesangue (1,6x10rayl), i tessuti grassi (1,36 x 10
rayl) o i vasi sanguigni (1,65x10ayl), in altri sono soggetti a notevole variailiconseguenti
all'indeterminatezza con cui € nota la velocitgpdipagazione delle onde: esempi evidenti sono le

ossa e la pelle.

11



Materiali Densita (g/cnt) Velocita (m/s) Impedenza acustica (xf0ayl)

Aria (20 °C) 0,0013 331 0,0004
Acqua (20 °C) 0,9987 1480 1,5
Grasso 0,92 1478 1,36
Pelle 1,09 1519 1,58

Ossa 1,8 ~3500 6,3-7,8
Sangue 1,04 1566 1,63

Vaso sanguigno 1,08 1530 1,65

Tabella 1.1:impedenza caratteristica di alcuni mezzi

Quando un fascio ultrasonoro incontra l'interfaccia acustica di due mezzi con impedenze
acustiche differenti Z; e Z,, una parte della sua energia viene riflessa ari@ pimanente prosegue
il suo cammino nel mezzo come fascio trasmessaonassima trasmissione di un’onda ultrasonica
da un mezzo ad un altro si verifica quando le ineped acustiche dei due mezzi in questione sono

uguali.

Riflessione Trasmissioné

Zy, |2,
Figura 1.4: riflessione e trasmissione di un’onda acusticardsgione all'interfaccia tra due mezzi

Nel corso della propagazione in un mezzo, 'ondastica € soggetta ad una progressiva perdita
dell’'energia ad essa associata e, piu propriamsntetermina una diminuzione dell’intensita in
funzione della distanza dalla sorgente. Le cause sgsenzialmente duea$sorbimentpprocesso

in base al quale I'energia meccanica dell’'onda parie convertita in calore, e $zattering cioé
l'interazione tra I'onda ed eventuali strutture isognhogeneita presenti nel mezzo, determinate
principalmente da variazioni locali di densita opdoprieta elastiche, che determina una parziale
diffusione dell’energia lungo direzioni diverse gizella di propagazione dell’onda diretta.

L’effetto complessivo, in un mezzo omogeneo, € thle un campo d’onda di intensita iniziale |

dopo una cerca distanza z, ha una intensita chrestecesponenzialmente secondo la relazione:

12



| =l,exp-2r,2) 1.2

in cui |, rappresenta l'intensita inizialea, il coefficiente di assorbimento del mezzo ®m

Se il mezzo non € omogeneo 'ampiezza si riducausa di fenomeni di scattering, allora la (1.2)

diventa

| =1,exp-20z) (1.3)

dovea =a, +a, (a rappresenta il coefficiente di attenuazione ditsciag).

L'interazione degli ultrasuoni con i tessuti biologci produce assorbimento dell’energia del fascio
che dipende dal tipo di tessuto attraversato e di@bjuenza delle onde. In tabella 1.2 sono rifiorta
alcuni coefficienti di assorbimento per tipologietessuti attraversati da US alle frequenze di 1
MHz e 3 MHz.

Coefficienti di assorbimento (cn) per tipologia di tessuti
attraversati da US alle frequenze di 1 MHz e 3 MHz
1 MHz 3 MHz
Sangue 0,028 0,084
vasi sanguigni 0,4 1,2
Tessuto osseo 3,22 -
Pelle 0,62 1,86
Cartilagine 1,16 3,48
Aria (20° C) 2,76 8,28
Tendini 1,12 3,36
Tessuto muscolare 0,76 2,28
Tessuto adiposo 0,14 0,42
Acqua (20° C) 0,0006 0,0018
Tessuto nervoso 0,2 0,6

Tabella 1.2:coefficienti di assorbimento di tessuti attraverdatUsS alle frequenze di 1 MHz e 3 MHz.

Basso assorbimento e quindi alta penetrazioneodéel# ultrasonora € osservabile in acqua e nel
grasso in quanto tessuto ricco di acquaQ;14 e 0,42 rispettivamente a 1 e 3 MHz); pertaaio

viene prodotto riscaldamento significativo quandada ultrasonora passa attraverso tali mezzi. Al
contrario, I'assorbimento e piu elevato nel tesagseo e nei tendini (Dyson, 1987). In generale, i
tessuti molli assorbono circa il 10-20% della pateper centimetro, mentre 'osso adulto assorbe
completamente il fascio ultrasonoro in una brewmissidistanza; particolare € il comportamento

dell'osso del feto, che produce una attenuaziomeesicere dell’eta gestazionale.
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In generale, gli US con frequenza maggiore (3 M¥#r)gono assorbiti prima di quelli a frequenza
minore (1 MHz), i quali raggiungono profondita magga seconda del tipo di tessuto attraversato.
Gli US alla frequenza di 1 MHz sono assorbiti piatmente dai tessuti alla profondita di 3-5 cm
(Gann, 1991) e, proprio per questa proprieta, p@ntp concerne ad esempio le loro applicazioni
fisioterapiche, sono raccomandati per lesioni pafgnde e in pazienti con piu grasso sottocutaneo.
Gli US alla frequenza di 3 MHz sono raccomandatiege per lesioni piu superficiali, alla
profondita di 1-2 cm (Gann, 1991; Ziskin, 1990)r mpiesta ragione, oltre ad essere usati in
fisioterapia, sono utilizzati anche nell’'esteticge(lica e non medica).

Gli ultrasuoni possono essere definiti mediante ieguenti parametri fisici che caratterizzano
un’onda ultrasonora:

-lampiezzadell’onda: valore della massima pressione, pasitivnegativa, raggiunta dal mezzo in
fase di compressione: e indicativa della forzal@raa esercita sulle particelle del mezzo e quindi
dell'entita dello spostamento delle particelle agdbsizione di equilibrio;

-la frequenzd (Hz): numero di cicli di compressione e rarefemd nell’'unita di tempo;

-la lunghezza d’onda (m): distanza tra due punti in fase tra loro de dicli successivi;

- il periodo T (s): inverso della frequenza e rappresentanipt® impiegato per percorrere una
distanza pari alla lunghezza d’onda;

-la velocita di propagazione& (m/s): caratteristica del mezzo nel quale sioddono le onde
meccaniche ed é data da\&k Poiché la frequenza e una proprieta intrinsgeiionda acustica, la
lunghezza d’onda varia al passaggio tra due merevelocita di propagazione differenti;

-la potenzadi un fascio ultrasonoro (W): energia trasporteiunita di tempo;

-la pressione acusticdi un fascio ultrasonoro: descrive il grado di puessione e rarefazione e
quindi la forza per unita di superficie a cui etgposto il materiale. Le compressioni e rarefazioni
hanno luogo alla frequenza del suono (kHz o MHz gasdo degli US). L'unita di misura della
pressione & il Pascal (Pa=N/mforza esercitata su una superficie) e suoi nlulfad esempio
MPa).
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Figura 1.5: rappresentazione schematica di un’onda acustitarimni di ampiezza vs distanza e vs tempo e jress
ultrasonora

14



Particolarmente importante e la determinazioneadaiessione acustica negativa di cresta, intesa
come massimo del modulo della pressione acustiaat@éea negativa in un campo acustico o in
una superficie, durante un periodo di ripetizioe#ithpulso ultrasonoro.

-I'intensitadell’onda (W/cm): quantita di energia che fluisce nell'unita dingo attraverso una
superficie di area unitaria, perpendicolare all@zione di propagazione dell’onda. L'intensita puo
variare nel tempo se si impiega onda continua comgpulsata: in particolare, la presenza di un
campo pulsato introduce una variazione temporaénehdo unduty cycle come rapporto tra la

durata dell’'impulso ultrasonoro (in unita di temmola lunghezza del periodo, calcolato come una
percentuale.
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Figura 1.6: rappresentazione schematica di onde continue & @amgulsate con PRF= frequenza di ripetizione
dell'impulso et= durata dell'impulso ultrasonoro

E’ possibile pertanto calcolare un’intensita bassuda pressione massima misurata nel campo
ultrasonoro gpatial-maximum intensityo basata sulla pressione mediata su un’area fig@eci
(spatial-average intensily Quando si descrive I'energia rilasciata dall@sipione ultrasonora é
anche importante distinguere se l'intensita € madialo quando I'impulso éofi’ (pulse average

0 se e stata mediata su un tempo che include riirderata del trattamento, considerando cioé

limpulso ultrasonoro 6n” e “off’ (temporal average
1.2 Effetti biologici degli ultrasuoni

Gli US, attraversando i tessuti, determinano effedtlizionalmente separati tarmicie non termici
(Miller, 1996); i non termici riguardano principalmente la cavitazione. Gli giféermici si
verificano tipicamente per esposizioni in onda bord, mentre gli effetti non termici per

esposizioni in onda pulsata (Milowska, 2007). | effetti non sono effettivamente separabili, cioe
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non si puo assumere la presenza di soltanto uolgia di effetti, eccetto nel caso di litotrissia,

cui I'effetto indotto & quello meccanico. Per tugealtre situazioni, € bene assumere che gliteffet
non termicisiano sempre accompagnati da sviluppo di caloa&gB 2001).

Effetti termici: quando gli US si propagano in un mezzo, 'ampiedelionda acustica si riduce
progressivamente cioe gli US perdono la loro emeegl fascio si attenua a causa dell’assorbimento
e della dissipazione di energia ultrasonica. Gligg&ucono calore attraverso le vibrazioni, I'ugto

la frizione delle strutture cellulari ed intercédlti che compongono i tessuti attraversati. L’autoen
di temperatura del mezzo puo provocare eventuakziani chimiche o strutturali dei biopolimeri.
Questo fenomeno e influenzato sia dalle caratiehmistdel fascio ultrasonoro cioé intensita e
frequenza, dalla durata dell’esposizione e dallatteristiche dei tessuti attraversati; in partace|
come gia visto, gli US possono essere piu o metenwti in funzione della differenza tra le
impedenze acustiche dei tessuti attraversati daltke sonore. Il riscaldamento prodotto si instaura
rapidamente, tuttavia si stabilisce presto un dmiol termico a causa della veloce dispersione del
calore, dovuta al flusso sanguigno. L'effetto tarne piu evidente a livello dell'interfaccia dei
tessuti ed in particolare a livello del periosti@@la zona di passaggio tra grasso e muscolo; il
periostio, per la sua struttura anatomica e peofdinuita con I'osso, assorbe una grande quantita
di energia ed &, pertanto, sede di elevato risoad#o. L'elevazione termica genera, come effetti
secondari, aumento del metabolismo cellulare e dredazione; in particolare, quest'ultima
proprieta risulta importante nell'utilizzo terapieotdegli US in fisioterapia.

Effetti non termici: Cavitazionefenomeno che consiste nella formazione, cresanapéosione di
bolle di gas all'interno del fluido sottoposto ad campo ultrasonoro. In generale, la cavitazione
puo essere vista come la “rottura” di un liquida eonseguente formazione all’interno dello stesso,
di “cavita” (propriamente di bolle) contenenti géisciolto o vapore del liquido stesso; si manifesta
in molte situazioni, per esempio nell’acqua in ébwne o in vicinanza dell’elica in rotazione di
una nave, e comunque in tutte le regioni di unidiqusoggette ad alte e brusche variazioni di
pressione. In particolare, all’interno di un ligaidottoposto all’azione di un campo ultrasonoro
particolarmente intenso si parla di “cavitazioneisdica” che in genere viene distinta in due
categorie: inerziale (o transiente) e non-inerz{alstabile) (Leighton, 1997). Le condizioni che si
stabiliscono dipendono dalla frequenza e dall’azgaedella pressione acustica applicata, dal
raggio delle bolle e dalle proprieta del liqguidoduni esse sono intrappolate. Questo fenomeno si
manifesta nei liquidi che contengono aria o gaso fauesto che ovviamente facilita la cavitazione,
ma il fenomeno pud manifestarsi anche in un liqyidgo di gas, se la pressione acustica applicata

e piu grande della pressione idrostatica nel ligsittsso.
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Quando una bolla e esposta ad US, la pressionéicacagisce come una forza esterna che ne fa
variare il raggio, aumentando le sue dimensionhdda si comporta come un sistema oscillante,
con una elasticita che e data dal gas contenwgoaainterno, e una inerzia, che e quella del liguid
che circonda la bolla e che oscilla con la paretiéadolla stessa. Il risultato € che essa ha una
frequenza propria, il cui valore e inversamenteppreionale al suo raggio, in condizioni di
equilibrio; quando la frequenza del campo acustmalicato si avvicina alla frequenza propria della
bolla, questa tende ad avere un comportamentoamsere I'ampiezza delle sue oscillazioni dipende
da quanto sono vicini i due valori di frequenzaaé\ailore della pressione applicata. In prossimita
della risonanza, le oscillazioni assumono un camattli forte non-linearita, con generazione di
armoniche di ordine superiore e con effetti ch@anifestano sia nel campo acustico, sia nel mezzo
stesso, talvolta producendo sensibili modificazmmmiche e fisiche.

| comportamenti delle bolle in oscillazione sottazione del campo acustico possono essere
diversi; una possibilita consiste nella cosiddét#fusione rettificatd, in conseguenza della quale

il raggio di equilibrio della bolla tende a creseerel tempo. Tale effetto si presenta alle intansit
acustiche piu basse, con sviluppo della cavitanipwcesso lento. La ragione é che durante le fasi
di compressione e di espansione, del gas puo déien attraverso la superficie della bolla,
rispettivamente verso il liquido esterno o versotérno della bolla stessa, e poiché I'area della
superficie € piu grande durante I'espansione cheoso della compressione, il risultato € che
entra piu gas di quello che esce; tale processisponde allacavitazione non inerziale o stahile
Tale fenomeno avviene solo con l'irradiazione dicfaultrasonori continui e ad esempio occorrono
circa 1000 cicli affinché una bolla arrivi in coamaini di risonanza ad 1 MHz. Va sottolineato che
questo tipo di cavitazione e importante nell’'udbzterapeutico degli US oppure in ecografia
Doppler (Guiot, 2010).

La cavitazione inerziale o transiente invece caratterizzata da una fase di relativéenamta
espansione della bolla all'interno del campo utireso; quest'ultimo € caratterizzato da onde di
compressione e depressione. Durante la fase disipnes negativa (depressione) si ha
lingrandimento della bolla fino ad un volume molfu grande di quello in condizioni di
equilibrio. Durante la fase di pressione positiganijpressione), I'enorme pressione esercitata sulla
bolla, la comprime in modo rapido e violento, fiadarla collassare su se stessa con conseguente
implosione e rilascio di energia.

Con l'implosione delle bolle di gas, si verifica '@missione di grande quantita di energia
localizzata, con il raggiungimento di altissimeg®ieni e temperature, che possono produrre effetti
anche dannosi per il sistema biologico attraversata formazione di quelli che si definiscomat

spotcioe punti caldi (Plaja, 2003); vengono valutatiori di temperatura anche superiori a 5000 K,
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una pressione di circa 1000 atmosfere, un tempeitdi inferiore alus ed una velocita di

riscaldamento e raffreddamento che supera i 1@rdildi gradi Celsius/sec .
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Figura 1.7: dinamica delle bolle sottoposte all'onda acustica

Le variazioni quasi istantanee di densita, pressidemperatura all'interno del fluido in cui si
propaga I'onda ultrasonica possono produrre ancéeteali onde cosiddette sihock ossia onde di
pressione che possono anche essere estremamenteint

La cavitazione inerziale& un processo caratterizzato da una soglia, minérdi ampiezza del
campo acustico (piu precisamente del massimo nvegdélla pressione acustica), di frequenza (piu
e bassa, piu lungo € il tempo a disposizione gaplnsione delle bolle) e di dimensioni delle bolle
presenti; a tal proposito, bolle molto piccole seacatterizzate da un’alta tensione superficiake ch
tende a limitarne I'espansione, mentre bolle comagyio di equilibrio gia molto grande possono
espandersi ma il collasso non e sufficientemeraento. Per esempio, (figura 1.8) alla frequenza
di 10 MHz, la minima pressione negativa che indtepdtazione inerziale € di circa 0,84 MPa ed a

guesta pressione solo bolle di raggio inizialeigtiacO,2 pum iniziano a cavitare (Guiot, 2010).
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Figura 1.8: soglia della cavitazione inerziale a 3 frequemzfinzione del raggio iniziale delle bolle (Apf&R91)
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Questo andamento violento del fenomeno della caoite puo portare alla formazione dadicali
liberi, molecole o atomi estremamente reattivi, che pussagire direttamente sulle catene
polimeriche e sulle strutture presenti nel mezzn@ton, 1962). | radicali liberi piu noti sono duel
derivanti: dalla sonolisi dell’acqua, ed a contenali ossigeno detti ROSRgacting Oxygen

Speciek

Litrasounds

H.O = OH+H

20H — H,0,
2H —H,

H TG:_’HC}:
HO, — H* + Oy
H + HO; — H,0,

HO. + HO; = H.0, + O,
R™ = I)z —s ROHY

Figura 1.9:i radicali liberi prodotti dagli ultrasuoni

L’irradiazione ultrasonora dell’acqua porta allarni@zione del radicale ossidrile e radicale
idrogeno, che danno come prodotti finali princig&dO, (perossido d’idrogeno) e;H

L’esposizione ultrasonora in presenza di ossigemtaplla formazione di atomi di ossigeno; questi
ultimi reagiscono con l'ossigeno per formare i catli HO,. Le specie reattive a contenuto di
ossigeno sono principalmente: radicale superos$@p), radicale idrossido (OH), radicale
perossido (ROO.) e perossido di idrogengd@h (Riesz, 1992; Barnett, 1998).

A livello cellulare, la produzione di radicali indatti da esposizione ad USuo produrre anche
effetti biologici sul DNA; studi sperimentali e meld teorici hanno messo in evidenza come gli
effetti degli US sui biopolimeri riguardano sopudtib la degradazione delle strutture per via
meccanica (Langton, 1962). Alcuni tipi di legamiralti nelle macromolecole vengono spezzati
per le forze di impatto e dihearche si generano a causa delle variazioni di peesio in seguito

ai fenomeni cavitatori che portano alla formazideeradicali.

| danni al DNA possono essere attribuiti all’aziomeccanica e sonochimica della cavitazione.
L’azione meccanica degli US si ha quando cellulenierobolle interagiscono direttamente
(Fuciarelli, 1995).Le forze dishear dovute alla presenza dell'onda acustica, pospontare alla
formazione di rotture nella catena di DNA. | legachie vengono degradati dai radicali sono in

genere legami C-C, C-O e C-H presenti nella strattiel biopolimero. Lo stress ossidativo derivato
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dalla produzione di radicali liberi pud portaredlttuni casi alla modificazione delle basi azotate
(Miller, 1997).

| radicali liberi prodotti dalla cavitazione intgiacono anche con la membrana cellulare, in
particolare con i lipidi presenti sulle membrandlutari. L'azione dei radicali liberi si esercita
mediante la destrutturizzazione delle membraneprf@mo attraverso il quale il doppio strato

lipidico modifica il suo ordine fisiologico.

ol MEMBRANA INTEGRA

Dusno indosio dals ipoperowsidasions nelle membease biskogiche.

Figura 1.10: destrutturizzazione di membrana ad opera deghsubni

L’'azione degli US sulle strutture lipidiche puo amire anche per mezzo di rotture meccaniche di
zone della membrana ad opera di microflussi o rbimite cavitanti che si trovano in prossimita
della superficie. In particolare, in Pozzi (2014 ktata investigata la correlazione tra possikbifird
alla membrana cellulare e produzione di radichkiii, indotta da US terapeutici ad 1 MHz su una
popolazione di fibroblasti murini, utilizzando misudi EPR Electron Parametric Resonarjce di
FTIR (spettroscopia infrarossa in traformata diiEgu | risultati mostrano che I'esposizione delle
cellule ad intensita di circa 0,04 W/gmal di sotto della soglia della cavitazione, ftasin
letteratura in 100 mW/ctr(Krasovitski, 2011), per 30 minuti alla distanzanpione- trasduttore di

3 cm, porta ad un aumento statisticamente sigtificadi radicali liberi, che pud alterare
I'equilibrio cellulare, inducendo stress perosdsidatsulle componenti cellulari (ad esempio la
componente fosfolipidica della membrana plasmatitadificando la permeabilita della membrana
stessa, senza indurre morte cellulare.

| radicali liberi, inoltre, possono modificare leteérazioni lipide-proteina, con conseguenze sulla

funzionalita di trasporto della membrana.
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L’effetto del campo acustico viene esercitato amaliee proteine presenti all’interno delle cellule.
Alcuni studi su proteine in soluzione hanno evidattzcome I'azione degli US pud portare alla
formazione di strutture amiloidi e aggregati (Ohtha2005, Marchioni, 2009). Il campo acustico
puo indurre I'esposizione del sito attivo dellateioe attraverso un processoudifoldingo portare

a variazioni funzionali dovute al distacco di unmgesso molecolare. In particolare, cambiamenti
nella struttura secondaria di proteine di membrpossono provocare cambiamenti anche nella

microviscosita di membrana (Huang, 1995), collegdtenomeno della sonoporazione.

Inactive Conformation Active Conformation

Active Site

Treat with
ultrasound

Figura 1.11: esposizione del sito attivo di una proteina inusega trattamento con US

Sequestered molecule Active complex

Treat with
ullra:nu nd ?
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Figura 1.12: distacco dalla proteina di un inibitore
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Figura 1.13: transizione della proteina da uno stato funzioadl@no stato non funzionale

Come abbiamo visto, un’ipotesi centrale che rigaagli effetti non termici dell’interazione tra US
e tessuti biologici € che essi siano primariamemeeliati dalla cavitazione; in realta modificazioni
della membrana cellulare, con evidenza di bioefiattcellule e tessuti, possono essere indotte
anche in assenza di cavitazione stabile o inerf@ddeki, 2004; Kimmel, 2006; O'Brien, 2007;
Krasovitski, 2011), con livelli di intensita ult@sora al di sotto della soglia della cavitazion@((1
mW/cnf). Secondo Krasovitski (2011), & possibile spiegasegli effetti biologici indotti dalla
cavitazione che quelli indotti in condizioni di noavitazione, mediante un modello che fa
riferimento all'interazione diretta tra la pressomcustica oscillante e il doppio strato della
membrana cellulare. L’autore ipotizza infatti claenhembrana cellulare sia in grado di assorbire

'energia meccanica dal campo ultrasonoro, trasémicio I'energia acustica in stress meccanici,
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attraverso espansioni e contrazioni dello spaZermmembrana; in particolare, € ipotizzabile che lo
esposto agli US. La pressione acustica, che cissttua forza, oscilla tra pressione “negativa”
(“rarefazionale”) in cui i due foglietti del doppgirato si allontanano tra di loro, superando fedo

di attrazione molecolare, le forze inerziali daima circostante e le forze viscose; il contrario
accade durante la fase di pressione “positiva” (messione). Tali espansioni e contrazioni
potrebbero stimolare cicli di stiramento e rilasaila membrana cellulare e nel citoscheletro, che
potrebbero attivare proteine meccano-sensibili,entando la permeabilita cellulare. Sulla base di
studi sperimentali e teorici, 'autore sottolindee@ressioni acustiche modeste, inferiori a 0,1 MPa
possano gia superare le forze di attrazione treeigdrati lipidici; in particolare, secondo 'autota
massima deformazione € proporzionale all'ampiezeladpressione acustica e inversamente
proporzionale alla radice quadrata della frequerR&sultati di simulazioni mostrano che la
membrana sottoposta agli US ad 1 MHz diviene uillagre meccanico e una sorgente essa stessa
di attivita cavitatoria intracellulare, in modo rwbkimile ad una bolla di gas in un campo acustico.
Secondo l'autore, differenti stadi nell'interazioina la membrana cellulare e il campo ultrasonoro
possono indurre diversi bioeffetti sulla membrae#iutare e il citoscheletro (figura 1.14); man
mano che la tensione sulla membrana aumenta wnsakdt stadio iniziale (S0), possono prodursi
effetti reversibili, per effetto delle espansionicentrazioni indotte dagli US del doppio strato
lipidico, con, ad esempio, attivazione delle pno¢eidi membrana meccano-sensibili (S1); la
tensione crescente puo portare a danni sulle petdimembrana e /o al citoscheletro (S2), e puo
indurre la formazione di pori (S3a, S3b) e anchisure ad elevati livelli di stretching della stessa

facilitando l'uptake di farmaci o geni e aumentat@permeabilita cellulare.
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Figura 1.14: differenti stadi dell'interazione tra doppio strdipidico e US
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1.2.1 Studi in vitro degli effetti indotti da ultrasua utilizzando tecniche spettroscopiche

Nel corso degli ultimi anni, la spettroscopia imfrssa in trasformata di Fourier (FTIR) é stata
utilizzata in modo innovativo per investigare gffe#ti indotti su proteine e campioni cellulari
esposti ad US terapeutici (frequenza 1 MHz), imter di cambiamenti strutturali, ricavando
informazioni sulle macromolecole presenti in un@gazione cellulare. In particolare, Marchioni
(2009), ha studiato gli effetti indotti da esposie ad US a 1 MHz su sei proteine in soluzione
acquosa con differente peso molecolare e differsimtétura secondaria, utilizzando spettroscopia
FTIR, spettroscopia UV-VIS, dicroismo circolare ight scattering. In particolare, sono stati
indagati due set di proteine, uno con struttur@searia alfa dominante, uno con beta dominante. |
set con struttura secondaria alfa dominante é tadstida: citocromo ¢ proteina coinvolta nel
trasporto di elettroni, la cui struttura secondarizomposta al 41% daelica e al 21,9% dB-turns;
lisozimag enzima che catalizza la rottura idrolitica deligaccaridi della parete cellulare protettiva
di alcune famiglie di batteri, la cui struttura sedaria € composta al 41,9% @lalica e al 6,2% da
B-strands e 30,6% dB-turns; mioglobing proteina globulare con la funzione di conservare
facilitare la diffusione dell’ossigeno nelle ceuinuscolari, la cui struttura secondaria € composta
al 75,8% dao-elica e 12,4% df-turns; albumina sierica bovinaenzima che regola la corretta
distribuzione dei liquidi corporei nei compartimenttervascolari e nei tessuti, la cui struttura
secondaria € composta al 67%udealica.

E’ stato inoltre studiato un set di proteine cardizate da struttura beta dominante, costituito da
tripsinogeng la cui struttura secondaria € composta al 10,a%@alica, 32,3% d#-sheets e 25,3%
da B-turns; o -chimotripsinogendA, enzima che catalizza il taglio del legame peptidila cui
struttura secondaria € composta al 3298-d&rand e al 21% da-turns.

Gli esperimenti sono stati condotti utilizzando wwgente di US alla frequenza di 1 MHz e
posizionando la soluzione campione in un tubo tippapilene (6 x 2,4 crA) nel fondo di una vasca
(19,5 cm x 11,5 cm x 7,5 cm) riempita con acquaadsgta alla temperatura controllata di 25 °C. |
campioni sono stati posizionati alla distanza fidisa cm dalla sorgente di US e sonicati per 10, 20
30, 40, 50, 60 min. I risultati mostrano un effgitodotto dalla sonicazione dipendente dal tipo di
struttura secondaria dominante nelle diverse pretei dal grado della loro struttura ordinata; in
particolare, le proteine piu suscettibili agli U&nse risultate quelle con PM piu basso e l'effetto e
risultato decrescere linearmente dal citocromo2384 Da) all’a -chimotripsinogeno A (25.600
Da). In particolare, per quanto riguarda le praeirdominanti, i risultati hanno mostrato che la
variazione della struttura principale & inferiorgl@ proteine con piu alta percentuale di struttura

dominante; la struttura ordinata sembrerebbe pertaostituire uno schermo per le onde
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ultrasonore. Al contrario, le proteingdominanti non sembrano modificare la loro strutur
principale per effetto dell’esposizione all’agefiggco. Gli autori associano l'effetto riscontraatha
produzione di radicali liberi, prodotti dalla somsoldell’acqua, i quali modificano la struttura
ordinata delle proteine, molto piu facilmente quartal proteina € piccola e quindi con basso peso
molecolare e caratterizzata da bassa strutturaatedi

In un ulteriore lavoro, (Conti 2010), la spettrgsieoinfrarossa in trasformata di Fourier (ATR-
FTIR) é stata utilizzata per la prima volta peevdre effetti indotti dall'esposizione ad US
terapeutici alla frequenza di 1 MHz sulla linedudare tumorale linfociti T Jurkat. In questo caso,
sono stati utilizzati due diversi set-up sperimknpar variare i parametri del campo acustico,
modificando la posizione del campione in piastr&iRespetto al trasduttore (0,8, 5, 15 e 20 cm)
posizionato sul fondo di una vasca, e il tempo ahiczione. | danni genotossici nelle cellule
esposte sono stati ricercati mediante il Protoc@gokinesis-Block Micronucleus (CBMN). |
risultati hanno mostrato cambiamenti dei gruppizianali tipici delle proteine, degli acidi nucleici

e dei lipidi a dosi corrispondenti ad esposiziolta a@istanza trasduttore-campione di 15 cm, in
corrispondenza della quale il test dei micronucien ha mostrato pero tossicita indotta nei
campioni. Dosi piu elevate, relative alla distawampione-trasduttore pari a 5 cm, hanno invece
prodotto sia effetti tossici che cambiamenti stnali. L’aumento nell’assorbimento di tutti i grupp
funzionali, rilevato dalla spettroscopia FTIR inrggpondenza della dose erogata a 15 cm, e
risultato un fenomeno probabilmente dovuto all'iatone dei radicali liberi generati dagli US
all'esterno e all'interno della cellula, con lewture lipidiche e nucleotidiche all'interno della
cellula.

In questi ultimi anni, e stato investigato I'utiia degli US per aumentare il trasporto di membrana,
a causa della non invasivita e dell’efficienza ohatodo; gli US potrebbero infatti aprire in modo
reversibile la membrana protettiva delle cellulgewiti, consentendo di far entrare medicinali o
molecole terapeutiche (sonoporazione). Futuri @m®egrin questo campo richiedono pero una
conoscenza approfondita di come gli US e la cawtezagiscono sui sistemi biologici. In questo
ambito, particolare importanza rivestono i risul@el lavoro di Di Giambattista (2011), in cui i
fibroblasti murini NIH-3T3, sono stati studiati cersistema modello per tarapia genicae ladrug
delivery, e utilizzati come target dell’esposizione ad Ef&apeutici. Il setup sperimentale prevedeva
l'irradiazione dei campioni per 15, 30, 45 e 60 atiralle distanze campione trasduttore di 10 e 15
cm; i cambiamenti indotti nei gruppi funzionali sostati investigati con la spettroscopia FTIR.
Dall'analisi degli spettri IR & stato rilevato chesposizione ad US di cellule non tumorali induce
un cambiamento di intensita per la banda relatilastretching asimmetrico del gruppo €924

cm™®) nella regione lipidica (3000-2800 &) dipendente dal tempo di esposizione e quindi

24



dall’'energia fornita. Tale risultato puo risultangle nello studio della trasfezione genicavitro
mediata da US, poiché il movimento del doppio etripidico pud essere associato con il
cambiamento di permeabilita della membrana plasaation formazione di pori temporanei.

In un ulteriore lavoro del 2011, (Grimaldi 2011)ne stati posti a confronto gli effetti
dell’'esposizione ad US terapeutici sui fibroblastirini con quelli ottenuti sulla linea cellulare
tumorale, linfociti T Jurkat, utilizzando la spetcopia FTIR e il test dei micronuclei per rilevare
danni genotossici e citotossici, al variare detbedizioni di esposizione. Il confronto tra i risatit
della spettroscopia FTIR per tutte le componentulzi (lipidi, proteine, acidi nucleici) delle @u
linee, ha mostrato che le cellule Jurkat sono me@tasibili agli US nella regione dei lipidi, mentre
fibroblasti nella regione degli acidi nucleici. Umportante effetto genotossico é risultato presente
per entrambe le linee cellulari solo per tempiatisazione lunghi (60 minuti per NIH-3T3; 45 e 60
minuti per Jurkat alla distanza di 15 cm campigasduttore) mentre per le cellule Jurkat e stato
riscontrato anche un significativo effetto citoiossper lunghi tempi di esposizione. Il lavoro
mostra una radicale differenza di comportamentequito di esposizione ad US delle due linee
cellulari, a dimostrazione del fatto che I'identdzione della tipologia di cellula target dell’atgen

fisico e fondamentale al fine dell’efficienza efiedcia di una eventuale terapia genica.

1.3 Applicazioni mediche degli ultrasuoni

In medicina, le applicazioni degli US possono esseddivise in due grandi categofiemazione

di immagini a scopodiagnostico e terapia.

Per quanto riguarda ldiagnosi gli US vengono tipicamente utilizzati nella formane delle
immagini per ecografie (addominali, ginecologickeg), utilizzando le riflessioni subite dal fascio
ultrasonoro nell’attraversare i tessuti biologhdella diagnostica, il range di frequenza utilizzato
generalmente tra i 2,5 e i 7,5 MHz e l'intensitadm&a nel tempo € dell’ordine delle decine di
mW/cn?f. L'applicazione degli US a parti superficiali debrpo come la tiroide o gli occhi,
necessita invece di frequenze piu alte, nel rangel5 MHz, caratterizzate da una scarsa capacita
di penetrazione nei tessuti.

Le terapie che impiegano US possono essere suedivislue gruppi: addlta potenzd ed a
“bassa potena” (ter Haar, 2007). Le applicazioni ad alta potermmprendonddlFU (High
Intensity Focused Ultrasound® litotrissia, mentre le applicazioni a bassa mzdeincludono
fisioterapia, sonoforesi, sonoporazione, terapiaicge La tabella 1.3 mostra la frequenza,

l'intensita di picco spaziale mediata nel tempa gHlessione nel punto focale 0 massima spaziale
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per gli US non focalizzati, utilizzati per le pripali applicazioni terapeutiche degli US (Shaw,
2008).

20 MHz ——
=
10 MHz —— 7
S MHz —— Z
o

IMHz ——

THERAPY
| MHz ——

Y

Figura 1.15: range di utilizzo degli ultrasuoni nella diagnesiella terapia medica

La maggior parte delle applicazioni terapeutichgliddS utilizzano il riscaldamento per ottenere
I'effetto desideratoNel caso di terapie ad US a “bassa potenzadumentando la temperatura di
pochi gradi al di sopra dei livelli normotermici,p@ssibile indurre vasodilatazione temporanea e
aumentare l'afflusso di sangue nella zona intetasf@uesto meccanismo € stato proposto per
spiegare gli effetti benefici che si ottengono @elpplicazioni fisioterapiche con sollievo nei
dolori articolari e muscolari, accelerazione nellzatrizzazione delle ferite, maggiore estensabilit
dei tessuti molli, riduzione del gonfiore, ripam@zé delle lesioni dei tendini, ecc. In questo cato,
US vengono utilizzati in regime continuo e imputsaton frequenze da 500 kHz a 5 MHz, ed
intensita comprese tra 0,5 W/tean3,0 W/cr.

Trattamenti terapeutici con US Frequenza Intensita W/cm? Pressione MPa
MHz
Fisioterapia 0,5-5 <3 <0,5
Litotrissia 0.5 <1d 10-15
HIFU 0,8-2 1000-10.000 10
Emostasi 1-10 100-5000 5
Stimolazione della crescita ossea 1,5 30 m\WW/cm 50 kPa
Drug delivery Finoa?2 Varie 0,2-8

Tabella 1.3:frequenza, pressione, intensita degli US usatdfarenti applicazioni terapeutiche.

Trasfezione genica, drug deliveryali applicazioni degli US sfruttano sonoporazionefenomeno
transiente e reversibile, che permette a molecolgirdensioni tali da non poter attraversare la

membrana cellulare in condizioni normali, di passattraverso i pori, a seguito dell’aumento della
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permeabilita di membrana indotto da esposiziondJ&(Okada, 2005; Zarnitsyn, 2008; Zhou,
2008).

La trasfezione genica un processo che consiste nell’introdurre DNA@Hule eucariote; il DNA
introdotto viene successivamente integrato nei oswmi cellulari. Le correnti di trasfezione sono
divise in due categorie: virali e non virali (Pe@€04). Le trasfezioni virali si basano sull’utdz

di particolari virus che hanno un’ottima tendendardettare le cellule e trasferirvi il proprio DNA
Rispetto alle trasfezioni non virali hanno dunque’efficienza maggiore. Le non virali
comprendono I'immissione nella cellula di DNA nuddlinterno di liposomi o il bombardamento

tramite particelledene guin

cawation
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Figura 1.16: rappresentazione schematica del processo di scampoe in prossimita della membrane cellulare

La drug deliveryconsiste nel processo dptakenella cellula di molecole o farmaci (analgesici o
anti-infammatori) di peso molecolare elevato, rmib specifico il sito del rilascio degli stessi a
seqguito di irradiazione con US. Dalecki (2004) ngee che US di 20-100 kHz aumentano
significativamente la veicolazione transdermicaadestetici topici, insulina e altre proteine ad
elevato peso molecolare. L’efficienza di sonoparagié influenzata dal set up sperimentale e dal
tipo di cellula esposta al campo ultrasonoro.

Diversi studi hanno mostrato che l'efficienza riautonsiderevolmente accresciuta con l'aggiunta
di agenti di contrasto (Okada, 2005; Hallow, 20a®)stituiti da microbolle gassose incapsulate,
usate spesso anche nell'imaging, in quanto sompado di riflettere I'onda acustica. La proprieta
principale di questi mezzi é enfatizzare gli effelél campo ultrasonico sul campione per culi,
aggiungendoli nel terreno di coltura cellulare, g@mo ridotti i livelli di intensita ultrasonora
richiesta per generare la cavitazione.

Nel caso delle terapie ad US ad “alta potenza’che sfruttano il meccanismo termico, la
temperatura dei tessuti viene innalzata molto mpehte (tipicamente in meno di 3 secondi) al di

sopra di 56 °C, provocando la morte istantaneaededtllule; tale effetto viene utilizzato per
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I'HIFU , High Intensity Focused Ultrasoundgecnica che prevede I'applicazione di US focalizzat
di elevata intensita (1 kW/cnper I'ablazione selettiva e non invasiva di téisswa cui alcune

forme tumorali.

sorgente di

Lltrasion ™ ——__

(trasduttore) /

tessulo
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f
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\ eliminare

Figura 1.17: schema di principio della tecnica di focalizzazodi ultrasuoni di elevata intensita (HIFU) per
applicazioni di terapia chirurgica (fontevw.inrim.it)

Il fascio ultrasonoro viene applicato per un tenmpolto breve, tipicamente tra 1 e 16 s, ad una
frequenza, che, nei sistemi dedicati per la pras@atcompresa tra 3 e 4 MHz. La frequenza del
fascio deve essere tale da consentire un'adegaatetrazione di energia nel fuoco, a distanza dal
trasduttore, senza determinare un assorbimentdafisagivo nella regione tra il trasduttore ed |l
fuoco stesso; I'assorbimento degli US e in gradprddurre una necrosi irreversibile nella regione
bersaglio, salvaguardando in larga misura i tessuti circostanti;

Litotrissia: nell'ambito delle terapie ad US ad alta potenate tecnica consente la rottura dei
calcoli biliari, renali, uretrali per mezzo di U8 ampiezza elevata.

Tra le applicazioni mediche piu recenti degli USace annoverare anchergedicina estetica:in
guesto ambito, l'utilizzo degli US e rivolto essahmente al trattamento delle masse adipose in
eccesso. Nel passato, I'unico modo per la riduzibelee adiposita localizzate era la liposuzione o
altre procedure chirurgiche. Nel corso degli arby & stata introdotta lgposuzione assistita da
US (UAL); la tecnica consiste nell’'utilizzo degli US confmmmaneamente ad un’aspirazione di tipo
tradizionale. La UAL prevede un’incisione chirurgicon I'applicazione sottocutanea, direttamente
nel pannicolo adiposo da trattare, di un manipoh@ttitore di US alla frequenza di circa 20 kHz,
che, per dimensioni, € paragonabile ad una norrmahmula da aspirazione. Questo approccio
chirurgico, seppur efficace, presenta numerosi rivenienti per i pazienti legati al ricovero,
all'anestesia generale, al dolore post-operataila, presenza di ecchimosi e gonfiore nell’'area

trattata, al recupero post-operatorio, oltre ad a#ichi inerenti le procedure chirurgiche. A qtges
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si aggiungono anche la tendenza a produrre conzpigiaquali ustioni e irregolarita della pelle e la
probabilita di danneggiare vasi sanguigni, nemviwescoli (Asher, 2010).

Tecniche piu recenti prevedono l'applicazione déli, senza intervento chirurgico, utilizzando la
cosiddettacavitazione estetigache consiste nell’applicazione di onde ultraseaiche determinano
'implosione di bolle di vapore e la consegueng tlelle cellule del tessuto adiposo. L’energia
ultrasonora attraverso questa procedura non irkapio essere fornita al tessuto in due forme:

non focalizzata e focalizzata

Flat Transducer

Skin

7Y Tviusde

Focused Transducer

Skin

Figura 1.18: estensione del fascio ultrasonoro quando I'engrgienessa da un trasduttore piano o focalizzato.

Nel primo caso, poiché I'energia ultrasonora dexe®n la distanza, a causa dell’attenuazione, la
pelle risulta esposta ad una intensita superigpetio al grasso sottocutaneo che costituisce énvec
il vero bersaglio del trattamento. Nel caso di W8alizzati, invece, I'energia ultrasonora viene
concentrata in una precisa area sottocutanea, rekinpe la lisi delle cellule adipose, limitando
invece i danni ai nervi, al tessuto connettivanaiscoli, ai vasi sanguigni (Brown, 2009).

Dopo la rottura delle cellule adipose, il loro amito, composto principalmente da trigliceridi,
viene disperso nei fluidi intracellulari, traspactanel fegato attraverso il sistema vascolare e
linfatico ed eliminato attraverso le vie tradizitirth espulsione dall’organismo.

1.4 Applicazioni estetiche degli ultrasuoni

Da alcuni anni si ricorre all'applicazione di USche in campo estetico non-medico, attraverso
macchinari opportunamente progettati per lavorardremuenze tali da non consentire la
propagazione in profondita delle onde ultrasontpgcamente intorno a 3 MHz); si tratta infatti di

applicazioni legate generalmente al trattamentt@ deghe e alla cura delle adiposita localizzate.
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Secondo i costruttori delle apparecchiature ad BSapplicazioni estetiche non mediche, risulta
I'applicazione degli stessi per i seguenti trattatne

-applicazione di agenti cosmetidiultrasuono faciliterebbe I'assorbimento di soste attive sul
viso e sul corpo quali oli, vitamine solubili grassprodotti ai liposomi, emulsioni e agenti
idrosolubili: I'effetto sarebbe di aumentare la rperbilita delle cellule, diminuire la barriera
funzionale della pelle e aumentare I'attivita d@nali degli ingredienti attivi (sonoforesi);
-trattamento per stendere e/o levigare le rughe dupali: l'ultrasuono, grazie ai suoi effetti
termici, riscalda i tessuti e favorisce processchimici e metabolici;

-trattamenti anti cellulite per eliminare o ridurree adiposita localizzatel'ultrasuono effettua
un’azione di mobilizzazione del grasso della zoa#dta, favorendo il metabolismo del grasso e la
sua rimozione. Tale trattamento non € pero permedsalia dal 2011, nei centri estetici.

1.5 La “dosimetria” degli ultrasuoni

L'uso degli US in ambito clinico viene comunemeatssiderato, o almeno cosi é stato fino a non

molto tempo fa, una metodica completamente sicysava di rischi. Gli US emessi dai cristalli

piezoelettrici attraversano i tessuti biologici danorigine ai fenomeni di riflessione, rifrazione,

assorbimento e diffusione che ne configurano unrbsaento da parte dei tessuti. La valutazione

di tale assorbimento e lo studio dei suoi effeitldgici sono normalmente legati allo sviluppo di

una ‘dosimetrid che caratterizza I'agente fisico e la sua potalezo effettiva interazione con il

materiale biologico e che richiede la presenzaedidttori (Guiot, 2010):

a) quantificazione di una o piu grandezze univocamenseirabili che definiscono I""uscita” dalla
sorgente;

b) determinazione dell’effetto sul materiale biologidell’energia propagata nelle varie modalita
(per riflessione, rifrazione, ecc);

c) determinazione della relazione causa-effetto tqubmtita precedenti.

La storia degli altri tipi di radiazione mostra caesempre difficile definire iconcetto di doseo

concetti simili; nel campo delle radiazioni ionintia per esempio, la principale grandezza

dosimetrica € la dose assorbita (energia imparéitaunita di massa nel sito di interesse) ma aocant

a questa, la spiegazione di molti effetti biologiahiede lintroduzione dei concetti diose

cumulativa, dose equivalente, dose di soglia. Analogamente, in fotobiologia ci si riferisaiéa

radiazione ultravioletta come energia per unitasdperficie e nel campo della radiazione

elettromagnetica si utilizzano il SABgecific Absorption Rate la densita di potenza assorbita.
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La dosimetria nel campo ultrasonico viceversa étanmieno sviluppata e rappresenta ancora oggi
un “problema aperto”; i parametri dosimetrici pei gS terapeutici sono stati determinati
attraverso osservazioni sperimentali dei bioeffetivuti all’esposizione: in questo ambito, le
quantita pitl utilizzate sono la pressione acugtita) e lintensita (W/cnf).

Va tuttavia sottolineato che la determinazione’idédinsita come grandezza dosimetrica ha lo
stesso problema della variabilesposizionenel campo delle radiazioni ionizzanti, ossia @alta
non rappresenta una misura di dose, in quantolistabisoltanto I'energia a cui il tessuto é
sottoposto, ma non I'assorbimento che ne deriva.

Va tuttavia sottolineata I'importanza di arrivaré @nadefinizione del concetto di “dose” per le
applicazioni terapeutiche degli USche possa mettere in relazione I'esposizione cerelituale
effetto biologico/danno osservato. Tale risultatotrgbbe essere ottenuto mediartgeniche
teoriche di simulazione numerica della propagazione dstitaultrasonoro in tessuti e campioni
biologici, etecniche sperimentalcioe progettando e realizzando opporti@mtocci costituiti, ad
esempio, da sandwich di elementi tessuto-equivialectoppiati a termocoppie o termocamere per
la misura della temperatura locale, disponendo ertthun databaseconsolidato per valutare i
modelli dosimetrici attraverso studi vivo e in vitro; su questo argomento sono attualmente in
corso progetti europei con lo scopo di arrivaralfimente ad una definizione del concetto di “dose”
ultrasonora, per il momento assente. Tale obiettighiede una conoscenza approfondita delle
caratteristiche del fascio ultrasonoro, fondamensah nello studio degli effetti biologici degli US
sia nella valutazione dell'efficacia e dei possibischi per la salute connessi a determinati
trattamenti terapeutici. Sono stati identificatvatlisi meccanismi biofisici alla base di effetti
biologici degli US di varia natura (effetto mecaami effetto termico, ecc), i quali a loro volta
possono costituire 'effetto desiderato del tragato oppure un effetto indesiderato, potenziale
causa di rischio. Per ognuno di questi meccanisot pssere maggiormente rilevante una
particolare caratteristica del fascio ultrasongrer, questo motivmon € possibile identificare un
unico concetto di “dose” che possa mettere in relamne le esposizioni ad US con gli effetti
biologici.

Sicuramente l'intensita & una grandezza signifreatiel caso degli effetti di natura termica; per gl
effetti di natura non termica, invece, possono resseaggiormente significative altre grandezze
fisiche, come per esempio la pressione di piccaties (di rarefazione) nel caso degli effetti di
natura meccanica connessi alla cavitazione.

Sono state proposte in passato alcune grandezasariiche dosimetriche, ma si é trattato di casi
molto specifici e non facilmente generalizzabilia lnorma internazionale della International
Electro-technical Commission IEC 60601, 2001, @a87 (IEC 2001b), nata persistemi ad US
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per la diagnosi e il monitoraggio introduce un importante parametro per la siclaelepata
all'esposizione agli USJ'indice meccanico, utilizzato per indicare la possibilita di un danno
meccanico ai tessuti per effetto di bolle o gagate al fenomeno della cavitazione; tale parametro
e stato definito come indice di esposizione o durgzza, poiché prende in considerazione le
proprieta dei tessuti attraversati dall’onda ultrasra, i processi biofisici e le proprieta acustidei
sistemi in esame.

Inoltre, come gia illustrato, quando gli US attnaamo un tessuto, vi € anche trasformazione di
parte dell’energia associata in calore. Tale promhez di calore pud essere responsabile di un
danno, appunto di natura termica, delle cellulequil tessuto; esso dipende non soltanto dalla
temperatura della fonte di calore, ma anche daptedi esposizione nonché dai meccanismi di
propagazione del calore presenti nel tessuto sessoquantificato dal cosiddefitudice termico.

Gli indici meccanico e termiceono ampiamente utilizzati nelle applicazioni diastiche ad alta
frequenza come indicatori della sicurezza dell'sgpone agli US; recentemente e stata studiata
I'applicazione degli stessi indici come parameiristturezza per applicazione degli US a bassa
frequenza llow FrequencieqLF): 20-100 kHz), utilizzati per diverse appliocaa terapeutiche
mediche, in particolare sonoforesi, rimodellamedé&b corpo, ecc. Il lavoro di Ahmadi (2012)
indica che l'applicazione diretta di questi indalle basse frequenze ha bisogno di un’accurata
investigazione, per cui, mentre l'indice termicadpessere usato direttamente nella gamma delle
LF, I'indice meccanico sembra diventare meno afilgaalle frequenze piu basse.

Va sottolineata I'importanza, soprattutto per qoamguarda le applicazioni mediche “emergenti”
degli US, ossia HIFU e medicina estetica, di deteane sia metodi accurati per predire la dose, o
comunque le grandezze fisiche piu significativea sii sviluppare procedur@d hoc per
caratterizzare i trasduttori e monitorare le prasta degli apparati; per quanto riguarda I'HIFd, |
capacita di generare temperature elevate all'iotesei tessuti rende oltremodo necessaria la
garanzia che il trattamento venga fornito in modteguato e nel sito corretto: per questa
applicazione, in particolare, permangono problemera connessi alla misura delle grandezze
fisiche rilevanti che riguardano, ad esempio, iadepiu appropriati per la misura della potenza in
un campo ultrasonoro fortemente focalizzato (Sh20@8). Anche per la medicina estetica, una
caratterizzazione fisica del fascio ultrasonoro efladsua propagazione nei tessuti biologici e

necessaria, a garanzia dell’efficacia e della szza dei trattamenti.
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CAPITOLO 2:

PROBLEMATICHE CONNESSE CON L'USO DEGLI ULTRASUONI
IN FISIOTERAPIA E IN ESTETICA

Le apparecchiature emittenti US, in relazione allee a cui fa riferimento il presente lavoro,
possono essere distinte, sulla base del loro zdilin:

a) apparecchi utilizzati ifisioterapig

b) apparecchi utilizzati nedstetica medica

c) apparecchi utilizzati net¥steticanonmedica

Fanno parte delldisioterapia le apparecchiature ad US usate nella Medicinailitetiva, ad
esempio nella riparazione delle fratture osseelle tsioni dei tendini, nel trattamento dei tessut
cicatriziali; rientrano invece nell’area deltetica medica le apparecchiature usate per il
trattamento della cellulite con applicazione ddd$ in regime dicavitazione,per la lisi degli
adipociti e il trattamento delle masse adiposectesso. Per quanto riguaniestetica non medica

si fa riferimento alle apparecchiature tipicamem@iegate nei centri estetici per il trattamento di
rughe a livello superficiale.

Le apparecchiature ad US utilizzate fisioterapia e nell’lambito dellamedicina esteticasi
configurano comaealispositivi medicie sono soggetti ad una specifica normativa chaptiisa le
prestazioni delle attrezzature, la sicurezza, lemeodi buona pratica per la costruzione, la
progettazione o il funzionamento in sicurezza dspaksitivi. Per quanto riguarda i macchinari ad
US utilizzati nellesteticanon medicanon trattandosi di dispositivi medici, le normew fanno
riferimento sono completamente differenti.

Per quanto riguarda le normative tecniche a cuo smggetti i dispositivi di cui sopra, in generale,
limplementazione di norme che regolamentano I'egpone ad agenti fisici, € a beneficio della
salute delle persone esposte e fornisce un quadiferimento per I'igiene industriale. Tali norme
possono essere utili poiché (Repacholi, 1979):

(A) la loro elaborazione serve come un segnald’ipeustria e la popolazione in generale che vi é
preoccupazione per I'esposizione ad un dato agesit® e che i pazienti dovrebbero essere al
corrente dei potenziali rischi;

(B) forniscono obiettivi da raggiungere nella castone degli apparecchi;

(C) i dispositivi che producono livelli dell’agentésico in esame in eccesso rispetto a quelli

prestabiliti dalle norme, dovrebbero essere ideatif e opportune misure correttive dovrebbero
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essere adottate;

(D) la presenza di norme costituisce la base psiclaezza del lavoro per garantire che i lavorator
ed i pazienti non siano esposti a eccessivi livelli

Inoltre, le norme che si riferiscono alla valutamadelleperformanceglei dispositivi forniscono ai
produttori ed agli utilizzatori procedure standardite per confrontare le prestazioni di diverse
marche e modelli di apparecchiature, destinate ssgre utilizzate per lo stesso scopo generale
(EHC, 1982).

In generale, la protezione dalle esposizioni achtdesici utilizzati per applicazioni mediche e
mediata da enti governativi (Duck, 2007); le dexisprese da tali organismi sono spesso basate su
norme internazionali, la maggior delle quali sondblgicate dalldnternational Electro-technical
Commission (IEC). Norme europee sono a carico @omite Europeen de Normalisation
Electrotechniqué CENELEC) e CENComite Europeen de Normalisatjon

Negli Stati Uniti, i regolamenti deMedical Device Amendmentsontrollano la vendita di
apparecchiature ad uso medico. Di solito, neglitiStaniti i produttori che intendono
commercializzare un’apparecchiatura passano atsavéa Food and Drug Administratign
utilizzando un processo noto come 510 (k) (FDA, M9Nel mondo, i singoli governi hanno
istituito analoghi processi legislativi, che utdano criteri di sicurezza per consentire
I'approvazione alla vendita sul mercato delle appetiature.

Il Canada nel 2010 ha pubblicatBddiation Emitting Devices Regulati6r(€anada, 2010) ossia i
Regolamenti concernenti i dispositivi che emettoadiazioni, tra cui i forni a microonde, le
apparecchiature dentali e gli apparati diagnosticaggi X, i dispositivi per la terapia ad US, i
microscopi elettronici a bassa energia. Per quagtarda gli apparati ad US (part XIlII), particaar
attenzione viene dedicata: alle definizioni deigpaetri in uso per quanto concerne la terapia ad
US; alle norme di progettazione e costruzione; sigihdards di funzionamento;\aarning signs
Inoltre, sempre il Canada, nel sito riguardanteetevironmental and Workplace HealtBalute
ambientale e sul posto di lavoro (Canada, 1989l le Guidelines for the Safe Use of
Ultrasound: Part | - Medical and Paramedical Apg@itons in cui particolare attenzione viene
dedicata alla cura dei dispositivi ad US in terndncalibrazione e mantenimento degli stessi; alle
precauzioni da attuare per garantire la sicureeflageratore e del paziente; alle controindicazion

all'uso degli US; al training per gli operatori.
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2.1 Normativa per le apparecchiature ad ultrasuonin fisioterapia ed estetica

2.1.1 Normativa sui dispositivi medici

2.1.1.1 La Direttiva Europea 93/42 sui dispoditiedici

Le apparecchiature ad US utilizzate in fisioteragpieonfigurano comedispositivi medicsulla base
della Direttiva 93/42/CEE, modificata dalla Dirgti 2007/47/CE, recepita in Italia dal D.Lgs.
46/97 e da ultimo modificata dal D.Lgs. 37/2010.

La Direttiva sui dispositivi medici (Direttiva 934CEE del Consiglio, del 14 Giugno 1993) € un
documento che riporta i criteri generali da utdizz nella progettazione e realizzazione degli stess
In generale, la norma fornisce una definizionedidpositivo medicpossia qualsiasi strumento,
apparecchio, impianto, sostanza usato da soloamnmbinazione, compreso I'eventuale software
informatico impiegato, destinato dal fabbricante esbere utilizzato sulluomo allo scopo di
diagnosi, prevenzione, controllo, terapia di unalatta (o di una ferita); diagnosi, controllo,
terapia, attenuazione, compensazione di un handstagio, sostituzione o modifica dell’anatomia
o di un processo fisiologico.

La norma stabilisce che detti dispositivi possasgese immessi in commercio e messi in servizio
unicamente se non compromettono la sicurezza eall#esdei pazienti, degli utilizzatori ed
eventualmente di terzi, qualora siano correttamensgallati, formino oggetto di un’adeguata
manutenzione e siano utilizzati alle condizionieg pfini previsti, fermo restando che gli eventual
rischi debbono essere di livello accettabile, tencdnto del beneficio apportato al paziente, e
compatibili con un elevato livello di proteziondldesalute e della sicurezza.

Nella direttiva, i dispositivi medici vengono suddi in 4 classi: I, lla, 1lb e IIt le regole di
classificazione tengono conto dei rischi potenziegjati alla fabbricazione e all'utilizzo di tali
dispositivi e, per ogni classe, sono indicate djpd@ prescrizioni:

classe 1 vengono allocati in questa classe i dispositivhegalmente riconosciuti dscarsa
pericolosita (rischio basso): questa classe include la mageaote di prodotti non invasivi e gli
strumenti chirurgici riutilizzabili;

classe lla vengono allocati in questa classe i dispositiviegalmente riconosciuti gliericolosita
medio-bassa questa classe include prodotti sia invasivi che mvasivi, generalmente utilizzati
per tempi limitati, come la maggior parte dei pritidper medicazione, alcuni utilizzati per
conservare a breve e trasportare il sangue, atidqgpti invasivi utilizzati in chirurgia, la maggio

parte dei dispositivi attivi (elettromedicali) utizati per scopi terapeutici, altri dispositiviiaitche
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inviano o scambiano energia col corpo del paziedte dispositivi attivi utilizzati in diagnostica
che inviano energia nel corpo del paziente come eadmpio gli ecografi ad US; le
apparecchiature ad US per fisioterapia;

classe Ilbh vengono allocati in questa classe i dispositiviegalmente riconosciuti gliericolosita
medio-alta e vi sono compresi i dispositivi attivi che fortogi0 al paziente energia o sostanze sotto
forma potenzialmente pericolosa. Si trovano in tuetasse le sacche di sangue, alcuni prodotti
invasivi posti nel corpo con una operazione chinagapparecchiature a raggi X, dispositivi medici
ad US come litotritori, device ad US chirurgici;

classe llI: i dispositivi di questa classe sono generalmemtesiderati dialta pericolosita e
includono prodotti che entrano in contatto direttd sistema circolatorio o col sistema nervoso
centrale come le protesi vascolari.

La direttiva stabilisce che i dispositivi devon@aee al momento dellimmissione in commercio
una marcatura di conformita CE apposta in moddoNesileggibile ed indelebile. 1l simbolo CE
significa “Conformité Européenfieed indica che il prodotto & conforme ai requisissenziali
previsti da Direttive in materia di sicurezza, sarpubblica, tutela del consumatore, ecc. pertanto
non rappresenta un marchio di qualita del prodotto.

L’articolo 11 della Direttiva europea descrive logedure per la valutazione della conformita: a
seconda della classe di appartenenza del dispmsitbontrolli sono pil 0 meno severi, per cui i v
da una semplice autocertificazione da parte ddirfeénte, per i dispositivi di classe I, ai rigaros
controlli per le fasi di progettazione e fabbricam, per i dispositivi dilasse I

L’applicazione puntuale della Direttiva 93/42/CEad#isce agli utenti (pazienti) e agli utilizzatori
che un dispositivo medico é stato progettato erfahto per rispondere ai requisiti essenziali di
sicurezza ed efficacia, quindi al fine di erogarespazioni “valide” (in base allo stato dell’arte),
che il suo impiego puo essere considerato “sicun&lle normali condizioni di utilizzo, per il
paziente, l'utilizzatore ed eventualmente di terzrelazione all’'uso previsto. | requisiti reldtadla
progettazione e alla costruzione di tali apparextané prevedono anche le informazioni che devono
essere fornite dal fabbricante con le apparecal@astesse. Quest’ultime sono costituite dalle
indicazioni riportate sull’etichetta e dalle indzéani contenute nelle istruzioni per 'uso (Ministe
della Salute, 2011).

In considerazione della sua destinazione d’'usolle dee caratteristiche tecniche, il dispositivo
deve soddisfare requisiti essenziali di efficacgcerezza specifici, che devono essere garamwtiti n
solo al momento dell'immissione in commercio, ma&lte mantenuti nel tempo, per tutto il suo
ciclo di vita utile, grazie ad una corretta istaitme e adeguata manutenzione. A tali fini il

fabbricante puo riferirsi alldlorme armonizzatedi settore (norme riviste a livello europeo su cui
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ogni Stato ha espresso parere favorevole); insiatea Norma € costituita da un elenco di requisiti
specifici compilato da una commissione di espBrdta la sua origine, una norma descrive lo “stato
dell’arte” di un prodotto e di un servizio, ovvetaapporto ottimale tra caratteristiche tecniche e
fattibilita tecnologica. Le norme in sé non rapergano alcun vincolo o obbligo, mentre
rappresentano un patrimonio di conoscenze (SicareZgiene del Lavoro, 2000). L’adempimento
delle richieste contenute nelle norme e presunzidineonformitd di un prodotto ai requisiti
essenziali della Direttiva. Nel caso in cui il potire non utilizzi dette Norme armonizzate, dovra
farsi carico di dimostrare con metodologie apprmerila conformita ai requisiti essenziali delle
Direttive (Ministero della Salute, 2011).

Le valutazioni di conformita e la certificazione QEanne che per dispositivi dlasse ) sono
affidate ad enti particolari chiama@irganismi Notificat. Questi enti devono soddisfare criteri ben
precisi (specificati nell’allegato 11 della Direti), altrimenti perdono la competenza. Gli
Organismi Notificati applicano le norme armonizz&e i controlli hanno esito positivo si procede
alla marcatura CE: & obbligatorio applicarla sui fudlispositivi (tranne sui dispositivi su misura,
come gli occhiali da vista e le lenti a contattqgaehe altre eccezioni). In ogni caso il marchio va
applicato sempre sulle istruzioni per l'uso.

L’attivita di compilazione e aggiornamento dellerme viene svolta dai cosiddetEnti di
normazioneche sono organismi privati, volontari e indiperntileanza obblighi di alcun genere. Pur
definendo il cosiddetto “stato dell’arte”, talvola norme assumono rilevanza giuridica, poiché in
alcune circostanze i fabbricanti possono mettereoimmercio solo prodotti conformi allo stato
dell'arte, come nel caso dei requisiti per la stzza. In conseguenza di cio, ogni Stato ha dovuto
definire per legge quale tra i numerosi Enti paessiovesse essere considerato come riferimento
attendibile e giuridicamente valido per la defioi® dello stato dell’arte. In Italia, gli enti
normativi riconosciuti sono: il CEI (Comitato Elettecnico Italiano) per quanto riguarda le norme
relative a requisiti elettrici, elettronici e infoatici e quindi per i dispositivi medici attivi
(elettromedicali); 'UNI (Ente Italiano di Unificaane) per la meccanica e tutto il resto, per i
dispositivi medici non attivi.

Oltre agli enti nazionali esistono due organismindiali I'ISO (International Organization for
Standardizatioh e I'lEC che sono le controparti internazionalidiNl e CEI. Pur lasciando piena
liberta agli enti nazionali di emettere tutte lema che ritengono opportune, I'lSO cerca di reraderl
il piu possibile uniformi, proponendo dei modellieponfezionati che, se adottati, facilitano molto
gli scambi internazionali. L'UNI quindi pud emeteuna sua norma semplicemente adottando una
norma ISO, e cio si fa scrivendo UNI ISO xxxx, pendere esplicita tale origine. L'ISO definisce

poi “armonizzate” le norme adottate da piu entiioali.
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Con la costituzione dell’'Unione Europea era indigadile che gli Stati membri armonizzassero le
loro norme, anche e soprattutto quelle che riguenda requisiti di sicurezza e quindi erano di fatto
obbligatorie. A tal fine si sono costituiti il CEM il CENELEC, il primo con lo scopo di
armonizzare le norme emesse dallUNI e corrispetEuropei e il secondo quelle del CEIl e
corrispettivi Europei.

Le norme emesse da CEN o dal CENELEC portano ilenBM xxx (Norma Europea numero xxx)

e sono adottate da tutti gli Enti nazionali euragm I'aggiunta della propria sigla ad esempio UNI

EN xxx. Il risultato & che ci possono essere nigiidi norme quali:

UNI xxx= noma solo italiana, non armonizzata;

EN xxx= norma solo europea, armonizzata,

UNI EN xxx= norma europea armonizzata e adottalid d\i;

UNI EN ISO xxx= norma ISO adottata dal CEN (quiadinonizzata) e dall’'UNI;

UNI ISO xxx= norma ISO adottata dall’lUNI, non arnzzata.

Le norme si possono suddividere in almeno 4 categiormportanza:

a) norme armonizzate cioe approvate dalla CommissEmepea e pubblicate sulla Gazzetta
Ufficiale della Comunita Europea (GUCE). Questenm®rsono riconosciute da tutti gli Stati
membri, acquisite netorpus legise quindi con valore legale; 'osservanza di questane e
presunzione di conformita ai requisiti essenzialiom pud essere messa in discussione dagli
Organismi Notificati;

b) norme armonizzate nel senso che sono condivisettigli enti di normazione europei ma non
sono pubblicate sulla GUCE; sono degli importaifi@rimenti, esprimono comunque lo stato
dell’arte e sono quindi accettate da tutti gli Orngani Notificati, ma non hanno lo status di
disposizioni legislative e restano norme volontarie

c) norme varie nazionali (UNI, CEIl, ecc) ed extra @e® (FDA, Giappone, ecc): non sono
armonizzate quindi possono essere diverse neipaasi della UE o non esistere affatto in
alcuni; in mancanza di meglio si possono utilizzana la loro applicazione pud anche non
essere accettata dagli Organismi Notificati;

d) regole di buona prassi produttiva di associaziontadegoria riconosciute: quando non esiste
alcuna norma, quest’ultime possono anche andar, bemesolo se non contrastano con le norme
nazionali (compresa la Farmacopea) o con quelleriznate. Gli Organismi Notificati possono

tenerne conto o rifiutarle (Sicurezza ed lgienel@eioro, 2000).
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2.1.1.2 Lanorma CEI EN 60601-1 sugli apparecchi elettnedicali

Nelllambito delle norme tecniche armonizzate ch&casano il rispetto dei requisiti della Direttiva
Europea 93/42/CEE sdispositivi mediciparticolare importanza riveste la norma geneC&déEN
60601-1:2007 Apparecchi elettromedicali. Parte 1: Prescriziorergerali relative alla sicurezza
fondamentale e alle prestazioni essenZzialale norma, non specifica per i dispositivi che
impiegano US, si riferisce alle prescrizioni gefieralative alla sicurezza e alle prestazioni
essenziali degli apparecchi elettromedicali, cortigggare riferimento alla sicurezza elettrica: le
prescrizioni della norma si devono applicare netfummormale e nell’'uso improprio ragionevolmente
prevedibile.

Secondo la norma, gli apparecchi elettromedicaliode essere progettati e costruiti in modo da
rimanere sicuri nelle cosiddettendizioni di primo guastassia nelle condizioni in cui € difettoso
un solo mezzo per la riduzione del rischio, opmingerifica una singola condizione anormale.

La norma ha lo scopo di spiegare le prescriziorsiclirezza e di illustrare gli interventi periodici
per garantire l'efficienza delle apparecchiaturdtrcAscopo della guida € la descrizione delle
modalita di esecuzione delle prove di accettazalb&tto della fornitura di un’apparecchiatura.
Secondo la norma, l'apparecchio e i suoi componsegiarabili devono essere marcati con i
cosiddetti tdati di targa” contenenti il nome o il marchio commerciale dablbricante, e con |l
riferimento di modello o di tipo, nel caso in cailbro erronea identificazione comporti un rischio
inaccettabile; dati di alimentazione elettrica ¢iene, numero di fasi, frequenza, corrente o petenz
assorbita); classificazione (classe e tipo); datifdsibili esterni; altri dati specifici, se dehso
(effetti fisiologici, modalita di raffreddamentoampo di temperatura di funzionamento, mezzi di
protezione, ecc.)

Un esempio di marcatura dei dispositivi elettroroatiié riportato in figura 2.1.

wcon €11 1YY O] R
Leggere sttertamente il
ALIMEHTAZIOHE USCITA MICROOHDE rmanuale d'uso
230 % -S0B0HzZ-15%A | PaacdD mity - Freg. 2,45(05 GHz C € 0476

Figura 2.1: esempio di dati di targa di un elettromedicale

Inoltre, la norma stabilisce che I'apparecchio dessere munito dstruzioni d’'uso e descrizione
tecnica in particolare, le istruzioni d’'uso devono documaee: I'impiego dell’apparecchio nel
modo previsto dal fabbricante; le funzioni frequneénte utilizzate, ed eventuali altre

controindicazioni note nell'uso dell'apparecchi@ &vvertenze e le segnalazioni di sicurezza;
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informazioni sufficientemente dettagliate sull’esampreventivo, la manutenzione e la taratura,
inclusa la frequenza di tale manutenzione.

La descrizione tecnica deve riportare: i dati dygadell’apparecchio, eventuali istruzioni spetiéc
per l'installazione e la predisposizione all'udatjpo e le modalita di sostituzione dei fusibilidd
parti intercambiabili, schemi circuitali ed elend®ei componenti, condizioni ambientali di trasporto
e d'immagazzinamento. con indicati gli schemi dtely i dati di targa.

Secondo la norma, i produttori di apparecchi mddaevono eseguire prove per garantire che la
progettazione dei loro prodotti sia intrinsecamesiteira; vengono allora specificati i requisiti per
le prove per la protezione dai potenziali pericaiettrici fra cui il test della messa a terra di
protezione (continuita della messa a terrdp eorrenti di dispersione Da ogni apparecchio,
nonostante I'elevata impedenza interna d’isolameiigsce una piccola corrente che si disperde
verso terra, sullinvolucro e nel paziente, deindomecorrente di dispersioneche non ha uno
scopo funzionale. Le tipologie di correnti di disgiene sono riportate in figura 2.2orrente di

dispersione verso terr&orrente di contattpcorrente di dispersione nel paziente

LM

corrente di

corrente di
dispersione

dispersione
nel paziente

dispersione
sull'involucro

corente di
Yerso terra

Figura 2.2: le correnti di dispersione di un elettromedicale

La corrente di dispersione verso tereaquella che dalla parte dell’apparecchio collegdla rete
elettrica, attraverso o lungo l'isolamento, pereatrconduttore di protezione verso l'impianto di
terra.La corrente di dispersione di contatdola corrente che percorre l'involucro di un aggahio

in uso normale (escluse le parti applicate) acbdssial paziente o all'operatore, che puo
attraversare il soggetto in collegamento tra l'ilicoo e la terra o con due punti dell'involucro.
Quando l'apparecchio possiede parti applicate ge gearlare anche diorrente di dispersione nel
pazienteintesa come la corrente che, dalla parte applicatando I'apparecchio € in funzione, puo
fluire nel soggetto verso terra.

Le correnti di dispersion@resenti nelle normali condizioni d’'uso possonmantare in presenza di
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anomalie nel circuito. Si parla in tal casocdirrenti di dispersione di primo guasttn funzione
delle correnti di dispersione in condizioni norm&lili primo guasto verso terra, sull'involucro ¢ su
paziente, gli apparecchi elettromedicali vengomssificati in apparecchi di tipo B, BF, CF.

Gli apparecchi di tipo BF e CF, per limitare laremte che puo fluire nel paziente, hanno le parti a
contatto isolate da terra (flottanti) mediante disgppiamento (ad esempio mediante
disaccoppiamento ottico) ad elevata impedenza daf@ac

L’isolamento e ulteriormente aumentato, nelle papplicate di tipo CF (correnti di dispersione nel

paziente non superiori a 10 microampere) che sentamto applicabili direttamente sul cuore.

2.1.2 Norme tecniche specifiche per gli ultrasuaom fisioterapia

2.1.2.1 Lanorma CEI EN 60601-2-5

La Norma CEl EN 60601-2-5, seconda edizione, 20Rfpparecchi Elettromedicali; Parte 2:
Norme particolari per la sicurezza delle appareathre per la terapia ad ultrasuch{nel titolo in
inglese si specificaultrasonic physiotheragy fornisce le prescrizioni e le specifiche relatiglle
prove rilevanti per la sicurezza delle apparecangaper gli US usati in fisioterapia.

Tale standard fornisce una seriaddfinizioni importanti quali: apparecchiatura di fisioterapia ad
US'. apparecchio per la generazione e I'applicazidn&JS ad un paziente a scopo terapeutico;
“trasduttore ultrasonicb dispositivo in grado di convertire energia dliet in energia meccanica
all'interno dell'intervallo delle frequenze ultrasohe; ‘frequenza acustica di lavorofrequenza di

un segnale acustico basato sull’'osservazione deitardi un idrofono posto in un campo acustico;
“potenza nominale di uscitamassima potenza di uscita dell’'apparecchio ttesione nominale di
rete; ‘area effettiva radiante area della sezione trasversale del fascio esia#g alla superficie
frontale della testa di trattamento e moltiplicgex un fattore dimensionale in conformita alla
Norma IEC 61689; rapporto della non uniformita del faséiorapporto tra il quadrato del valore
efficace della pressione acustica massima e laarsga#iziale del quadrato del valore efficace della
pressione acustica, dove la media spaziale e me@lbarea radiante effettiva, determinata in
accordo alla Norma CEI EN 61689ntensita effettiva rapporto tra la potenza d’'uscita e I'area
radiante effettiva; potenza di uscita media nel tempo della potenza ad US irradialéadasta di
trattamento di un apparecchio in un campo appr@siamente libero in condizioni specificate, in
acqua; fntensita temporale massirhanel caso di una forma d’onda modulata in ampez |l

rapporto tra la potenza d’uscita temporale massiferea radiante effettiva. Le procedure di prova
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per il calcolo di questi parametri ed i limiti dicettabilita dei valori misurati sono contenutilael
Norma CEI EN 61689 del 2009.

La norma stabilisce che I'apparecchiatura ad UDadgiiesentarana serie di contrassegnal suo
esterno o su parti dello stesso che consentanaleditificarlo con chiarezza; in particolare il
generatore dell’apparecchio deve essere provvitsafuenti dati: frequenza acustica di lavoro in
MHz; forme d’onda (continue, modulate in ampiezzadampulsi); se I'ampiezza é modulata (o ad
impulsi), una descrizione delle forme d’onda d’tsaensieme ai valori di durata degli impulsi, del
periodo di ripetizione degli impulsi e del fatto rendimento per ciascuna modulazione
impostabile. Il generatore deve riportare una teitghpermanentemente attaccata all’apparecchio
sulla quale sia riportato il numero di serie, atsiidentificare univocamente I'apparecchio; lagest
di trattamento deve essere contrassegnata comlpatenza d’'uscita nominale in Watt, con la sua
area radiante effettiva in éncon il rapporto di non uniformita del fascio, dbtipo del fascio, con

la designazione dello specifico generatore delkappchio al quale la testa di trattamento va
collegata e con un numero di serie unico.

Inoltre, in accordo con la norma, I'apparecchio elemcludereistruzioni d'uso che devono
contenere: 1) frequenza acustica di lavoro o fregeén kHz o0 MHz e area di radiazione effettiva
in cn?; 2) una raccomandazione che richiami I'attenzide#'operatore sulla necessita di una
manutenzione periodica, ed in particolare: intdrvdl tempo per I'esame periodico e la
calibrazione ad opera dell'utilizzatore; esame adeédista di trattamento per rilevare crepe che
potrebbero consentire I'ingresso di liquido condrgf esame dei cavi e dei connettori della testa di
trattamento; 3) un’avvertenza sulle procedure resres per I'utilizzazione in condizioni sicure; 4)
un'avvertenza per l'operatore di maneggiare conacla testa di trattamento perché una
manipolazione non attenta puo influenzare negatvdenle sue caratteristiche; 5) un elenco di
condizioni per cui € controindicato il trattamemton US; 6) una dichiarazione della destinazione
d’'uso.

La norma fornisce indicazioni per la compatibildi@ttromagnetica e stabilisce che la temperatura
della faccia anteriore del trasduttore non deveesup i 41 °C quando opera sott’acqua.
Un’importante indicazione contenuta nella normastste nelfissare che lintensita effettiva
massima degli USnon deve superare i 3 \itm?, determinati tenendo conto di considerazioni
della pratica clinica e di sicurezza. La normdiite che la conformita deve essere verificata co
misure di area radiante effettiva e misure di poded’'uscita nominale in accordo al paragrafo 8
della Norma CEI EN 61689-20009.

Viene stabilito anche che, al fine di garantirecgi®ne nei dati di funzionamento e protezione da

errori di erogazione, il sistema deve essere pstovdi indicatori quantitativi sul pannello di
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controllo che devono mostrare: a) la potenza ditaige I'effettiva intensita nel caso di modo di
funzionamento ad onda continua, e b) l'intensitpidco temporale massima e la potenza d’'uscita
temporale massima nel modo di funzionamento comdod’onda modulata in ampiezza. La
conformita deve essere verificata con misure i@t al paragrafo 8 della Norma CEI EN 61689.
Ogni indicazione di potenza non deve differire ibre reale piu del + 20% del valore reale.

Al fine di garantire 'omogeneita del campo rad@fitrapporto della non uniformita del fascio
BNR non deve superare il valore di 8,0 per ogni tés di trattamento e per assicurare la stabilita
dell'uscita nel tempo, la potenza di uscita deveanere costante entro il £ 20% del suo valore
iniziale durante un’ora di funzionamento continda anassima potenza d’uscita e alla tensione
nominale di rete in acqua a 22 °C + 3 °C.

Infine la norma stabilisce che nei documenti dioagpagnamento possano essere specificati: (i)
I'area radiante, (ii) la potenza d’uscita nomindii) la frequenza acustica di lavoro, (iv) il qamrto

di non uniformita del fascio, (v) la durata degtigulsi, (vi) il periodo di ripetizione degli impu)s
(vii) l'indicazione quantitativa della potenza dait®, (viii) I'indicazione quantitativa dell'intefts

effettiva.

2.1.2.2 Lanorma CEl EN 61689

La norma CEI EN 61689-200%Itrasuoni- Sistemi per fisioterapia-specifichecdimpo e metodo
di misura nel campo delle frequenze comprese BavMHz e 5 MHzdefinisce i parametri utili per
la valutazione delleperformancesdi un apparato per fisioterapia emittente US, iaddo le
modalita di effettuazione delle misurazioni a garardel rispetto dei requisiti di sicurezza pravist
dalle norme precedentemente trattate.

Al fine della valutazione delle caratteristiche alitput di un apparato emittente US, la norma
evidenzia la necessita di conoscere un certo nurderguantita fisiche che caratterizzano la
funzionalita dello stesso: la frequenza di trattarogil pulse timing I'area effettiva radianteERA);
l'intensita effettiva; ilbeam non uniformity ratigBNR); la potenza acustica. Molte di queste
guantita sono facilmente misurabili, ad esempidtdguenza di trattamento puo essere determinata
utilizzando un oscilloscopio mentreERA e il BNR necessitano di misure particolari, da effettuare
con l'ausilio di un idrofono.

L'area effettiva radiante(ERA e un parametro che definisce I'area prossima fatxia del
trasduttore sulla quale é distribuita la maggiatepdella potenza ultrasonora emessa.

Nel 1981 laWorld Health Organizationa seguito di studi sugli effetti degli US su aalimha

stabilito che effetti benefici associati con laaf@a ultrasonora possono essere raggiunti utildaan
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un’intensita (potenza radiante per unita di area) superiore a 3 W/cmAl fine di proteggere il
paziente dal pericolo di insorgenza di effetti asvesulla salute, i 3 W/cfrsono stati pertanto
adottati negli standard di sicurezza internazionatne limite massimo dell'intensita effettiva per
gli apparati ad US ad uso terapeutico. Ora poictrépo complesso definire direttamente questo
“parametro chiave” per la sicurezza con un certadgrdi accuratezza, si e ritenuto di dover
derivare l'intensita effettiva applicata al pazewal quoziente tra la massima potenza ultrasonora
(misurata in Watt) e un’area, nota appunto coma aféettiva radiante (ERA, in c) entro la
guale e distribuita la maggior parte della potemzasonora. La misura di quest’ultimo parametro,
effettuata valutando direttamente, attraverso urofétho, la pressione acustica nel campo
ultrasonoro emesso da una testa emittente, congeimai di determinare indirettamente I'intensita
efficace in termini di intensita media spaziale seg@edal dispositivo, come energia che attraversa
I'unita di area nell'unita di tempo (W/cn A tal fine, ai sensi della norma CEI EN 6168990
deve essere eseguito uno scan per la misura delaipne ultrasonora emessa dalla testa emittente
su una griglia in un piano perpendicolare all’agsktrasduttore alla distanza di 0,3 cm dalla facci
del trasduttore stesso, con la distribuzione dsgiome determinata a partire dal campionamento del
voltaggio rms (o picco-picco) ai capi dell'idrofore passi di qualche mm, nota la sensibilita
dell'idrofono alla frequenza in esame.

Va sottolineato che ERAdi un diffusore ad US non €& uguale all'area dtdlecia anteriore della
testa emittente, né all'area del disco di materpézoelettrico che genera gli US stessi. Infatti,
poiché I'elemento piezoelettrico non vibra uniformente, IERA spesso € piu piccolo dell’area
geometrica della testa di trattamento. Un esemipéoriporta la differenza tra area geometrica del

trasduttore A e area effettiva radiaBRAe riportato in figura 2.3.

Figura 2.3: area geometrica A e area effettiva radidefA per una testa di trattamento ad US
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Il parametroBeam Non Uniformity RatigBNR definisce il rapporto tra Ia&patial-maximum
intensitye la spatial-average intensitycioé tra I'intensita di picco massimo nel camposdico e
lintensita media spaziale. Tale rapporto puo essevato per determinare il punto di massima
intensita nel fascio ultrasonoro, in corrispondedizana data intensita media spaziale. Piu allo € i
valore diBNR peggiore ¢ il pattern di uscita che il dispositdetermina, con possibile creazione di
hot spote quindi disomogeneita.

Idealmente il fascio ultrasonoro dovrebbe avere sgmone trasversale uniforme: in realtd, basta
osservare il pattern di uscita di generici trasstuttircolari (Fyfe (1986), figura 2.4, area 5 Ttm
operanti alle frequenze di 1,5 MHz e 3 MHz), otteneffettuando uno scan con un idrofono alla
distanza di 1 cm dalla faccia del trasduttore, mnpiano normale al fascio, per osservare che il
campo ultrasonoro prodotto da tali dispositivi dimdisomogeneo e non uniforme.

1.5 MHz 3.0 MHz

Figura 2.4: pattern di uscita di generici trasduttori circelali area 5 coperanti alle frequenze di 1,5 MHz e 3 MHz
ottenuto facendo uno scan con un idrofono alleadii di 1 cm dalla faccia del trasduttore, in tanpiparallelo alla
faccia del trasduttore.

La figura 2.5 in particolare mostra le variaziopasgiali dei profili del fascio emesso da generici
trasduttori ad US, costruite riportando gli scatiadpressione ultrasonora effettuati in un piano

normale al fascio in corrispondenza del punto dssimao assialexz(Ferrari, 2010).

Figura 2.5: immagini del fascio acustico di generici apparéach US, rilevate in corrispondenza del piano netat
all'ultimo di massimo della pressiong;Za) evidenzia una forma geometrica regolare ac@) evidenziano forme
geometriche irregolari che indicano fasci non antr
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La maggior parte delle figure evidenzia distribumzioon uniformi del fascio che, in alcuni casi
appare non centrato, con varie biforcazioni, cheeggno una distribuzione di energia disomogenea.
Tali disomogeneita derivano sia dalle carattetigticcostruttive degli apparecchi, sia dalle
condizioni operative di funzionamento dei sistemg I'effetto finale pud essere la produzione di
un calore eccessivo in piccole regioni del tessuaivato, con potenziali effetti dannosi per lausal
dei pazienti sottoposti al trattamento.
Tale risultato evidenzia la necessita di valutdareampo di pressione ultrasonora dei diffusori
normalmente usati per la terapia ad US, poichéh@yale presenza di queste disuniformita nella
distribuzione di pressione pu0 essere considerataecun indicatore della bassa qualita del
trasduttore stesso.
La norma IEC 150 (1995) stabiliva che, per unaateshittente che opera in onda continua, in
condizioni ideali, il minimo valore dBNR era 4. Cio vuol dire che, alcune regioni del fasci
avranno un’intensita quattro volte superiore rigpatla media spaziale attraverso il fascio. Valori
di BNRda 3 a 7 identificano diffusori operanti in condia accettabili. Valori dBNRsuperiori a 8
individuano diffusori non sicuri e di scarsa gualiPer esempio, poiche il BNR é il rapporto tra
l'intensita di picco massimo nel campo acusticGrgdnsita media spaziale, un diffusore operante
ad un’intensita media effettiva di 3 W/€ra con unBNRpari a 8, pud produrre picchi di intensita
spaziale di 3 x 8 = 24 W/dnche aumenta notevolmente la possibilita di risgr il paziente.
Dalla letteratura si evidenzia che, controlli affeti su alcuni dispositivi hanno fornito valorilde
BNR fino a 14 (Hekkenberg, 1994). La norma CEIl EN6®O riporta l'istogramma dei valori di
BNR (figura 2.6) per 37 teste di trattamento di varandetri e frequenze, mostrando che
normalmente BNR appare essere compreso nel range 3-7, mentre rare \considerato
gualitativamente accettabile ®NRsuperiore a 8.
v )
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Figura 2.6: norma CEI EN 61689-2009, istogramma dei valoBNR
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Ai sensi della norma CEl EN 61689-2009, il paramd&NR si ottiene analizzando i dati della
pressione ultrasonora su due piani ortogonalisdBadi propagazione del fascio, il piano a 0,3 cm
dal trasduttore e il piano in corrispondenza diitiuo massimo assiale.

La figura 2.7 mostra 'andamento teorico spaziakaampo ultrasonoro generato da un generico

trasduttore circolare in funzione della distanzidladsua superficie emittente (Preston, 1991).
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Figura 2.7: andamento spaziale del campo ultrasonoro gendaatm generico trasduttore circolare

Per una sorgente a disco ed un’eccitazione sinalsgida distribuzione del campo emesso €
piuttosto complessa e caratterizzata dalla presdindae zone: la zona cosiddettacdmpo vicina
zona di Fresnele la zona cosiddetta di campo lontaremoa di Fraunhofer

Nella zona di Fresnelin cui il punto di osservazione e prossimo allpesficie del trasduttore, il
fascio e collimato cioé la dimensione globale @eicfo rimane relativamente costante, anche se al
suo interno la distribuzione dell'intensita assipfesenta variazioni molto complesse, con un certo
numero di massimi, la cui distanza diminuisce awmandosi alla sorgente e che si trovano in

corrispondenza di:

_4a® - (2m+1)?
mex 4A(2m+1) (2.1)

conm numero intero che cresce verso la sorgemteaggio del trasduttore.

Questa zona € seguita da una zona dettardpo lontanpdove il fascio diverge e si registra un
andamento dell'intensita inversamente proporzionalla distanza. La figura 2.7 illustra il
passaggio dalla regione di campo vicino a quellzadipo lontano.

La distribuzione di campo lungo I'asse di un trasuhe € tale che e possibile riscontrare un pigco d

intensita ad una distanza dalla superficie emitelata da:
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_aaf -

ZN
4A (2.2)

L'esistenza e la determinazione sperimentale dadisizione di quello che viene comunemente
definito comel’ultimo massimo assialey, € un fattore importante che caratterizza siampia
ultrasonori che linterpretazione di alcuni datbloigici riguardanti I'esposizione ad US. L’interssit
ultrasonica in corrispondenza di questo picco luhasse del campo € indicato comepitco di
intensita spaziale del campo

Inoltre la norma stabilisce: la misura della pressi prodotta dal trasduttore lungo il suo asse
principale; la misura dettagliata attraverso urierascan della pressione ultrasonora in tutti itpun
dei piani ortogonali all’asse principale di propaigae del fascio, posti alle distanze di 0,3 cnliae a
distanza a cui € collocatg;zl calcolo della pressione quadratica media egpahst il calcolo della
beam cross sectional aréescs, la determinazione dell’area effettiva radiaBfA ottenuta tenendo
conto di Ascsg, il calcolo delbeam non uniformity ratigBNR).

In particolare, la norma 61689-2009 stabilisce dneparametro importante e intermedio nella
definizione diERA & labeam cross sectional arg@gcs cnr); tale parametro, definito come la
minima area che contiene il 75% della somma di tutalori quadratici dei voltaggi determinati
effettuando uno scan su un piano parallelo allaidadel trasduttore alla distanza di 0,3 cm dalla
faccia dello stesso, &€ determinabile attraversanalisi dei dati acquisiti.

Dalla determinazione di &seé possibile ricavare il parametiRAtramite la:

ERA=F,. Aycs(03) =1354 A,4(03) (2.3)

in cui Agcg(0,3) si riferisce alldeam cross sectional aredeterminata a 0,3 cm dalla faccia del
trasduttore, estrapolate indietro alla faccia danipolo (Ascs (0)) che contiene il 100% della
pressione acustica totale, tramite il fattore adisn@nale . collegato alla divergenza del fascio;
per un fascio collimato il fattore,&€ pari a 1,354.

La misura delldeam cross sectional arégscs viene operativamente eseguita effettuando uno scan
di misura della pressione acustica con idrofonorirpiano perpendicolare all’asse di propagazione
del fascio e parallelo alla faccia della testa tanie, alla distanza di 0,3 cm dalla stessa, centen

una griglia di almeno 31x31 punti, e valutandoresgione quadratica media totphast

N N
pmst=> pZ =1/M? > U?
i=1 i=1 (24)
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conN numero di punti dello scan della superfidieyoltaggio (di picco o r.m.s.) misurato ai capi
dell'idrofono in ciascun punto del raster scprgressione in ciascun punto (i) dello scan delgian
M sensibilita dell'idrofono.

Agcs € definito come la minima area in un piano perpmidre all’asse di allineamento del fascio,
che contiene il 75% del valore quadratico medidadpbtenza acustica totapemst | valori di U

cosi determinati devono pertanto soddisfare laesgtgurelazione:

N
1/M2Y U2 <0.75pmst<1/ M2y U2
i=1 (2.5)
cioé devono contenere il 75% dell'integrale spa&zddlla pressione acustica quadratica media.

Il valore di Agcs € dunque dato da:

Ages =N’ (2.6)

doves e la distanza tra punti successivi dello scaneederivato dalla (2.5), considerando tutti i
punti che contengono il 75% del valore quadratieulim della potenza acustica totplast

In finale, I'espressione per il parameERApuUO essere scritta secondo la relazione:
ERA=F,_ A,.(03)=F,ns’ 2.7)

Per quanto riguarda il parameBeam Non Uniformity RatiBNR esso rappresenta il rapporto tra
l'intensita di picco massimo nel campo acusticdirgdnsita media spaziale nel fascio. BNR, in
accordo con la norma CElI EN 61689-2009, e pariaplporto tra il quadrato della massima
pressione acusticans (pmay rilevato nell'intero campo acustico e la mediazple del quadrato
della pressione acustica rms, ove la media spaziptesa sull'areBRA

Ai sensi della suddetta norma, il paramdidR e definito come:

p2. ERA
pmsts®

BNR= (2.8)

doves e lo step con cui viene effettuato il raster scgmesté la pressione acustica quadratica
media totale. In particolaggmste riportato nella (2.4), menti&,. € ricavato dai dati sperimentali
e corrisponde al voltaggio massimo rilevato nel gpami misura.

Il prodotto pmsts® & calcolato mediando sull’area del raster scamjari di pressione quadratici

rilevati nel piano a 0,3 cm dalla faccia del trasohe e nel piano che corrisponde all'ultimo

massimo assialeysecondo I'equazione
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pmsts? :%{[pmst(o,?a )52(0,3)]+ [pmsi(zN %’ (2, )]}

(2.9)
In finale, il parametr®@NRpuod essere scritto come:
2
BNR=2 Y ey ERA (2.10)

{ii UZ(03 )52(0,3)} +[ii UZ(z, ¥ (24 )}

2.1.2.3 Altre norme: la norma CEI EN 61161

Come abbiamo visto, i dispositivi emittenti US @&opi terapeutici (apparecchi elettromedicali)
sono corredati di schede tecniche contenenti irvalominali di riferimento dei parametBNR
ERAe dellapotenza acustica di uscité possibile pertanto valutare le performancedi dggarati

ad US testando la stabilita dei parametri forrati cbstruttore nel tempo, disponendo della adeguata
catena di misura.

Per quanto riguardéa potenza acustica di uscitdella testa emittente, essa definisce I'energia
vibrazionale al secondo trasmessa dalla facciaddglositivo. E’ definita come il rateo con cui
'energia € emessa dal trasduttore ed e misuratdatt (Joule/sec). La potenza ultrasonora € una
variabile molto importante poiché, assieme al temtipesposizione, determina la quantita di energia
trasferita al tessuto e quindi I'energia applictpaziente.

La norma CEI EN 61161 (200Wjtrasuoni - Misure di potenza - Bilanci della ferdi radiazione e
requisiti di prestazionespecifica un metodo per determinare la potenzatema totale emessa da
trasduttori ad US, basandosi sull’utilizzo dellabcia a forza di radiazione.

L’'onda ultrasonora esercita una forza, nota comezd di radiazione”, su una qualsiasi superficie
incidente e tale forza €& direttamente proporziomdie potenza totale nel fascio. | dispositivi per
misurare tale forza sono Iélance a forza di radiazionehe misurano la potenza media di un fascio
ultrasonoro, misurando la forza esercitata dalidasiesso su un bersaglio all’interno della bilanci
(Perkins, 1989).

Quando un oggetto solido € inserito nel percorsonddnda ultrasonora piana, viene trasferito un
momento dal fascio all'oggetto, ed esso sperimantaforza lungo la direzione di propagazione, la
forza di radiazione. Se I'oggetto solido, o targepiu grande del fascio, la forza & proporzionale
alla potenza acustica totale. Con la bilancia adat radiazione si dispone il trasduttore a piecol
distanze da un bersaglio, tipicamente un disco atenale fonoassorbente, collegato all'organo di

carico di una bilancia, che intercetta la radiagiaitrasonora emessa da una sorgente, il tutto
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immerso in una vasca di plexiglass. Si effettua omaura di forza di radiazione, ossia della
variazione apparente della massa del bersaglio,sclietermina tra il settaggio in cui il fascio
ultrasonoro non é attivato e il setting che cooigte invece all'attivazione della radiazione

ultrasonora, da cui si ricava la potenza con lapdiemrelazione

P=cF =cgAm (2.11)

dove c é la velocita del suono nel fluido di propagaziofi®}82,36 m/s dipendente dalla
temperatura)l la forza di radiazione sul target nella direziolh@ropagazione dell’'onda incidente,
g accelerazione di gravitam é I'apparente variazione della massa bersaglio.

Pye (1996) suggerisce di effettuare una calibrazemuale con il metodo della bilancia a forza di
radiazione, riferibile alNational Physical Laboratory(NPL). Le linee guida (IPSM, 1988)

raccomandavano addirittura una calibrazione corapghi 3 mesi.
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Figura 2.8: bilancia a forza di radiazione

2.1.3 Normativa sugli ultrasuoni in estetica

Come abbiamo visto precedentemente, gli US soriazii sia inestetica medic&he inestetica
non medicaPer entrambi i settori va evidenziata I'assenzaodme tecniche specifiche, volte a
dare indicazioni sulle definizioni delle quantitgi¢he utili per determinare le caratteristiche di
output dei sistemi, sui valori massimi di tali grandezesulle modalita di effettuazione delle
misure, in analogia con le norme precedentemeatete per la fisioterapia, ossia CEI EN 60601-
2-5 e CEI EN 61689.

51



In teoria,per alcune tipologie di strumenti utilizzati in etsta, le quantita fisiche che descrivono
'energia emessa dai manipoli sono le stesse dmgbarati per fisioterapia; di conseguenza,
potrebbero essere considerati come parametri ffi@oge utili per definirne le caratteristiche
emissive, gli stessi ERA e BNR precedentemententiefier gli apparati ad US per fisioterapia. In
realta pero, tutte le norme riportate nei paragpadicedenti, fanno specifico riferimento nel titolo
stesso o nel corpo del testo, al termip@ySiotherapy; che riporta di fatto le suddette norme alle
sole applicazioni fisioterapiche, escludendo larsgntazione per estetica.

Di seguito vengono quindi trattate gstetica medica non medicae le normative generali a cui

devono attenersi tali dispositivi.

2.1.3.1 Normativa per I'estetica non-medica

Ai fini della commercializzazione nellUnione Eure@, le norme a cui sono soggette le
apparecchiature usate neBteticanon medica sono quelle relative alla conformita CE con
riferimento a Direttive, differenti rispetto a gleedei dispositivi medici, tra cui la Direttiva “bsa
tensione” (2006/95/CE) detta BT, e la Direttiva Guatibilita elettromagnetica (2004/108/CE) detta
EMC e relativa normativa nazionale.

L’obiettivo principale della legislazione sulla cpatibilita elettromagnetica € quello di assicurare
che le apparecchiature elettriche ed elettronidreaneino eccessivi disturbi elettromagnetici e che
il loro funzionamento non sia influenzato da ateegenti di disturbo.

La normativa della EMC €& complementare alla disc#pldella direttiva Bassa Tensione,
guest’ultima relativa alle garanzie di sicurezza deve possedere il materiale elettrico destinato a
essere utilizzato entro dati limiti di tensioneee@ndo precise classi di infammabilita.

La marchiatura CE sui dispositivi utilizzati neBtetica non medica attesta pertanto la rispondenza
del prodotto alle Direttive BT e ECM: le attrezza&tiche non soddisfano i requisiti previsti dalle

suddette Direttive non possono essere commercdizamportate e messe in servizio nella UE.
2.1.3.1.1 Lanorma tecnica CEIl 62-39

La Norma CEI 62-3%pparecchi elettrici per uso estetico, Guida getezer la sicurezzanon fa
alcun riferimento agli US, ma specifica in genetlal@rescrizioni per la sicurezza degli apparecchi

elettrici per uso estetico, ossia uso correttona@cchinari, avvertenze, precauzioni da adottame, us

improprio, manutenzione, spiegazione dei simbothradivi.
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Il normale utilizzo degli apparecchi per uso estetda parte di un operatore estetico, prevedeuna
piu parti applicateal soggetto da trattare, che entrano in contasioof o elettrico con soggetto
trattato e/o trasferiscono energia verso o dal setggtrattato. La norma fornisce pertanto la
definizione diparte applicata ossia il complesso di tutte le parti dell’appafgo, compresi i
conduttori collegati al soggetto trattato, che v@mg intenzionalmente messe in contatto con il
soggetto trattato. Per alcuni tipi di apparecphrti applicatepossono essere considerate le parti in
contatto con l'operatore estetico. In particolgparte applicata isolata tipo F (flottantejiene
definita come parte applicata isolata da tutte ltee goarti dell’apparecchio in modo tale che la
corrente di dispersione nel soggetto trattato, assimile in condizione di primo guasto, non venga
superata, quando tra la parte applicata e la $eapplica una tensione pari a 1,1 volte la pivatia
tra le tensioni nominali di rete.

In particolare, la norma stabilisce I'elenco deii dia targa (figura 2.9), che devono essere rifibrta
nella targhetta identificativa posta all’'esternoll’dpparecchio. Tra questi vi d’origine
dell’apparecchio, ovvero il produttor,modello dell’apparecchio, ldrequenzadi rete espressa in
hertz (simbolo Hz), Igpotenza assorbita e la potenza d'usciespressa in watt o volt-ampere

(simboli rispettivamente W e VA), ldasse di isolamento elettricdi tipo | o di tipo 1.

w0 i Dafi di targa ed altre indicazioni all’'esterno dell’apparecchio
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Figura 2.9: dati di targa di un apparecchio ad uso estetiam@mma CEIl 62-39)

La norma stabilisce che I'apparecchio deve essemnapagnato da una documentazione,
contenente almeno le istruzioni d’'uso, una desmmzitecnica ed un indirizzo a cui I'operatore
estetico possa fare riferimento. Deve contenergekrizione delle modalita di uso corretto e le

avvertenze sulla sicurezza dei dispositivi, le preooni da adottare, uso improprio, eventuale
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manutenzione prevista. La documentazione annesgaedsere considerata come parte integrante
dell’apparecchio.

Importante & anche nella Norma, la presenza déiaetsi simboli normativiovvero immagini che
descrivono in maniera visiva e immediata alcung@peta dell’apparecchio; un esempio € riportato

in figura 2.10.

{¢ i}))

a) b)

Figura 2.10: simboli normativi utilizzati per apparecchi ad US

Il simbolo della figura 2.10 a) rimanda ad una radelettura del manuale d’'uso; il simbolo della
figura 2.10 b) caratterizza tutti gli apparecche @rogano forme di energia radianti non ionizzanti

come US, radiofrequenze, campi magnetici, ecc

2.1.3.1.2 Lalegge 1/90 e il decreto n. 110 2i#11

Il quadro normativo di riferimento peresteticanon medicaé la Legge 4 gennaio 1990, n. 1 che
disciplina l'attivita di estetista. In particolardarticolo 10 della legge forniva un elenco di
apparecchiature che potevano essere utilizzateardri estetici e demandava ad un successivo
provvedimento normativo la determinazione delle taratteristiche tecnico-dinamiche ed i
meccanismi di regolazione, nonché le modalita @r@&sio e di applicazione e le cautele d’'uso
degli apparecchi elettromeccanici di cui all’elenatiegato alla presente leggePer piu di venti
anni tale decreto non é stato emanato e, duramstayeriodo, nei centri estetici si sono diffuse
apparecchiature di vario tipo non comprese neliete della legge 1/90, incluse alcune
apparecchiature utilizzanti US, in particolare dpielper il rimodellamento corporeo,
dichiaratamente basate sul fenomeno della cavitazda conseguente lisi degli adipociti.

Nel corso del 2011 é stato infine pubblicato il B¢e 12 maggio 2011, n. 110Régolamento di
attuazione dell’'articolo 10, comma 1, della legggennaio 1990, n. 1, relativo agli apparecchi
elettromeccanici utilizzati per lattivita di esieta’, dopo un lungo iter di pareri e richieste di
osservazioni e modifiche fra i quali il Consigliagriore di Sanita.

In 5 articoli e 2 allegati, il decreto del 2011 dmina I'impiego degli apparecchi elettromeccanici

alimentati alla corrente di rete e/o a batterig pbssono essere utilizzati per I'attivita di astat
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in particolare, ai sensi di quanto previsto dalkegdge 1/90, l'elenco degli apparecchi
elettromeccanici ad uso estetico e stato aggiornatmuto conto dell’evoluzione tecnologica del
settore, includendo nuove apparecchiature che sistegano negli anni ‘90. Ad ogni apparecchio
viene dedicata una scheda tecnica nella quale wengulicati i requisiti e le norme tecniche da
applicare in materia di sicurezza.

Dal decreto si evince che, nella categd@tanolatori ad ultrasuoni (scheda tecnico-informati
2A), soltanto due tipi di apparecchiature emittentipdSsono essere utilizzate dalle estetiste:

1) Vibrazione meccanica peeling

2) Ultrasuoni per trattamenti superficiali

Il primo tipo di apparecchiatura utilizza vibraziomeccaniche per I'esfoliaziongédeling e la
pulizia della pelle, rimuovendo le cellule mortepstficiali. La potenza massima degli US emessi
non deve superare i 10 W totali e la loro frequedease essere compresa fra 22 e 28 kHz; il
trattamento non deve essere effettuato su soggmitipelle sensibile, o che abbiano effettuato il
peelinganche con altre modalita, da meno di 30 giornpuoe portatori di impianti acustici attivi
e/o con problemi all’apparato uditivo.

Il trattamento deve interessare soltanto la peliegra, vanno evitate le parti arrossate, esconazi

e ferite. Prima di ogni trattamento bisogna procede sterilizzare e/o disinfettare tutte le parti a
contatto e verificare che la lamina dell’applicatosia liscia e il suo margine perfettamente
arrotondato.

Il secondo tipo di apparecchiatura ad US ad a#quenza, e utilizzato per trattamenti volti a dare
maggiore tonicita all’epidermide, diminuire la ladscutanea di modesta entita e ridurre le rughe
superficiali; in tabella 2.1 sono riportate le mg@éa ammesse nei due intervalli di frequenza 0,8 —
1,2MHz e 1,2 - 3,5 MHz.

Frequenza Intensita (W/cnf)
0,8 MHz< f< 1,2 MHz 1,5
1,2 MHz < f< 3,5 MHz 3

Tabella 2.1: range di frequenza e relativa intensita per glismppchi ad US nei trattamenti estetici previstididreto
n. 110 del 2011, riveduta e corretta per via dirgfsioni nella tabella riportata nel Decreto 100/

E’ necessario ottenere un contatto perfetto frdiegipre e cute che si ottiene applicando il “gel
conduttivo” nella zona da trattare. A tale riguardm si devono trattare soggetti con pelle seresibil

el/o con intolleranza a detti gel.
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Poiché la scheda raccomanda di effettuare un dickoattamenti graduando progressivamente il
valore della densita di potenza e la durata dgdliapzione, & evidente che I'apparecchiatura deve
essere provvista di un opportuno comando per val@potenza emessa e di un temporizzatore per
limitare I'esposizione al tempo prestabilito. L'agspcchiatura non va utilizzata su soggetti portator
di impianti acustici attivi e/o con problemi all’pgrato uditivo.

E’ sconsigliato il trattamento nei soggetti: colotesi articolari metalliche, portatori di pace-migke

in gravidanza, con processi flogistici in atto,edtif da neoplasie, che presentino lesioni cutanee o
varici. E’ altresi sconsigliato il trattamento iropsimita di: cartilagini, ossa, apparato riprosrate
regione cardiaca.

Il Decreto stabilisce infine che le norme tecnictaeapplicare per questa tipologia di apparecchi,
siano: la Norma CEI 62-39 - Anno 1998&pparecchi elettrici per uso estetico. Guida getezer

la sicurezzae relative varianti; la Norma CEI EN 60601-2-5 nr® 2001 —Apparecchi
elettromedicali - Parte 2: Norme particolari per acurezza delle apparecchiature per la terapia a
ultrasuoni e relative varianti, con il solo riferimento alkstessa ai fini delle caratteristiche
costruttive e dei meccanismi di regolazione, inmjada destinazione d’'uso delle apparecchiature
non € medica. Si noti che il rispetto di dette nerdiviene obbligatorio essendo citate in un

provvedimento normativo.

2.1.3.2 Normativa per I'estetica medica

Per questa tipologia di apparecchiature, trattandiodispositivi medici, sicuramente vale la norma
CEl EN 60601-1 -Apparecchi elettromedicali. - Parte 1: Prescriziogenerali relative alla
sicurezza fondamentale e alle prestazioni essen207.

Va inoltre rilevata, 'assenza di norme tecnichecsfiche per gli US.

2.2 Problematiche connesse con 'uso degli ultrasubim fisioterapia

2.2.1 Evidenze di efficacia e cautele d'uso

In fisioterapia, gli US sono usati principalmenteaipplicazioni che riguardano il rilasciamento dei
muscoli contratt{Lehmann, 1961; Wessling, 1987), il trattamentotdesuti cicatriziali con azione
fibrolitica (da Cunha, 2001), la riparazione deindatissutali e la risoluzione dei processi
inflammatori (Frieder 1988), la guarigione delleatfure (Busse, 2004; Dalecki, 2004), la
rigenerazione di nervi periferi@Paik, 2002; Lazar, 2001; Mourad, 2001; Crisci 2002

56



Il dibattito sull’efficacia terapeutica degli UStéttavia ancora aperto; a tal proposito, mentrere b
nota l'efficacia degli US pulsati a bassa intenpi la riparazione delle fratture ossee (Robertson
2008; ter Haar, 2007), al contrario esiste gramumeriezza circa l'efficacia degli US in altre
tipologie di trattamento: ad esempio, alcune rasseglative ai trial clinici sul trattamento delle
lesioni dei tessuti molli non mostrano evidenze shggeriscano l'efficacia dei trattamenti con US
(Speed, 2001). Secondo l'autore, nel trattamentd@adi sono molte variabili tecniche che possono
agire come fonti di errore, tra queste l'inadegmate della calibrazione per i macchinari, la
progettazione degli studi clinici in termini, adeagio, di spettro troppo ampio di patologie
all'interno del gruppo in studio, inadeguatezzalanelurata del follow-up, nella dimensione del
campione, il dosaggio degli US, inappropriato eialdle nei differenti studi e per differenti
trattamenti, ecc. In effetti, dalla letteraturagsidenzia variabilita nelle modalita con cui vengo
eseguite le terapie ad US; come sottolineato delaar (2007), inizialmente I'utilizzo degli US era
pensato come un metodo di trattamento diatermitrativo ad altri metodi, quale I'utilizzo di
radiazione elettromagnetica, per I'induzione dimaderato riscaldamento. Nel corso del tempo, i
regimi di trattamento sono stati modificati nel teivo di utilizzare meccanismi benefici non
termici, utilizzando intensita inferiori e fasci UiS pulsati. Tuttavia, a causa della carenza diistu
clinici scientificamente progettati, il regime dattamento ultrasonico € spesso determinato in modo
empirico e secondo la ‘“ricetta” particolare di ogingola struttura. Fino a quando non sara
disponibile un maggior numero di studi scientifri@gorosi, il meccanismo con cui il beneficio
terapeutico, se esiste, e ottenuto, restera ogdepeculazione e non sara possibile ottimizzare i
trattamenti sulla base della comprensione dei nmsca di interazione. In un’indagine su studi
clinici randomizzati relativi agli US in fisiotergg non € stata determinata una relazione tra la
“dose” e il risultato terapeutico, tuttavia e stagservato che la maggioranza dei trattamentiaefiic
utilizzavano US pulsati con intensita (mediate sggdarente e temporalmente) comprese tra 0,16 e
0,5 W/cnf (ter Haar, 2007).

Ai fini di una valutazione di efficacia dei trattamti fisioterapici che utilizzano diversi tipi di
energia, compresi gli US, il Ministero della Saluta effettuato, nel 2011, un’analisi della
letteratura scientifica internazionale, con lo stap vagliare le diverse applicazioni cliniche in
relazione a specifiche patologie (Ministero dellu®e, 2011). Le evidenze relative alle tecniche
terapeutiche vengono riportate all’interno di umaiddetta Piramide delle EvidenZgsulla base
della quale i lavori scientifici vengono classiticeecondo uno schema che vede alla base gli studi
preliminari (su modelli animali @n vitro), a seguire quelli che esprimono opinioni di eSper

pareri di commissioni di esperti, le citazioni disc clinici, le serie di casi, gli studi caso-caity,
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gli studi di coorte e, all'apice, gli studi clinichkndomizzati e le metanalisi (Ministero della $alu

2011).

Nel lavoro, i livelli di evidenza clinica sono suddi in:

* la —revisioni sistematiche di studi clinici randagati;

* Ib —almeno uno studio clinico controllato e randzzato;

* lla—almeno uno studio clinico controllato nonadamizzato;

* |llb — altri tipi di studi controllati di buona qu;

» |ll — studi non controllati di buona qualita (sedecasi, studi di correlazione, studi descrittivi)

* |V — opinione di esperti.

La forza delle raccomandazioni é divisa in:

* A (basate su informazioni scientifiche di livell ¢ 1b);

* B (basate su informazioni scientifiche di livella,l1lb e Ill), C (basate unicamente su opinioni
di esperti — Livello V).

Per comprendere quali gradi di evidenza siano digdg in relazione a specifiche tecniche

terapeutiche, occorre procedere all’analisi dedtetatura; per i casi ove il livello di evidenza

risultasse il piu basso fra i tre previsti, € neeei® continuare a monitorare la letteratura rrelpte,

al fine di identificare eventuali nuovi studi chesgano variare il livello di evidenza assegnate all

varie tecniche terapeutiche. Ove le evidenze siamzora modeste, occorre procedere

all'effettuazione di nuovi studi, metodologicamenbdusti e con un numero di casi appropriato, al

fine di consentire un giudizio sull'efficacia cla@ delle singole tecniche terapeutiche in sé ordi |

specifiche applicazioni (Ministero della Salute12D

| risultati del lavoro, per quanto riguarda i livedi evidenza scientifica per gli effetti cliniche

coinvolgono I'applicazione di US, sono riportatifigura 2.11.

Effetti clinici Livelli di evidenza scientifica

Patologie degenerative (dolore e limitazione funzionale nell'osteoartrosi)
Patologie acute dei tessuti molli

Lombalgia

Rotture tendinee parziali

Algie di spalla (tendinopatie calcifiche di spalla)
Sindrome del tunnel carpale

Lesioni muscolari

Ulcere da pressione

Ulcere venose delle gambe

Herpes zoster {nevralgia posterpetica)
Consolidamento osseo

Pseudoartrosi

Osteoporosi

L= = = e o B R v o I o Y o O T = i

Figura 2.11: effetti clinici per applicazione degli US in tefage relativi livelli di evidenza scientifica (Mistiero della
Salute, 2011).
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Essi mostrano ampia variabilita nell’evidenza dicelcia dei trattamenti che coinvolgono US con
riferimento ad alcune patologie specifiche (Ministdella Salute, 2011).

Una serie di cautele d’'uso e controindicazioni allipplicazione degli US in fisioterapiasono
elencate in numerose pubblicazioni (NCRP, 1983; WHE@B2; Lehmann, 1982; Dyson, 1985;
Reid, 1981; Oakley, 1978; Ministero della Salut®1lP); alcune di queste sono basate su una
conoscenza generale dei principi e della pratitla tkerapia ad US, altre derivano da estrapolazione
dei risultati di specifici esperimenti scientificisono basate sulla esperienza clinica personale de
fisioterapisti.

La letteratura evidenzia che nessun paziente to dgiagravidanza o potenzialmente in gravidanza
deve ricevere una terapia ad US in qualsiasi zeh@atpo che sia suscettibile di poter provocare
esposizione per il feto, poiché I'applicazione dédf pud determinarne surriscaldamento (Lele,
1979); infatti il sistema nervoso fetale in viasdiluppo e profondamente suscettibile al calore e a
danni fisici o chimici. L’ipertermia ha dimostratssere un effetto teratogeno in molte specie
animali, compresi gli esseri umani; in particolatdeto non riesce ad eliminare il calore indoto,
causa dellimmaturitd dei suoi meccanismi di teregmiazione. Inoltre studi su animali hanno
mostrato anomalie fetali e peso ridotto dei fetifemmine di topo gravide esposte ad US ad
intensita terapeutica (Edwards, 1997; Barnett, 1990

Gli organi sensoriali cioé I'occhio, I'orecchio ketéssuto nervoso, sono particolarmente sensibili
agli US, in quanto sono scarsamente vascolarizzaitndi vulnerabili al trasferimento di calore per
conduzione. In particolare, il neuroepitelio dal€ochio interno puo con facilita essere danneggiato
in modo irreparabile da dosi terapeutiche di ontleasonora continua, quindi termica (Barnett,
1980). Per lo stesso motivo, ogni regione corpgeeatterizzata da ridotta circolazione del sangue
non dovrebbe essere sottoposta a irradiazionesaticaa.

Gli US non devono essere applicati al cervellonalollo spinale o in prossimita di grandi nervi
periferici sottocutanei. Per evitare la possibitiiadanni al midollo spinale, &€ consigliabile evita
I'utilizzo di US sulla colonna vertebrale, in padlare in prossimita di aree dove sono state esegui
laminectomie (NCRP, 1983).

La terapia a US non deve essere applicata a fegatmp, testicolo, che possono risultarne
gravemente danneggiati.

Occorre evitare di esporre ad US pazienti con qdii stati patologici, nei quali la
ultrasuonoterapia puod interferire con l'evoluziodella malattia o con la terapia in atto. In
particolare va evitata I'esposizione in pazientin wasi sanguigni in cattive condizioni, per i qual

gli impulsi ultrasonori possono danneggiare le dighareti dei piccoli capillari o creare scompensi
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pressori localizzati alle zone trattate; affetti aieoporosi grave, per il rischio di danneggiament
delle ossa colpite da tale patologia.

Sono da rilevare controindicazioni all'uso degli WSpazienti con ridotta sensibilita nervosa o
patologie neurologiche, ai quali la ridotta serigébicutanea puo impedire di avvertire il dolore in
caso di malfunzionamenti dell’apparecchio ad US. jReienti affetti da arteriopatie obliteranti o
emofilia, la terapia ultrasonica puo determinare aumento della fluidita del sangue e locali
scompensi pressori.

Inoltre deve essere prestata attenzione a nonidareadon US i tessuti neoplastici, in quanto vi €
evidenza che inappropriati riscaldamenti possonoaddre la crescita del tumore o promuovere
metastasi (Hynynen, 1981).

L’esposizione ad US non dovrebbe essere effettngieossimita di aree con infezioni acute di 0sso
o0 tessuto, poiché il trattamento potrebbe portayezatamente pus nel tessuto circostante,
diffondendo cosi I'infezione.

Inoltre sono da evitare esposizioni dirette netlaatoracica di pazienti portatori di pacemakers o
di altre apparecchiature elettromeccaniche impiantper i possibili danni permanenti che ne
possono derivare.

| pazienti con tromboflebiti non devono esseretdatatcon US in quanto anche la parziale
disintegrazione del coagulo potrebbe tradursi irostacolo per I'afflusso di sangue al cervello, al
cuore o0 ai polmoni.

| pazienti affetti da malattie cardiache non doweio ricevere il trattamento ad US sui gangli
cervicali, il ganglio stellato, il torace nella rege del cuore o il nervo vago, poiché l'effetto
potrebbe essere un vasospasmo coronarico attivate cflesso. Se questi pazienti necessitano di
essere trattati in altre regioni del corpo, vantitizaati US a bassa intensita e brevi tempi di
trattamento, in quanto la stimolazione di un gqaalsnervo (in particolare il nervo vago) nel corpo
puo causare un cambiamento nella frequenza cardiaca

Si dovrebbe inoltre evitare I'impiego di US nei ati portatori di protesi dentarie, o di impianti
metallici, o in presenza di protesi articolari, pleforo maggior assorbimento rispetto ai tessuti
circostanti, che provoca un’azione termica eccesson danneggiamento dei tessuti stessi o in
pazienti con presenza di frammenti metallici, clvsgono disseminarsi o spostarsi per I'effetto
meccanico della terapia ultrasonora.

Occorrerebbe inoltre avere una visione completdéadmbsizione di arterie e vene, ghiandole e
organi interni, i quali potrebbero essere involoaraente raggiunti dagli US e danneggiati nel
corso del trattamento. L'esposizione ad US vicidouaa superficie riflettente come le ossa puo

portare alla formazione di onde stazionarie, copdssibilita di produrre stasi del flusso sanguigno
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e relativi effetti dannosi.

Gli US hanno le stesse controindicazioni dei mégii che agiscono con la produzione endogena
di calore (osteoporosi, presenza di frammenti etalene varicose, tromboflebiti, arteriopatie
obliteranti, emorragie, mestruazioni, neoplasibgetaolosi e gravidanza) e non vanno utilizzati in
pazienti in eta infanto-giovanile, con ossa in fdsaccrescimento.

Inoltre durante il trattamento con US si puo inecerin ustioni che si verificano se la dose erogata
eccessiva e se, utilizzando un’emissione a fasordirtuo, la testa emittente rimane ferma nella
stessa zona di trattamento per lungo tempo.

Non sono consigliabili esposizioni ad US con la siraa intensita ultrasonora effettiva superiore ai
3 Wient; studi su animali riportati dall&Vorld Health Organizatiorhanno infatti stabilito che
effetti benefici associati con la terapia ultras@npossono essere raggiunti utilizzando livelli di
esposizione inferiori a 3 W/cn(Hill, WHO, 1981). Al di sopra di tale valore éasi riscontrato
ritardo nella crescita delle ossa e insorgenzaedoreni di cavitazione con possibilita di danni
tissutali (Kolar, 1965; Wells, 1977; Lehmann, 1984arth e Wachsmann nel 1949 e Payton (1975)
trovarono che il limite nell'intensita ultrasongear danno alle ossa nei cani & proprio di 3 W/em
che la probabilita dellinsorgenza di effetti dash@ piu alta se si usano applicatori stazionari
(Barth, 1949).

2.2.2 Valutazione delle performances degli appana ad ultrasuoni usati in fisioterapia

L’analisi della letteratura sul tema evidenzia glamattenzione alla valutazione delle caratteristich
di output degli apparecchi emittenti US per fisioterapia,ténmini di conformita alle norme di
sicurezza: i risultati degli studi mostrano che gifumenti presentano ampia variabilita rispetto ai
limiti di tolleranza stabiliti dalle norme tecnici®ye, 1994; Pye, 1996; Gledhill, 1996; Artho,
2002). L'utilizzo di apparecchiature non calibrgigd avere serie implicazioni per quanto riguarda
il trattamento fisioterapico sia in termini di sieaza del paziente che di efficacia del trattamento
stesso; infatti, macchine con potenze di uscitaton@levate, possono produrre esposizioni
eccessive, con possibili ripercussioni sulla saldé paziente, sottoposto a rischi inutili; al
contrario, macchine con potenze di uscita tropmséaproducono trattamenti inefficaci e privi del
relativo beneficio clinico, con conseguente esposi inutile del paziente ad un agente fisico
potenzialmente pericoloso (Pye, 1996). Pye so#alilf’importanza, per la categoria dei
fisioterapisti, dell'informazione sulla necessitld calibrazione delle macchine usate, auspicando
un controllo almeno annuale in termini di potenmgessa, effettuato con strumentazione dotata di

riferibilita metrologica. Guirro (2002) indica n@lssenza di unactltura metrologica tra gli
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utilizzatori uno dei motivi per cui le calibraziospesso non vengono effettuate periodicamente;
l'autore sottolinea inoltre la carenza di lineedgue norme che definiscano chiaramente la necessita
di effettuare calibrazioni periodiche degli appgravidenziando anche la mancanza di laboratori
per la misura dei parametri cruciali per la validgae delleperformanceslegli apparati, disponibili
solo in specifici centri di ricerca e in particolardustrie.

L'importanza della calibrazione degli apparati a8 & stata identificata per la prima volta nel 1956
quando gli Stati Uniti stabilirono standard (Riye4887). Numerose organizzazioni a livello
internazionale hanno sottolineato I'importanzaaleklibrazione degli strumenti, stimando anche la
periodicita per I'effettuazione dei test e la todleza nella variabilita dei parametri misurati nel
corso degli stessi. N&adiation Emitting Devices Agubblicato dal Canadian Minister of Justice
(Canada, 2010), vengono forniti una serie di talkee nella determinazione dei parametri utili a
garantire il funzionamento delle apparecchiatureJ&d prima di tutto la calibrazione deve essere
effettuata almeno una volta al mese, per conteligne la potenza ultrasonora presenti una
accuratezza del = 20%; inoltre la stessa potenzsaita deve rimanere costante entro £ 20 % del
suo valore iniziale, durante un’ora di funzionanoeobntinuo, alla massima potenza, alla tensione
nominale della linea di alimentazione, in acquauad temperatura di 22 °C + 3 °C. Inoltre, la
frequenza effettiva di un dispositivo terapeuticolS non deve differire di oltre £ 5% da quella
dichiarata dal costruttore. L’area effettiva radéaERA), indicata tra le caratteristiche di fabbrica
del prodotto, deve essere mantenuta entro il £ 2fePAvalore nominale. Inoltre sono riportate una
serie di precauzioni per l'operatore per minimiezée esposizioni indesiderate ed una serie di
precauzioni per la sicurezza dei pazienti, perageitpotenziali effetti avversi per la salute. Il
documento sottolinea anche I'importanza di un adegtraining per gli operatori per la sicurezza e
I'efficacia dei trattamenti.

Analogamente, le linee guida del’American Food &mdg Administration (FDA, 2006) mostrano
grande variabilita nella determinazioneERA e potenza totalé+20% per la potenza totale, £20%-
25% perERA).

La norma CEI EN 60601-2-5 stabilisce che il BNR mi@ve superare il valore di 8,0 per ogni testa
di trattamento, la potenza di uscita deve rimagestante entro il £ 20% dal valore iniziale durante
un’ora di funzionamento continuo, ed infine I'ingéta effettiva massima non deve superare 3
W/cn? per ogni testa di trattamento; la norma perd moni$ce indicazioni chiare sulla tempistica
per I'effettuazione dei controlli sulla strumen@ze. La norma CEl EN 61689 stabilisce che la
funzionalita e la qualita dei dispositivi ad US satefinite principalmente dérequenza acustica di
lavoro (che influenza la profondita di penetrazione déd¢fi nei tessuti)area effettiva radiante

(ERA): area della sezione trasversale del fascio esttpallla superficie frontale della testa di
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trattamento e moltiplicata per un fattore adimenaie (parametro connesso alle dimensioni
superficiali dell'area trattata);apporto della non uniformita del fascio (BNRypporto tra il
guadrato del valore efficace della pressione acadli picco spaziale e la media spaziale del
guadrato del valore efficace della pressione ataistiove la media spaziale e calcolata sullERA
(tale valore e rilevante per la sicurezza in quatgtermina la possibilita che all’interno del fasci
US si creinohot spot zone in cui la pressione acustica € particolatemmetevata con rischio di
riscaldamenti eccessivi dei tessuti espogigienza di uscitamedia nel tempo della potenza
irradiata dalla testa di trattamento di un appdrgcan un campo approssimativamente libero in
condizioni specificate, preferibilmente in acqudgnsita effettivarapporto tra potenza di uscita e
ERA (parametro connesso alla “dose” impartita aigrae nell’'unita di tempo, le cui limitazioni
concettuali sono state discusse in precedenza).

Tale norma stabilisce inoltre le tolleranze ammessei suddetti parametri: potenza massima: +
20%; ERA: £ 20%; intensita effettiva alla potenzassima: + 30%; frequenza acustica di lavoro: +
10%; BNR: + 30%.

L’'azione degli US terapeutici sui tessuti biologigpende dall’intensita acustica impiegata che pud
presentare errori nella calibrazione con conseguaventuale inefficienza dei trattamenti o
addirittura produzione di danni (Guirro, 2002). laer (2010) ha valutato le performances di 31
apparati ad US usati per fisioterapia in terminirdensita emessa dai dispositivi, ai sensi della
norma 61689-2009, rilevando che il 68% degli stessiltava al di fuori dei limiti tollerati dalla
norma. | risultati risultano in accordo con gli ditali Pye e Milford (1994) e Repacholi (1979) in
cui rispettivamente il 69% e 72% degli apparatiutadi risultavano al di fuori della stessa norma.
Altri studi di Artho (2002) e Daniel (2003) otterso percentuali di apparecchiature fuori norma
comprese tra il 39% e il 44%. Variazioni piu elevabno state invece riscontrate nei lavori di
Guirro (1997) e Ishikawa (2002), in cui gli autogservano errori addirittura superiori al'80%.
Guirro (2002), analizzando 48 apparecchiature rtibzzate appartenenti a otto differenti modelli
prodotti da diversi costruttori, ha riscontratocinque modelli errori di calibrazione superiorieall
tolleranze previste dalle norme, a piu livelli dignsita emessa impostati: questi risultati indackan
necessita di maggiori controlli di qualita sulleustentazione prodotta da parte dei costruttori.

In termini di ERA, Ferrari (2010) mostra che il 6&%i trasduttori investigati presentava valori di
tale parametro differenti da quanto dichiarato cladtruttore piu di quanto tollerato secondo la
norma. Le cause della variabilita riscontrata nesduttori di apparecchiature dello stesso modello
possono essere dovute all'utilizzo, con conseguelgkcazione delle ceramiche o riduzione
dell'effetto piezoelettrico, o essere dovute adiattonnessi al processo di produzione, quali la

gualita dei materiali e il processo di assemblagigiotrasduttori. Fyfe (1982) in un campione di 18
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diffusori ad US, rileva che soltanto 5 rientravamal range dei valori aspettati per ERA e 5 per
potenza totale. Johns (2007) ha esaminato 66 ttasdaperanti alle frequenze di 1 e 3 MHz,
riscontrando soltanto tre trasduttori al di fucei dalori attesi per ERA. Ishikawa (2002) ha rileva
che il 42,3% degli apparati testati non rispettavintolleranze previste dalle norme in termini di
ERA.

In termini di BNR, nel lavoro di Ferrari (2010) wie riportato che tutti i trasduttori rientravano
nella tolleranza prevista dalla norma, tuttaviadirguesti presentavano valori superiori al massimo
ammesso, pari a 8. Tali risultati sono in disacoordn quelli di Ishikawa (2002), che non aveva
trovato alcun apparecchio con BNR superiore a &oakrario, Hekkenberg (1998) trovo il 33%
degli apparati analizzati con valori di BNR supé&r&8.

La frequenza del fascio ultrasonoro € correlata pibfondita a cui viene irradiato il tessuto; piu
alta e la frequenza, minore € la profondita ragigiwhal fascio. In termini di frequenza, Ferrari
(2010) ha mostrato che in circa il 10% degli stratheperanti alla frequenza nominale 1 MHz, e in
nessuno di quelli operanti alla frequenza nomirdaldHz, la differenza tra il valore misurato di
frequenza e il valore nominale non rientrava n&lieranza ammessa dalla norma. Tali risultati
differiscono da quelli dello studio di Ishikawa () in cui il 33% degli strumenti a 1 MHz e |l
75% di quelli a 3 MHz non rientravano nei limititdileranza.

In termini di potenza, Artho (2002) ha effettuatdsanazioni su 83 unita usate in ambito clinico,
mostrando che piu di un terzo dei macchinari nepettavano le tolleranze previste per la potenza
di uscita. Allo stesso modo, Schabrun (2008) hetteféto test su 64 macchine per fisioterapia: i
risultati dello studio mostrano che la potenza stita misurata differisce dalla potenza dichiarata
piu di quanto ammesso dalla norma, per il 59% debechine testate, da cui si evince che circa un
paziente su due riceve una dose differente daajpeéiscritta dal fisioterapista. L’inaccuratezza
delle apparecchiature esaminate e risultata essgrelata alla loro eta e alla frequenza con cui
sono effettuate le calibrazioni.

Pye (1994) ha testato 85 macchinari ad US, trovastao il 69% aveva potenze di uscita che
differivano di oltre il 30% dai valori impostatijportati dal costruttore. Secondo Pye (1996),
caratterizzare un macchinario per terapia ad U& ralhssima potenza di uscita pud non essere
sufficiente a caratterizzare completamente le présti dell’apparato stesso, ed evidenzia la
necessita di calibrare gli strumenti sull'interdeirvallo delle impostazioni di potenza utilizzate
nella terapia clinica, sia in onda continua chesata. In particolare, Pye (1994) ha analizzato 36
teste di trattamento, trovando 11 di esse con ndédoanni di anzianita di esercizio correttamente
calibrate in onda continua ma con problemi in opdisata. Nel lavoro si evidenzia la necessita di

un rigoroso programma di test e calibrazione di chae per la terapia, quale strumento

64



importante per la sicurezza dei pazienti e peffitaia dei trattamenti. Pye auspica che ogni
strumento sia venduto con un certificato di caliimae, con tracciabilita agli standard nazionali; i
certificato dovrebbe inoltre dettagliare performanceslell’apparato sull'intero range dei settagli

sia in onda continua che impulsata.

2.2.3 Criticita connesse agli aspetti di sicurazz

In accordo con le norme tecniche precedentementigstrdte, nei contrassegni posti
sull’apparecchiatura o in alcune sue parti, quatasduttori, e nelle istruzioni d’'uso, devono esse
riportati i valori dei parametri rilevanti per ilubn funzionamento dello strumento tra cui: la
frequenza acustica di lavoro; la potenza d’usctminale; I'area radiante effettiva; il rapporto di
non uniformita del fascio; inoltre, se 'ampiezzan@dulata, o pulsata, la durata degli impulsi, il
periodo di ripetizione degli impulsi e duty factorper ciascuna modulazione impostabile. A tal
proposito, nel lavoro pubblicato dal Ministero defalute nel 2011, riguardante S&curezza ed
efficacia delle apparecchiature in riabilitazioneono state individuate significative criticital su
tema dell’utilizzo di strumenti nella Medicina fisi e riabilitativa, tra cui anche quelli che usal®
per la fisioterapia, effettuando un’analisi sui maln d’uso di alcune apparecchiature. Pur trattando
intero panorama delle apparecchiature, compretedespparati per Diatermia da contatto,
Elettroterapia, Laserterapia, Energia vibratorialtrdduoni, da questo lavoro emerge una
significativa eterogeneita, per quanto riguardaditazione delle caratteristiche tecniche e delle
norme di sicurezza seguite nella costruzione d&glimenti. | risultati della campagna mostrano
che i parametri dichiarati dalle ditte costruttmmn sono risultati, in molti casi, confrontabilat
loro; inoltre, sono emerse significative difformitaei manuali di alcuni prodotti, riguardo alle
istruzioni relative alla regolare manutenzione ipeorretto funzionamento del dispositivo. Il lawor

si conclude auspicando, sia un sistema di verifighie congruo e omogeneo, ma anche che le
aziende del settore si rifacciano alle conosceeraithe in argomento per fornire indicazioni
congrue e omogenee per ciascuna tipologia di apglaice

Inoltre, per quanto riguarda i controlli periodidi sicurezza effettivamente condotti sulle
apparecchiature, nel lavoro si rileva che in madtsi essi si limitano sostanzialmente alla verifica
del solo aspetto della sicurezza elettrica, mesti@ occasionalmente si procede all'ispezione
dellapparato grafico (etichette ecc.) dell’appateatura. Appare cruciale, quindi, secondo il
Ministero, verificare che quanto dichiarato dalldabante e verificato dall’Organismo Notificato
(che ha certificato il prodotto ai fini della matgea CE), riguardo alle specifiche funzionali (es.

'energia erogata) sia e si mantenga coerente erapd e che tutti i parametri previsti per il
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funzionamento (frequenza, intensita, ampiezza ecsiano effettivamente mantenuti.
Conseguentemente, sarebbe auspicabile che le tautminpetenti, nei loro periodici controlli
presso i presidi medici, richiedessero, oltre altewumentazione relativa ai test di sicurezza, la
dimostrazione del corretto funzionamento dell’appain termini di erogazione della prestazione, a
partire da quanto richiesto dall'impianto normatiisponibile per quel prodotto (Ministero della
Salute, 2011).

Prendendo spunto dal suddetto lavoro e alla lutle deticita rilevate, si evidenzia la necessita d
procedere innanzitutto ad una analisi approfondéamanuali d'uso della strumentazione ad US
per fisioterapia, per valutare in primo luogo, coengarantita la qualita della manutenzione della
strumentazione. Si fa presente, a tal proposite, lahnorma tecnica CElI EN 60601-2-5 non da
indicazioni precise circa le modalita con cui dffate le calibrazioni delle apparecchiature. Come
sottolineato da Pye (1996) le apparecchiature adpelSfisioterapia dovrebbero essere calibrate
almeno ogni due anni, o preferibilmente ogni aroom una bilancia a forza di radiazione dotata di
riferibilitd metrologica. Sarebbe quindi auspicabdhe la normativa tecnica desse indicazioni piu
precise circa la periodicita della verifica delratteristiche douputdelle apparecchiature, nonché
un riferimento alla necessita di utilizzare struthehmisura con riferibilita metrologica.

A tal proposito, risulterebbe utile sviluppare gedtocolli per ilControllo di Qualitg da mettere a
disposizione delle strutture sanitarie, analoghguelli per la diagnostica, che prevedano una
valutazione dell’efficienza delle apparecchiatwi richiederebbe la realizzazione di appropriati
laboratori di prova e caratterizzazione per I'agegli US in medicina, dotati di strumentazione di
misura con riferibilitd metrologica, a garanzia diroperatori di un corretto funzionamento dei
dispositivi e per i pazienti di essere sottopogdtua trattamento efficace e sicuro.

Sarebbe inoltre utile prevedere I'effettuazioneuda serie di misurazioni dei parametriaditput
della strumentazione ad US per fisioterapia, a ¢am@su strumentazioni appena uscite dalla
fabbrica e su apparecchi in uso da diverso temgoyglutare la variazione percentuale degli stessi
in funzione dell'utilizzo e in relazione ai datirfoti dal costruttore ed alle tolleranze stabiliele
norme tecniche. Infatti, apparecchiature utilizzger molte ore al giorno, molti giorni alla
settimana avrebbero bisogno di una maggiore frezpuedi calibrazione rispetto a quelle
apparecchiature che presentano un tempo di utilifeoiore. | fattori che possono contribuire alla
perdita di taratura delle apparecchiature sondtinfa frequenza di utilizzo, la potenza emeska, i
tempo dall’acquisto, fattori ambientali come tengtera e umidita, processi di produzione, qualita
dei materiali utilizzati.

Al fine di ottimizzare i trattamenti fisioterapicion US, sulla cui reale efficacia esistono ancora

ampi margini di incertezza, si evidenzia la ned¢asdi implementare ulteriori studi, sia clinici che
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di laboratorio, volti a determinare i meccanismiadione ed i benefici dei trattamenti, nonché a
valutare i rischi connessi alle esposizioni.

Infine, per quanto riguarda l'intensita effettivassima, stabilita dalla norma CEI EN 60601-2-5 in
3 W/cnt, sarebbe auspicabile che nella norme tecnichesserévidenziato che il limite prescritto
non e una garanzia di assoluta innocuita del tregtdo; a tal proposito si sottolinea I'importanza d
programmare ricerche finalizzate a sottoporre derama il valore di 3 W/ch) dal momento che,
dalla letteratura scientifica sul tema, si evineepresenza di limitati riferimenti bibliografici,
peraltro datati nel tempo. Il valore della massimi&nsita efficace e stato definito sulla base di
studi su animali riportati dalla OMS (WHO, 1982)ecimdicano che gli effetti benefici degli US
possono essere ottenuti utilizzando intensita imfiea 3 W/cnf; tuttavia, la stessa WHO segnala
che é difficile effettuare una chiara valutaziorischio-beneficio delle esposizioni agli US
terapeutici, perché sono stati condotti pochi stldhici finalizzati a determinare i benefici dei
trattamenti. Come sottolinea Duck (2007), I'espmsig prolungata dei tessuti ad un’intensita di 3
W/cn? causa aumenti di temperatura potenzialmente daninosodo particolare alla superficie
delle ossa. Questo limite “relativamente ad altarisita” dovrebbe essere permesso, secondo Duck,
per alcune applicazioni fisioterapiche che richisal@sposizioni brevi, e per le quali il trasduttere

il fascio sono mantenuti in moto continuo rispettdessuto trattato. Tuttavia, nella norma 60601-2-
5 non sono riportati limiti inferiori per il casa dsposizioni prolungate, o nelle quali il trasdugt
non € in movimento.

Le esposizioni agli US per finalita fisioterapichevono soddisfare requisiti sia di sicurezza che di
efficacia, che devono essere valutati accuratamegitambito di valutazioni rischi-benefici, alla
luce delle problematiche evidenziate. E necessauindi che vengano condotti ulteriori studi
clinici finalizzati a determinare i benefici deiattamenti ed a valutare i rischi connessi ad

esposizioni, anche qualora rispettino i limiti kignsita previsti dalle norme tecniche.

2.3 Problematiche connesse con 'uso degli ultrasubim estetica

2.3.1 Gli ultrasuoni in estetica medica

In estetica medica, nei trattamenti di lisi adipmgéa con US, la cavitazione instabile e
deliberatamente ricercata all'interno dei tessdipasi, con lo scopo di distruggere gli adipociti
grazie all’energia liberata dall'implosione dellelle di vapore. Se da un lato il danno, consistente
nella distruzione dell’adipocita, costituisce ladiita del trattamento estetico, hon € comunque

possibile escludere la possibilita che il fenomdebba cavitazione instabile possa verificarsi anche
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in altri tessuti interessati al passaggio dell’'ontteasonora che, dall’esterno del corpo ed a ¢tmta
della pelle, viene immessa nel corpo in direzioaktelssuto sottocutaneo adiposo.

Al fine di garantire la sicurezza e I'efficacia deattamenti, la letteratura scientifica, attravessudi

in vitro ein vivo o una adeguata casistica clinica, dovrebbero dentare I'effettiva capacita degli
US di determinare I'implosione selettiva delle ol del tessuto adiposo risparmiando invece,
nervi, muscoli, tessuto connettivo e vasi sangui@rown (2009) ha riportato i risultati di
esperimenti condotti con un dispositivo transcutaneUS focalizzati alla frequenza di 20 kHz
(UltraShape Contour | di fabbricazione israelianéi)izzando come modello preclinico suiim
vivo: i risultati del lavoro mostrano che campioni lstpci della pelle e del grasso sottocutaneo
escissi dopo il trattamento, rivelano lisi delldde di grasso anche ben al di sotto del dermazae
distruzione osservabile di vasi sanguigni, neri@ssuto connettivo. Tuttavia, lo stesso autoreaile
che queste osservazioni non sono direttamentepesdtali al’'uomo, per cui sono necessari studi
clinici controllati, alcuni dei quali sono in corsegli Stati Uniti.

Inoltre, una volta prodotta la distruzione degliipaditi, appare determinante affrontare la
problematica relativa allo smaltimento da partd'algjanismo dei trigliceridi liberati, e se cio Bz
portare ad eventuali rischi per la salute, per @éemhovuti allaumento dei trigliceridi circolantiel
sangue in soggetti sani o gia affetti da dislipidenmo dovuti al sovraccarico del fegato, in
particolare nei soggetti con alterazioni della fonalitd epatica. Teitelbaum (2007) e Moreno
Moraga (2007) hanno dimostrato I'assenza di camémdnclinici significativi nei parametri ematici
rappresentativi del metabolismo dei grassi, in guzisottoposti a trattamenti con il sistema
Contour | (Ultrashape). Anche in questo caso, uWeggaata casistica clinica dovrebbe documentare
'assenza di controindicazioni o di modificaziotineche significative, anche a distanza di tempo
dal trattamento, in pazienti sottoposti a trattatinge US.

Sono stati recentemente oggetto di sperimentazibniea anche dispositivi per I'ablazione delle
masse adipose mediante la tecnica HIFU: Gadsdah €011) hanno descritto i risultati di una
sperimentazione clinica per valutare la sicurezZeattamenti con US focalizzati, alla frequenza di
2 MHz, la cui intensita raggiungeva 1000 Wfcnel fuoco del trasduttore. Anche in questo caso
non sono stati riportati danni ai tessuti adiacarmuelli trattati, né sono state osservate ali@naz
metaboliche.

Un’ulteriore problematica consiste nello studiolel@onseguenze sulla salute di eventuali sostanze
tossiche contenute nel tessuto adiposo e immessecoio a seguito della lisi adipocitaria prodotta
da US.

Tuttavia, I'assenza in letteratura di riferimentil@anni conseguenti ai trattamenti puo essere dovuta

alla recente introduzione di questa tecnologigydasibilita di tali danni e plausibile, per cui,rpu
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non essendo accertati, hon €, almeno per il momeussibile escluderli, come non €, per |l
momento, possibile valutare I'entita dei possihifichi per la salute.

Inoltre, poiché le apparecchiature in questioneosdn introduzione relativamente recente, ed
essendo ancora aperti molti problemi relativi admatterizzazione fisica del fascio ultrasonoro e
alla sua propagazione nei tessuti biologici, nogsibile avere dati certi sulla loro sicurezzalper
salute. A tal proposito, sarebbe necessario defumia accurata dosimetria attraverso studivo e

in vitro, e studiare la propagazione degli US nei tessufiarei per definire la “dose” utile per
I'efficacia e la sicurezza dei trattamenti.

L’analisi approfondita e la valutazione esaustiva dschi associati all'uso degli US in campo
estetico medico € dungue ancora in itinere e ldafliessere soddisfacente. Le esposizioni agli US
per finalita terapeutiche, pur deliberate dallespae, devono soddisfare requisiti sia di sicurezza
che di efficacia, che devono essere valutati ataor@nte nell’ambito di valutazioni rischi-benefici,

alla luce delle problematiche evidenziate.

2.3.1.1 Il “caso francese”

Nellambito della medicina estetica, nel corso @6l1, la Francia, attraverso un decreto del
Ministero del Lavoro e della Salute (n. 0.086/1%lap ha vietato i trattamenti di medicina estatic
per il dimagrimento localizzato, che utilizzanenésoterapia, ultrasuoni, laser, infrarossi e
radiofrequenzéain quanto rappresentanairi pericolo grave per la salute umdna quantomeno
sono sospettati di esserlo; tra questi, la cawteziche usa gli US a bassa frequenza. La decigione
stata presa in seguito a un avviso della Hauterigtite sante (Has) sulle troppe segnalazioni dei
pazienti che, dopo il trattamento, si erano rivaltMinistero della Salute francese. La Has hatinfa
evidenziato “complicazioni gravi’ su 23 pazientiectiopo essersi sottoposti a iniezioni di soluzioni
ipo-osmolari avevano riportato necrosi cutanee, temg lesioni sub-cutanee, ulcerazioni,
trombosi. Addirittura, secondo le autorita sanédamer altri dieci pazienti si sono resi necessari
interventi chirurgici per risolvere i problemi catis Secondo il giudizio del Ministerdée tecniche

di lisi adipocitaria non invasive (e invasive) peesano rischi di danni gravi per la salute umana

Il decreto ha creato polemiche e una domanda giesssone e/o cancellazione € stata presentata al
Consiglio di Stato da parte delle imprese franeesnedici che praticavano queste tecniche. Il
giudice competente del Consiglio di Stato franclseinizialmente sospeso l'esecuzione del
decreto, in attesa di assumere decisioni definisuecessivamente, si &€ pronunciato consentendo le
applicazioni con tecniche non invasive che utilimzagenti fisici, a causa della mancanza di dati a

sostegno della tesi relativa alla possibilita gchi gravi per la salute.
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Il dibattito resta comunque aperto, in Francia nmzha in Italia; il Ministero della Salute
sottolineava infatti nel 2011 I'importanza di awad un’indagine con I'lstituto Superiore di Sanita
per verificare la sicurezza delle pratiche di lid] e se ci sia anche in Italia una casistica tela
alle complicanze collegate a tali trattamenti chesga portare a seguire la via decisa dalla

Francia’.

2.3.2 Gli ultrasuoni in estetica non medica

2.3.2.1 La cavitazione estetica

La pubblicazione nel 2011 del decreto n. 110 hiattlb tolto alle estetiste la possibilita di esegui
trattamenti per la rimozione della adiposita laradite in regime di cavitazione.

Negli ultimi anni, molti centri estetici hanno agsfato e utilizzato apparecchiature ad US in regime
di cavitazione per il trattamento della cellulitgiesto fatto € una conseguenza del vuoto normativo
dovuta alla mancata emanazione del decreto relatli® caratteristiche delle apparecchiature
ammesse nei trattamenti estetici non-medici.

Va sottolineato che il trattamento ad US in regidiecavitazione, trattandosi di trattamento
“profondo”, probabilmente non sarebbe potuto esdepertinenza delle estetiste sin dal suo primo
comparire sul mercato estetico; infatti, la legye disciplina I'attivita di estetista stabilisceech
siano di competenza delle estetisigtte le prestazioni ed i trattamenti eseguiti adluperficie del
corpo umano il cui scopo esclusivo o prevalentegsiallo di mantenerlo in perfette condizioni, di
migliorarne e proteggerne l'aspetto estetico..Dette apparecchiature, pero, in assenza del
richiamato decreto, sono state effettivamentezaglie.

Le richieste dei costruttori di apparecchiature ee ttolari dei centri estetici di autorizzare
impiego degli US in regime di cavitazione, peattamenti volti a ridurre la cellulite € molto fert

e possibile che in futuro il legislatore riconsiddr problema e che si cerchi una soluzione
accettabile (se esiste) che consenta di espandeadtiVita economiche e allo stesso tempo di

tutelare la salute dei cittadini che deciderannen&ualmente, di sottoporsi a simili trattamenti.

2.3.2.2 Applicazioni nei centri estetici: aspattirmativi e criticita

Per quanto riguarda le applicazioni previste dakel® n. 110 del 2011, si evidenzia una specifica
criticita relativa al razionale sottostante i limdi intensita di emissione prescritti per le

apparecchiature ad US che rimangono di pertineefla dstetisteNon e infatti chiaro su quale
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base scientifica siano stati definiti i limiti dofgnza emessa (tabella 2.1) per I'apparecchiatura
“Vibrazione meccanica peelifijged i limiti di intensita per I'apparecchiaturdJitrasuoni per
trattamenti superficiali per quest'ultima apparecchiatura desta inoltepfessita la scelta di
imporre specifici limiti in relazione ad intervallpredeterminati di frequenza degli US.
Probabilmente la spiegazione risiede nella diffexrgmofondita di penetrazione degli US alle varie
frequenze, tuttavia sono possibili due differeajionamenti che portano a conclusioni opposte.

Il ragionamento che sembra alla base della scqitxate dal legislatore consiste nel limitare
maggiormente l'intensita del fascio ultrasonoroi@ Ipassa frequenza (circa 1 MHz), che penetra
maggiormente all'interno del corpo, al fine di mesre organi interni potenzialmente critici.
Considerando invece il fatto che gli US a piu dieguenza (circa 3 MHz) penetrano di meno
perché depongono una maggiore energia in un percodotto, volendo evitare eccessivi
riscaldamenti o altri fenomeni eventualmente danmosonnessi ad un’elevata deposizione di
energia, sarebbe stato al contrario opportuno dimitmaggiormente lintensita degli US alle
frequenze piu elevate.

Inoltre, il limite pitl elevato in intensita (3 W/&rper gli US compresi nell'intervallo 1,2-3,5 MHz,
sembra prendere a riferimento il limite di inteaséffettiva massima per gli US per trattamenti
fisioterapici e riferibile alla norma CEIl 60601-24ur non trattandosi di trattamenti medici.
Premesso che il decreto interministeriale contieneovo elenco delle apparecchiature utilizzabili
in estetica, a cui corrispondono limitazioni e diviall'uso, va rilevato che esso non limita la

possibilita di costruire tali apparecchiature elil, che possono essere esportate in altri Paesi.

2.3.2.3 Applicazioni domestiche

Il decreto n. 110 del 2011, pur non consentendoedtetiste la possibilita di eseguire trattamaati
US in regime di cavitazione, non limita la possiaildi comprare apparecchiature non ammesse nei
centri estetici da parte di privati ad uso domestlnoltre, con una semplice ricercalsternet e
possibile verificare che sono presenti numerosirsitui i dispositivi ad US per estetica in regime
di cavitazione sono disponibili a costi accessilgli utenti, anche privi di specifica competenza,
possono pertanto procedere all’acquisto, sottopwsnn regime “fai da te” ad un agente fisico
potenzialmente pericoloso per la salute.

Da qui anche la necessita di avviare ricerche @i stientifici che possano finalmente verificare la
presenza/assenza di pericoli o di rischio/dannol’psposizione con finalitd estetiche all'agente
fisico US.
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2.3.3 Proposte per il superamento delle problematiche messe con I'uso degli ultrasuoni in
estetica

Il sempre maggiore utilizzo degli US nella medicieatetica, pone nuove problematiche in
relazione alla valutazione sia dei potenziali dger la salute del paziente che dell’efficaciaalell
applicazioni. Per quanto riguarda le applicazicegldUS per la rimozione del tessuto adiposo, si
evidenzia la necessita sia di ampliare la riceren v@alutare il rapporto rischio/beneficio, sia di
documentare scientificamente o con una appropcedastica clinica, I'effetto biologico indotto, le
eventuali controindicazioni, i rischi, gli effetiollaterali.

A maggior ragione, dovrebbe sussistere I'obbligoddcumentare con riferimenti scientifici gli
effetti biologici prodotti dai dispositivi utilizaza nell’estetica non medica, e soprattutto che la
sicurezza dei trattamenti estetici sia garantitarpezzo di limiti di esposizione scientificamente
fondati.

Appare inoltre fondamentale colmare al piu presdtovuoto normativo per i dispositivi usati
nell'estetica medica e non medica, con I'emanazeheello europeo di norme tecniche specifiche,
analoghe a quelle definite per la fisioterapiauito al fine di fornire all’operatore la garanziaun
corretto funzionamento dei dispositivi ed ai patiiedhessere sottoposti ad un trattamento effieace
sicuro.

Occorre infine che al piu presto venga emanatanananativa per i prodotti ad uso domestico, per
regolamentare il regime “fai da te” per quanto agla lI'esposizione ad un agente fisico
potenzialmente dannoso per la salute.

L'utilizzo degli US nella medicina estetica ponéeulori problematiche legate alla valutazione delle
caratteristiche di efficienza e affidabilita dellastrumentazione utilizzata, nonché alla
caratterizzazione del fascio ultrasonoro durantsua propagazione nei tessuti biologici. A tal
proposito, una caratterizzazione fisica del fasdicasonoro e della sua propagazione nei tessuti
biologici € necessaria a garanzia dell’efficacidefla sicurezza dei trattamenti. Cio significa che
dovrebbero essere stabiliti metodi accurati pedipgda dose, 0 comunque le grandezze fisiche piu
significative, e procedurad hocper caratterizzare i trasduttori e monitorare desfazioni degli

apparati.
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CAPITOLO 3:

CARATTERIZZAZIONE DI DISPOSITIVI AD ULTRASUONI
PER FISIOTERAPIA ED ESTETICA

3.1 Descrizione delle sorgenti di ultrasuoni

Con la finalita di valutare leperformancestecniche di apparecchi normalmente usati per
applicazioni fisioterapiche ed estetiche, ai fial tbro utilizzo in sicurezza in campo medico e non
medico, sono stati presi in considerazione dueogisipi per trattamenti di tipo fisioterapico e
estetico, costituiti da diffusori a pistone cira@ladel diametro di circa 6 cm, e dai relativi
generatori, operanti rispettivamente alle frequediz& e 3 MHz, disponibili sul mercato a costi
relativamente ridotti, e sono stati caratterizzatilutandone le caratteristiche emissive, ai sensi
della norma CEI EN 61689-2009. Va sottolineato pke questa tipologia di apparecchiatura per
trattamenti in campo estetico, per descrivere Fgiae emessa dal trasduttore possono essere
utilizzati, in linea di principio, gli stessi parani fisici ERA e BNR definiti per la fisioterapiger

il caso specifico, in assenza di specifiche norewaithe di riferimento, I'applicazione della norma

61689-2009 e stata estesa al trasduttore usagtatioa.

Figura 3.1: immagine dello strumento operante a 1 MHz cortixeldrasduttore circolare

La casa produttrice degli strumenti prevede la utandel trasduttore abbinato ad un kit che
consente all’'utente di assemblare su precise intinal’elettronica del generatore.
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Nessuna indicazione e stata trovata sulle carsiitdre emissive dei sistemi, eccetto I'indicazione
che lintensitd massima emessa fosse inferiore W/6n¥, oltre ad un elenco dettagliato delle
controindicazioni d’uso.

Gli apparecchi consentono di lavorare in modalitétinua e impulsata; quando si utilizza |l
generatore in modalita continua, il segnale a 1 MKz viene applicato senza interruzioni al
diffusore. Gli strumenti possono lavorare nel ramg 10% al 100% della potenza massima
attraverso una manopola sul display dello strumeht consente di variare 'ampiezza dell’onda
emessa. Secondo le indicazioni fornite dal costrettnel manuale d’uso, entrambi i sistemi

forniscono un’intensita massima pari a 2,5 W/émmodalita pulsata.

Figura 3.2: immagine dello strumento operante a 3 MHz conigiddre del diffusore circolare

Il lavoro ha previsto la caratterizzazione delle dada emissive dei trasduttori, che & stata
effettuata presso I'lstituto Nazionale di Ricercathlogica (INRIM) di Torino per quanto riguarda
la valutazione della potenza totale; presso il ARNRSC Istituto di Acustica e sensoristica “Orso
Maria Corbino”, Roma, per la valutazione dei paraimeRA e BNR ai sensi della norma CEI EN
61689.

3.2 Caratterizzazione presso INRIM Torino

Al fine di valutare le caratteristiche dutputdegli strumenti, sono state effettuate pressaitlit®
INRIM, Istituto Nazionale di Ricerca Metrologica diorino, misurazioni di potenza totale con
l'ausilio di una bilancia a forza di radiazione.

| trasduttori, uno alla frequenza di 1 MHz l'alatla frequenza di 3 MHz, sono stati fatti lavorare
collegamento con i loro rispettivi controlli, imga# su onda continua; le misure di potenza totale

sono state effettuata al 100% dell’ampiezza dellioamessa e al 50% della stessa.
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Dal punto di vista operativo, e stata fissata uistadza trasduttore-bersaglio, in corrispondenza
della quale sono state effettuate misure di forzadlazione, ossia della variazione apparenteadell
massa del bersaglitm, che si determina tra il settaggio in cui il fasaltrasonoro non € attivato e
il settaggio che corrisponde invece all’attivaziale#ia radiazione ultrasonora (tipicamente 10 msec
di misura, seguite da 10 msec di stop, poi ultefi@rmsec di misura, seguiti da 10 msec di stop),

da cui é possibile ricavare la potenza emessaacsanplice relazione:

P=cF =cgAm (3.1)

dovec € la velocita del suono nel fluido di propagazidfrda forza di radiazione sul target nella
direzione di propagazione dell’onda incidentg,accelerazione di gravita, #m l'apparente
variazione della massa bersaglio. Per ogni acdorsz € possibile estrapolare i valori del voltaggi
Vs (Voltaggio),P (potenza) & (temperatura). Al fine di compensare eventuabremella misura
della distanza di separazione tra il trasduttatereezzo assorbente, la determinazione della patenz
e stata effettuata anche a distanze z parh& zoni=c/frequenza.

| risultati delle misure di potenza totale, misaratii due strumenti, sono riportati nelle tabelle &
3.2 per I'operativita al 100% e al 50% per entragibstrumenti.

Si osserva che i valori ottenuti per la potenza imegbpaiono costanti al variare della distanza
trasduttore-bersaglio, sia per I'impostazione &l%0sia al 50%.

Si osserva inoltre, per entrambi gli strumentiedrita nella determinazione della potenza totaée ch
si dimezza quando lI'ampiezza dellonda & impostlt®0% sul display del generatore dello
strumento.

A partire dalle misurazioni di potenza totale, esgbile ricavare indirettamente il valore del
parametrcERA area effettiva radiante (@nper i sistemi in uso. Infatti, le caratterisgéctecniche
degli strumenti evidenziano che faassima intensita effettiv@V/cnf) & pari a 2,5 W/cf) come
rapporto tra la massima potenza ultrasonora (misimanNatt) e larea effettiva radiantéin cnf).

Nota lintensita fornita dal costruttore e la patanmedia misurata, € possibile ricavare
indirettamente la misura del parametro geometriRA E pari a 2,6 cf per il trasduttore a 1 MHz;
1,8 cnf per il trasduttore a 3 MHz.

Si osserva che il valore di tale parametro appammpatibile con le caratteristiche tecniche

costruttive del trasduttore, poiché I'area delifeénto piezoelettrico € risultata pari a 5,7cm
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Trasduttore 1 MHz, T=22 °C, 100% continua
Vims (V) Distanza trasduttore-bersaglio Potenza media | Incertezza
(mediato su 2 acquisizioni) (mm) (W)
24,19 10 (+0 con 2 acquisizioni) 6,611 +15%
24,11 10 (-\/4 con 2 acquisizioni)
24,08 3 (+0 con 2 acquisizioni) 6,535 +15%
24,05 3 (-M4 con 2 acquisizioni)
50% continua
18,63 10 (+0 con 2 acquisizioni) 3,939 +15%
18,58 10 (-\/4 con 2 acquisizioni)
18,575 3 (+0 con 2 acquisizioni) 3,927 +15%
18,565 3 (M4 con 2 acquisizioni)
Potenza totale 1 MHz (100% continua)= 6,57 W
ERA (stimato per trasduttore a 1 MHz)=2,6 c

Tabella 3.1:risultati delle misure di potenza totale perrihsduttore a 1 MHz.

Trasduttore 3 MHz, T=22.6 °C, 100% continua
Vims (V) Distanza trasduttore-bersaglio Potenza media | Incertezza
(mediato su 2 acquisizioni) (mm) (W)
14,13 10 (+0 con 2 acquisizioni) 4,724 +15%
14,28 10 (-4 con 2 acquisizioni)
14,395 8 (+0 con 2 acquisizioni) 4,598 +15%
14,4 8 (-\/4 con 2 acquisizioni)
14,41 3 (+0 con 2 acquisizioni) 4,494 +15%
14,46 3 (-M4 con 2 acquisizioni)
50% continua
7,549 10 (+0 con 2 acquisizioni) 1,334 +15%
7,5135 10 (-\/4 con 2 acquisizioni)
7,5735 8 (+0 con 2 acquisizioni) 1,337 +15%
7,6475 8 (-\/4 con 2 acquisizioni)
7,571 3 (+0 con 2 acquisizioni) 1,352 +15%
7,648 3 (-M4 con 2 acquisizioni)
Potenza totale 3 MHz (100% continua)= 4,61 W
ERA (stimato per trasduttore a 3 MHz)=1,8 c

Tabella 3.2:risultati delle misure di potenza totale per ihsuttore a 3 MHz.

3.3 Caratterizzazione presso CNR-IDASC Roma

Con la finalita di valutare le caratteristiche esnis degli strumenti per fisioterapia e estetica a
disposizione, i dispositivi sono stati caratterizzai sensi della norma CElI EN 61689-2009
“Ultrasuoni - Sistemi di fisioterapia - le specifecklei campi e metodi di misura nella gamma di
frequenza da 0,5 MHz a 5 MHger la determinazione dei parametri emis&®Ae BNR non noti

dal costruttore. Tali misurazioni sono state effi@tit presso il CNR IDASC Istituto di Acustica e
sensoristica “Orso Maria Corbino”, Area della Razrdi Tor Vergata, Roma, che possiede

'adeguata catena di misura.
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3.3.1 Procedure sperimentali e set up di misura

Le misurazioni ai sensi della norma CEI EN 616892 0prevedono I'utilizzo di un idrofono ad
ago, cioé un microfono progettato per essere us#t@acqua, che sfrutta I'effetto piezoelettrico ed
e quindi in grado di convertire le onde acustiamneseégnali elettrici, permettendo la misura della
pressione acustica e I'analisi delle sue variazingtio spazio e nel tempo.

L’idrofono & dotato di un elemento sensibile postdla punta dell’ago. I materiale di cui é
costituito € un polimero, Polivinildenfluoruro (PVHD con impedenza acustica che puo essere

agevolmente adattata a quella dell’'acqua.

Figura 3.3: idrofono ad ago

L’elemento sensibile ha la proprieta di generare segnale proporzionale alla sollecitazione
provocata su di esso dalla pressione istantanéaadgla.
I campo acustico, determinato dal trasduttore astinoro, € fortemente dipendente dalle

caratteristiche della sorgente e dal setup spetatesnsato.

Oscilloscoplo idrofono ( Trasdutions

Figura 3.4: catena di misura per le misurazioni ai sensi dedlana CEl EN 61689-2009

Posizionando I'idrofono a distanze opportune dadduttore e connettendo I'uscita dell'idrofono ad
un oscilloscopio, secondo la rappresentazione satiesndella catena di misura riportata in figura
3.4, é possibile visualizzare la variazione nelgerdella forma d’onda e quindi della differenza di
potenziale, a seguito della deformazione dell’eletmesensibile dell'idrofono, prodotta dall'onda
acustica incidente su di esso.
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Infatti, i valori di voltaggio letti sull'oscillosgpio collegato all'idrofono, sono legati alla presse

acustica mediante la relazione

-V
M (f) (32)

doveM(f) e la sensibilita in ricezione dello strumemntda pressione acustickl(f) e funzione della
frequenza ed é data dal rapporto tra il segnalesdita e il segnale in ingresso dello strumentd. Ne
caso degli idrofoni, la sensibilita si rappreseintalecibel ed é riferita a quella di un sensore che
presenti una risposta di 1 V per un segnale @iPa. L'unita di misura convenzionale per la
sensibilita di un idrofono & dBre 1MPa dove re sta per “riferita”.

Per la caratterizzazione del campo acustico, laiséita M(f) pud essere estrapolata da curve di
taratura riportate in letteratura per idrofoni @amatteristiche simili a quelle dell'idrofono uzhato
alla frequenza considerata.

Il set up sperimentale per le misure presso il ARRSC ha previsto 'utilizzo di una vasca di
dimensioni 1,2 x 0,3 x 0,3 m riempita di acqua $atlata, al fine di eliminare eventuali
riverberazioni, equipaggiata con sistemi per il iposamento dei dispositivi (idrofono e
trasduttore, figura 3.5), in base alle indicazimmnite nella norma CEI EN 61689-2009.

Il trasduttore e I'idrofono sono stati immersi aellasca fino a circa a meta della sua profondita, c

i loro assi principali allineati in posizione or@ztale; prima dell’inizio di ogni sessione di miape
stato effettuato un controllo sull’allineamento dkie sistemi, utilizzando un puntatore laser in
riflessione sulla faccia del trasduttore, succesaente mantenuto in una posizione fissa.
Inizialmente, per valutare la quantita di riverbpresente quando il sistema e operativo in modalita
continua, & stata monitorata la pressione acustivarie posizioni all'interno della vasca. Durante
guesti primi test é stata rilevata la presenzaiiare di riverberazione eccessivo rispetto al segna
diretto, anche quando é stato impiegato del mégeaigsorbente per ridurre le riflessioni dalle pare
del serbatoio. Le misure sono state pertanto egeguicondizioniecho-free il trasduttore non é
stato collegato al suo generatore, ma é statcadeabdbn urtone-burstsinusoidale, utilizzando cosi
una energia totale ridotta rispetto alle normakdimioni di lavoro del trasduttore e tagliando le
eventuali riflessioni. A tale scopo, i trasdutteano stati collegati ad un amplificatore di potenza
RF a sua volta guidato da un generatore di funZgilent, impostato su un’opportuna frequenza,
ampiezza 2,3 V picco-picco e lunghezza del buesglir80 e i 120 cicli, a seconda del trasduttore,
periodo di ripetizione pari a 0,001 s, garantenakl ana porzione stazionaria del segnale acquisito.
Per le misurazioni é stato impiegato un idrofoncagd della Precision Acoustics con diametro di

0,5 mm e dotato di un preamplificatore immergibillee presenta una sensibilita di 29 mV/MPa alle
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frequenze di 1 e 3 MHz, collegato infine ad unaesiehdi acquisizione installata su un PC (12 bit,

10 Msamples/ s, input range utilizzato + 1 V).

Figura 3.5: particolari del set up di misura presso il CNR.

Figura 3.6: sistema di coordinate sul diffusore

Una procedura dedicata, realizzata in ambiente IebVesegue il calcolo delle ampiezazes su
una media di 100 acquisizioni, filtrando il segntitele frequenze di taglio 500 kHz e 2 MHz per il
trasduttore a 1 MHz, e tra 1 MHz e 4 MHz per isthattore a 3 MHz.
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Per eliminare la presenza di un disturbo elettraraigo, riscontrato nel corso delle misure, € stato
necessario effettuare la messa a terra della faigrasduttori attraverso il collegamento con il
corpo dell'idrofono.

Le misure sono state eseguite nelle seguenti cimitizzemperatura dell'acqua: 24°C + 1°C;

temperatura ambiente: 26°C + 1°C.

Ai sensi della norma CElI EN 61689-2009, sono ssefjuiti i seguenti step, per entrambi i

trasduttoria 1 e 3 MHz:

1) analisi della risposta in frequenza dei tramtue ricerca della frequenza di lavoro, calcolata
comearithmetic-mean acoustic-working frequerfgy: ossia media aritmetica di due frequenze
in corrispondenza delle quali I'ampiezza della giceee sonora e di 3 dB al di sotto del picco;

2) ricerca della posizione: dell’ultimo massimgdel campo di pressione; della pressione di picco
Zp nel campo acustico, entrambi mediante la scandiorg® I'asse z orizzontale dei trasduttori
ad intervalli di 2 mm a partire da 0,3 cm dallaciacdel trasduttore; ricerca del massimo del
campo di pressiongngs

3) raster scan della pressione ultrasonora sarft prtogonali all’asse principale dei trasduttdle
distanze 0,3 cm ayz

4) calcolo dei parametBRAe BNRai sensi della norma 61689-2009.

3.3.2 Risultati del diffusore a 1 MHz

Inizialmente il diffusore é stato alimentato done burstsinusoidale alla sua frequenza “nominale”
di 1 MHz ed e stato effettuato uno scan deitput dello stesso in termini di tensione ai capi
dell'idrofono lungo l'asse orizzontale z, a partitalla distanza di 3 mm dal suo centro geometrico.
In questa condizione € stata individuata grossotemde la posizione dell'ultimo massimg del
trasduttore, oltre il quale il campo acustico temdéecadere: esso e stato individuato a circa 130
mm dal trasduttore.

In corrispondenza di questa posizione, é statouisetp misura della risposta in frequenza del
trasduttore, valutata tra 900 kHz e 1,4 MHz a pds4i0 kHz, al fine di individuare la frequenza
che massimizza il segnale acustico letto dall'idnaf. | risultati sono riportati in figura 3.7 a)ld
grafico si evince che la risposta in frequenzaiptasduttore a 1 MHz non mostra un picco ben
definito, ma presenta un andamento con diversi imagscali.

Ai sensi della norma CEI EN 61689, la frequenzdasipro del sistema risulta pari alla media
aritmetica delle frequenza € % in corrispondenza delle quali I'ampiezza dellasprene acustica e

3 dB al di sotto del picco. Tale calcolo fornisae walore della frequenza ottimale per il solo
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diffusore, pari a 1,320 MHz. Va sottolineato chdrémjuenza cosi ottenuta risulta diversa da quella
a cui il sistema lavora quando il trasduttore degglto al suo generatore; infatti, dall’analisi del

segnale dioutput del suo generatore, risulta una frequenza di awentrata a 1,040 MHz,

corrispondente invece nella risposta in frequendigura 3.7, ad un massimo relativo.
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Per confermare tale risultato, si € misurata l'idgreza del trasduttore (ampiezza e fase) mediante
HP 4194 Impedance/Gain Phase Analyzer. In figurab3.quest’ultima misura e riportata in un
intervallo di frequenza tra 1 kHz e 2 MHz, mostramal corrispondenza con la misura con idrofono

e la presenza di un ulteriore picco di risonani&alasse frequenze.

Trasduttore Frequenza operativa del sistema Frequenza ottimale di lavoro f;
trasduttore+generatore per il solo trasduttore
1 MHz 1,040 MHz 1,320 MHz

Tabella 3.3:risultati della risposta in frequenza del trasdetta 1 MHz.

Si é pertanto fissata la frequenza del segnalessidale di eccitazione del trasduttore a 1,320 MHz,
che costituisce la frequenza di risonanza ottinaaleui lavora il diffusore a 1 MHz, ed é stata
eseguita la scansione della tensione registratamidell’'idrofono lungo 'asse z principale della
testa emittente, a passi di 2 mm a partire dalroeggometrico del trasduttore, alla distanza di 0,3
cm dalla faccia del trasduttore; tale procedurtata®ffettuata per individuare in maniera pretasa
posizione della tensione rms di picco nell'interampo acustico e quella della tensione a cui
corrisponde 'ultimo massimaqyz

In figura 3.8 € mostrato 'andamento del campo mdispione lungo l'asse z del trasduttore, che

consente di verificare le posizioni dei massimie chinimi con quelle previste dalla teoria. |
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risultati mostrano che l'ultimo massimg per il trasduttore a 1 MHz € poco marcato e poBeto
alla distanza di circa 13 cm dal diffusore; si eélscpertanto di posizionare I'ultimo massimgia
corrispondenza del dato teorico, che fornisce wszpne di g pari a 136,6 mm dal diffusore per

una frequenza di eccitazione pari a 1,320 MHz.
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/|
0,020 \\ N

0,015 7

Urms (V)
g

0,010 \.

0,005 {

0,000 4+—————————1——————1————1——
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

distanza dal trasduttore (mm)

Figura 3.8: valore rms della tensione, lungo I'asse z, irefane della distanza dal trasduttore per f=1,320zMH

Inoltre, & stato determinato il valore rms massidrba tensione (ax (rms)), utile per calcolare la
pressione acustica massima nell'intero campo axusiil parametrdNR pari a 0,028329 V,
posizionato a circa 33 mm dal diffusore.

Le figure 3.9 e 3.10 mostrano i raster scan 2Dadelhsione Whs (V) misurata e 3D della pressione
in dB calcolata sul piano ortogonale all'asse ztoedduttore alla distanza da questo di 0,3 cm, per

una frequenza del segnale di eccitazione del ttegeuwdi 1,320 MHz.
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Raster scan 3mm freg= 1.3MHz
Urms (V)
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{mm)

0,009889
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30 25 -20 15 -0 -5 0O 5 10 15 20
(mm}

Figura 3.9: raster scan 2D: tensione rms ai capi dell'idrofamisurata sul piano ortogonale all’asse di propmgez
del fascio a z=0,3 cm dal trasduttore; frequenZz2 MHz
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Figura 3.10: raster scan 3D: pressione in dB calcolata sulp@togonale all’'asse di propagazione del fasde®3
cm dal trasduttore; frequenza=1,320 MHz.

Le figure 3.11 e 3.12 mostrano gli stessi paranatcui sopra su un piano ortogonale all'asse z del

trasduttore, alla distanza di 13,7 cm, corrispotelaiia posizione dell’'ultimo massimo assiale z
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Raster scan 137mm freq=1.3MHz
Urms (V)
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001770
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Figura 3.11: raster scan 2D: tensione rms ai capi dell'idrofomisurata sul piano ortogonale all'asse di propemyez
del fascio a z=13,7 cm dal trasduttore; frequenZ20 MHz.
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Figura 3.12: raster scan 3D: pressione in dB calcolata sulp@togonale all’'asse di propagazione del fasce 3,7
cm dal trasduttore; frequenza=1,320 MHz.

Si evidenzia un lieve errore di centratura deludiffre sul raster scan corrispondente all’'ultimo
massimo.

In tabella 3.4 sono riportati i risultati delle mis con idrofono per il trasduttore alimentato alla
frequenza di 1,320 MHz.
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Trasduttore 1 MHz Incertezza
Frequenza ottimale di lavoro del diffusore | 1,320 MHz +0,00001 MHz
Posizione dell’'ultimo massimo assiale N=23,7 cm +0,1 cm
Beam cross sectional aregA 4,28 cm +20%
Area effettiva radiantERA 5,8 cni +20%
Beam non uniformity rati@NR 7,06 +30%

Tabella 3.4:risultati per il trasduttore a 1 MHz, frequenza2ZD3IHz.

Il risultato cosi ottenuto mostra che il valoreBNR per il trasduttore che lavora a 1,320 MHz
rientra nell'istogramma dei valori forniti dalla moa, individuando un trasduttore qualitativamente
accettabile.

Per valutare il comportamento del trasduttore nglle condizioni reali di funzionamento, ossia
guando € collegato al suo generatore, la medesmzegura precedentemente descritta € stata
ripetuta eccitando il trasduttore conhurstsinusoidale alla frequenza di 1,040 MHz, che dlgae

cui lo fa effettivamente lavorare il suo generatdnefigura 3.13 € quindi riportato 'andamento del

campo di pressione lungo I'asse z del trasduttocéato alla frequenza di 1,040 MHz.

0,025
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0 20 40 60 80 100 120 140
distanza dal trasduttore (mm)

Figura 3.13: valore rms della tensione, lungo I'asse z, in fone della distanza dal trasduttore per f=1,040 MHz

Nella figura 3.14 sono riportati i raster scan anf dal trasduttore e in corrispondenza @i z
individuato per la frequenza di eccitazione di D,04Hz a 9,6 cm dalla faccia del trasduttore.
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Raster scan 3mm freq= 1.04 MHz Raster scan 96mm freq= 1.04 MHz
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0,008950 0,008035

0,008550 0,008960

‘(mm)

Figura 3.14:raster scan a z = 0,3 cm ea=29,6 cm dal trasduttore; frequenza=1,040 MHz.

In tabella 3.5 sono riportati i risultati delle mre con idrofono per il trasduttore alimentato con
segnale alla frequenza operativa di lavoro de¢siatdiffusore piu idrofono, pari a 1,040 MHz.

In questo caso, i risultati di tabella 3.5 mostramo comportamento anomalo del sistema, che
presenta valori dBNRal di fuori del range specificato dalla nornBNR=36,85). In particolare, il
diffusore a 1 MHz presenta valori ottimali dei pagdri di cui alla norma CEl EN 61689-2009 per
una frequenza diversa da quella fornitagli dal geweratore (vedasi tabella 3.4). La conseguenza é

guella di aumentare il valore BNR che risulta maggiore di quello accettato dallenma

Trasduttore 1 MHz | Incertezza
Frequenza operativa di lavoro del sistema diffusoregeneratore | 1,040 MHz +0,00001 MHz
Posizione dell'ultimo massimo assiale 2,6 cm 0,1cm
Beam cross sectional areg A 6,44 cn? +20%
Area effettiva radiantERA 8,72 cr? +20%
Beam non uniformity rati@NR 36,85 +30%

Tabella 3.5:risultati per il trasduttore a 1 MHz, frequenz@4 MHz.

Considerando I'impiego di tali dispositivi per tanhenti fisioterapici, quanto riscontrato
sperimentalmente richiede particolare attenzione \adutare gli effetti di un disaccordo in
frequenza tra il diffusore e il suo generatore.

In figura 3.15 é riportato il confronto dei dueteasscan a 0,3 cm dalla faccia del trasduttore, 2ll
frequenze indagate ossia 1,04 MHz e 1,320 MHzsséva una maggiore irregolarita del campo di
pressione prodotto alla frequenza di 1,040 MHz,oaggagnato, tuttavia, da un complessivo

abbassamento del livello di pressione. Cio potrebfgere legato ad una ridotta efficacia del
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trattamento stesso, ottenuta facendo lavorareffiistire ad una frequenza differente rispetto a

quella di risonanza del trasduttore piezoelettrico.

Raster scan Zmm freq= 1.04 MHz Raster scan 3mm freq=1.3JMHz

2,000E.04
0,002622
,005044

0,0074E7

(mm)

,0098£9
0,01231
1,01472
0,0171€
1,0195¢8

0,0220C

Figura 3.15: confronto tra i raster scan a 0,3 cm per f = 1 0¥ e 1,320 MHz.

Come precedentemente riportato, su questo sistestata effettuata presso INRIM Torino, la
misurazione della potenza totale con bilancia adat radiazione. Nota la potenza totale e noto il
valore del parametr&RA ottenuto attraverso misure sperimentali e calabkensi della norma
CEIl EN 61689-2009, é possibile calcolare il valded’intensita effettiva generata dal trasduttore,
come rapporto tra potenza emessa e area effettiliante; tale calcolo e stato effettuato a partire
dai due diversi valori delERA ottenuti facendo lavorare il diffusore rispettivente alla frequenza

propria di risonanza e alla frequenza del suo ge¢ore. | risultati sono riportati in tabella 3.6.

Frequenza di lavoro 1,320 MHz 1,040 MHz
Area effettiva radiantERA 5,8 cnmi 8,72 cm
Beam non uniformity rati@NR 7,06 36,85
Potenza 6,6 W

Intensita effettiva 1,14 Wicnt 0,76 Wicnt
Limite massimo di Intensita effettiva 2.5 Wicnt

dichiarato dal costruttore

Tabella 3.6:risultati del confronto in termini di intensita essa tra le due frequenze di eccitazione del ttasdu

Si osserva che l'intensita effettivamente emesbareal di sotto dei limiti massimi dichiarati dal
costruttore (2,5 W/cA), sia che il trasduttore lavori alla frequenzd @20 MHz (1,14 W/cr), sia
alla frequenza di 1,040 MHz (0,76 W/&m Alla luce dei bassi livelli di intensita effath calcolati,
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i risultati sollevano dubbi in merito all’effettivefficacia del trattamento eseguito nelle condizion

sperimentali precedentemente descritte.
3.3.3 Risultati del diffusore a 3 MHz

La medesima procedura e stata eseguita anche pardterizzazione del diffusore operante a 3
MHz.

L’andamento della risposta in frequenza di questmsdo trasduttore, riportata in figura 3.16, €
stata effettuata posizionando I'idrofono in coraedenza della posizione dell’'ultimo massimo del
trasduttore, individuata in modo orientativo a &ir820 mm dal trasduttore, e scansionando in
frequenza da 2900 kHz a 3300 kHz a passi di 10 kHz.

Come ¢ possibile osservare dalla figura 3.16,slaosta in frequenza di questo secondo trasduttore

ha evidenziato un picco con frequenza centrataratta 3,158 MHz (f.s).
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0,030 - S

0,025 / \
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0,015 4 / .
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0,010 4 A hY
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0’000 T T T T T T T 1
2900 2950 3000 3050 3100 3150 3200 3250 3300

frequenza (KHz)

Figura 3.16: risposta in frequenza del trasduttore a 3 MHz @disizione g.

Anche in questo caso, la frequenza di risonanzdrdstiuttore risulta diversa da quella ottenuta
guando il trasduttore é collegato al suo generaiofatti, dall’analisi del segnale diutputdel suo
generatore, risulta una frequenza di lavoro cemt@aB,1 MHz, leggermente inferiore rispetto alla

frequenza di risonanza del diffusore.

Trasduttore Frequenza operativa del sistema Frequenza ottimale di lavoro fy;
diffusore+generatore per il solo trasduttore
3 MHz 3,1 MHz 3,158 MHz

Tabella 3.7:risultati della risposta in frequenza del trasoigtta 3 MHz.




In figura 3.17 € mostrato I'andamento del campopiissione lungo l'asse z, ottenuto per la
frequenza di eccitazione del trasduttore pari &8 MHz, verificando le posizioni dei massimi e
dei minimi con quelle previste dalla teoria.

| risultati mostrano che I'ultimo massim@ per il trasduttore a 3 MHz, e posizionato a ci38zb
cm dal diffusore; il risultato ottenuto é suffictemente in accordo con il dato teorico, che fomisc
una posizione dixpari a 33,25 cm dal diffusore per una frequenzaatitazione pari a 3,158
MHz.

La tensione nel massimo (kk (rms)), utile per calcolare la pressione acustieassima nell'intero

campo acusticopx € quindi il parametr@NR é risultata pari a 0,027706 V, posizionato a circa
12,1 cm dal diffusore.
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Figura 3.17: ampiezza rms in funzione della distanza dal trasoky lungo I'asse z, per f=3,158 MHz.

Le figure 3.18 e 3.19 mostrano i raster scan 2Dad&nsione Whs (V) misurata e 3D della
pressione in dB calcolata sul piano ortogonaleasdé z del trasduttore alla distanza da questo di
0,3 cm, ottenuti eccitando il trasduttore con ugnsde alla frequenza di risonanza del trasduttore
ossia 3,158 MHz.

Le figure 3.20 e 3.21 mostrano gli stessi su umgiartogonale all'asse z del trasduttore alla

distanza di 38,5 cm, corrispondente alla posizigiBultimo massimo assiale z
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Figura 3.18: raster scan 2D: tensione rms ai capi dell'idrofomisurata sul piano ortogonale all'asse di propeyez
del fascio a z=0,3 cm dal trasduttore f=3,158 MHz.
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Figura 3.19: raster scan 3D: pressione in dB calcolata sulp@togonale all'asse di propagazione del fasae®3

cm dal trasduttore f=3,158 MHz.
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Raster scan 385mm freg= 3,158MHz

Urms (V)

3,000E-04
0003300
0.006300
0,009300
0.01230

(mm)

001530
0,01830
0.02130
0.02430

0,02730

0.03000
=30 -25 20 -15 -0 5 © & 10 15 20 25 30

(mm)

Figura 3.20: raster scan 2D: tensione rms ai capi dell'idrofomisurata sul piano ortogonale all'asse di propemyez
del fascio a z=38,5 cm dal trasduttore f=3,158 MHz.
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Figura 3.21: raster scan 3D: pressione in dB calcolata sulp@togonale all’'asse di propagazione del fascie28B,5
cm dal trasduttore f=3,158 MHz

In tabella 3.8 sono riportati i risultati delle mis con idrofono per il trasduttore alimentato alla
frequenza di 3,158 MHz. Il risultato cosi ottenutmstra che, in questo caso, il BNR rientra
nell'istogramma dei valori forniti dalla norma, im@luando un trasduttore qualitativamente

accettabile.
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Trasduttore 3 MHz Incertezza
Frequenza ottimale di lavoro del diffusore | 3,158 MHz +0,00001 MHz
Posizione dell’'ultimo massimo assiale n=38,5cm +0,1 cm
Beam cross sectional aregA 3,52 cm +20%
Area effettiva radiantERA 4,77 cm +20%
Beam non uniformity rati@NR 2,20 +30%

Tabella 3.8:risultati per il trasduttore a 3 MHz, frequenzas® MHz.

Per valutare il comportamento del trasduttore nglle condizioni reali di funzionamento, ossia

guando é collegato al suo generatore, la medesmo@equra precedentemente descritta € stata

ripetuta eccitando il trasduttore con un segndke fatquenza di 3,1 MHz, che & quella a cui lo fa

effettivamente lavorare il suo generatore.

In figura 3.22 e quindi riportato 'andamento dahgo di pressione lungo I'asse z del trasduttore

eccitato alla frequenza di 3,1 MHz.
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Figura 3.22: ampiezza rms in funzione della distanza dal triisdk) lungo I'asse z per f=3,1 MHz.
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Nella figura 3.23 sono riportati i raster scanmar@ e in corrispondenza djzstavolta individuato a

330 mm dal trasduttore per una frequenza di e¢ortazdi 3,1 MHz.
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Raster scan 330mm freq= 3,1 MHz

Raster scan 3mm freq= 3,1 MHz
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Figura 3.23: raster scan a z =0,3 cm e z =3,3 cm dal trasdu#tita frequenza di 3,1 MHz.

In tabella 3.9 sono riportati i risultati delle mise con idrofono per il trasduttore alimentato con
segnale alla frequenza operativa di lavoro deésiattrasduttore piu generatore, pari a 3,1 MHz.
Anche in questo caso, nonostante la leggera differéra la frequenza di risonanza del trasduttore
(3,158 MHz) e la frequenza operativa di lavoro sistema diffusore-generatore (3,1 MHz), si
osserva una variazione dei parame&fRA e BNR Infatti, per il trasduttore eccitato da un segnal
alla frequenza di 3,1 MHz, il valore del paramdaiR risulta all'interno dei valori previsti dalla
norma BNR=4,92), ma l'area effettiva radianteERA presenta un valore incoerente rispetto alle

caratteristiche costruttive dello strumento (14;#8).

Trasduttore 3 MHz | Incertezza
Frequenza operativa di lavoro del sistema diffusoregeneratore | 3,1 MHz +0,00001 MHz
Posizione dell'ultimo massimo assiale NZ33 cm £0,1cm
Beam cross sectional areg A 10,92 cré +20%
Area effettiva radiantERA 14,79 crd +20%
Beam non uniformity rati@NR 4,92 +30%

Tabella 3.9:risultati per il trasduttore a 3 MHz, frequenza BHz.

Considerando l'impiego di tali dispositivi per tanhenti estetici, quanto riscontrato
sperimentalmente richiede particolare attenzione vadutare gli effetti nonche I'efficacia del
trattamento stesso.

In figura 3.24 é riportato il confronto dei dueteasscan a 0,3 cm dalla faccia del trasduttore, all
frequenze indagate ossia 3,1 MHz e 3,158 MHz: & una maggiore irregolarita del campo di

pressione prodotto alla frequenza di 3,1 MHz acamnpto, tuttavia, da una complessivo
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abbassamento del livello di pressione, anche seosirevidente come nel caso del trasduttore ad 1

MHz. Come specificato per il trasduttore a 1 MHBp, motrebbe essere causa di una ridotta efficacia

del trattamento stesso.

Raster scan 3mm freg= 3,1 MHz
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Figura 3.24: confronto tra i raster scan a 0,3 cm per f = 3Hz\M 3,158 MHz.
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Come precedentemente riportato, anche su quettmsi® stata effettuata presso INRIM Torino la

misurazione della potenza totale con bilancia adat radiazione. Nota la potenza totale e noto il

valore del parametr&RA e possibile calcolare il valore dell'intensitéfetfiva generata dal

trasduttore, come rapporto tra potenza emessaetsdtiva radiante; tale calcolo é stato effatiua

a partire dai due diversi valori d&RA ottenuti per le due frequenze. | risultati soipmntati in

tabella 3.10.

dichiarato dal costruttore

Frequenza di lavoro 3,158 MHz 3,1 MHz
Area effettiva radiante ERA 4,77 ém 14,79 cm
Beam non uniformity ratio BNR 2,2 4,92
Potenza 46 W

Intensita effettiva 0,96 W/cnt 0,31 Wicnt
Limite massimo di intensita effettiva 2.5 Wicnt

Tabella 3.10:risultati del confronto in termini di intensita essa tra le due frequenze di eccitazione del ttesdu

95



Si osserva che lintensita effettivamente emessabserebbe ben al di sotto dei limiti massimi
dichiarati dal costruttore (2,5 W/&m sia che il trasduttore lavori alla frequenza3¢gi58 MHz
(0,96 W/cnd), sia alla frequenza di 3,1 MHz (0,31 W/Am

Anche in questo caso ci si pone interrogativi irritoeall’effettiva efficacia del trattamento estadi

operato nelle condizioni sperimentali precedentdedascritte.

3.4 Valutazione delle performances di due disposiii ad ultrasuoni per fisioterapia ed
estetica: conclusioni

| risultati della valutazione dellgerformanceslei due dispositivi per fisioterapia ed esteticamrio
evidenziato innanzitutto I'assenza nelle carattiehe tecniche degli stessi, fornite dal costrator
di specifiche indicazioni sui parametri dutput dei sistemi, con la sola eccezione dell'intensita
effettiva massima; tale mancanza appare in accoaole criticita evidenziate dal lavoro del
Ministero della Salute del 2011, per quanto rigaardsistemi per fisioterapia. Al contrario, la
presenza dei suddetti parametri non risulta obtdige per le apparecchiature la cui destinazione
d’'uso € estetica, per la mancanza di norme tecrsipieifiche in questo settore.

Da qui la necessita, gia riportata nel precedemigitao, di verificare che effettivamente i
costruttori di apparecchi che emettono US persiatérapia, dichiarino nel manuale d’istruzioni e/o
sugli strumenti, i valori dei parametri che inflzamo direttamente la quantita di energia erogata da
trasduttori e lbutput nonché la necessita di colmare il vuoto normapienil settore estetico.

Dai risultati sperimentali delle misurazioni efteite sulle caratteristiche dutput dei due
trasduttori in esame, operanti alle frequenze dMdz e 3 MHz, rispettivamente usate per la
fisioterapia e i trattamenti estetici, emerge cmaente una certa variabilita nelle caratteristidhe
emissione dei sistemi, fortemente dipendente daflguenza a cui i trasduttori vengono fatti
lavorare. Infatti i risultati mostrano che i valatei parametri, ERA e BNR, dai quali & possibile
ricavare informazioni sulle proprieta emissive diffusori ad US, sono molto diversi se il
trasduttore é caratterizzato da solo o se viensopie considerazione l'intero sistema ossia |l
trasduttore stesso piu la sua unita di controllo.

In particolare, i risultati mostrano che i diffussr configurano comedualitativamente accettabili

ai sensi della norma CEI EN 61689, mostrando valtiinali di ERA e BNR, soltanto se vengono
fatti lavorare alle loro frequenze di risonanzaiajieo diverse da quelle fornite dai loro rispettiv
generatori; in caso contrario, la conseguenza,casb del diffusore ad 1 MHz, &€ quella di
aumentare il BNR verso valori maggiori di quellcattati dalla norma; nel caso del trasduttore a 3
MHz, e quella di fornire un valore incoerente ggyarametro ERA. In entrambi i casi, tali risultati
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richiedono una attenzione particolare per valutgliieeventuali effetti prodotti dai trattamenti
fisioterapici ed estetici, nonché I'efficacia degfiessi.

| risultati, pertanto, mostrano che un’analisi ppprofondita sulle prestazioni di tali dispositipuo
essere fornita da un esame della risposta in frecgudell’emettitore ad US piu estesa di quanto si
evince dalla norma stessa, e dalla ulteriore @ratzione del generatore. Sarebbe pertanto
opportuno che venisse riportata nel manuale d'vsinela risposta in frequenza del trasduttore,
facendo attenzione che per il sistema integrasutriiore/generatore ci sia accordo sulla frequenza
di lavoro, valutando i requisiti tecnici del gertera perché il trasduttore possa effettivamente
lavorare alla sua frequenza ottimale. Le prestazaintali dispositivi sembrerebbero infatti
dipendere dall'insieme delle due unita e non éigefite studiare le proprieta del campo emesso
dal solo diffusore senza aver verificato ancbetputdel suo generatore.

Un’ampliamento dell'indagine su un piu esteso nwrdirdispositivi, con verifica dei parametri di
output eventualmente forniti dal costruttore e carat#izone sia dei singoli diffusori che del
sistema nel suo insieme, & altamente raccomandbfme di concentrarsi sui principali aspetti
critici per questo tipo di dispositivi attualmerdal mercato, ed a disposizione degli utenti, e di
mettere in relazione questi dati con il livello mhestazione di tali apparecchiature in termini di

rischi/benefici ed efficacia dei trattamenti.
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CAPITOLO 4:

MATERIALI E METODI PER LO STUDIO
DEGLI EFFETTI DEGLI ULTRASUONI SU LINEE CELLULARI

4.1 Linea cellulare NIH-3T3 e condizioni di coltura

Alla luce delle considerazioni fatte nel precedarapitolo, in merito alla necessita, a partire da u
piu approfondita conoscenza del funzionamento ¢ecdei dispostivi emittenti US, di estendere la
ricerca verso gli effetti dell'irradiazione ultrasmra sui sistemi biologici, si € proseguito nello
studio degli effetti indotti dall’'esposizione ad Ugenerati da apparecchi disponibili sul mercato e
comunemente usati per la fisioterapia e I'estetiperanti alle frequenze di 1 e 3 MHz, su campioni
di cellule in vitro, provenienti dalla linea cellulare NIH-3T3, fibdakti murini, che cresce in
adesione, al variare dei parametri sperimentaiiaodgrata dell'’esposizione e distanza campione-
diffusore.

Le cellule NIH-3T3 provengono da una linea cellalatabilita nel 1962 da due scienziati del
Dipartimento di Patologia della University SchoblMedicine di New York (con NIH si intende la
provenienza dei tessuti di topo da cui e statarmgéméda linea, National Institute of Healthnegli
USA). Inizialmente le 3T3 sono state ottenute darémni di tessuto di topo, successivamente, sono

divenute la linea cellulare standard per i fibrehléfigura 4.1).

Figura 4.1: foto di un campione di fibroblasti NIH-3T3 nontteto
| fibroblasti sono le cellule piu comuni di tessgtnettivo di animali, la cui principale funzioae

mantenere lintegritd strutturale dei tessuti methala secrezione di precursori della matrice

extracellulare. Infatti essi svolgono un ruolo det@ante nella guarigione di una ferita, poiché un
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danno ai tessuti stimola i fibroblasti e ne indigenitosi. In particolare, la linea cellulare NIH-3
viene utilizzata per effettuare trasfezioni medzavitus.

| fibroblasti sono largamente utilizzati perché remmo cellule tumorali, ma cellule selezionate da
tessuto sano, immortalizzate, facilmente coltivabilaboratorio, con la caratteristica di crescere
adesione a superfici di flasks, piastre petri, ionostrato. Come la maggior parte delle colture
cellulari primarie, hanno una durata limitata: dapocerto numero di divisioni, sono soggette al
processo di senescenza e smettono di dividersi.

Le cellule sono state coltivate in incubatore &flimperatura di 37°C e atmosfera modificata con
'aggiunta del 5% di anidride carbonica, con lo mzali mantenere costante il pH dei campioni
incubati.

Per i fibroblasti si e utilizzato un terreno di ttwh denominato DMEM (Doulbecco’s Modified
Eagle’s Medium), con I'aggiunta del 10% di Sierddfe Bovino (SFB), Streptomicina Penicillina
(1%) e L-Glutammina (1%).

Per la preparazione di campioni in adesione, st tener conto del fatto che cellule di questo
tipo devono essere staccate dal contenitore dureolad ogni passaggio, ossia in ogni step
necessario per portare avanti la linea cellulareesta operazione e stata effettuata mediante
I'utilizzo di un enzima proteolitico, in grado ciak ridurre le proteine a polipeptidi piu piccdl,
Tripsina/EDTA dove EDTA sta per acido etilendiamotgtraacetico che aumenta I'attivita della
tripsina rimuovendo calcio e magnesio dalla superfielle cellule.

Il protocollo utilizzato per effettuare i passaggl seguente:

1) si aspira il terreno di coltura dalla flask in crescono le cellule;

2) si effettua un lavaggio con una quantita di FBBosphate Buffered Saline), una soluzione salina
in grado di non alterare la pressione osmoticaedsllule e di mantenere costante il pH;

3) si aggiunge un volume di tripsina necessario qugrire il monostrato (da 500l a 1 ml a
seconda delle dimensioni della flask), si muovpidetra per assicurare un’omogenea distribuzione,
si incuba a 37°C per 1 - 2 minuti;

4) una volta staccate, le cellule vengono risospes&erreno di coltura;

5) si spipettano le cellule per rompere meccanicaengli eventuali agglomerati e si procede ad
aliquotare le quantita cellulari necessarie ppagsaggio.

Dopo alcune prove preliminari, si € deciso di prapa i campioni partendo sempre da una
situazione di confluenza per la coltura. Una caltdircellule adese raggiunge la confluenza quando
il monostrato € compatto su tutto il recipientecdltura. | campioni sono stati preparati sempre
partendo da una situazione di confluenza, ma facettgnzione a non portare mai la coltura nella

fase in cui il campione cambia pH per I'eccessifrateamento del terreno, fase che corrisponde ad
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uno stato di latenza del ciclo cellulare (fasg i@ cui le cellule escono temporaneamente dabcicl
La necessita di avere misure su un insieme statisli cellule, ha portato a mantenere la coltura
sempre al di sotto di questa fase. | campioni p#e tle misure di questo lavoro sono stati fatti

crescere in piastre petri di diametro 3,5 cm.
4.2 Esposizione agli ultrasuoni: descrizione del sap di esposizione e misura

Gli esperimenti di esposizione ad US di materiat#olgico sono stati effettuati in una vasca in
plexiglass di dimensioni 30x30x30 cm, realizzata ¢a possibilita di variare le condizioni di
esposizione delle cellule al campo acustico.

In questo setup sperimentale, i trasduttori a IMHZ sono stati posizionati sul fondo della vasca
riempita di acqua bidistillata e mantenuta a temjpea ambiente. Una piastra con coperchio
(capsula Petri), contenente la coltura cellulaaesui superficie & di 9,6 dné stata posizionata a
pelo dellacqua e inserita per meta del suo spessel bagno, in linea con il trasduttore. La
distanza tra la sorgente di US e la superficieadathstra (d’ora in poi denominata SSOitrasonic
source-dish surface distan¢éndicata in figura 4.2 cod, € stata variata diminuendo/aumentando il
livello dell’'acqua.

La temperatura all'interno e all'esterno della adpse stata monitorata mediante una termocoppia
durante I'esposizione ultrasonora; 'aumento massdella temperatura all'interno della petri

stato valutato in circa 2° C.

“V Purni dish

Cell culiure <

Figura 4.2: foto della vasca utilizzata e schema del set epis@ntale di esposizione

Per I'esposizione agli US, sono stati utilizzatedapparecchi, operanti alle frequenze di 1 e 3 MHz

che consentono di lavorare in modalita continuanpuisata; quando si utilizza il generatore in
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modalita continua, tutta la potenza indicata ddbnea % sul display viene trasferita durante
I'applicazione e il segnale a 1 o0 3 MHz viene agib senza interruzioni al diffusore; in questa
modalita, gli strumenti possono lavorare nel ratigiel 0% al 100% della potenza massima.

In modalita pulsata, gli strumenti consentono tkzenare ilduty cycledell’'onda, definito come |l
rapporto d=T¥, doveT rappresenta il tempo in cui il generatore traseittsegnale e T il periodo
totale. | valori delduty cyclesono riportati in percentuale; se si utilizza ihgeatore in modalita
pulsataHigh, il segnale viene erogato per la durata di 750 raguid da una pausa di 250 ms
(figura 4.3); in questo modo, la potenza viene ttal@al 75%; anche in questa modalita, gli
strumenti possono lavorare nel range dal 10% &/d@6lla potenza massima.

Per gli esperimenti di esposizione a 3 MHz, é stdilizzato il modo pulsato in modalitdigh
100%; per quanto riguarda le esposizioni a 1 MHsgesono state effettuate sempre in modalita
High ma al 75%: il distacco del monostrato dal fondibadeetri con perdita del materiale cellulare
dopo la sonicazione, osservato per esposizionametidalita 100%High, ha indotto a diminuire
'ampiezza dell'onda ultrasonora incidente sul caamg biologico, fino ad ottenere una condizione

adeguata per le osservazioni sperimentali, indataappunto in 75%igh.
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1
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Figura 4.3: caratteristiche dell'impulso con duty cydiggh.

4.3 Caratterizzazione del campo acustico prodottoalle sorgenti di ultrasuoni

Il lavoro ha previsto la caratterizzazione del canagustico prodotto dalle sorgenti degli US a 1
MHz e 3 MHz, attraverso: la misura della pressiaoestica con idrofono libero e idrofono inserito
nella capsula petri, riempita con PBS, in corrispenza delle distanze SSD a cui sono stati esposti i
campioni biologici; il calcolo dell'intensita delampo acustico generato dai diffusori e della
guantita di energia incidente sulle cellule duraiatesonicazione, che in questo lavoro abbiamo
chiamato tlosé (J/cn?), in termini di prodotto dell'intensita emessa ttasduttore per il tempo di
esposizione.

In accordo con le misure di pressione ultrasonoreapi dell'idrofono libero, effettuate presso il
CNR, a varie distanze trasduttore-idrofono, sorati shdividuati i parametri piu adeguati per le

esposizioni dei campioni biologici, in termini dsthnza campione-trasduttore SSD, identificati in
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5, 10 e 15 cm; per ciascuna distanza campionetttt@se, i campioni biologici sono stati sonicati
peri tempidi5, 15, 30, 45 e 60 minuti.

Figura 4.4: set up sperimentale per la caratterizzazione dapoaacustico prodotto dal trasduttore

Per la caratterizzazione é stato utilizzato unfaro della Precision Acoustics con dimensioni
dell’elemento sensibile PVDF pari a 1 mm, e sefigballa frequenza di 1 MHz pari a 1670,4

mV/MPa e sensibilita 958,2 mV/MPa alla frequenza3diMHz, entrambe riportate con una
incertezza di misura pari al 14%.

Il segnale dell'idrofono, opportunamente preamgéifo, € stato raccolto da un oscilloscopio e
registrato.

| trasduttori sono stati fatti funzionare in motklcontinua; in accordo con i set up sperimentali
utilizzati nel corso delle esposizioni con i campibiologici, il trasduttore a 3 MHz e stato fatto

lavorare alla potenza massima erogabile (100%)|laae. MHz al 75%.

Conoscendo i valori di pressione acustica registi@t’idrofono, ricavati dalla (3.2), e possibile

calcolare l'intensita del campo acustico generatiodiffusore ultrasonoro; assumendo, infatti, che
le onde che si propagano nel mezzo siano pianadsiesprimere lintensita del campo acustico

tramite la relazione:

1= p%/pc (4.1)

dovep e la pressione acustica,e la densita del mezzocela velocita del suono. La densita e la
velocita del suono, considerati per il calcolo ‘dgknsita acustica, sono riferiti all’acqua alla
temperatura di 20°C, e sono rispettivamente 148#s3 che corrisponde ad una lunghezza d’'onda

pari a 1,5 mm, mentre la densita del mezzo acqéds698210° Kg/m®.
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| valori di pressione, utilizzati per calcolarenkénsita acustica, sono stati ottenuti misurando
I'ampiezza maggiore in modulo della semionda negatidel segnale in uscita dall’idrofono.

In tabella 4.1 sono riportati, per i diffusori dlHz 75% e 3 MHz, i valori della pressione acustica
in MPa misurati ai capi dell'idrofono libero e deltelativa intensita del campo acustico in Wi/cm

alle tre distanze campione-trasduttore indagatearsb del presente lavoro:

Trasduttore - Idrofono libero
1 MHz 75% 3 MHz 100%
ssp | Pressione | Intensita del campo acustico |  Pressione Intensita del campo acustico
(MPa) (W/cm?) (MPa) (W/cm?)
5cm 0,045 0,14 0,028 0,05
10 cm 0,044 0,13 0,019 0,02
15cm 0,037 0,09 0,015 0,01

Tabella 4.1:pressione e intensita del campo acustico ai cdfiddefono libero per i due strumenti a 1 MHz dvBHz

All'interno della capsula petri, le misure con Fadlono hanno rilevato l'attesa attenuazione
acustica: in tabella 4.2 sono pertanto riportataiori dell'intensita del campo acustico in petri
(W/cny) alle tre distanze diffusore-idrofono, utilizzatel corso delle esposizioni con i campioni

biologici, alle due frequenze 1 MHz e 3 MHz:

Trasduttore — Idrofono in petri
1 MHz 75% 3 MHz 100%
SSD Intensita del campo acustico in petri (W/cR)
5cm 0,09 0,03
10 cm 0,08 0,01
15cm 0,06 0,009

Tabella 4.2:intensita del campo acustico ai capi dell'idrofongetri per i due strumenti operanti a 1 MHz e BM

Dalla tabella 4.2 si evince che l'intensita acwstiella capsula Petri si estende da 0,09 Wl
distanza di 5 cm per la frequenza di 1 MHz e scemdgressivamente fino a 0,009 W/caila
distanza di 15 cm per la frequenza di 3 MHz; illivé intensita per I'esposizione ad 1 MHz, in
accordo con Krasovitski (2011), appaiono in pro#tsirdella soglia della cavitazione, indicata in
letteratura in 200 mW/cf

In figura 4.5 € riportata, al variare della distanzampione-trasduttore, l'intensita ultrasonora
all'interno della capsula Petri per US alle freqzeerdi 3 MHz 100%, 1 MHz 75% e per altre
percentuali della potenza massima ad 1 MHz (1@%,310%, 50%) investigate.
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Intensita acustica misurata con idrofono al centro della Petri (W/cm 2
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Figura 4.5: intensita acustica misurata con idrofono al cediba petri per le due frequenze 1 e 3 MHz a dw&ers
percentuali della potenza massima.

Nota l'intensita sul campione, & possibile ricavaneparametro indicativo dell’energia del campo
acustico che incide sul campione durante il pracesssonicazione (definitadbsé D (J/cnt)),

come prodotto dell'intensita del campo acustic@€ il tempo di esposizione (t):

D (J/cnf)= I*t (4.2)

Nelle tabelle 4.3 e 4.4 sono quindi riportati ioml della stima indicativa dell'intensita acustica
incidente sul campione per il tempo di trattamefitise”), per entrambi gli strumenti (1 MHz
modalita 75%High, e 3 MHz 100%High).

1 MHz 75% High

Stima dell’energia incidente sul campione in Petrdlurante la sonicazione

Dose (J/cri)+14%
Tempo (min) 5cm 10 cm 15cm
5 26,7 24,3 17,0
15 76,9 72,9 51,2
30 153,9 145,9 102,5
45 230,9 218,9 153,7
60 307,9 2919 204,9

Tabella 4.3:“dose” stimata sul campione cellulare per lo strato@perante a 1 MHz 75%igh
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3 MHz 100% High
Stima dell’energia incidente sul campione in Petrilurante la sonicazione
Dose (J/cri)+14%

Tempo (min) 5cm 10 cm 15cm
5 9,9 4,6 2,6
15 29,9 13,7 7,9
30 59,9 27,4 15,9
45 89,9 41,1 23,8
60 119,8 54,8 31,8

Tabella 4.4:“dose” stimata sul campione cellulare per lo strato@perante a 3 MHz 100#igh

Tali valori sono stati calcolati per le tre distardi esposizione (SSD=5, 10, 15 cm) e per i 5 tempi
di sonicazione (5, 15, 30, 45, 60 minuti).

4.4 Tecniche d’'indagine sui campioni cellulari

Le tecniche sperimentali usate per valutare I'effgirodotto dagli US sui campioni cellulari per
esposizioni alle frequenze di 1 e 3 MHz sono: lettspscopia infrarossa in trasformata di Fourier
(FTIR), il test dei micronuclei, il test di vitadit la microscopia a fluorescenza, la citofluorinaetr

flusso, la microscopia confocale.

4.4.1 Spettroscopia infrarossa

La spettroscopia infrarossa studia i modi vibrazlbdegli atomi di una molecola; infatti i sistemi
molecolari, se sottoposti ad una radiazione elet@ignetica, risultano perturbati nei loro livelli
vibrazionali e rotazionali. Le frequenze di questidi sono caratteristiche dei legami formati tia gl
atomi, dipendendo: dalle masse degli atomi coinvd#lla lunghezza dei legami, dalla forza del
legame e in generale da tutti i parametri che tostiono la struttura della molecola,
permettendone quindi I'identificazione. Ogni gruppozionale ha infatti un assorbimento ad una
precisa lunghezza d’onda e da questi assorbirapatiifici &€ possibile risalire ai componenti della

molecola (figura 4.6).
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Figura 4.6: vibrazioni dei gruppi funzionali

Per questa ragione, la spettroscopia infrarossaaetecnica che consente l'identificazione, la
guantificazione e I'analisi strutturale di piccat®lecole, permettendo di ottenere informazioni sui
cambiamenti conformazionali nei gruppi funzionai dampioni biologici analizzati.

Le bande di assorbimento delle transizioni vibraalonello spettro elettromagnetico generalmente
sono comprese tra 5000 ¢ra 500 crit.

Affinché la radiazione venga assorbita 0 emessaiddma, € necessario che gli atomi del legame
chimico coinvolto nella transizione, presentinodipolo elettrico e che questo dipolo vari durante
la vibrazione degli atomi della molecola. Questsi@ga I'accoppiamento tra il campo
elettromagnetico oscillante della radiazione e abmi oscillanti alla stessa frequenza della
radiazione.

Gli atomi che fanno parte di un legame possono rarsovn diversi modi, dando luogo a diversi
assorbimenti. Per una molecola semplice sono pbskie tipi di modi:stretchinge bending

Per stretching si intende un movimento lungo l'asse di legame) conseguente aumento e
diminuzione della distanza interatomica; questo gegere simmetrico o asimmetrico.
Perbendingsi intende la deformazione dell’angolo che il imgaforma con i legami adiacenti. Si
hanno due tipi dbending: sul pianpovvero un movimento a forbice che cambia I'andgolonato

tra i legami, nei quali le distanze di legame negtanvariate mentre cambiano uno o piu angoli di
legame;fuori dal pianoin cui 'oscillazione avviene fuori dal piano dafo da almeno tre atomi
(figura 4.7).
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Figura 4.7: stretching e bending

L’assorbimento della radiazione infrarossa € regotialla legge di Lambert-Beer. Nelle misure
sperimentali di assorbimento si paragona l'inténkitella radiazione incidente sul campione, con
l'intensita | della radiazione trasmessa attraveitscampione. |l rapporto l§l dipende dallo

spessore, dalla natura e dalla concentrazione eleton

4.4.1.1 Spettroscopia IR a trasformata di Fourier (FT-IR

L'unita principale che costituisce uno spettrofoedro FTIR € l'interferometro di Michelson,
composto da due specchi, uno fisso e l'altro mokilda uno specchio semitrasparente o Beam
Splitter (figura 4.8).

Il raggio luminoso nel campo dell'lR, emesso da sagyente termica costantemente preriscaldata,
giunge allo specchio semiriflettente (beam sp)ittehe lo divide in due raggi. Un raggio viene
riflesso verso lo specchio fisso, l'altro versodpecchio mobile; i raggi da questi specchi sono
inviati nuovamente al beam splitter che li ricomga e li invia al rivelatore che trasforma il segna
luminoso in segnale elettrico. Anche se i due rdgnno raggiunto il rivelatore congiunti, essi
hanno compiuto un diverso cammino ottico: a secalalla differenza del cammino ottico dei due
raggi, si creano delle interferenze costruttiveigtirdttive che generano un segnale al rilevatore
proporzionale alla differenza di cammino ottico dee raggi e quindi alla posizione dello specchio

mobile in quell’istante.
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Figura 4.8: spettrofotometro FTIR

In base al movimento dello specchio mobile, tueteddiazioni monocromatiche contenute nella
luce emessa dalla lampada, danno luogo allintegiermma cioé un segnale complessivo di
interferenza, contenente tutte le informazioni aiglanti la frequenza e I'intensita della radiazione
emessa, ma non utilizzabile in quanto I'assorbimeénfunzione della frequenza.

A gquesto punto, l'utilizzo del calcolatore permeli@cquisizione di piu scansioni dello spettro
rapidamente, presentando alla fine una media t# tatscansioni; lo spettro avra cosi un migliore
rapporto segnale-rumore, che aumenta infatti iniemanproporzionale alla radice quadrata del
numero di scansioni.

La trasformata di Fourier, effettuata dal calcalatdello strumento una volta che il raggio ha
raggiunto il detector, mostra sullo schermo unottspanfrarosso tradizionale, trasformando il
segnale di intensita luminosa in funzione del tenfgmostamento dello specchio) in segnale di
intensita in funzione del numero d’onda.

Nel corso di questo lavoro, le misure degli spettmo state effettuate utilizzando la tecnica della
Trasmissione; quest’ultima prevede l'utilizzo ditnv@ di Fluoruro di Calcio (Cafj trasparente
all'infrarosso, su cui i campioni sono fatti cresed vetrini vengono poi posizionati in un apposit
supporto per le misure in trasmissione di cui eattot’interferometro (figura 4.9). La radiazione
infrarossa, modulata nel tempo dagli specchi mphalitraversa direttamente il campione.
Nonostante questa tecnica permetta di ottenereuon begnale di assorbanza, gli spettri ottenuti
sono sensibili alla presenza di acqua, che e attila regione dell'infrarosso, e da luogo quindi a
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un assorbimento importante della radiazione IRti¢dare cura deve quindi essere posta nel

processo di asciugatura del campione dall'acq@s$o contenuta.

Figura 4.9: particolare del supporto contenente la finestrialuibruro di Calcio

4.4.1.2 Spettroscopia FTIR: preparazione dei gaoni

In questo paragrafo, vengono descritti i protoqudii la preparazione dei campioni e le procedure di
acquisizione dei dati sperimentali per la linedutate NIH-3T3.

Gli spettri sono stati registrati con uno spettromd-TIR/410 Jasco (Jasco Co. Hachioji City,
Tokyo, Japan, figura 4.10). Allo strumento € cadliegun circuito attraverso cui fluisce dell'azoto
gassoso che ha la doppia funzione di ridurre I'utdi¢h tutto il sistema e di mantenere pulita

I'ottica da eventuali impurita.

Figura 4.10: spettrofotometro FTIR/410 Jasco
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Gli spettri di cellule NIH-3T3 sono stati acquisiti modalita Trasmissione. A questo scopo, le
cellule sono state coltivate in piastre petri sa finestra di Caf | vetrini di diametro 2,5 cm sono
stati polilisinati, perche la polilisina agevoladiesione delle cellule in monostrato sulla superfic
di Cak.

| campioni sono stati preparati secondo la procedwa seguente:

1) 'operazione iniziale & quella di tripsinizzaz@e risospensione delle cellule;

2) i vetrini polilisinati vengono depositati neppetri di diametro 3,5 cm;

3) un’aliquota di cellule in sospensione viene degata sul vetrino;

4) vengono aggiunti 3 ml di terreno nella petri e@trino;

5) i campioni cosi preparati vengono incubati p& @orni a 37°C; il tempo di incubazione varia al
variare della quantita di campione depositato. &t dopo che le cellule formano un monostrato
uniforme sulla finestra di CaFsono pronte per essere sonicate;

6) eliminazione del terreno di coltura, che preaeagsorbimenti nella regione dell'infrarosso tra
900 cm e 4000 crit; il vetrino viene asportato dalla petri di coltueain un'altra petri viene
effettuato un lavaggio in PBS per 1 minuto;

7) asciugatura del vetrino;

8) una volta asciugato il vetrino € pronto per laura spettroscopica.

Per ogni prova, € stato acquisito contemporanearerdampioni trattati, uno spettro di controllo.
Per ogni spettro, & stata usata una risoluzioreaitii’, e sono stati acquisiti 64 interferogrammi.
Gli spettri IR delle cellule non trattate e tragtagono stati acquisiti nell'intervallo 900-4000tm

Per strumenti a singolo fascio, come il Jasco FBIR & necessario acquisire prima lo spettro della
sorgente, che sarablackgroundg e poi quello trasmesso attraverso il campionejuesto modo il
software di Jasco sottrae il fondo dall’assorbiroedl campione. Il protocollo di misura prevede
che l'acquisizione debackgroundvenga fatta in single beam con un vetrino poiib$o nel
supporto; 'andamento di questo spettro & simidpi@llo di corpo nero, eccetto per I'assorbimento
dell’anidride carbonica e del vapore acqueo presetitatmosfera.

Dopo aver acquisito ibackgroundé possibile mettere nel supporto il vetrino comdmpione e
acquisire subito lo spettro del campione. Quandacsjuisiscono spettri IR, l'idratazione del
campione puo costituire un problema, in quantogtec e una molecola IR attiva. Il protocollo
utilizzato per I'asciugatura dei vetrini consenteninimizzare il grado di idratazione dei campioni,
assumendo quindi che I'acqua influenzi allo stemsdo tutti gli spettri acquisiti.

Tutti gli spettri IR sono stati corretti pbaselinee smoothinge normalizzati per intensita all’amide
l. L’analisi dei dati IR e stata effettuata util@mo il software OPUS 5,0 fornito da Bruker Optik.
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4.4.2 |l test dei micronuclei

Il test dei micronuclei & considerato come unordetodi migliori per valutare i danni genotossici
nella cellula a livello cromosomico, in base algpacita dell’agente fisico in esame di aumentare la
frequenza di cellule nei campioni esposti in cunags@resenti questo tipo di inclusioni (Fenech,
2000).

| micronuclei sono corpi citoplasmatici di formaonda o ovale contenenti cromatina; a seconda
del contenuto di cromatina, possono avere un diamedriabile tra 15 e 120 del diametro
cellulare. Queste inclusioni si possono trovareogni tipo di cellula, fuori dal nucleo nel
citoplasma, assomigliano al nucleo per forma, strate caratteristiche di colorazione; si usa il
termine micronuclei proprio a causa delle loro disieni ridotte rispetto al nucleo principale.

| micronuclei vengono espressi in cellule che haocompletato la loro divisione nucleare, quindi
sono osservabili nella fase del ciclo cellulareim la cellula & binucleata. Il rilevamento dei dian
citotossici a carico di cellule trattate & rilevabsolo in cellule eucariote in divisione; in altre
parole, il protocollo non e utilizzabile il cellulehe non si dividono o in cui la cinetica della
divisione cellulare non e ancora ben conosciutartrollata.

Tra i protocolli sviluppati, il piu semplice e piitilizzato e il Cytokinesis-Block Micronucleus
(CBMN); con citochinesi si intende il processo naede il quale il citoplasma di una singola cellula
viene distribuito tra due cellule figlie. Nel protblo CBMN, le cellule che hanno completato una
divisione nucleare vengono bloccate nel perforntaregtocinesi mediante la Citocalasina-B (Cyt-
B). Le cellule in cui la divisione cellulare e avwga una sola volta si presentano come binucleate
(figura 4.11). La Citocalasina B inibisce la diaise citoplasmatica, bloccando la formazione di
microfilamenti contrattili che costringono il cit@sma tra i nuclei delle cellule figlie durante la

citochinesi. Mediante questo test i micronucldrevano solo nelle cellule binucleate.
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Figura 4.11:formazione dei micronuclei
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Le cellule trattate con il protocollo CBMN rilevanger la conta dei micronuclei, devono avere le
seguenti caratteristiche:

a) devono essere binucleate;

b) i due nuclei della cellula possono toccarsi, ma devono sovrapporsi. Anche se i nuclei si
toccano, questi devono rimanere distinguibili;

c) i due nuclei possono essere attaccati da urepotdplasmatico, che non deve superare Y4 del
diametro nucleare;

d) i due nuclei della cellula devono avere la meanhrmnucleare intatta;

e) i due nuclei devono avere, approssimativaméntgesse dimensioni.

| micronuclei devono avere la stessa morfologiandeiei, ma dimensioni piu piccole. | criteri per
la scelta dei micronuclei devono rispettare le saegicaratteristiche (figura 4.12):

a) devono essere ben distinguibili da artefatteoninenti all'interno della cellula;

b) non devono essere connessi tramite ponti aenucl

) i micronuclei possono toccare i nuclei principada non sovrapporli.

S - SRR, T,
f.r”.\ (s /[ ) (.
| ) II | | ! \
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(a) (b) () (d)

Figura 4.12: criteri per scegliere cellule binucleate nel prott@ CBMN (a) cellula binucleata ideale; (b) cedlul
binucleata con nuclei in contatto; (c) cellula lileata con ponte citoplasmatico sottile; (d) callpinucleata con ponte
citoplasmatico ampio.

In figura 4.13 si vede I'aspetto tipico dei micrafai in cellule binucleate:
a) cellula con due micronuclei di dimensioni diwerb) cellula con micronuclei che toccano, ma
che non si sovrappongono ai nuclei principali; @)juta con micronuclei e un ponte citoplasmatico

tra i nuclei principali; d) cellula binuclata corismicronuclei di grandezze diverse (fenomeno

@8’/

Figura 4.13: aspetto tipico dei micronuclei in cellule binuckeat

raramente osservabile).
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Il protocollo utilizzato nella conta dei micronucf@gevede I'analisi della frequenza di micronuclei
su 500 cellule binucleate. Un parametro che é pidssinalizzare €Indice di Divisione Nucleare
NDI, valutato contando 500 cellule binucleate eudndo la frequenza di cellule con 1, 2, 3, 0 4

nuclei. L’espressione per il calcolo del’NDI é:

ol = [M1+2(M2)+3(M3)+4(M4)]
N (4.3)

N

dove M1-M4 rappresentano il numero di cellule con 1-4 nudkpettivamente & rappresenta il
numero totale di cellule conteggiate.

4.4.2.1 |l test dei micronuclei: preparazioneig@ampioni

Il protocollo sviluppato per la preparazione dengéoni € il seguente:

a) dopo l'esposizione al campo acustico di unai petntenente il campione, una aliquota dello
stesso viene depositata nella petri;

b) 6 ug/ml di Citocalasina B disciolta in Dimetilsolfodsi (DMSO) vengono aggiunti all’aliquota
di cellule; lo stesso € stato fatto per le celhd@ sonicate e utilizzate come controllo;

C) i campioni vengono messi in incubatore per 22 or

d) dopo il periodo di latenza i campioni vengonataéugati per 15" a 1200 rpm;

e) il pellett di cellule viene risospeso con Clardi Potassio tiepido;

f) le cellule vengono fissate con Carnoy, una sohe di acido acetico e metanolo in grado di
bloccare e stabilizzare le cellule nel loro stdtmamento del fissaggio;

g) le cellule vengono depositate su un vetrinorperoscopia,

h) ai campioni cellulari viene aggiunto il DAPI (8-Diamidino-2-fenilindolo cloridrato 10 pg/ml),
un marcatore per la colorazione in fluorescenza@NA, in grado di penetrare la membrana
cellulare integra, legandosi poi al DNA; é statagfettuata I'osservazione microscopica dei nuclei
cellulari.

La conta delle cellule non € stata eseguita in aranautomatizzata, ma manualmente. Tramite le
conte effettuate é stato possibile stabilire lgdienza di micronuclei, ottenuta contando il numero
di micronuclei presenti in 500 cellule binucledténdice di divisione nucleare NDI é stato contato
direttamente dai vetrini preparati per i micronucle

Le conte sono state eseguite su 15 campioni dratmtper quanto riguarda i campioni sonicati,

sono stati trattati 8 campioni per ogni misura idiahza e tempo. | valori per ciascuna esposizione
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sono stati confrontati con i relativi controlli idzando il test di Dunnett (Kim, 2000), con liveltli
significativita stabilito a p<0,05.

Nelle prove di fluorescenza, il DAPI é eccitatorddiazione nel range dell’'ultravioletto; quando e
legato ad una catena di DNA a doppia elica presantassorbimento massimo a 358 nm e
un’emissione massima a 461 nm.

L’eccitazione nel range dellUV e l'osservazionecnoiscopica dei campioni cellulari marcati con
DAPI é stata effettuata con un microscopio Zeisgoplot UV, presso il Dipartimento di Biologia
Animale e dellUomo, sezione di Anatomia Comparéfigura 4.14), utilizzando un filtro di

eccitazione a 359 nm ed un filtro di barriera a 441

Figura 4.14: microscopio Zeiss Axiophot UV.

4.4.3 |l test di vitalita Trypan blue

| campioni sono stati sottoposti al test del Trygme, attraverso il quale e possibile determiniare
numero di cellule vive e morte in una sospensiogltulare, sfruttando il fatto che cellule sane
presentano una membrana cellulare integra. Il Trypan grado di passare attraverso la parete
lesionata delle cellule morte, colorandole di Hlutest viene eseguito tramite l'utilizzo di una
camera di conta. Conoscendo la concentrazione dellale vive e morte in una sospensione

cellulare é possibile calcolare la vitalita del gaome secondo la relazione:

concentrazione cellule vive
conc cell. vive+ conc cell. morte

Vitalita =

(4.4)

Il test & stato eseguito subito dopo I'esposiziaheampo acustico per entrambe le frequenze 1
MHz e 3 MHz, per le tre distanze SSD=5, 10, 15eper tutti i tempi di esposizione t=5’, 15'.
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30, 45, 60'. La vitalita & stata eseguita su Honpioni di controllo; per quanto riguarda i campion
sonicati, sono stati trattati 8 campioni per ogmsura di distanza e tempo. | valori per ciascuna
esposizione sono stati confrontati con i relatomtrolli utilizzando il test di Dunnet, con livelldi
significativita stabilito a p<0.05.

Va sottolineato che il test con Trypan Blue e stgiplicato ai campioni prima di ogni esposizione
al campo acustico; il test consente di misurangtidita del campione e la concentrazione cellulare

Le esposizioni sono state eseguite su campionvitalita sempre maggiore del 90%.

4.4.3.1 lltestdivitalita Trypan blue: prepazeéone dei campioni

La preparazione dei campioni per il test Tryparehtwevede I'effettuazione dei passaggi descritti
nel paragrafo 4.1 con tripsinizzazione delle celledesciute adese nella petri. Successivamente allo
spipettamento delle cellule per rompere gli eventagglomerati, viene prelevata una aliquota di
campione; 1Qul di trypan blue vengono depositati su un vetrimoescolati con la stessa quantita di
campione cellulare. Tale aliquota viene poi depdaitn una camera di conta per i conteggi delle

cellule vive e morte.

4.4.4 Microscopia ottica a fluorescenza

La fluorescenza € la proprieta di alcuni atomi demale di assorbire la luce a particolari lunghezze
d’'onda e, successivamente, di emettere luce dojvawe intervallo di tempo.

In seguito all’assorbimento di energia da partelidggmi, gli elettroni si spostano da un livello
energetico ad uno superiore, e la permanenzaaldienergetico superiore € molto breve; quando
gli elettroni tornano al livello energetico orighi@g liberano I'energia assorbita sotto forma di
radiazioni elettromagnetiche. Le radiazioni liberatiranno di lunghezza d’onda superiore e quindi
di energia minore rispetto a quella eccitatrice.

La microscopia a fluorescenza rappresenta un ectelinezzo per studiare materiali che sono in
grado di fluorescere sia in maniera naturale, slacaso in cui vengano trattati con prodotti chimic
capaci di emettere in fluorescenza. Questa fornmaidioscopia ottica ha come maggiore punto di
forza la sua scarsa invasivita, che consente deawanagini di campioni biologici con una buona
risoluzione spaziale.

La microscopia in fluorescenza puo essere appliahtastudio di materia vivente con l'uso di
fluorofori in vivo o in vitro, spesso molto specifici nella loro selezione del & capaci di assorbire

e di re-irradiare la luce.
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L’assorbimento energetico necessario per I'ecotazidei fluorofori, richiede una sorgente di
illuminazione che deve essere focalizzata sul cangattraverso un sistema di lenti (figura 4.15).
La luce di eccitazione viene collimata da unademun diaframma per poi giungere ad un filtro di
eccitazione che seleziona le lunghezze d'onda tdirésse, e poi riflessa verso I'obiettivo che

illumina il campione.
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Figura 4.15: sistema di lenti per la microscopia a fluorescenza

La fluorescenza nel campione da luogo a luce emgssa focalizzata sul detector dallo stesso
obiettivo usato per l'eccitazione. Un filtro treoliettivo e il detector va a separare la luce di
eccitazione dalla luce di fluorescenza; quindi iéttivo porta sull’oggetto un fascio di luce

incidente a lunghezza d’onda pari a quella deldz leccitante e, in senso inverso, raccoglie la luce

fluorescente prodotta dal campione e veicolatdatailare.

Figura 4.16: Microscopio Leica DMI.
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Nel corso di questo lavoro € stato utilizzato ulcngcopio ottico invertito Leica DM IL dotato di
lampada a fluorescenza e un modulo con tre fittn cui osservare la fluorescenza emessa dal
campione nei range 470-490 nm (azzurro); 515-56@uarde), 620-660 nm (rosso) (figura 4.16).
Per studiare I'internalizzazione di molecole ex¢thdari e stata utilizzata la calceina (PM 622 Da,
lunghezza d’onda del picco massimo di assorbimento=494 ninnghezza d’onda del picco

massimo di emissione= 514 nm) (Guzman, 2002) accaneentrazione finale 10 uM.

4441 LaCalceina

| campioni per la microscopia a fluorescenza sdat marcati con la calceina (Sigma, St. Louis,
MO) con lo scopo di valutare I'uptake di molecoke pharte delle cellule NIH-3T3 esposte ad US
alle frequenze di 1 MHz e 3 MHz. Tale fluoroforepenta un basso peso molecolare pari a 622 Da,
A picco massimo di assorbimento= 494 nimmcco massimo di emissione= 514 nm.

Dalla letteratura (Guzman, 2002) si evince che sstati quantificati per la calceina i livelli di
trasferimento intracellulare; é stato inoltre osaty che la calceina raggiunge un equilibrio
termodinamico con la soluzione extracellulare, mawgto grande variabilitd dipendente dalla
tipologia cellulare in esame; tale variabilita Hauiproducibile e correlata fortemente con I'egiar
acustica di esposizione.

Nel lavoro di Guzman (2002), campioni di celluleda DU145 del cancro della prostata, sono stati
esposti a US a 500 kHz, utilizzando daty cycleal 6% con tempi di esposizione di 120, 545 e
1000 ms e osservati al microscopio confocale pswalizzare I'uptake di molecole fluorescenti
nelle cellule. Tale strumento é stato utilizzato geterminare se 'uptake ha luogo nel citoplasma
e/o nei nuclei delle cellule vive; in figura 4.17 @ene riportata I'immagine al microscopio
confocale di tre cellule adiacenti. L'immagine mrasthe la calceina si distribuisce all'interno
dell'intera cellula, mostrando la simultanea presedi 3 differenti subpopolazioni di uptake di
calceina. La cellula Al evidenzia una fluorescehmainosa, indicativa di un elevato uptake di
calcina; la cellula A2 evidenzia un basso uptakentme la cellula A3 € indicativa di un uptake
nominale.

In figura 4.17 b) sono riportati i risultati di witeriore lavoro di Guzman del 2001.

In questo studio, la citofluorimetria a flusso eatat usata per identificare e quantificare
'eterogeneita degli effetti dell’esposizione a W8Il'uptake di molecole per la linea cellulare
DU145 del cancro della prostata. | campioni somai sisposti a pressioni acustiche da 0,6-3 MPa,
per tempi di esposizione di 120-2000 ms e lunghetegi impulsi di 0,02-60 ms in presenza
dell'agente di contrasto Optison. Anche in questsoc le immagini del microscopio confocale di
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tre cellule adiacenti mostrano la presenza di daxgoni di uptake di calcina: A) indicativa di un
elevato livello di uptake di calceina; B) indicaivdi un basso livello di uptake di calceina; C)

indicativa di un uptake nominale. | nuclei dellélue sono identificati da un asterisco.

b)

Figura 4.17: immagine al microscopio confocale di 3 cellulea@éinti che mostrano la simultanea presenza di 3
differenti subpopolazioni di uptake di calceina.

Il lavoro di Kodama del 2000 studia la variaziorsla permeabilita di membrana delle cellule
utilizzando onde di shock per introdurre macromolee piccole molecole polari nel citoplasma.
L'uptake della calceina viene studiato in cellulmane leucemiche HL-60; le cellule sono state
esaminate mediante la microscopia confocale. Tetait¢a consente di ottenere sottili sezioni
ottiche attraverso il campione cellulare; i ristiltanostrano che la calceina produce una

fluorescenza uniforme nelle cellule; la figura 4r8stra i risultati dello studio.

(d)

Figura 4.18: immagine al microscopio confocale di cellule um&tie60 esposte a un’onda di shock in presenza di
calceina.

In particolare i campioni a) e c¢) rappresentano agimi di cellule viventi della linea HL-60 in
contrasto di fase; I'immagine b) mostra la fluoessza del campione di controllo che si presenta

molto debole a causa di lieve uptake di calceiivamagine d) e relativa al campione trattato con
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un’onda di shock in presenza di calceina: si ossema intensa fluorescenza uniformemente

distribuita attraverso l'intera cellula.

4.4.4.2 Microscopia ottica a fluorescenza: prepaione dei campioni

Il protocollo utilizzato per effettuare le misurefluorescenza é il seguente:

1) le cellule vengono preparate direttamente rpedtel ed incubate fino a confluenza;

2) dalle petri lasciate in incubazione viene agpiraterreno di coltura;

3) viene effettuato un lavaggio nella petri con PB& 1 minuto, poi il PBS viene aspirato.

4) si aggiunge calceina ad una concentrazionedfib@lM;

5) si effettuano le sonicazioni, al termine dellaly in accordo con quanto previsto dalla lettenrat
(Schlicher, 2006) é stato previsto un recovery @i &l termine dei quali sono stati effettuati
lavaggi con PBS per eliminare la calceina non imgkzzata rimasta nel fluido extracellulare per poi
procedere all'osservazione al microscopio. Ipotimta infatti di  produrre, a seguito
dell’'esposizione ad US, pori transienti di membragiaitiene che possa determinarsi, a causa del
gradiente di concentrazione del fluoroforo tra Ilkaemte extracellulare, ricco di calceina e
'ambiente intracellulare, povero della stessqgriesenza di un fenomeno dinamico all’interno delle
cellule, con entrata e uscita del fluoroforo daii gwwodotti. Si ipotizza che i 10’ di attesa dofo |
sonicazione possano consentire la chiusura dei gorimembrana eventualmente prodotti
dall'esposizione ad US, per l'osservazione del dfioro rimasto intrappolato all’interno della
cellula;

6) al termine dei 10’ vengono effettuati almenca8aggi con PBS per eliminare la calceina non
internalizzata, dal fluido extracellulare;

7) si aggiungono 2 ml di PBS e si osserva la flsoeaza al microscopio;

8) al termine dell’osservazione il campione viersrecato con 20 ul di loduro di Propidio.

Per valutare la vitalita delle cellule successivataalla sonicazione con marcatore fluorescente, e
stato usato lo loduro di Propidio (IP), marcatone peso molecolare 668,4 Dapicco massimo di
assorbimento= 535 nmlepicco massimo di emissione = 617 nm; tale maredtarla caratteristica

di legarsi al DNA, fluorescendo solo se si inteacalla doppia elica, mentre non € in grado di
fluorescere allo stato libero. Lo IP non € in grail@enetrare la membrana cellulare, ma entra solo
se nella membrana sono presenti zone di rotturacddseguenza, le cellule fluorescenti alla
lunghezza d’onda dello IP sono cellule danneggiatafti questo marcatore viene utilizzato anche

per valutare I'integrita della membrana plasmatitzamin N., 2003).
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Le misure in microscopia a fluorescenza sono ssgguite esponendo i campioni di cellule NIH-
3T3 alle due frequenze (1 MHz 758gh e 3 MHz 100%High) per i tempi di sonicazione di 30,
45’ e 60’ e alle 3 distanze campione-trasduttoredte 15 cm.

4.45 Citofluorimetria a flusso

La citofluorimetria a flusso € una metodica largateautilizzata nella routine di laboratorio e nella
ricerca, che permette di valutare contemporaneamgiat parametri (fisici e chimici) di diverse
migliaia di particelle biologiche o cellule conteéaun sospensione in un fluido. A questo scopo, si
usa la luce diffusa dalle particelle del campiorne keice di fluorescenza emessa da opportuni agenti
chimici detti fluorocromi; si tratta di molecole €hquando sono colpite (eccitate) da una luce di
una certa lunghezza d’onda, emettono luce di lurgdgne’'onda maggiore. | segnali di fluorescenza
sono misurati come impulsi di ampiezza proporzierainumero di molecole di fluorocromo che si
legano a determinate strutture cellulari.

Il citofluorimetro trova applicazione in diversitsai della medicina e della biologia cellulare atju
diagnosi di linfomi, leucemie, differenziazione gopolazioni di linfociti B e T, studi sulla
replicazione del DNA e sulla proliferazione neofitas identificazione di condizioni di sofferenza
cellulare che precedono la morte della cellula tr@m@mpoptosi.

Nel citofluorimetro, la sospensione cellulare vieaspirata da un ago e spinta da aria compressa
(pressione differenziale) in un capillare (g@f1), all’'uscita del quale incontra il liquido “guah
(sheath fluid proveniente da una tanica esterna. Dopo avevatisato un filtro salino 0,48m per
eliminare le impurita, il campione viene iniettatalla pressione generata da una pompa ad aria nel
centro di un flusso laminare il quale orienta l#ute verso una sorgente luminosa, tipicamente una

luce laser (figura 4.19).
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Figura 4.19: sistema di aspirazione del campione in un citoflaetro.
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Il flusso laminare attraversa ortogonalmente urgi@daser; nella maggior parte degli strumenti
viene impiegato un laser a ioni di Argon con lungteed’onda di 488 nm (blu) che pud eccitare
fino a 3 diversi fluorocromi in contemporanea. Adsgaggio del campione, la luce laser viene
diffusa e i fluorocromi vengono eccitati. Ogni Sitey cellula del campione viene attraversata dal
fascio di luce laser che eccita i fluorocromi ad wstato di energia piu alto; i fotoni, emessi a
seguito della diseccitazione determinano I'emissidnun segnale fluorescente. Il segnale passando
attraverso un sistema di filtri e specchi raggiunge rivelatore, viene quindi processato
elettronicamente, trasformato da analogico a deyganviato all'analizzatore, che elabora il dato
lo visualizza tramite un grafico. Attraverso piastti deflessione, le cellule analizzate possono
essere raccolte separatamente tramite un procefiadga“sorting'.

Dopo aver attraversato il punto di misura, il caom@ prosegue nel capillare trasportato dallo
sheath fino allo scarico in una tanica.

A fine acquisizione & importante curare con at@mei la pulizia interna dello strumento,
utilizzando ipoclorito di sodio ed acqua distillgtar eliminare le impurita residue ed impedire
ostruzioni del sistema.

La citofluorimetria a flusso consente di ricavanéormazioni sui parametri fisici dei campioni in
esame: quando viene colpita dal fascio di luce emésl laser, la cellula emette segnali di luce
diffusa in base alle proprie caratteristiche fisice morfologiche, per fenomeni di rifrazione,
riflessione, e diffrazione. In particolare la ludespersa in avantifgrward scattey € legata alle
dimensioni delle cellule, mentre la luce rifless@08 (side scattere da attribuire a parametri della
morfologia cellulare come la granulosita’ del cigma, il rapporto nucleo/citoplasma, la rugosita
di superficie. Il cistogramma, diagramma bidimensile ottenuto dalla combinazione detward
(dimensioni) e delside (granulosita) scatter, permette di discriminare diverse popolazioni
cellulari, basandosi solamente sulle loro caratiehe fisiche. In un cistogramma, ogni punto
rappresenta un evento contato, dotato di un defimitiore correlato ai parametri misurati, nel
nostro caso due tipi di fluorescenza; per le nasiisure, abbiamo infatti usato due fluorocromi: 1)
lo ioduro di propidio (IP); 2) la calceina (C).

In figura 4.20 e riportato, a titolo di esempio, risultato di una misura ottenuta mediante

citofluorimetro costituita da un istogramma a daeametri.
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Figura 4.20: esempio del risultato di una misura con citofluairo a flusso: istogramma a 2 parametri

Si tratta in pratica di un grafico in scala logaiita che riporta due parametri misurati sugli assi

y, che si riferiscono agli eventi relativi alla dikescenza della Calceina (asse x) e dello loduro di
Propidio (asse y); il risultato rappresenta il noondi cellule conteggiate tramite un gradiente di
densita. Ogni figura € divisa in 4 quadranti egmano dei quattro quadranti e rappresentato lo stat
delle cellule del campione considerato. Allaumeatdel numero di cellule marcate con ioduro di
propidio, ma non con la calceina C, si passa datiqante in cui si trovano le cellule vive che non
hanno internalizzato i due fluorocromi (quadraméasso a sinistra, negativo alla calceina C cosi
come allo ioduro di propidio, P} C) a quello in cui si trovano le cellule morte (queatte in alto a
sinistra: P1, C").

Al crescere del numero di cellule marcate con Cnmia con PI, si passa dal quadrante in cui Si
trovano le cellule vive (quadrante in basso a s&idl, C) a quello in cui si trovano le cellule che
hanno internalizzato la calceina (quadrante indassestra: PIC").

Nel quadrante in alto a destra ci dovrebbero esserece, le cellule apoptotiche che cominciano ad
avere alterazioni a livello delle funzioni di meraba e che legano entrambi i fluorocromi in grosse
quantita (P1, C").

Esistono diversi modi per rappresentare un datdledrimetico; la rappresentazione piu semplice
e’ costituita dall’istogramma dove l'ascissa rigorffintensita di fluorescenza e l'ordinata la
frequenza ovvero il numero di eventi che esprimona data proprieta. L'analisi statistica consente
di porre deigatesbasati sullimpostazione di cursori che delimitdeoaree di interesse, e sulla
guantificazione degli eventi cellulari che rienwam tali aree. Per ogni picco rilevato nel
diagramma é possibile calcolare dati statisticiqreamedio, deviazione standard, coefficiente di

variazione, ecc)
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Nel nostro lavoro e stato utilizzato un citoluorineea flusso modello FACSCalibur (Becton
Dickinson Biosciences) dotato di due sorgenti lumsel laser argon raffreddato ad aria con
emissione a 488 nm e laser allo stato solido (\@si®ed Diode Laser) con emissione a 635 nm,

situato presso il Dipartimento di Patologia Gered#ll'Universita Sapienza di Roma.

Figura 4.21: citofluorimetro a flusso FACSCalibur.

La citofluorimetria a flusso é stata utilizzata pevestigare I'induzione di danni sulla membrana
cellulare a seguito di irradiazione dei campiodiutari con US alle frequenze di 1 e 3 MHz; a tal
proposito, si fa riferimento al meccanismo dellamorazione, ossia il fenomeno transiente e
reversibile attraverso il quale, a seguito di egpose ad onde ultrasonore, aumenta la permeabilita
della membrana cellulare (Karshafian, 2010), coteselo I'ingresso di molecole bioattive con alta
efficienza e senza significativi cambiamenti delitalita cellulare. Tale processo & impiegato in
numerose applicazioni mediche, tra cui la teramaiga e ladrug delivery con la finalita di
favorire il trasporto intracellulare di piccoli c@msti, macromolecole, DNA, farmaci in cellule
bersaglio in maniera efficiente e precisa, ed itiga®d mediante numerosi esperimeintivitro
(Hynynen, 2008). Il meccanismo fisico alla basdadebnoporazione non e tuttora completamente
noto, tuttavia & probabile che siano coinvolti neismi associati alla generazione di onde d'urto e
microjets (Ohl, 2006), alla presenza di microstriegmacustici (Wu, 2007), alla produzione di
radicali liberi (Miller, 1993), causati dalla caa#tione acustica, ossia I'implosione di bolle di magp

in presenza di un campo di pressione acustica. makxanismo determina danni sulle membrane
cellulari che possono essere reversibili, deterndnauptake in cellule vitali, 0 non reversibili,
causando la morte delle cellule. Anche se alcumpdicgzioni possono trarre beneficio dalle morte
delle cellule, la maggior parte dei meccanismi cdadrug deliverye la terapia genica cercano di
massimizzare la captazione intracellulare, mantmeita vitalita delle cellule (Guzman, 2002).
L'uso futuro della sonoporazione nelle applicaziolmiche dipende molto sia dalla conoscenza di
quali dei meccanismi suddetti, mediatori del prsoedi sonoporazione, produce i cambiamenti
nella permeabilita della membrana cellulare, sidadarogettazione dell’esposizione agli US che

massimizza tale effetto (Forbes, 2011). In realtégeffetti possono essere difficili da controéae
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riprodurre, anche in sistenm vitro semplificati, poiché la cavitazione € un ambiestigcastico
caratterizzato da oscillazioni di bolle e collassi.

Gli US sono stati utilizzati in svariati esperimenbn I'impiego di cellule in sospensione, in
monostrato e tessutin vivo e in vitro, cellule di mammifero e vegetali. Il trasferimento
intracellulare e stato investigato utilizzando piecmolecole fluorescenti, macromolecole, come
proteine e DNA fino alle nanoparticelle, al varialel parametri acustici quali frequenza, energia,
pressione, tempo di esposiziondugy cycle(Hallow, 2006).

4.45.1 Citofluorimetria a flusso: preparaziortkei campioni

Le cellule, lasciate crescere nelle capsule petteireno al fine di creare un monostrato adeguato,
vengono preparate per I'esposizione, come per @asgopia a fluorescenza: il protocollo per la
preparazione dei campioni prevede per la calcaanmédesima molarita usata in microscopia a
fluorescenza (10 uM).

| campioni vengono poi sottoposti a sonicazione t# distanze campione-trasduttore (SSD= 5, 10,
15 cm) e per i tempi 30’, 45’ e 60'.

Al termine della sonicazione, l'intero contenutdla@etri viene raccolto e depositato in un falcon;
il restante campione, ancora adeso viene tripsatgzper staccare il residuo del monostrato; |l
campione viene poi sottoposto a due centrifugagi®®0 rpm) con eliminazione del sovranatante;
il pellet di cellule viene infine raccolto, dep@it in tubi adatti per la misura al citofluorimetro

risospeso in PBS e marcato con 10 pl di lodurordpidio.

4.4.6 Microscopia confocale

La microscopia confocale & una tecnica ottica jppadmente utilizzata per lo studio tridimensionale
di strutture biologiche isolate o in situ, medianltdoro sezionamento ottico, consistente nella
raccolta di una serie di immagini di piani parallspostando il fuoco dell'obiettivo lungo un asse
che generalmente coincide con l'asse di propageaietia luce.

Per ottenere una perfetta rappresentazione dingolsi piano del campione, si dovrebbe idealmente
raccogliere soltanto la luce proveniente da quetiqudare piano; poiché tuttavia, anche i piani
sovrastanti e sottostanti emettono luce, vi € wrdifa di nitidezza dell'immagine.

La chiave del successo della tecnica confocale istensiella rimozione delle interferenze
provenienti dai piani adiacenti a quello ove sbealizzati, mediante I'uso del cosiddegimhole

La microscopia confocale usa, per eccitare le noddeauna sorgente luminosa molto intensa, il
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laser. La luce del laser viene fatta convergeréedahti dell’obiettivo in un punto estremamente
piccolo del campione osservato; il punto stessoawarso un sistema di specchi oscillanti, viene
spostato attraverso tutto il campo visivo dell'dtive®, cosi da effettuare una scansione completa di
tutto il piano focale. | campioni utilizzati pehalisi devono essere marcati con un probe (o dye)
fluorescente. Nella scelta del probe &€ necessamsiderare vari fattori: le lunghezza d’onda di
eccitazione ed emissione, le linee di laser didmbni filtri da utilizzare, ecc. Il laser eccitasoli
fluorocromi appartenenti al piano focale, corrisgemti al punto di massima concentrazione del
raggio; in questo modo le sezioni non apparterarttile piano non vengono eccitate e il risultato
complessivo e una riduzione degli aloni e del ruerdirfondo.

Il principio di funzionamento di un microscopio doaale ¢ illustrato in figura 4.22: la luce emessa
dal laser viene deviata dallo specchio dicroiceeste il campione e lo eccita.

| fluorocromi emettono una radiazione luminosa atedfurata dalle lenti dell’obiettivo, colpisce
nuovamente lo specchio dicroico, attraverso il gual luce riflessa e deviata, mentre la luce
fluorescente viene inviata prima al pinhole e mbua filtro, giungendo cosi al fotomoltiplicatote.
pinhole funge da diaframma e impedisce che la jfuogeniente dalle zone fuori fuoco raggiunga il
fotomoltiplicatore. In questo modo, solo il segnhalminoso relativo al piano focale contribuisce
alla formazione dell'immagine finale. Il fotomoltipatore trasforma invece l'intensita luminosa
rilevata in un segnale elettrico proporzionaleigténsita stessa. Tale segnale & poi elaborato via
software, e viene cosi registrata l'intensita luosia in ogni punto; i valori di intensita sono

utilizzati per ricostruire 'immagine.

Forellini confocali

(pinholes)

Rivelatore

Figura 4.22: Principio di funzionamento del microscopio confecal
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Per ottenere la rappresentazione non di una pazieicroscopica del campione ma di un intero
piano, si muove il fascio di luce lungo il campiogiepunto in punto, in modo che tutto il piano
situato alla profondita voluta venga illuminata dascio di luce secondo una precisa sequenza.
Questo processo viene detto scansione. Variana@$sa a fuoco, e possibile effettuare scansioni a
piani focali variabili; queste sono dette seziottiche, e la loro unione consente di ricostruire
un’immagine complessiva dell’intero volume (figur23).

Sezione otfica

Singol e sezioni ottiche

ienetridimensionale

Figura 4.23: Sezioni ottiche e ricostruzione 3D di un'immagihe@nfocale

Nel corso del presente lavoro, & stato utilizzatomicroscopio confocale invertito, disponibile
presso il Laboratorio Centralizzato di Microscop#ica ed Elettronica dell’'Universita Cattolica
Sacro Cuore (DMIREZ2, Leica Microsystems, Germad@ato di un obiettivo ad immersione in
olio 40 x (NA 1.4) e software di acquisizione LCS2 (Leica Microsystems, Germania, figura

4.24). Le ricostruzioni 3D e l'analisi delle immagiacquisite sono state eseguite utilizzando
ImageJ 1.41 (NIH).
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Figura 4.24: Microscopio Confocale con sorgente multispettraleecitazione multifotonica

4.4.6 1 Microscopia confocale: preparazione dantpioni

Le cellule, lasciate crescere in terreno in cappate con fondo adatto per le misure in microsaopi
confocale, al fine di creare un monostrato adeguaonon confluente, sono state preparate per
I'esposizione nelle medesime condizioni indicatelpenicroscopia in fluorescenza.

| campioni, marcati con calceina alla concentragibnale 10 uM, sono stati esposti in PBS ad US
alla frequenza di 1 MHz 10%ligh e 3 MHz 100%High in corrispondenza della sola distanza
campione-trasduttore pari a SSD=5 cm e per i tethfgb e 30 minuti per 1 MHz, solo 30’ per 3
MHz. Tali configurazioni sperimentali sono stataiiduate in accordo con le peculiarita della
metodica, poiché lasciano integro il monostratmesentono la sua visualizzazione ed analisi post
sonicazione.

Successivamente all'esposizione, i campioni soat sbttoposti a lavaggio con PBS per eliminare
il fondo di fluorescenza della calceina non intéimzata nella matrice extracellulare, analogamente
a quanto effettuato nella microscopia a fluoresaenz

Sono state acquisite infine immagini di sezionicbeg del campione esposto pari @rh, ottenute

attraverso un sezionamento ottico ripetuto.
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CAPITOLO 5:

RISULTATI SPERIMENTALI E DISCUSSIONE

5.1 Misure di spettroscopia FTIR: parametri spettrdi

Tutti gli spettri FTIR ottenuti, hanno mostrato boon rapporto segnale-rumore e sono risultati
riproducibili. Le differenti bande di assorbimentigvute all’elevato numero di modi vibrazionali,
possono essere fittate sommando il contributo gheltecipali macromolecole come proteine, lipidi,
carboidrati e polinucleotidi.

La figura 5.1 mostra uno spettro di controllo dilde NIH-3T3, ove vengono evidenziati gli

assorbimenti delle varie strutture che compongorspkttro.
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Figura 5.1: spettro di cellule NIH-3T3 con le bande di assodrito caratteristiche

L’assegnazione delle bande osservate e stataueffetin base a dati precedentemente pubblicati
(Lin, 2004).
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Nella Tabella 5.1, vengono riportate le assegnazielte varie strutture presenti nella figura 5.1 e
in particolare: il numero d'onda dei picchi (€n le labels e I'assegnazione delle bande di

assorbimento negli spettri IR delle cellule.

numero .
Banda d'onda (cri?) Assegnazione
Stretching asimmetrico di CH nel gruppo metileHzLterminale dei
L1 2960 L2
fosfolipidi di membrana
L2 2920 Stretching asimmetrico di CH nel gruppo metiler@H)dei fosfolipidi di
membrana
Stretching simmetrico di CH nel gruppo metile (L Hei lipidi di
L3 2875
membrana
Stretching simmetrico di CH nel gruppo metileneHpresente negli acidi
L4 2850 L U
grassi dei fosfolipidi di membrana
AMIDE | 1640 -C:O_ stretching accoppiato al bending nel pianNididell’ Amide I,
proteine
AMIDE I 1545

NH bending accoppiato con lo stretching di C-N'dehide I, proteine
P1 1455 -CH bending dei gruppi metilene (- Hei lipidi

-CH bending del gruppo metile (-GHhei lipidi di membrana e in alcune

P2 1395 : .
proteine cellulari

P3 1240 Stretc_h_mg asimmetrico dei gruppi fosfato (-D@resenti negli acidi
nucleici

P4 1080 Stretching simmetrico dei gruppi fosfato (-PQresenti negli acidi nucleidi
e in particolare nel DNA e in alcuni lipidi fosftati

P5 970 C-O e C-C stretching per lo scheletro del DNA

Tabella 5.1: assegnazione delle bande caratteristiche delktrspk cellule viventi.

Il comportamento spettrale di ciascuna regioneijbaita a lipidi (3000-2800 cif), alle proteine
(bande dell'amide | e Il centrate rispettivamentel@60 cnt e 1545 crt), ai fosfolipidi di
membrana (1500-1300 ¢h) e gli acidi nucleici (1300-950 cf), & stato analizzato per misurare le
possibili variazioni relative al numero d’onda getco, all’area delle bande spettrali rispetto alle
stesse bande nello spettro dei controlli.

Lo studio delle aree delle bande dello spettro éiRmette di ricavare informazioni sulle variazioni
strutturali dei gruppi funzionali presenti nellallala. Una variazione strutturale si riflette inain
variazione dell'assorbimento di un gruppo, deteango quindi un cambiamento nel segnale in
assorbanza nel campione trattatbfine di rendere confrontabili gli spettri IR tidi loro, tenendo
conto allo stesso modo del fondo, e stata eseguitalinea di base spezzata che comprende i
numeri d’'onda (2996-2832; 1766-1486-1356-1184-985)". Gli spettri sono stati normalizzati
al’Amide I. La preparazione dei campioni per l®ye di spettroscopia IR, infatti, causa la perdita
di informazioni sulla concentrazione cellulare etacad avere spettri con assorbanze diverse tra

loro.
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Le aree delle bande sono state calcolate contivacé OPUS e quindi confrontate con l'area della
corrispondente banda nel controllo.

La necessita di confrontare ogni spettro acquysiioil campione sonicato con il rispettivo contooll

ci ha condotto a considerare il rapporto tra I'adeaiascuna banda dello spettro sonicato e I'area
della stessa banda relativa al controllo. E’ sta@aanto definito il parametro Ri, definito come

rapporto di aree:

i Areadel piccosonicato
Areadel piccodi controllo (5.1)

dove l'indice i diventa L nella regione dei lipi(iR.) e P nella regione degli acidi nucleicidRil
parametro Reé stato infatti valutato per ogni singola bandbanegione dei lipidi, delle proteine e
degli acidi nucleici. Gli spettri IR di polipeptidnostrano una serie di bande, chiamate Amidi,
direttamente correlate a diversi modi vibraziomki legame idrogeno. In particolare, 'Amide |
una banda compresa tra 1600t 1700 crit, ed & associata per il 70-80% allo stretching del
gruppo C=0. L’Amide I, compresa tra 1500 ¢m 1600 crit, & associata per il 40-60% al bending
del gruppo NH e per il 18-40% allo stretching delgpo CN.

La banda piu intensa di uno spettro cellulare aramente I’Amide I, la cui forma é influenzata
dall'intera struttura secondaria delle proteinduteti.

L’analisi degli spettri IR nella zona dell’Amidecbnsente lo studio dei cambiamenti della struttura
secondaria del contenuto proteico delle celluleyed@er struttura secondaria si intende
'arrangiamento in strutture spaziali regolari petitive, mediante legami idrogeno, tra punti della
catena amminoacidica. Esistono tipi diversi di tstma secondaria, i principali sono-elica,
foglietto e random coil.

Alfa elica (@-elica) che consiste in un arrangiamento elicoidale dediiena di amminoacidi. In

guesta conformazione lo scheletro del polipeptidstrettamente arrotolato attorno a un asse
centrale immaginario.

Foglietto beta §-sheet) che consiste in una struttura planare formatadu o piu sequenze

amminoacidiche. A differenza della struttura aeklica che puo essere assimilata ad un
“bastoncino”, la strutturd pud essere assimilata ad un foglietto ripiegat strutture fogliett@
hanno una caratteristica conformazione a “zig-zag”’porzioni di sequenza legate possono avere:
la stessa direzione e allora si definiscono fogletparalleli; la direzione opposta: si definiscono
foglietti-B antiparalleli.

Ripiegamento betd3fturns) si tratta di strutture che spesso uniscono daméntif3 antiparalleli a

formare un’ansa simile a una “forcina per capelltdle ripiegamento € responsabile dei
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cambiamenti di direzione delle catene polipepticipéci delle proteine che assumono forma
globulare.
Strutture disordinate (random coilg)ate dalla disposizione non ordinata e ripetitiedla catena

amminoacidica.

In questo lavoro, al fine di risalire alle eventuadriazioni sulla struttura secondaria del contenu
proteico presente nei campioni cellulari per effetell’esposizione ad US, é stata effettuata una
procedura difitting sullAmide | e sullAmide Il. La procedura dfitting e stata effettuata
assumendo che le bande analizzate siano scompanibih certo numero di gaussiane, ove ogni
gaussiana rappresenta il contributo di un tipotditsira secondaria. Il numero d’onda, l'area e la
larghezza delle gaussiane sono i dati in inputilpét. Di questi parametri si sono fissati solo i
numeri d’onda delle campane sotto I'’Amide I, laadia liberi gli altri.

Le assegnazioni dei picchi delle gaussiane comidenti a ciascuna struttura, utilizzate in questa
analisi, sono quelle riportate in letteratura (LRQO4) in accordo con lo studio della derivata

seconda degli spettri (tabella 5.2).

Strutture secondarie Numero d’onda (cni*)
antipp-sheets 1670-1683
B-turns 1660-1683
3-10 helix 1650-1658
unordered 1652-1660
a-helix 1640-1648
B-sheet 1628-1633
B-strands 1618-1628
saddle ~ 1585
amide 1l ~ 1545

Tabella 5.2: strutture secondarie usate nella deconvoluzione degioni del’amide | e Il attraverso curve Géaasg
con i corrispondenti range di numeri d’'onda.

Per fittare I'’Amide |, si é ipotizzato che possaas deconvoluta in sei Gaussiane, mentre per
I’Amide Il la deconvoluzione e stata effettuata ahre curve (figura 5.2 ove e riportato il fit diaun
spettro di controllo di cellule NIH-3T3).

Si é scelto di aggiungere alle campane relativeiagcana struttura, altre due campane che
assorbono in prossimita della coda dellAmide Ifatti una campana € centrata nel massimo
dell’Amide Il e I'altra nel punto di sella tra leud Amidi. La coda delle gaussiane di queste
strutture, infatti, cade nell’Amide Il e verrebbericata nel caso in cui fit venisse fatto solo

sullAmide I.
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Figura 5.2: fit di uno spettro di controllo di cellule NIH-3T8lella figura lo spettro di controllo ha linea spa, le otto
curve gaussiana sono riportate con linee sotiiffierisultante ha la linea tratteggiata.

| fit sui dati sperimentali sono stati eseguiti eoprogramma OPUS 5.0 (Bruker Optik).

Agli spettri analizzati con questa procedura dirfg, & stata fatta unaaselinetra i numeri d’'onda
(1730-1475) crl, anche in questo caso per rendere gli spettrirontebili e per tenere conto del
fondo, allo stesso modo per tutti gli spettri arwsii.

Una volta eseguito iit, per determinare il contributo percentuale deleesstrutture alla struttura
secondaria, viene calcolato il peso dell'area dsciina gaussiana rispetto alla somma delle aree
delle singole gaussiane, ovviamente omettendoaileblo i contributi dovuti ad amide Il e sella.

E’ stato pertanto introdotto un ulteriore paramé&godefinito come

_ %Areadellacurva gaussianarelativa a ciascuna struttura secondaria
%Sommadelle areedi tuttele curve gaussiane (5.2)

R

dove l'indice s € relativo a ciascuna strutturaose@ria presente nella tabella 5.2.

Effettuare misure di spettroscopia infrarossa dluleeviventi vuol dire misurare sistemi dinamici.
Le caratteristiche strutturali delle cellule si nfm@&no nel tempo a seconda di fattori esterni,liqua
le perturbazioni apportate dal procedimento di maisel la preparazione dei campioni, e fattori
intrinseci alle cellule quali la vitalita e le c#existiche biologiche dei campioni. Insieme alle
misure di spettroscopia su campioni trattati sotabeseseguite misure su cellule non esposte al
campo acustico (campioni di controllo). Nel preseati risultati sperimentali relativi alla
variazione di struttura secondaria nelle cellulposte al campo acustico, si & scelto pertanto di

considerare un parametro R che e definito come
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R= Y%strutturasemndariacampionesonicato

= 5.3
Y%strutturasemndariacampionecontrollo 3)

La variazione del rapporto tra percentuali di $tmat secondaria del campione sonicato rispetto al
relativo controllo permette di tenere conto delleedse caratteristiche dei campioni per ogni prova.

5.2 Analisi statistica dei dati FTIR: la PCA

L'analisi statistica dei dati spettroscopici & atafffettuata mediantBAnalisi delle componenti
principali (PCA), tecnica utilizzata nellambito della statist multivariata per estrarre la massima
informazione possibile contenuta in una strutturaati (Bombalska, 2011). L’idea principale su
cui si basa la PCA € quella di rappresentare uierms di dati pit 0 meno complesso con un
numero inferiore di variabili non correlate, chear® ottenute da una particolare combinazione
lineare delle variabili originali e che riassumdeaearatteristiche dei dati stessi. Cio avvienmira
una trasformazione lineare delle variabili in uroval insieme di variabili composite (componenti
principali) ortogonali (cioe indipendenti) tra dirb, che conservano al massimo la variabilita dei
dati da cui provengono; tale trasformazione praid¢t variabili originarie in un nuovo sistema
cartesiano, nel quale le variabili vengono ordiriaterdine decrescente di varianza. Dal punto di
vista geometrico, la PCA consiste in un processmtadizione dei dati originali, effettuato in modo
che il primo nuovo asse (che costituisce la primamonente principale PC1) sia orientato nella
direzione di massima varianza dei dati, il secoRi®2, sia perpendicolare al primo e sia nella
direzione della successiva massima varianza dej éatosi di seguito. Poiché i componenti
principali sono gli assi relativi alle direzioni diassima varianza, in ordine via via decresceate, |
prima componente principale sara in grado di speeda maggior percentuale di varianza, la
seconda ne spieghera un po’ meno, la terza memvaanaosi via, fino a che le ultime componenti
contribuiranno a spiegare poco o nulla della vditatpresente nei dati in esame. In questi casi
quindi possibile eliminare parte della variabili@sidua (e quindi anche parte del “rumore” che
accompagna l'informazione rilevante) prendendoansiderazione solo un numero di componenti
minore del numero delle variabili originali.

Nel corso di questo lavoro, per l'analisi dei dadije PCs sono state selezionate dai dati
spettroscopici; PCA procede sostituendo tutte kakidi spettrali in combinazioni lineari di PCs.
Similarita e differenze tra gli spettri IR, ottenalle 3 distanze campione-trasduttore per i déffer
tempi di esposizione agli US, possono essere ididate realizzando uno score-plot bidimensionale

in cui I'informazione spettroscopica viene ridottaun unico punto che ha come coordinate le
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componenti PCA scelte come assi per lo score-ploa crescente separazione spaziale tra i punti
nello score-plot € proporzionale al livello di dmg8arita negli spettri in termini di assorbanza.
Attraverso I'analisi deloading plot le componenti PCA consentono di individuare oei (ossia

i numeri d'onda) dello spettro FTIR, che piu cdoftiscono al clustering osservato nello score plot.
Gli spettri IR sono stati elaborati prendendoneléaivata seconda secondo I'algoritmo Savitzky-

Golay con 13 punti di smoothing e normalizzatiiaténsita dell’Amide 1.

5.3 Spettroscopia FTIR: risultati sperimentali

Di seguito sono riportati i risultati sperimentadilativi alla spettroscopia FTIR su campioni di
cellule NIH-3T3 irradiati con US alle frequenze HiMHz 75% High e 3 MHz 100%High, al
variare della distanza campione-trasduttore (SSPXH0515 cm) e del tempo di esposizione (=5,
15’, 30, 45, 60").

5.3.1 Effetti degli ultrasuoni sulle strutturepidiche

Lo studio degli spettri IR di campioni cellularinpeette di valutare variazioni conformazionali di
gruppi funzionali appartenenti a strutture lipidéch
In base all’'assegnazione delle bande dello spHRirsi ha che le bande denominatge Ly, P, e B
possono essere correlate ai lipidi presenti nelliale.
La regione dello spettro tra 3000 - 2800 ténassegnata principalmente alle strutture lipielidai
fosfolipidi di membrana, di cuile L, sono le bande pitl intense. Le bandg2960 cn') ed L
(2920 cn) sono riferite allo stretching asimmetrico di Cidpettivamente nel gruppo metile (-
CHs) e metilene (-Ch) dei fosfolipidi di membrana, che rappresentangenere il 70% del peso
lipidico totale. Variazioni nellassorbanza relaiai gruppi CH presenti nei gruppi metile e
metilene terminale di queste strutture rappresentaindi un parametro in grado di caratterizzare
lo stato strutturale e funzionale delle membranielesi.
In figura 5.3 sono riportati gli spettri FTIR nellagione dei lipidi (tra 3000 e 2800 djnregistrati
per esposizione dei campioni ad US alla frequeniaMHz 75%High e 3 MHz 100%High, alle 3
distanze campione trasduttore SSD=5, 10, 15 cm @eersi tempi di sonicazione t=5’, 15’, 30’,
45’ 60'.
Per esposizioni ad US alla frequenza di 1 MHz idarh 5.4 mostra I'analisi PCA applicata alla
derivata seconda degli spettri relativi alla regiatei lipidi, in relazione alla distanza campione-
trasduttore SSD=5 cm, per i 5 tempi di sonicaziomesiderati; la figura 5.4b mostra il loading plot
utilizzato per individuare le regioni dello spett® che maggiormente contribuiscono al clustering
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osservato nello score plot. L'analisi statisticadewnzia che, per SSD=5 cm, le popolazioni relative

ai campioni esposti ad US per 45’ e 60’ sono nettam separate rispetto al controllo e dagli altri

esposti, che formano invece un cluster. Dallo spbwesi evince pertanto che la sonicazione per i

suddetti tempi agisce in maniera significativa esudtrutture lipidiche dei campioni esposti alla

distanza campione trasduttore pari a 5 cm.
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La figura 5.5 mostra l'analisi PCA effettuata suitidspettroscopici riferiti alla sonicazione alla
frequenza di 1 MHz, in corrispondenza della distacampione-trasduttore pari a SSD=10 cm, per
tutti i tempi. In questo caso, i risultati mostraciee le popolazioni esposte per 5 e 45’ appaiono
distinte dal controllo e dagli altri esposti; sbijzza pertanto, per i suddetti tempi di sonicagjon
una significativita statistica dell’effetto delliggsizione ad US in corrispondenza della distanza

SSD=10 cm.
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Figura 5.5: PCA su dati spettroscopici per esposizione a Uvdt SSD=10 cm regione dei lipidi e relativo loaglin
plot

In figura 5.6 sono riportati i risultati dell’'analiPCA applicata ai dati spettroscopici ottenuti pe
esposizioni dei campioni cellulari ad US alla digi@ campione-trasduttore SSD=15 cm per tutti i
tempi di esposizione; la figura 5.6b mostra il tiglaloading plot. | risultati mostrano che, in gte

configurazione, la popolazione relativa al temp@ahicazione di 45’ e I'unica non clusterizzata e

separata rispetto al controllo.
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plot
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La figura 5.7 mostra I'analisi PCA sui dati spestopici relativi alla regione dei lipidi, per
esposizioni dei campioni cellulari ad US alla fregma di 3 MHz alla distanza SSD=5 cm, con |l
relativo loading plot; in questa condizione spenmaée, le popolazioni spettrali dei campioni
esposti per 15’ e 60’ appaiono nettamente distiatecontrollo e dagli altri esposti, i quali fornman

un cluster.
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plot

Alla distanza campione-trasduttore di 10 cm, I'edPCA (figura 5.8 con relativo loading plot)
mostra che le popolazioni spettrali relative aipedi sonicazione di 15’ e 60’ appaiono distanti da
controllo e dalle popolazioni relative ad altri f@mche formano invece un cluster. La sonicazione
sembra pertanto agire in maniera significativa ipeoli tempi di esposizione di 15 e 60’ alla

distanza SSD=10 cm.
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Per quanto riguarda la distanza SSD=15 cm, lI'anBIGA (figura 5.9 e relativo loading plot)
mostra che la sonicazione sembra produrre variazigmificative nelle strutture lipidiche per

esposizioni a 5’ e 60, che risultano separatecdatrollo e dagli altri esposti.
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Figura 5.9: PCA su dati spettroscopici per esposizione a UViH2 SSD=15 cm regione dei lipidi e relativo loaglin
plot

In figura 5.10 sono riportati le variazioni dei paretri R; e R», in funzione del tempo, per
differenti distanze campione-trasduttore, per egpws ad US a 1 MHz e 3 MHz.

| parametri spettroscopici Bono stati calcolati in accordo con la (5.1), cdexndo il rapporto tra
'area di una banda dello spettro sonicato e l'ateda stessa banda relativa al controllo; tali
parametri si riferiscono ai seguenti rapporti dearR1=L1sonicatdl1controllc=(L1dL1c) € Ro=LadLoc

per i differenti tempi di esposizione in corrispenda delle 3 distanze SSD=5, 10 e 15 cm, alle
frequenze di 1 MHz e 3 MHz. Si considera che ilapagtro R varia in maniera significativa solo
se la differenza rispetto all’unita & maggiore @& ,8>R>1,2).

Dalla figura 5.10, si osserva una diminuzione dedivibrazionali di stretching associati alle
strutture CH (banda L) per esposizione alla frequenza di 1 MHz. In pattire, in accordo con
lanalisi PCA, si osserva che variazioni signifigat dei parametri analizzati possono essere
attribuite alle configurazioni espositive relatigia distanza campione-trasduttore SSD=15 cm per
il tempo di sonicazione di 45’ e alla distanza SSm e al tempo di sonicazione di 60’.

L’'area della banda 4.dei campioni sonicati alla frequenza di 1 MHz noostra variazioni al
crescere del tempo di sonicazione rispetto ai otntr

per la distanza SSD=10 cm, per i tempi di sonicazid5’ e 60’; tale risultanza appare in accordo

con la significativita statistica dei dati analiizzon PCA in figura 5.8.
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La figura 5.11 mostra l'intero spettro FTIR in adsmnza della regione amidica (Amide | e Il) fino

agli acidi nucleici, per esposizioni a 1 MHz e 3 KkJkh corrispondenza delle 3 distanze campione-
trasduttore SSD=5, 10, 15 cm e per i tempi 5, 38", 45’, 60'.
In questa regione sono localizzate anche le bandd455 cnt) e B (1395 cnt), tipicamente

associate al bending dei gruppi metilene {C#metile (CH) presenti nei lipidi di membrana.
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Figura 5.11: spettro FTIR delle regione amidica e nucleotidieagsposizioni a US a 1 MHz e 3 MHz

Per quanto riguarda la regione spettrale corrispotedalle bande;Re B, compresa tra 1500-1300
cm?, la figura 5.12 mostra I'analisi PCA applicataaatlerivata seconda degli spettri ottenuti per
esposizione ad US alla frequenza di 1 MHz, allsadza campione-trasduttore di 5 cm, per tutti i
tempi di esposizione. | risultati mostrano che, geesta configurazione espositiva, la sonicazione
sembra agire in maniera significativa per esposizadtempi 5’ e 60'.

La figura 5.13 mostra lo scatter plot per i datetsscopici nella stessa regione, relativi alla
esposizione ad US alla distanza SSD=10 cm. In queaso € possibile rilevare una ampia
separazione spaziale tra i punti dello score photigpondenti alle esposizioni per i tempi di 5’ e
30’, distinti dal restante cluster di dati e dahtollo.

Da ultimo, per questa regione spettrale, la figbrk4 si riferisce all’analisi PCA per campioni
relativi alla distanza campione-trasduttore di b €risultati mostrano che in corrispondenza della

suddetta distanza, appaiono significativi i dattiei ad esposizioni a 15, 30’, 45’ e 60'.
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Per quanto riguarda la regione spettrale a cuirégmpgono le bande;Re B per esposizioni dei
campioni cellulari ad US alla frequenza di 3 MHa&anhlisi PCA per la distanza campione-
trasduttore SSD=5 cm (figura 5.15 con relativo Ingdplot), mostra che gli spettri per i quali

presente una significativita sono quelli relatigiesposizioni a 15, 45’ e 60'.
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Figura 5.15: PCA su dati spettroscopici per esposizione a USMi2 SSD=5 cm, regione spettroscopica associaga all
bande Pe B e relativo loading plot.

Dalla figura 5.16 si osserva che per esposizionea®pioni a 3 MHz, distanza di sonicazione di
10 cm, i tempi di esposizione in corrispondenzagiali gli US sembrano produrre un effetto

significativo sono 30’ e 60’, che appaiono sepatatirestante cluster di dati e dal controllo.
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Figura 5.16: PCA su dati spettroscopici per esposizione a USMHz SSD=10 cm PP, regione spettroscopica
associata alle bandg @ R e relativo loading plot.

Per quanto riguarda le bande ® B, sono stati calcolati, in accordo con la (5.2)argmetri

spettroscopici riferibili a rapporti di areefe Res: Rp1=PisonicatéPicontrolio (P1dPic) € Re=PodPoc. La
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Figura 5.17 mostra i cambiamenti nei paramefsiilR corrispondenza dei differenti tempi di

esposizione, per le 3 distanze SSD=5, 10, 15 gpettivamente alle frequenze di 1 MHz e 3 MHz.
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Figura 5.17: andamenti dei parametrj,RR,, in funzione del tempo di sonicazione per le 3atise SSD=5, 10, 15 cm
alle due frequenze 1 MHz e 3 MHz.

La figura 5.17 mostra come nei campioni sonicdd dlie frequenze, 'andamento dei rapporti tra le
aree dei campioni sonicati rispetto ai controlfiimile per le due bande prese in considerazione. In
particolare, per la frequenza 1 MHz, gli andamelgi parametro R per le bande @ending
asimmetrico del gruppo metilenico @He B (bending del gruppo metile GHhei lipidi di
membrana) mostrano che l'area del campione soniatpiasi sempre maggiore di quella del
controllo e comunque superiori rispetto a Bon aumento dell’'assorbanza dei campioni trattati
rispetto ai controlli.

Va sottolineato che la distanza con variazioni filevanti nei parametri R e R», € sicuramente
SSD=15 cm 1 MHz per tempi di sonicazione super&r@0’, in accordo con quanto rilevato con
'analisi PCA. Anche alla distanza SSD=5 cm si ewiziano variazioni importanti per tempi di
sonicazione di 45’ e 60'. In accordo con quanteraito dall’analisi delle componenti principali, la
variazione dei parametripgre R, che, a questa distanza, pud essere consideratficsitiva e
guella relativa a SSD=5 cm, t=60'. Per quanto nidada distanza SSD=10 cm, in accordo con
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I'analisi statistica dei dati, si puo riconoscergnfficativita nella variazione dei parametrj, i
corrispondenza del tempo di esposizione t=30".

Si evidenzia un differente assorbimento dei modistietching e bending del gruppo CH alla
frequenza di 1 MHz, con diminuzione dell'assorbadeamodi di stretching (R) e un aumento
dell'assorbanza del modo di bendingp{Rdei campioni sonicati rispetto al controllo. Va
sottolineato che la distanza con variazioni piavadnti in entrambi i casi € SSD=15 cm 1 MHz,
t=45'.

Per la frequenza di 3 MHz, aumenti dell’assorbapeale 2 bande Pe B sono rilevabili per la
distanza SSD=10 cm e per tempi di sonicazione &0’ e 60’, in accordo con quanto ottenuto
dall'analisi statistica.

Quindi in generale possiamo concludere che gli USNMHz e a 3 MHz su fibroblasti sembrano
produrre effetti sulla struttura lipidica piu evideper la frequenza di 1 MHz, prevalentemente in
corrispondenza delle configurazioni espositive SSm t=60" e SSD=15 cm e il tempo di
sonicazione di 45’; per la frequenza di 3 MHz imrgpondenza della distanza SSD=10 cm e per il

tempo di sonicazione piu lungo pari a 60'.

5.3.2 Effetti degli ultrasuoni sulle strutture d&Amide | e Amide Il

Lo studio delle bande Amide | e Amide Il medianpetsroscopia IR € utile in quanto ci permette di
osservare eventuali variazioni nell'assorbimentpalde di strutture proteiche presenti nella callul

In figura 5.11 sono gia stati riportati gli spettegistrati nella regione amidica, in cui € evideiht

picco importante del’Amide |, posizionato a cirb340 cn'.

g

=
=

06

" JE—
04 ] —pc2

02 0 ‘

0

=] o
T 3]

PC2 (21%)
o

YT
LA

e
=

loading
[

2

.02 | [wcTRL

W zon &'_amidi S50=5¢cm
-04 A 50n 15 _amidi §80=5 crm -
W son 30 _amidi 550=5 cm
-0kB #zon 458'_amidi 85D=5 cm

=
[gu)

M ”M -
03
® 500 60'_amidi 330=5cm .

N
-0.8 04

-0.8 -06 -04 -0.2 0 032 04 0.6 [IR= 1480 1630 1580 1630 1680
PC1 (80%) lunghezza d'enda (cm-1)

Figura 5.18: PCA su dati spettroscopici per esposizione a U3kdz SSD= 5 cm, regione amidica
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In questa regione, I'analisi PCA applicata allaivia seconda degli spettri ottenuti per esposizion
dei campioni cellulari ad US alla frequenza di 1 Mpler le distanze SSD=5, 10, 15 cm per i
differenti tempi, € riportata nelle figure 5.1819, 5.20.

| risultati mostrano che per SSD=5 cm, la sonigagisembra produrre variazioni significative per
esposizioni a t=5’,15" e 60’; per SSD=10 cm perdsper SSD=15 cm per t=15’, 30’, 45’ e 60'.
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Figura 5.19: PCA su dati spettroscopici per esposizione a U34dz SSD= 10 cm, regione amidica
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Figura 5.20: PCA su dati spettroscopici per esposizione a W34dz SSD= 15 cm, regione amidica

Per analizzare gli effetti degli US sulla struttis@condaria del contenuto proteico delle cellule,
nella figura 5.21 viene riportato 'andamento datgmetro R riferibile alle equazioni (5.2) e (5.3),
per la frequenza di sonicazione di 1 MHz e perrdedistanze campione-trasduttore investigate
(SSD=5, 10, 15 cm).
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Figura 5.21: variazioni nelle strutture secondarie nella regidel’Amide | per esposizione a US a 1 MHz

La figura 5.22 si riferisce al medesimo paramettraato per la frequenza di sonicazione di 3
MHz. In particolare, le variazioni del rapporto frarcentuale di struttura secondaria del campione
sonicato e percentuale di struttura secondariacdetrollo, sono state graficate in funzione del
tempo di esposizione per entrambe le frequenze.vamazioni dei rapporti tra le strutture
secondarie considerate, sono quelle relative #teediche, ai foglietti beta, ai turns, alle stk
disordinate e agli aggregati strands.
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Figura 5.22: variazioni nelle strutture secondarie nella regidell’Amide | per esposizione a US a 3 MHz

La Figura 5.21 mostra che la sonicazione alla f'eega di 1 MHz 75%ligh determina un aumento
della percentuale di strutture disordinate nei damsonicati rispetto al controllo, tendenzialmeent
a tutte le distanze, con diminuzione delle strettordinate alfa elica. Tale risultato risulta in
accordo con quanto rilevabile nei loading plotd’dealisi PCA, nei quali & possibile individuare
che le piu grandi differenze sono a carico di camanti della struttura secondaria del’Amide |
identificabili con le strutture disordinate (talzell5.2). In accordo con [lanalisi PCA

precedentemente riportata, la variazione nellagrtuale di strutture secondarie piu significativa

147



puo considerarsi in corrispondenza della distan8®=% cm, tempo di esposizione 15 e in
corrispondenza di SSD=15 cm per esposizioni ai tdisp 30’ e 60'.
Dalla figura 5.22 si evince che la sonicazioneMHKz non produce differenze sostanziali in merito

alla variazione della percentuale di strutture sdeoie dei sonicati rispetto ai controlli.
5.3.3 Effetti degli ultrasuoni nella regione dagcidi nucleici

Nella regione dello spettro attribuita principalrteeagli acidi nucleici (1300-950 ¢Hy sono state
valutate anche le variazioni di due ulteriori bandienominate e P, (vedi tabella 5.1). Le bande
P; (1240 cm) e B (1080 cm') sono associate allo stretching rispettivamenienrastrico e
simmetrico dei gruppi fosfato presenti negli acidcleici.

In figura 5.11 sono gia stati riportati gli spe#iIR relativi a questa regione spettrale.

L’analisi PCA, applicata alle derivate seconde depkttri, nella regione a cui appartengono le
bande P3 e P4, per la frequenza di esposiziohéiliz e le distanze campione trasduttore di 5, 10
e 15 cm, e riportata nelle figure 5.23, 5.24 e B@5 i relativi loading plots.
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Figura 5.23: PCA su dati spettroscopici per esposizione a US/dz SSD= 5 cm, regione acidi nucleici

| risultati mostrano che, per la distanza SSD=5 lkkmmjco dato significativo & quello relativo al

tempo di sonicazione di 15’; per SSD=10 cm (fightd4), le popolazioni relative ai tempi di

esposizione di 15" e 30’ risultano lontane dal colid e dagli altri esposti; per SSD=15 cm (figura
5.25), sono individuabili 3 distinti cluster di dat

Per quanto riguarda I'esposizione ad US alla fregaedi 3 MHz, I'analisi PCA applicata ai dati

spettroscopici € riportata nelle figure 5.26, 529.28.
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| risultati mostrano la significativita dell’effettdella sonicazione per i tempi di t=30’, 45’ e @lla
distanza SSD=5 cm; per SSD=10 cm risultano sigtifici dati ottenuti in corrispondenza di t=5’

e 15’, mentre per la distanza SSD=15 cm i dati’a B’
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Figura 5.24: PCA su dati spettroscopici per esposizione a WS$/&dz SSD= 10 cm, regione acidi nucleici
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Figura 5.25: PCA su dati spettroscopici per esposizione a U3/z SSD= 15 cm, regione acidi nucleici
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Figura 5.26: PCA su dati spettroscopici per esposizione a 33/dz SSD= 5 cm, regione acidi nucleici
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Figura 5.27: PCA su dati spettroscopici per esposizione a 33/#dz SSD= 10 cm, regione acidi nucleici
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Figura 5.28: PCA su dati spettroscopici per esposizione a 33/#dz SSD= 15 cm, regione acidi nucleici

Anche per le bande spettroscopicheeH?, sono stati valutati i parametri spettroscopigg B R4,
dove R=Pss/ Psc € Roi=PadPyc i risultati sono riportati in figura 5.29. Cambianti del parametro
Ry, con il tempo, la distanza e la frequenza di samicee, denotano variazioni conformazionali dei

gruppi fosfato caratteristici degli acidi nucleici.
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Figura 5.29: andamento del parametro Rp in funzione del tempomicazione per esposizioni della linea cellukare
MHz e a 3 MHz alle 3 distanze SSD=5, 10, 15 cm.

Si osserva che lo stretching asimmetrico del grugp@ , valutato dal parametro,g presenta per

la frequenza di 1 MHz, variazioni per quasi tuttempi di sonicazione, indipendentemente dalla
distanza di sonicazione SSD. In accordo con I'shaditatistica € possibile individuare le

configurazioni espositive che determinano variazggnificative nelle aree dei campioni trattati

rispetto ai controlli, in SSD=5 cm t=15’, SSD=10 spnicazione t=30’ e 60’ e SSD=15 cm t=45" e
60'.

Per la frequenza di 3 MHz, i parametisR® R-4, non mostrano variazioni importanti, eccetto che
per le distanze SSD=5 e tempi di esposizione padi.a

5.3.4 Risultati complessivi delle misure di spescopia FTIR
Le misure di spettroscopia FTIR su campioni biatogisposti ad US alle frequenze di 1 MHz e 3
MHz, hanno consentito di rilevare variazioni comfi@zionali di gruppi funzionali nella regione dei

lipidi, delle proteine e degli acidi nucleici, pcipalmente per effetto di sonicazione dei campioni

alla frequenza di 1 MHz.
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In accordo con i risultati di Pozzi (2011), che mmposizioni della stessa linea cellulare alla
frequenza di 1 MHz, rilevava formazione di radidgderi, e con il modello proposto da Krasovitski
(2011) relativo ai movimenti indotti dagli US sullmembrana cellulare con relativi effetti
(paragrafo 1.2), le variazioni osservate nelle leahg L,, P, e B possono essere legate sia a
modificazioni della struttura lipidica, con formamie di pori transienti nella membrana, favoriti
dalla formazione di radicali liberi o da fenomeneenanici quali microflussi e onde di shock, sia a
danni permanenti. L’attivitd cavitatoria intracddlte indotta dagli US puo portare a variazioni
conformazionali delle strutture lipidiche possoraw iogo a una variazione di fluidita di membrana
con cambiamenti della risposta funzionale dellassiePer quanto riguarda i radicali liberi prodotti
dalla sonicazione, essi interagiscono con i grupmtile e metilene, modificandone gli
assorbimenti. L'azione dei radicali liberi pud pooare il fenomeno della perossidazione lipidica;
infatti i radicali liberi contengono elettroni néegati che li rendono particolarmente reattivipldi
vengono ossidati dall’ossigeno molecolare, caus#éndegradazione delle strutture lipidiche stesse.
Anche nel terreno di coltura delle cellule possdaomarsi radicali idrossilici, a causa della
dissociazione dell'acqua; la migrazione dei radithéri dall’esterno all’interno della cellula puo
essere facilitata da un aumento nella permealdigita membrana cellulare. In questo caso, i
radicali liberi prodotti nel mezzo di coltura, poes penetrare all'interno della cellula e interagir
con le strutture lipidiche e nucleotidiche, insiegtn i radicali prodotti direttamente all’interno
della cellula.

Per quanto riguarda le variazioni osservate naligsanza dei gruppi funzionali associati alle
bande R e R, esse concordano con l'ipotesi che linteraziona c¢radicali liberi e le reazioni
sonochimiche che avvengono per effetto del campast@o, possono contribuire alla
modificazione del DNA. In particolare, un aumentioR} puo essere attribuito a modificazioni
strutturali dovute all'interazione degli acidi neidi, carichi negativamente per la presenza di
gruppi fosfato sullo scheletro, con i radicali iss@o e perossido di idrogeno generati nel mezzo
per idrolisi. Dai risultati sperimentali si evinaghe tali variazioni avvengono soprattutto per
sonicazioni alla frequenza di 1 MHz.

Per sonicazione dei campioni con US alla frequetizh MHz 75%High, I'analisi dei risultati
ottenuti ha permesso di rilevare che, le configor@zespositive in corrispondenza delle quali si
verifica con maggior frequenza una variazione $icgtiva dei parametri spettroscopici analizzati
(RL, Re,Ramide), SONno SSD=15 cm t=45" e SSD=15 cm t=60’ a cuiisponde un’intensita acustica
incidente sui campioni (0,06 W/&rinferiore rispetto a quanto rilevato per le aiste SSD=5 cm

e 10 cm (rispettivamente 0,09 W/tre 0,08 W/crf). Le variazioni riscontrate nei parametri

spettroscopici sembrano suggerire un relaziondcpenza del campo ultrasonoro incidente (1 e 3
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MHz) ed effetto indotto. A parita di frequenza, $®en giocare un ruolo importante anche la
distanza a cui e posizionato il trasduttore rispett campione, a cui corrispondono variazioni
dell'intensita acustica.

In figura 5.30 é riportato un tentativo di correlde variazioni di ciascun parametro spettroscopico
con l'energia incidente sul campione nel tempoadtiicazione (“dose”: dati in tabella 4.3) a cui

corrisponde tale valore, per la frequenza di ezpwse di 1 MHz.
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Figura 5.30: massima variazione dei parametri spettroscopiftinzione della “dose” per esposizione ad US a 1zMH

La massima variazione dei parametri spettrosca@pmdncentrata nel range di “dosi” comprese tra
circa 100 e circa 200 J/érall'interno del quale le variazioni di un numemaggiore di parametri
spettroscopici si riscontrano in corrispondenzaedlosi” 153,7 e 204,9 J/ciriferibili appunto
alla distanza campione-trasduttore SSD=15 cm péemipi t=45" e 60’; anche con questa
rappresentazione si evidenzia che le suddette gumaftioni espositive appaiono essere quelle piu
significative in termini di effetto spettroscopiaadotto da esposizione ad US alla frequenza di 1
MHz.

5.4 |l test di vitalita del Trypan Blue: risultati sperimentali

Il test di esclusione del Trypan Blue permette diurare la vitalitd dei campioni cellulari a seguit
di esposizione all’agente fisico. Il test e staseguito subito dopo I'esposizione al campo acustico
per entrambe le frequenze di esposizione 1 MHzMHZ2, per le tre distanze SSD=5, 10, 15 e per
tutti i tempi t=5’, 15'. 307, 45’, 60'.
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Il test di vitalita per i campioni trattati € stagffettuato sempre in concomitanza con i rispettivi
controlli.

| risultati sono riportati nelle tabelle 5.3 e Hdr quanto riguarda rispettivamente le esposizadni
US a 1 MHz 75%igh e 3 MHz 100%High.

1 MHz 75% High
Vitalita % dei campioni sonicati
Tempo di n. dei SSD=5cm SSD=10 cm SSD=15 cm
esposizione| campioni |  1=0,09 W/cn? 1=0,08 W/cn? 1=0,06 W/cn?
CTRL 8 97,1+0,8
5 8 94,06+2,66 91,30+1,05 87,05+6,95
15 8 89,14+7,39 8815 89,14+7,39
30’ 8 87,9+4,2 85,74+2 85 80,54+13,63
45’ 8 86,13+2,43 94,18+5,09 86,36+5,21
60’ 8 72,63+9,36 92,42+3,88 84,99+8,14

Tabella 5.3: vitalita dei campioni esposti alla frequenza dWiliz. | corrisponde a intensita incidente sul campidan
corrispondenza della relativa SSD.

3 MHz 100% High
Vitalita % dei campioni sonicati
Tempo di | N.ro dei SSD=5cm SSD=10 cm SSD=15 cm
esposizione| campioni 1=0,03 W/cnt 1=0,01 W/cnt 1=0,009 W/cnt
CTRL 8 95,76+1,68
5 8 89,65+7,54 92,92+3,56 94,45+3,09
15 8 89,98+7,55 92,8+4,2 88,6516,61
30 8 92,00+5,02 93,83+2,55 90,95+4,98
45’ 8 93,50+4,02 89,89+4,63 91,21+6,59
60’ 8 90,52+6,83 88,98+7,80 90,35+3,15

Tabella 5.4: vitalita dei campioni esposti alla frequenza di 8111 corrisponde a intensita incidente sul cameion
corrispondenza della relativa SSD.

Tutti i campioni esposti, sia alla frequenza di HMche a quella di 3 MHz, mostrano una vitalita
inferiore rispetto al controllo ma nessuna diffex@® risultata significativa.

Per quanto riguarda l'esposizione a 1 MHz, é stagaontrata una correlazione negativa
statisticamente significativa tra il tempo di espmse e la vitalita alla distanza SSD=15 cm (r=-
0,9354,p=0,0061).

Per quanto riguarda l'esposizione a 3 MHz, é stagaontrata una correlazione negativa
statisticamente significativa tra il tempo di espmse e la vitalita alla distanza SSD=10 cm (r=-
0,8621,p=0,0272).
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5.5 Il test dei micronuclei: risultati sperimentali

La figura 5.31 e la tabella 5.5 mostrano le frega@edei micronuclei dei campioni sonicati alla
frequenza di 1 MHz. | risultati mostrano che tutttampioni esposti presentano frequenze di
micronuclei maggiori del controllo. L’'aumento éultsito statisticamente significativo per le cellule
esposte alla distanza SSD=5 cm per 30, 45, 60 ndhasposizione ad US, e per i campioni esposti
a SSD=10 cm per 15, 30, 45, 60 minuti (p<0,05).céhtrario, a 15 cm nessuna differenza é

risultata significativa.

45 ITTRETTY

* % kE

: N \ N
3 1 4==\\g" 7 % %

N N N N
N N\ N\

5 mins. 5 mins. 0 rmins. 5 mins.

o]

0 rins.

Figura 5.31: frequenze dei micronuclei dei campioni sonicali dtequenza di 1 MHz per le 3 distanze SSD con
esplicitate le relative intensita incidenti sul gaome e per 5, 15, 30, 45 e 60 minuti di esposgion

Per quanto riguarda l'esposizione a 1 MHz, é statontrata una correlazione statisticamente
significativa tra il tempo di esposizione e la fneqza dei micronuclei alla distanza SSD=5 cm
(r=0,9789,p=0,0007), a SSD=10 cm (r=0,92%%0,0081) e a SSD=15 cm (r=0,99450,00004).

La figura 5.32 e la tabella 5.6 mostrano le freqeedei micronuclei dei campioni sonicati alla

frequenza di 3 MHz.
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1 MHz 75% High
Tempo di : - . : -
o N.ro di campioni Micronucleated cells/Binucleated ells + Standard Deviation
esposizione
SSD=5cm SSD=10 cm SSD=15cm
1=0,09 W/cnt 0,08 Wicnf 0,06 Wicnf
0 15 1,8740.83
5 8 2,13+0,99 2,38+0,92 1,8840,83
15 8 2,5+0,7 2,88+1,25* 2,0+0,5
30 8 3,00+1,07* 3,13+0,64** 2,25+0,89
45’ 8 3,13+0,83** 3,13+0,83** 2,38+0,74
60’ 8 3,51+0,93*** 3,63+0,74*** 2,63+1,06

Tabella 5.5:frequenze dei micronuclei dei campioni sonicdd &lequenza di 1 MHz per le 3 distanze SSD e pé&b5
30, 45 e 60 minuti di esposizione. |= intensitddeate sul campione in corrispondenza della sete@SSD.
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Figura 5.32: frequenze dei micronuclei dei campioni sonicala dtequenza di 3 MHz per le 3 distanze SSD con
esplicitate le relative intensita incidenti sul gaame e per 5, 15, 30, 45 e 60 minuti di esposiion

| risultati mostrano che tutti i campioni espostegentano frequenze di micronuclei maggiori del
controllo, eccetto che per i campioni sonicati peninuti a SSD=10 e 15 cm; nessuna differenza e
risultata statisticamente significativa. E’ statsscontrata una correlazione statisticamente
significativa tra il tempo di esposizione e la fneqza dei micronuclei dei campioni esposti alla
distanza SSD=5 cm (r=0,908%; 0,0122), alla distanza di 10 cm (r=0,97@20,0011) e a SSD=15
cm (r=0,9969p=0,00001).
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3 MHz 100% High
Tempo di N.ro di ) ) o
o o Micronucleated cells/Binucleated cells + Standard Bviation
esposizione campioni
SSD=5cm SSD=10 cm SSD=15cm
1=0,03 W/cn? 1=0,01 W/cn? 1=0,009 W/cnf
o 15 2,07+1,16
8 1,87+0,64 2,0£0,8 2,13+0,64
15’ 8 2,0+0,8 2,13+0,99 2,25+1,04
30’ 8 2,13+0,83 2,38+1,06 2,38+0,92
45’ 8 2,25+1,04 2,88+1,13 2,5+0,9
60’ 8 2,5+1,07 3,0+0,9 2,63+1,19

Tabella 5.6:frequenze dei micronuclei dei campioni sonicdt &lequenza di 3 MHz per le 3 distanze SSD e pé&b5
30, 45 e 60 minuti di esposizione. I= intensitddeate sul campione in corrispondenza della setez@SSD.

Tali esperimenti mostrano che la sonicazione puadymre danni genotossici, e il principale
meccanismo attraverso il quale cio avviene potrebbsere la formazione dei radicali liberi a
seguito della sonicazione (Fuciarelli, 1995; Mil&as2007; Pozzi, 2011).

| risultati evidenziano che I'esposizione ultras@sembra causare un aumento della frequenza dei
micronuclei dipendente dal tempo, per esposizi@eampioni ad entrambe le frequenze 1 MHz e
3 MHz, e 'aumento € maggiore nei campioni espagtUS a 1 MHz. Per entrambe le esposizioni,
le frequenze dei micronuclei sono piu elevate irrispondenza delle minori distanze campione-
trasduttore.

5.6  Microscopia a fluorescenza: risultati sperimerdli

In tabella 5.7 é riportato lo schema delle esporizeseguite a 1 MHz e 3 MHz, effettuate a partire

dai 30 minuti di esposizione per tutte le distaB&D e per tutti i tempi di sonicazione.

1 MHz 75% High 3 MHz 106 High
Distanza diffusore-bersaglio (SSD)
5cm 10 cm 15cm
_ 30’ 30’ 30
Tempo di : : :
esposizione 45 45 45
(min) 60’ 60’ 60’

Tabella 5.7:tabella delle misure di microscopia in fluoresceeffattuate per esposizioni a 1 MHz e 3 MHz
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Per la valutazione dell'uptake di molecole da patéfe cellule NIH-3T3 esposte ad US alle
frequenze di 1 MHz e 3 MHz, nel corso delle nostisure € stata utilizzata la calceina (10 uM).

Per valutare la vitalita delle cellule successivatealla sonicazione con marcatore fluorescente, é
stato usato lo loduro di Propidio (1P, g0).

Le immagini registrate a seguito della marcaturacdenpioni con calceina, hanno consentito di
valutare in modo qualitativo la fluorescenza innteni di “Elevato uptake di calceifia“Medio

uptake di calceing “ Scarso uptake di calceihaei campioni cellulari investigati.

5.6.1 Risultati per esposizione ad ultrasuoni #Hz, 75% High

5.6.1.1 Il campione di controllo

In figura 5.33 vengono riportate le immagini indlescenza ottenute per il controllo, non esposto e

lasciato con calceina (10 uM) in PBS per 30 miaubuio.

b) c)
Figura 5.33:immagini del controllo in contrato di fase e indtescenza con calceina e IP

Le immagini si riferiscono ad un obiettivo 20X;dg e c) si riferiscono al campione in contrasto di
fase, mentre le b) e d) fanno riferimento aglisteampi ottici ma analizzati in fluorescenza.

| risultati non evidenziano uptake del fluoroforeelle cellule del campione di controllo,
caratterizzato da scarsa emissione in fluorescertazona vitalita cellulare a seguito dell’aggiunta
di un’aliquota di IP (2Qqul).

5.6.1.2 Risultati per esposizioni a 1 MHz 75% HjgSD=5 cm, t=30’

In figura 5.34 sono riportate le immagini dei caompidi cellule NIH-3T3 marcate con calceina ed
esposte per 30’ ad US a 1 MHz 75%gh, alla distanza dal trasduttore di 5 cm.
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a) N b )
Figura 5.34:immagini in fluorescenza (calceina) del campiomicato 1 MHz alla distanza SSD=5 cm per t=30".

La figura 5.34 a) mostra sovrapposti il monostrdtocellule e la relativa fluorescenza della
calceina; le figure 5.34 b) e c) riportano sepanataie il monostrato in contrasto di fase (b) e lo
stesso campo investigato in sola fluorescenza c).

Le figure 5.35 a), b), ¢) mostrano particolari defdo del monostrato.

Le suddette immagini mostrano che tale configurazicespositiva appare responsiva in
fluorescenza rispetto al controllo, evidenziandoelgvato livello di uptake del fluoroforo, sia nel

monostrato, che nei bordi dello stesso. In cornsignza di alcuni set-up espositivi, le cellule ai
bordi del monostrato tendono ad internalizzare amigra importante la calceina, risultando piu

esposte all’'agente fisico.

a) c)
Figura 5.35:immagini in fluorescenza (calceina) del campiomgicato 1 MHz alla distanza SSD=5 cm per t=30'.

Nelle figure 5.36 & possibile osservare, per questdigurazione espositiva, particolari di cellule

che hanno internalizzato la calceina, catturati @oiettivo 40X.
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Figura 5.36: differenti livelli di uptake di calceina per esjmeni ad US a 1 MHz SSD=5 cm t=30'.

Si evidenziano una colorazione non uniforme dedlaute, differenti livelli di uptake del fluoroforo
come riportato dalla letteratura (Guzmann, 20010220 variazioni morfologiche (Krasovitski,
2011); le cellule prive di uptake sembrano manteermpropria morfologia originaria rispetto alle
cellule con internalizzazione del fluoroforo, chregentano invece una forma allungata e appiattita.
L’aggiunta di IP evidenzia una mortalita cellulagperiore al controllo, ma con netta separazione
tra cellule che hanno internalizzato la calceineekkule morte che legano IP (figura 5.37), come
evidenziato dalla 5.37 c) in cui la fluorescenza @etrambi i fluorofori (calceina e IP) é stata
osservata con il filtro passa-banda nel range %Ib-Bm (verde), al fine di analizzare

contemporaneamente entrambe le fluorescenze @Reirta) presenti nel campione.

a) b)
Figura 5.37: vitalita cellulare (IP) per esposizioni a 1 MHz[3S cm t=30'.
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5.6.1.3 Risultati per esposizioni a 1 MHz 75% HjgSD=5 cm, t=45’

In figura 5.38 sono riportati i risultati dell’'esgi@ione a SSD=5 cm per 45'.

Figura 5.38: immagini del campione sonicato 1 MHz alla dista®sD=5 cm per t=45" per la fluorescenza della
calceina e con IP.

Tale configurazione espositiva appare mediamensporesiva in fluorescenza, con mortalita

cellulare non dissimile rispetto al controllo.
5.6.1.4 Risultati per esposizioni a 1 MHz 75% HjgSD=5 cm, t=60’
In figura 5.39 sono riportati i risultati dell’esgigione a SSD=5 cm per 60. Anche tale

configurazione evidenzia un livello medio di uptales fluoroforo, con discreta mortalita cellulare,

valutata con IP.
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Figura 5.39:immagini del campione sonicato 1 MHz alla distaB&D=5 cm per t=60'.

5.6.1.5 Risultati per esposizioni a 1 MHz 75% HjgSD=10 cm, t=30’

In figura 5.40 sono riportati esempi di immaginiateve ai risultati dell’esposizione di campioni di
fibroblasti ad US alla distanza SSD=10 cm per 3@ni immagine in fluorescenza (5.40 d-e-f)
presenta il suo corrispondente in contrasto di (&s#€0 a-b-c). Si osserva la presenza di un effetto
bordo simile a quello osservato per il set-up edposSSD=5 cm t=30'. A differenza della
precedente configurazione espositiva, le cellule appartengono al monostrato presentano una
risposta inferiore in termini di internalizzaziodel fluoroforo (figura 5.40 g)-h)).

L’aggiunta di IP evidenzia una scarsa mortalitdutale, con netta separazione tra cellule che

hanno internalizzato la calceina e cellule chened® (figura 5.41).
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h)
Figura 5.40: immagini dei bordi del campione sonicato 1 MHzaalistanza SSD=10 cm per t=30’; a), b), c) sono
immagini in contrasto di fase; d), e), f) rappréaan gli stessi campi in fluorescenza; g) e h) rapgntano immagini
del monostrato.

Figura 5.41:immagini del campione sonicato 1 MHz alla dista8&D=10 cm per t=30’ con IP
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5.6.1.6 Risultati per esposizioni a 1 MHz 75% HjgSD=10 cm, t=45’

La figura 5.42 mostra i risultati dell’esposizioe SSD=10 cm per 45'. Tale configurazione

espositiva evidenzia un medio livello di uptake ftlebroforo nelle cellule esposte.

Figura 5.42:immagini del monostrato del campione sonicato 1zMHa distanza SSD=10 cm per t=45’

La mortalita cellulare, valutata con IP, appare saperiore rispetto al controllo, sempre senza
evidenza di co-localizzazione tra cellule che hambernalizzato la calceina e cellule che legano IP

5.6.1.7 Risultati per esposizioni a 1 MHz 75% HjgSD=10 cm, t=60’
La figura 5.43 mostra i risultati dell’esposizioaeéSSD=10 cm per 60’. Anche tale configurazione
espositiva evidenzia una medio livello di uptakefd®roforo nelle cellule esposte.

La mortalita cellulare, valutata con IP, appareesigue rispetto al controllo, ma senza evidenza di

co-localizzazione tra cellule che hanno internaliada calceina e cellule che legano IP.
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Figura 5.43:immagini del campione sonicato 1 MHz alla distaB&D=10 cm per t=60’

5.6.1.8 Risultati per esposizioni a 1 MHz 75% HjgSD=15 cm, t=30’

La figura 5.44 mostra i risultati dell'esposizioa&SD=15 cm per 30'.
Tale configurazione evidenzia una risposta aglidJISMHz non dissimile dal controllo, con scarso
livello di uptake della calceina. Anche la mortalitellulare, valutata con IP (figura 5.45) appare

leggermente superiore rispetto al controllo.
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Figura 5.44:immagini del monostrato del campione sonicato 1zMHa distanza SSD=15 cm per t=30’ in contrasto di
fase e in fluorescenza

Figura 5.45:immagini con IP del campione sonicato 1 MHz allstatiza SSD=15 cm per t=30’ in contrasto di fase e
fluorescenza (IP)

5.6.1.9 Risultati per esposizioni a 1 MHz 75% HjgSD=15 cm, t=45’

La figura 5.46 mostra i risultati dell’esposizioaeSSD=15 cm per 45’. Si evidenzia un elevato
livello di uptake del fluoroforo nel monostrato iebardi dello stesso.

La mortalita cellulare, valutata con IP, appareesigpe rispetto al controllo, ma senza evidenza di
co-localizzazione tra cellule che hanno internaliazZla calceina e cellule che legano lo IP (figura
5.47).
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Figura 5.46: immagini in fluorescenza del monostrato del camgisonicato 1 MHz alla distanza SSD=15 cm per
t=45’

Figura 5.47: immagini in fluorescenza (calceine e IP) del campisonicato 1 MHz alla distanza SSD=15 cm per
t=45’

5.6.1.10 Risultati per esposizioni a 1 MHz 75%gHj SSD=15 cm, t=60’

La figura 5.48 mostra i risultati dell’esposizioaeSSD=15 cm per 60’. Si evidenzia un elevato
livello di uptake del fluoroforo nel monostrato a&doordi dello stesso.

La mortalita cellulare, valutata con IP, appareesigpe rispetto al controllo, ma senza evidenza di
co-localizzazione tra cellule che hanno internaliazl fluoroforo e cellule morte che hanno legato
lo IP.

Figura 5.48:immagini del campione sonicato 1 MHz alla distaB&D=15 cm per t=60’
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5.6.1.11 Tabella riassuntiva dei risultati ottenuti per esgpiaione ad ultrasuoni a 1 MHz 75%
High

La tabella 5.8 mostra lo schema riassuntivo deitas ottenuti con la microscopia a fluorescenza
per esposizione dei campioni ad US alla frequenzh MHz 75% High, in termini di ‘Elevato
livello di uptake di calceiria “Medio livello di uptake di calceiria“ Scarso livello di uptake di
calceind per ciascuna distanza campione-trasduttore (SSO65 15 cm) e relativa intensita
incidente sul campione, per tutti i tempi di somioae (30, 45, 60").

Si osserva che un elevato uptake di calceina é stavato per le configurazioni espositive SSD=5
cm t=30’, SSD=10 cm t=30", SSD=15 cm t=45" e t=68nhche in questo caso, un’importante
internalizzazione del fluoroforo si riscontra inrggpondenza della configurazione espositiva
SSD=15 cm, a cui corrisponde un’intensita acusticalente sul campione pari a 0,06 Wfcper i
tempi di sonicazione di 45’ e 60’. Tale risultadgsieme alle variazioni dei parametri spettroscopic
rilevati per la stessa distanza campione-trasduttoediante la spettroscopia FTIR, consente di
supporre che, in queste condizioni di esposiziomgano indotti da esposizione ad US,
cambiamenti a livello di membrana quali formaziode pori, che costituiscono condizione

favorevole all'internalizzazione del fluoroforo.

o 1
Frequenza US 1 MHz 75% high LEGENDA: ESPOSTZIONE DELLE CELLULE
Ssh 5em 10 ecm 15 em AD US 1 MHz
Intensita 0,09 Wiem? 0,08 Wiem? 0,06 Wicm? Elevato livello di uptake di calceina
30’ BOR 30’ BOR 30 Medio livello di uptake di calceina
Tempo di
esposizione 45" 45 45 BOR Scarso livello di uptake di calceina
{minuti) . .
60’ 60 60 BOR Evidenza di effetto bordo

Tabella 5.8: schema riassuntivo degli esiti della microscopifiiorescenza per le esposzioni a 1 MHz 75%.

In tabella 5.9 e riportato un tentativo di correl#effetto riscontrato in microscopia in fluoresea
con I'energia incidente sul campione per il tempsahicazione (“dose”). In particolare, si osserva
che elevati livelli di uptake di calceina nelle lod esposte agli US a 1 MHz si ottengono per
configurazioni espositive a cui corrisponde una rgiae incidente sui campioni durante la
sonicazione compresa tra 146 e 205 3/cm

Medi livelli di uptake del fluoroforo si osservaper “dosi” superiori a 205 J/cnfino a 308 J/cr)

mentre scarsi livelli per “dosi” inferiori a 146cdf’ e in particolare pari a 102 J/ém
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1 MHz 75% high

Stima dell'energia incidente sul campione in
petri durante la sonicazione “dose”

LEGENDA: ESPOSIZIONE DELLE CELLULE AD US 1 MHZz

“Dose (Jicm2)”

tempo Elevato livello di uptake di calceina 146 =dose< 205 Jjom?2
{miny S5cm 10 cm 15 cm
3y 153.9 1459 1025 Medio livello di uptake di calceina dose =205 Jfom?2
45 2309 2189 1537 Scarso livello d uptake di calceina dose< 146 1fem?2
60’ 30749 29149 204 9

Tabella 5.9: schema riassuntivo degli esiti della microscopidlilorescenza per le esposizioni a 1 MHz 75% in
termini di “dose”.

5.6.2 Risultati per esposizione ad ultrasuoni a 3 MHA)0% High

Anche per questo esperimento, il campione di ctlotrmn ha evidenziato uptake del fluoroforo.

5.6.2.1 Risultati per esposizioni a 3 MHz 100% High, SSDe&f, t=30’, t=45’ e t=60’

Le figure 5.49, 5.50 e 5.51 mostrano i risultali’dsposizione ad US a 3 MHz SSD=5 cm e tempi

di esposizione 30, 45’ e 60'.

Figura 5.49:immagini del monostrato del campione sonicato 3zMHa distanza SSD=5 cm per t=30’
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Figura 5.50: immagini del monostrato del campione sonicato 3zMHa distanza SSD=5 cm per t=45’

Figura 5.51:immagini del monostrato del campione sonicato 3zMHa distanza SSD=5 cm per t=60’
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Per tutte le configurazioni espositive, si ossesearso uptake della calceina e una mortalita

cellulare leggermente superiore rispetto al colutrol

5.6.2.2 Risultati per esposizioni a 3 MHz 100% High, SSD=df, t=30’

La figura 5.52 mostra i risultati dell’'esposizioaeSSD=10 cm per 30'. In particolare, vengono
riportati due esempi di monostrato in contrastéade, seguiti dallo stesso campo in fluorescenza.
Anche in corrispondenza di questa configuraziomp®sitiva si osserva una scarsa internalizzazione
del fluoroforo. L'inserimento di IP sul campionello&@re evidenzia un aumento della mortalita
cellulare rispetto al controllo, mostrando comungune le cellule che hanno internalizzato la

calceina sono nettamente distinte da quelle clente¢P (figura 5.53).

Figura 5.52:immagini del monostrato del campione sonicato 3zMHa distanza SSD=10 cm per t=30’
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Figura 5.53:immagini del monostrato del campione sonicato 3zMHa distanza SSD=10 cm per t=30’ con IP.

5.6.2.3 Risultati per esposizioni a 3 MHz 100% High, SSD=dM, t=45’

La figura 5.54 mostra i risultati dell’esposizioaeSSD=10 cm per 45’ | risultati mostrano una
scarsa internalizzazione della calceina e mortalitBulare comparabile con il controllo (figura
5.55).

Figura 5.55: immagini del monostrato del campione sonicato 3zMHa distanza SSD=10 cm per t=45' con IP.
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5.6.2.4 Risultati per esposizioni a 3 MHz 100% High, SSD=d®, t=60’

La figura 5.56 mostra le immagini relative all’'espone dei campioni cellulari ad US a SSD=10
cm per 60'. | risultati mostrano anche in questsocana scarsa internalizzazione della calceina

nelle cellule esposte e una mortalita cellularénaassa non dissimile rispetto al controllo.

Figura 5.56: immagini del monostrato del campione sonicato 3zMHa distanza SSD=10 cm per t=60’".

5.6.2.5 Risultati per esposizioni a 3 MHz 100% High, SSD=d, t=30’, t=45’ e t=60’

Le figure 5.57, 5.58 e 5.59 mostrano i risultati’dsposizione dei campioni ad US alla frequenza

di 3 MHz in corrispondenza della distanza campitasduttore SSD=15 cm e per i tempi di

esposizione di 30, 45’ e 60'.
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Figura 5.57:immagini del mononostrato del campione sonicaltd-& alla distanza SSD=15 cm per t=30".

| risultati mostrano scarsa fluorescenza e scaxwdahta cellulare, evidenziando netta distinzione

tra cellule che internalizzano la calceina e cellbrte che legano lo IP.

Figura 5.58:immagini del monostrato del campione sonicato 3zMHa distanza SSD=15 cm per t=45’".

Figura 5.59: immagini del monostrato del campione sonicato 3zMHa distanza SSD=15 cm per t=60'".
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5.6.2.6 Tabella riassuntiva dei risultati ottenyger esposizione ad ultrasuoni a 3 MHz 100%
High

La tabella 5.10 mostra lo schema riassuntivo deiltati ottenuti con la microscopia a fluorescenza
per esposizione dei campioni ad US alla frequenZaMHz 100%High, in termini di ‘Elevato
livello di uptake di calceiria “Medio livello di uptake di calceiria“ Scarso livello di uptake di
calceind per ciascuna distanza campione-trasduttore (SSO€6 15 cm) e relativa intesita
incidente sul campione, per tutti i tempi di somioae (30, 45, 60").

Si osserva che in corrispondenza di tutte le int@recustiche incidenti sul campione, inferiori
rispetto a quelle relative all'esposizione ad US MHz 75%, per tutti i tempi di sonicazione, sono

presenti scarsi livelli di uptake di calceina.

Frequenza US 3 MHz 100% high
S&D 5cm 10cm 15 cm
"y 3 3 3 LEGENDA: ESPOSIZIONE DELLE
Intensita 0,03 Wicm 0,01 Wicm 0,009 Wicm CELLULE AD US 3 MHy
Tempo di 0 30 U Scarso livello di uptake di
esposizione 45 45 45 calceina
(minuti)
510} 510} 510}

Tabella 5.10:schema riassuntivo dei risultati della microscapidluorescenza per le esposzioni a 3 MHz 100% in
termini di intensita acustica incidente sul campion

Tale risultato, assieme con quanto rilevato intspstopia FTIR, con la microscopia a fluorescenza
per esposizione dei campioni a 1 MHz 75figh, sembra confermare un relazione tra frequenza e
quindi intensita del campo ultrasonoro incidente @ MHz) ed effetto indotto.

In tabella 5.11 é riportato un tentativo di correlarisultati ottenuti in microscopia a fluoreszan

con I'energia incidente sul campione per il tempsaticazione (“dose”).

3 MHz 100% high
Stima dell’'energia incidente sul campione in
petri durante la sonicazione “dose”
w u LEGENDA: ESPOSIZIONE DELLE CELLULE
2

tempo Dose [Jjem?) AD US 3 MHz

(min) 5cm 10 cm 15 cm Scarso livello di uptake di dose< 146 Jjem?

an 59,9 274 159 calceina

45 899 411 238

GO’ 119.8 54 8 M8

Tabella 5.11:schema riassuntivo dei risultati della microscapifluorescenza per le esposzioni a 3 MHz 100%
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Si osserva la corrispondenza con quanto rilevat@ggosizione dei campioni a 1 MH5% High
infatti, in questa configurazione espositiva, le4d risultano comunque inferiori a 146 Jf&m
energia incidente sul campione nel tempo di sorocaz al di sotto della quale si osservava una

scarso uptake del fluoroforo per esposizione a Z V% High

5.7 Citofluorimetria a flusso: risultati sperimental

In tabella 5.12 é riportato lo schema delle espasizper le misure di citofluorimetria a flusso,
eseguite con US alla frequenza di 1 MHz e 3 MHzauire dai 30 minuti di esposizione per tutte le
distanze SSD e per tutti i tempi di sonicazione.

Per studiare I'internalizzazione di molecole ex¢thdari da parte delle cellule NIH-3T3 esposte ad
US alle frequenze di 1 e 3 MHz, anche in questo @astata utilizzata la calceina (10 uM). Per

valutare la vitalita delle cellule post sonicazimo® marcatore fluorescente, e stato usato 1P Ij20 p

1 MHz 75% High

3 MH200% High

Distanza diffusore-bersaglio (SSD)

5cm 10 cm 15cm
Tempo di 30’ 30’ 30’
esposizione 45’ 45’ 45’
(min) 60’ 60’ 60’

Tabella 5.12:tabella delle misure di citofluorimetria a flusstettuate per esposizioni a 1 MHz e 3 MHz

Inizialmente sono stati acquisiti i risultati pércampione di controllo e per il campione non
marcato, quest’ultimo utile per la rilevazione taltofluorescenza dei campioni.

Per ogni campione si e scelto di conteggiare 10ed@dti cioé 10.000 cellule e sono stati acquisiti:
1) I'istogramma a due parametrin cui ciascun punto corrisponde ad 1 eventoatontotato di un
definito valore correlato ai parametri misurati,]| m®stro caso due tipi di fluorescenza (IP e
calceina);

2) llistogramma ad un parametralove I'ascissa riporta I'intensita di fluorescarz I'ordinata la
frequenza ovvero il numero di eventi che esprimiah® proprieta.

Dall’istogramma a due parametdei campioni misurati € possibile ricavare la petgale di
cellule vive, delimitando una regione denominata(BR2, ecc) che consente di stabiliregate
(soglia) oltre il quale le cellule sono considenadsitive a IP, e quindi morte.

L’ istogramma ad un parametroconsente la determinazione quantitativa degli eveorsiderati

positivi per la fluorescenza della calceina, atrawe il posizionamento di un marker (M1) che
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definisce urgate sul campione di controllo; il paramet¥ Gated M1fornisce la percentuale degli

eventi che cadono all'interno del gate prefissaiocampioni sonicati.
5.7.1 Risultati sperimentali per esposizione ad ultuasi a 1 MHz 75% High

In figura 5.60 é riportato l'istogramma a due pastnmregistrato per il campione di controllo, il
guale mostra che la maggior parte dei conteggiostata nel quadrante in basso a sinistra in cui
sono posizionate le cellule vive, negative perdigeina e per lo loduro di Propidio (®T).

La figura 5.60 evidenzia inoltre I'estensione @aksizionamento per il campione di controllo della
regione R1, che identifica la vitalita cellulardiaterno della quale la percentuale di celluleeie
dell’'89,7%.

L’istogramma ad un parametro mostra che l'intendéta fluorescenza della calceina nel campione
di controllo, in accordo con quanto atteso, & posita su livelli bassi (tra 2@ 1d). Inoltre si
evidenzia la determinazione dgdte (M1), regione considerata positiva per l'uptakéadealceina,

nel confronto con i campioni sonicati. Per il caom@ di controllo, la percentuale degli evagdted
che cadono nella regione M%Gated M) € 2,63 %.

L

Figura 5.60: istogramma a 2 parametri e a 1 parametro penip&ne di controllo (1 MHz)

In figura 5.61 e riportato un esempio di istogranmpeauna delle configurazioni espositive indagate

che ha mostrato un buon uptake della calceinaatiticplare SSD=10 cm t=60".
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FL1-H

Figura 5.61:istogramma a 2 parametri e a 1 parametro penip&ne sonicato a 1 MHz SSD=10 cm t=60’

In tabella 5.13 sono riportati i risultati complesslelle misure di citofluorimetria per esposizion
dei campioni ad US alla frequenza di 1 MHz, corerithento alla percentuale degli eventi che
cadono nel gate M1%gated M). Si evidenzia un elevato uptake della calceinacaenpioni
sonicati rispetto al controllo, per tutte le distartampione-trasduttore e tutti i tempi di sonicaei

| risultati riportati in tabella 5.13 mostrano cper ciascuna intensita ultrasonora incidente sul
campione, linternalizzazione della calceina tenai@ aumentare al crescere del tempo di
sonicazione; inoltre, a paritd di tempo di soniocae| si evidenzia un uptake indipendente
dall'intensita incidente sul campione. Tale ristdtgpotrebbe essere associato ad una sorta di
saturazione dell’effetto indotto dagli US, con Wetalella calceina che sembrerebbe dipendere piu

dal tempo di sonicazione che dall'intensita, pergiedi sonicazione uguali o superiori ai 45’.

% gated M1 - 1 MHz 75% High
SSD=5cm SSD=10cm SSD=15cm
1=0,09 Wicn? | 1=0,08 W/cn? | 1=0,06 W/cn?
Controllo 2,63%1,1
t=30’ 74,8129 49,45 +1,6 64,63+1,3
t=45’ 84,06+4,1 86,79+1,5 87,04+1,7
t=60’ 97,48+0,9 99,27+0,5 99,5+0,5

Tabella 5.13:risultati delle misure di citofluorimetria a flusgffettuate per esposizioni a 1 MHz.

Tali dati mostrano un buon accordo con quanto piEmemente rilevato in microscopia a
fluorescenza e spettroscopia; anche in questoleasanfigurazioni con percentuale piu elevata di
eventi positivi alla fluorescenza sono quelle gondenti alla distanza SSD=15 cm per i tempi di
sonicazione piu lunghi, pari a 60’. Tale risults®mbra confermare che le modificazioni indotte
dagli US alla frequenza di 1 MHz a livello della miarana, costituiscono condizione favorevole
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all'internalizzazione del fluoroforo, evidenziatan imodo quantitativo dalle misure di
citofluorimetria.
In figura 5.62 é riportato il grafico della vitditcellulare, rilevata attraverso le misure di

citofluorimetria per esposizioni dei campioni ad 8% MHz nelle configurazioni indagate.

Vitalita citofluorimetria 1 MHz 75% high
100

Vitalita cellulare (%)

Cortrollo Sonicsto Sonicato Soniceto Sonicato Soniceto Sonicato Sonicato Sonicato Sonicato
10cm 30 10cmB0' 10em4s Sem30 15em30 15cm4s 15cmB0 Scmd4s 5comBl

Figura 5.62: vitalita cellulare per esposizioni ad US 1 MHz eellrie configurazioni espositive.

| risultati mostrano che i valori piu bassi pewltlita (41,7 % e 56,6%) si ottengono alla minima
distanza trasduttore campione (SSD=5 cm) e penpiteli sonicazione piu elevati (45" e 60’).

Inoltre, per quanto riguarda la vitalita cellulare, stato effettuato un confronto tra quanto
determinato con la tecnica del Trypan blue ed i ddéenuti con la citofluorimetria a flusso: i
risultati mostrano una buona compatibilita tragleniche, con un coefficiente di correlazione r=0,7.
Il processo di sonoporazione, ossia la porazioile deembrane delle cellule esposte agli US, che
consente l'uptake di molecole del fluoroforo, riethe I'individuazione delle sue condizioni ottimali
che da una parte mantengano una buona vitalitalaxd| dall’altra garantiscano una buona
efficienza di internalizzazione nelle cellule di lexole di interesse; a tale scopo, € stato
determinato il cosiddettaterapeutic ratié (TR) (Karfhafian, 2009), ossia il rapporto traniimero
delle cellule in cui é stata indotta permeabilitaeguito di esposizione ad US, e il numero delle
cellule che sono state conteggiate come morte angllito della medesima esposizione. Tale
parametro determina una sorta di bilanciamenttdfi@tto desiderato dell’esposizione ultrasonora
(uptake) e l'effetto distruttivo prodotto (mortelléecellule esposte).
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Figura 5.63: Therapeutic ratio in funzione del tempo di sonioagi nelle differenti configurazioni espositive igdée
(1 MHz 75% High).

| risultati, riportati in figura 5.63, mostrano ch@andamento di TR dipende dalle condizioni
sperimentali; il massimo del TR si ottiene in cgpondenza della configurazione espositiva relativa
alla distanza campione-trasduttore SSD=10 cm peghlu tempi di sonicazione (60%), in
considerazione di una elevata permeabilita dellambmana indotta dall’esposizione ad US a 1 MHz

75%High e di una elevata vitalita dei campioni, mentnaithimo per SSD=5 cm.

5.7.2 Risultati sperimentali per esposizione dttasuoni a 3 MHz 100% High

In tabella 5.14 sono riportati i risultati complesslelle misure di citofluorimetria per esposizion

dei campioni ad US alla frequenza di 3 MHz, comrithento alla percentuale degli eventi che

cadono nel gate M24ggated M), quindi positivi alla fluorescenza della calceina

Tabella 5.14:risultati delle misure di citofluorimetria a flusgffettuate per esposizioni a 3 MHz.

% gated M1 - 3 MHz 100% High
SSD=5cm SSD=10cm SSD=15cm
1=0,03 W/en? | 1=0,01 W/cn? | 1=0,009 W/cnf
Controllo 1,4+1,1
t=30’ 1,96+0,5 1,29+1,4 2,16+0,5
t=45’ 2,11+1,1 5,87+2,1 1,58+0,7
t=60’ 3,64+0,8 1,79+0,5 3,88+1,2
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Un confronto quantitativo in termini di uptake dilceina tra quanto ottenuto per esposizione dei
campioni ad US alle due frequenze di 1 MHz e 3 Mtdbelle 5.13 e 5.14) mostra che, al crescere
della frequenza, diminuisce in modo importante éanpeabilita cellulare, divenendo comparabile
con il controllo.

Tale risultato, assieme con quanto rilevato corsgattroscopia FTIR e con la microscopia in
fluorescenza, sembra ulteriormente confermare w@h@zione tra frequenza (1 e 3 MHz) ed
eventualmente intensita del campo ultrasonoro értieled effetto indotto.

Infine, in figura 5.64 é riportato il grafico dellatalita cellulare rilevata attraverso le misure d
citofluorimetria per esposizioni dei campioni ad &S MHz nelle configurazioni indagate.

Si osserva che la vitalita piu bassa si ottienelperonfigurazione espositiva SSD=5 cm t=60’
(40,88% contro 85,03% del controllo), mentre la @ita per le configurazioni espositive riferibili

alla distanza campione-trasduttore piu elevatagpaf cm.

Vitalita citoflucrimetria 3 MHz 100% High

100

Vitalita cellulare (%)

Cortrollo Sonicato Sonicato  Sonicato Sonicato  Soricsto  Sonicato  Sonicato Sonicato Sonicato
15em 30 15 cm B0 10em 30° Scmds’ Sem30 15cm4s 10cm B0’ 10 cm 45" 5 cm 60

Figura 5.64: vitalita cellulare per esposizioni ad US alla fregqma di 3 MHz nelle varie configurazioni espositive

5.8 Microscopia confocale: risultati sperimentali

Con la finalita di confermare che, in accordo candtteratura, la calceina, entra uniformemente
all'interno delle cellule, & stato utilizzato un arescopio confocale che fornisce sottili sezioni
ottiche dei campioni cellulari; a garanzia ched#ute che internalizzano il fluoroforo sono vita
stato utilizzato lo ioduro di propidio (10 ul), er#to all'interno del campione al termine della

sonicazione e successivamente all’acquisizione d®inagini in fluorescenza della calceina.
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Al fine di eliminare sovrapposizioni nella fluoresza emessa dai due fluorofori in esame, calceina
(A picco massimo di assorbimento=494 ni@cco massimo di emissione= 514 nm) e ARicco
massimo di assorbimento = 535 nrh @icco massimo di emissione =617 nm) sono statisgcda

due linee di laser a ioni argon (lunghezza d’onidecditazione rispettivamente 458 e 543 nm, ed un
intervallo di emissione compreso tra 490 e 550 emlg calceina e tra 550-650 nm per IP), (figura
5.65).
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Figura 5.65: Lunghezze d’onda di assorbimento ed emissionegleeioa e IP

In figura 5.66 € riportata un’immagine del campiogiecontrollo, non sonicato, marcato con
calceina 10 uM per t=30’; successivamente, il campie stato sottoposto ad un lavaggio con PBS
al fine di eliminare il fondo della fluorescenza llde calceina non internalizzata. Dopo
'osservazione, é stato introdotto IP, nella com@aione suddetta. L'immagine mostra assenza di
fluorescenza di calceina e IP a carico delle cellul

Figura 5.66:immagine in fluorescenza e in trasmittanza del dangdi controllo marcato con calceina

Successivamente, si € proceduto ad effettuare iegpusdei campioni ad US alla frequenza di 1
MHz, in una configurazione gia indagata con citoflmetria a flusso ossia 1 MHz 75%tigh
distanza campione trasduttore 5 cm e tempo di epons 60’; la mancanza di integrita del
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monostrato successivamente alle sonicazioni norcdmsentito di acquisire le immagini nelle
predette condizioni sperimentali con questa metodic

| campioni marcati con calceina sono stati pertaegposti in corrispondenza di intensita
ultrasonore inferiori, individuate dalla carattegazione di figura 4.5; in particolare, si &€ scealto
sonicare sempre alla frequenza di 1 MHz ma alltadiz campione-trasduttore SSD=5 cm a cui
corrisponde un’intensita ultrasonora dello stesatine di grandezza di quella misurata, per la
stessa distanza con il trasduttore a 3 MHz 104igkh (0,015 W/cm (1 MHz) a fronte di 0,03
W/cn? per lo strumento a 3 MHz); tale set up sperimentamtiene integro il monostrato per
'osservazione in microscopia confocale. Dal moroecdhe, con le metodiche precedentemente
descritte, non e stato rilevato, a seguito di egpoee dei campioni ad US alla frequenza di 3 MHz
100%High, un significativo uptake della calceina nelle glglalla distanza campione-trasduttore di
5 cm, si e scelto di investigare se, a parita disbantensita ultrasonore incidenti sul campione,
l'internalizzazione del fluoroforo dipenda o menalld frequenza (1 MHz o 3 MHz). | campioni
cellulari sono stati pertanto irradiati con US difaquenza di 1 MHz 10%ligh alla distanza
campione trasduttore di 5 cm per tempi di espose&ipari a 15 e 30 minuti; le relative immagini
sono riportate nelle figure 5.67 e 5.68, ottenubenmmando lungo l'asse z, le emissioni in

fluorescenza provenienti da tutti i piani otticildecellula investigati.

Figura 5.67: immagini in microscopia confocale per il campi@micato 1 MHz 10% High alla distanza SSD=5 cm
per t=15’; in rosso I'emissione di IP, in verdertiissione della calceina con i corrispondenti té&uin trasmittanza.
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Figura 5.68: immagini in microscopia confocale per il campiamicato 1 MHz 10% High alla distanza SSD=5 cm
per t=30'.

Per entrambi i setup si evidenzia importante irgkzmazione della calceina all'interno della
cellula; i risultati mostrano assenza di colocai#mne tra cellule con uptake positivo della calaei

e cellule morte che hanno legato IP.

Ulteriori investigazioni hanno consentito di es@uel la presenza di segnale di autofluorescenza
proveniente dalle cellule, stante il medesimo speti emissione della fluorescenza post
sonicazione proveniente dalla calceina e dalleuleelper entrambe le configurazioni espositive
(figura 5.69).
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Figura 5.69: Assenza di autofluorescenza dei campioni per é&iposa 1 MHz 10% High alla distanza SSD=5 cm per
t=15" e 30,

L'efficienza di uptake, valutata per entrambe lef@urazioni espositive indagate, € stata stimata
in 34% per SSD=5 cm t=15’, 52% per sonicazioni ®S&Hcm t=30'.

Ulteriori investigazioni, effettuate in corrispomta della distanza campione-trasduttore SSD=5 cm
per esposizioni dei campioni cellulari alla freqeandi 3 MHz 100%High per t=30’ hanno
consentito di stimare I'efficienza di uptake detklceina post sonicazione al 2%, in accordo con i

risultati ottenuti in citofluorimetria a flusso.
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Le suddette misure mostrano che, esposizioni aepumi cellulari ad US alla frequenza di 1 MHz

per tempi brevi (15’ e 30’), anche ad intensitaadonore inferiori rispetto a quelle investigate in
citofluorimetria e microscopia a fluorescenza, enaaque inferiori alla soglia di cavitazione,

determinano modificazioni della membrana cellulaiee favoriscono l'uptake della calceina
all'interno della cellula.

L’assenza di internalizzazione in corrispondenzaggiosizioni ad US alla frequenza di 3 MHz, ad
intensita ultrasonore comparabili tra le due frexgpeedi esposizione (1 MHz e 3 MHz) indica che il
parametro determinante ai fini della rilevazion#'eliéetto dell’agente fisico sul campione cellutar

é la frequenza dell’onda ultrasonora piuttostoléheensita (W/cnf) alla quale esso & sottoposto.
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CONCLUSIONI

Tra gli agenti fisici potenzialmente nocivi per dalute, gli ultrasuoni (US), in relazione al loro
crescente utilizzo nelle applicazioni mediche, al&iBioterapia, allalrug deliverye all’HIFU, fino
all'estetica medica e non medica, presentano npoMalematiche che vanno dalle questioni legate
all'efficacia dei trattamenti, agli aspetti connesefficienza e affidabilita delle apparecchiedu
impiegate, fino alla conoscenza delle carattehstidel fascio durante la sua propagazione nei
tessuti, ed allo studio dei relativi effetti biolog

Alla luce della recente diffusione dei dispositadl US, soprattutto in ambito fisioterapico ed
estetico, € stata effettuata un’analisi delle poiatiche sanitarie connesse alla qualita e alla
sicurezza dei suddetti trattamenti, attravers@hes della letteratura scientifica, della legislaei@
delle norme tecniche, al fine di fotografare lotstdell'arte, evidenziare le criticita e formulare
proposte rivolte sia all’autorita sanitaria, siaettore produttivo.

Per il settore estetico, dal punto di vista noruggti risultati evidenziano I'assenza, sia in campo
medico che non medico, di norme tecniche specificléie a dare indicazioni sulle definizioni
delle quantita fisiche utili per determinare leattaristiche doutputdei sistemi, sui valori massimi

di tali grandezze e sulle modalita di effettuaziale#ie misure, in analogia con le norme presenti
per la fisioterapia.

Per quanto riguarda le applicazioni degli US in imiead estetica, si evidenzia la necessita di
documentare scientificamente I'effetto biologicalatto, le eventuali controindicazioni, gli effetti
collaterali. A maggior ragione, dovrebbe sussistéobbligo di documentare con riferimenti
scientifici, gli effetti biologici prodotti dai dpositivi utilizzati nell’estetica non medica, gatando

la sicurezza dei trattamenti estetici per mezZordii di esposizione scientificamente fondati.

Per quanto riguarda le applicazioni fisioterapidnecui le persone sono deliberatamente esposte
agli US allo scopo di ottenere un beneficio terdipeu esistono ancora margini di incertezza circa
la reale efficacia dei trattamenti: sono necegsantianto ulteriori studi, sia clinici che di labtoro,

volti a determinare i meccanismi di azione delliatgefisico, i benefici dei trattamenti, nhonché a
valutare i rischi connessi alle esposizioni, agfih ottimizzare le terapie.

Per entrambi i settori, fisioterapico ed estetgicgvidenzia la necessita di stabilire metodi aattur
per predire la “dose”, 0 comunque le grandezzeHesipiu significative nella propagazione del
fascio ultrasonoro nei tessuti, che possano meitereelazione le esposizioni con gli effetti
biologici.

La qualita dei trattamenti € ovviamente influenzateehe dalle prestazioni delle apparecchiature
che emettono gli US, che dovrebbero essere garatdltrispetto delle relative norme tecniche. In
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realta, alcune criticita sono riscontrabili nellerme tecniche stesse, per esempio per quanto
riguarda la manutenzione delle apparecchiature figsesterapia: la norma CElI EN 60601-2-5
potrebbe essere migliorata se prevedesse indi¢gzirprecise circa la periodicita della verifica
delle caratteristiche di emissione delle apparetahe, nonché un riferimento alla necessita di
utilizzare strumenti di misura con riferibilita metbgica. Per quanto riguarda la fisioterapia,
sarebbe inoltre auspicabile che le norme tecnialeeedessero un limite di intensita effettiva
inferiore per trattamenti prolungati, o con trasdrg immobile rispetto alla parte del corpo trattat
evidenziando inoltre che il limite prescritto dv&cn non & una garanzia di assoluta innocuita del
trattamento, anche alla luce del fatto che talereaViene assunto arbitrariamente come limite per
alcuni trattamenti di natura estetica non medica.

Il sempre maggiore utilizzo degli US pone probldotat in relazione all’efficienza e all’affidabilita
degli apparecchi utilizzati, caratteristiche anss& che dovrebbero essere garantite dal rispetto
delle relative norme tecniche. In realta, 'anatisila letteratura internazionale ha evidenziate ch
spesso le apparecchiature non rispettano i limitolleranza stabiliti dalle norme, in termini di
parametri di output, quali potenza, ERA, BNR, freqea, intensita effettiva. E’ stata pertanto
approfondita la valutazione delle caratteristich@ssive di due dispositivi commerciali, emittenti
US a 1 MHz e 3 MHz, utilizzati rispettivamente pefisioterapia e l'estetica, ai sensi della norma
tecnica CEI EN 61689-20009.

| risultati della caratterizzazione dei trasduttad US, mostrano che la frequenza del segnale di
eccitazione dei trasduttori rappresenta un paranugtriciale per determinare le condizioni ottimali
di funzionamento degli stessi; in particolare, lovedei parametrERAe BNR definiti dalla norma
tecnica, dai quali € possibile ricavare informakzisulle proprieta emissive dei diffusori ad US,
sono molto diversi se il trasduttore e carattetizzda solo 0 se viene preso in considerazione
l'intero sistema ossia il trasduttore piu il sumgratore. In particolare, i risultati mostrano c¢he
diffusori si configurano comeqtialitativamente accettabilai sensi della norma, mostrando valori
ottimali degli indicatoriERA e BNR soltanto se eccitati alle loro frequenze di resma, peraltro
diverse da quelle fornitegli dai loro rispettivirgeatori.

Questa indagine ha pertanto evidenziato che nauffigiente studiare le proprieta emissive del
singolo diffusore senza aver verificatodtputdel suo generatore: gli apparecchi devono pertanto
essere caratterizzati sia singolarmente sia costensa nel suo insieme.

Emerge pertanto I'esigenza di ampliare lo studiofiaé di effettuare test per verificare le
caratteristiche emissive di dispositivi similari stommercio, verificando il livello delle loro

prestazioni in termini di rischi/benefici, la fuomnalita degli stessi e I'efficacia dei trattamenti.
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Tali risultati evidenziano la necessita di apprafioa la valutazione dei possibili effetti connessi
con l'utilizzo di tali apparecchi. A tale scopo,guesto lavoro sono stati studiati gli effetti potid

su campionin vitro provenienti dalla linea cellulare NIH-3T3, fibralsti murini, dall’esposizione
al campo acustico dei due dispositivi, normalmeniiezzati per trattamenti di tipo fisioterapico ed
estetico, costituiti da diffusori circolari e darb generatori, operanti rispettivamente alle fesmqe

di 1 MHz e 3 MHz in modalita pulsata (75figh per 1 MHz, 100%High per 3 MHz). Gli effetti
sono stati studiati con diverse tecniche: Spettpiscinfrarossa in Trasformata di Fourier, Test dei
Micronuclei, Test di vitalita, Microscopia a Flugoenza, Citofluorimetria a flusso, Microscopia
confocale, in un set up sperimentale costituitauda vasca (30x30x30 cm) che consente di variare
la distanza trasduttore-campione (SSD=5, 10, 15 ardifferenti tempi di esposizione (t=5, 15, 30,
45 e 60 minuti).

| due dispositivi sono stati caratterizzati nel gpt sperimentale all'interno del quale sono state
effettuate le esposizioni cellulari, consentendmaltolo della intensita del campo acustico inciden
sui campioni per le varie distanze campione-trasdeiindagate.

Il test di esclusione del Trypan Blue ha permedsmidurare la vitalita dei campioni cellulari a
seqguito di esposizione all'agente fisico; il tesdtato eseguito subito dopo I'esposizione al campo
acustico per entrambe le frequenze di esposizipgeele tre distanze campione-trasduttore e per
tutti i tempi, in concomitanza con i rispettivi c¢amili. | risultati mostrano una vitalita dei canopii
esposti ad US a 1 MHz e 3 MHz non dissimile rispattcontrollo.

Per quanto riguarda la genotossicita indotta daossione ad US, i risultati mostrano che
'esposizione ultrasonora ad entrambe le frequehZdHz e 3 MHz causa un aumento della
frequenza dei micronuclei tempo-dipendente, allenomi distanze campione-trasduttore, e
'aumento € maggiore nei campioni esposti ad USviH?.

La spettroscopia FTIR € stata usata come strumpetorilevare cambiamenti strutturali nelle
principali molecole biologiche. | risultati, comlaith con I'analisi statistica PCA, con riferimento a
tutte le componenti cellulari (lipidi, proteine,idicnucleici) mostrano che le cellule NIH-3T3 sono
sensibili agli US principalmente alla frequenzaldMHz, mostrando variazioni significative dei
parametri spettroscopici nella regione dei lipidelle proteine e degli acidi nucleici; i set up
sperimentali in corrispondenza dei quali si veaficon maggior frequenza una variazione
significativa dei parametri spettroscopici sono $$bcm t=45’ e SSD=15 cm t=60’ alla frequenza
di 1 MHz.

Le misure di microscopia a fluorescenza e citoflmetria, a seguito di esposizione dei campioni ad
US alla frequenza di 1 MHz e 3 MHz, sono stateteféée marcando i campioni con la calceina e

valutandone la vitalita con lo loduro di Propidper tutte le distanze campione-trasduttore e per i
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tempi di sonicazione superiori ai 30'. | risultatell’'esposizione a 1 MHz mostrano che, in
corrispondenza delle stesse configurazioni espesadonsiderate spettroscopicamente attive nelle
misure FTIR, vengono indotte dagli US modificazianiivello di membrana quali formazione di
pori, che costituiscono condizione favorevole atBrnalizzazione del fluoroforo nelle cellule,
determinando elevati livelli di uptake di calceiffale risultato puo risultare molto importante per
esempio per lalrug delivery Al contrario, I'esposizione dei fibroblasti alfeequenza di 3 MHz
determina scarsi livelli di uptake della sonda fesrente calceina, quindi assenza di modificazioni
significative indotte a livello di membrana dallangcazione alla suddetta frequenza.

Ulteriori investigazioni eseguite con la micros@ponfocale alla frequenza di 1 MHz (10%) per la
sola distanza campione-trasduttore SSD=5 cm e teB®', e alla frequenza di 3 MHz (100%) per
la stessa SSD e t=30’, a basse intensita ultraspeomparabili tra le due frequenze e al di sotto
della soglia di cavitazione, hanno confermato chuptdke del fluoroforo e efficiente per
sonicazione dei campioni alla frequenza di 1 MH2®@denziano che il parametro determinante per
la rilevazione dell’effetto biologico € la frequendel fascio piuttosto che lintensita alla qudle i
campione biologico é sottoposto.

Una interessante conclusione di questo studiogiazione alla caratterizzazione degli apparati
emittenti e agli effetti su campioni biologici, Becparticolare attenzione deve essere dedicata alla
valutazione degli eventuali effetti sulla saluteglddJS terapeutici ad 1 MHz e alla verifica

dell’'effettiva efficacia dei trattamenti per esposni ad US alla frequenza di 3 MHz.
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