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Abstract

Abstract

Il presente lavoro di tesi ha preso in esame laistuli tecnologie e materiali per la
realizzazione di dispositivi miniaturizzati in artdbibiomedico. In particolare sono state
realizzate delle superfici di interfaccia tra gistebiologici e artificiali, prendendo in
considerazione diversi intervalli dimensionali, creno dal centimetro al micrometro. Per
ogni scala le forze predominanti e le carattetigtida valutare sono diverse: scendendo da
dimensioni macroscopiche a microscopiche € nedesstiizzare accorgimenti diversi nella
progettazione, nella scelta dei materiali e de#leniche di fabbricazione, nonché nella
metodiche di valutazione e di analisi dei risultdto studio delle tecnologie di micro-
fabbricazione nell'intervallo dimensionale che mivlh a meta strada tra la macroscala e la
microscala non & banale e non puo essere tragatplieemente come un’estensione delle
tecniche classiche utilizzate nelle altre scale.inBltre essenziale segnalare come la
miniaturizzazione possa dare vita a nuove posibifermette infatti di sviluppare sistemi
che sfruttano le proprieta fisiche tipiche dellacroscala e che non hanno equivalenti nel
campo macroscopico, infatti la riproduzione degéssi dispositivi nella macroscala non
raggiungerebbe la stessa efficienza.

Al fine di sviluppare nel dettaglio le varie probiatiche affrontate, sono stati realizzati dei
dispositivi esemplificativi, aventi dimensioni vabili nell'intervallo di studio. Essi sono stati
progettati e costruiti in modo da fornire tipi dit@zione o sensorizzazione innovativi dal
punto di vista ingegneristico e, allo stesso temg@,garantire la sicurezza dei sistemi
biologici con cui entrano in contatto. Il primo eg@o trattato riguarda un dispositivo
endoscopico, composto da piu parti di dimensioniimetriche, che interagisce con un
tessuto biologico. Oltre ai componenti meccani@ta#a studiata la superficie che costituisce
I'interfaccia diretta tra il tessuto e il disposdi per garantire 'adeguata adesione tra le due
parti. Un altro esempio riguarda la realizzazionetcutture deformabili e sensorizzate per
I'interazione con delle colture cellulari. Infineséata studiata la problematica dell’interfaccia
con i fluidi biologici attraverso un dispositivo anofluidico.

In sintesi, sono state esaminate le tecnologieodibgi al fine di trovare le migliori strategie
di fabbricazione per sfruttare, di volta in volia, peculiarita della scala dimensionale e
dell’ambiente nel quale il dispositivo € inseriiel corso della tesi sono presentati numerosi
spunti ed esempi che possono costituire delle lmeda per la realizzazione di dispositivi
miniaturizzati in ambito medico. In generale lo poai questo lavoro risiede nello studio e
nella ricerca di nuovi materiali e tecnologie chesgano migliorare la fabbricazione di
strutture miniaturizzate e biocompatibili, creanslduzioni innovative e/o ottimizzando le
procedure gia esistenti.
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Cap.1 Introduzione: realizzazione di interfacce con sistemi biologici

Capitolo 1

Introduzione: realizzazione di interfacce con sistemi biologici

1.1 Introduzione e panoramica sul lavoro di tesi

Il presente lavoro di tesi e focalizzato sullo studli materiali e tecniche di micro-

fabbricazione per la realizzazione di dispositidrbedici miniaturizzati. In particolare sono

stati sviluppati dispositivi che costituiscono umérfaccia tra una parte biologica e una
artificiale. In questo contesto le tecniche ed terali utilizzati devono essere scelti in base
alle caratteristiche meccaniche richieste dall’eggzione, ai limiti nella fabbricazione

imposti dalle dimensioni, alla biocompatibilita deiateriali e alla capacita del sistema di
entrare in contatto con sostanze biologiche semhatie danni né deteriorarsi.

Il lavoro si articola partendo da interfacce cosstéi in scala macroscopica e scendendo fino

a livello micrometrico.

Innanzitutto, &€ essenziale definire le dimensi@icle alle quali sara fatto riferimento per il

resto della tesi e definire quali sono gli intelivdiimensionali presi in considerazione:

e definiamo scala “macro” quella che comprende grarneleal di sopra del centimetro
(L>1cm). E la scala dimensionale del mondo in duiavno, per la quale valgono tutte le
regole della progettazione meccanica classica;

» definiamo scala “mini” quella tra il centimetro lemillimetro (L=1cm-1mm). In questo
intervallo sono valide le stesse leggi fisiche sistemi macro, ma le forze predominanti
vanno valutate con attenzione poiché possono aaggiipesi diversi a seconda dei fattori
in gioco. In questa scala, il caso preso in esame dispositivo che interagisce con un
tessuto biologico;

» definiamo scala “micro” quella tra il millimetro ie1l0 micrometri (l=1mm-10um). In
questorangel’azione delle forze superficiali € preponderaiiteaso preso in esame e una
superficie che costituisce un’interfaccia con uokiuca cellulare;

» definiamo scala “sub-micro” quella che include dnsieni inferiori ai 10 micrometri
(L<10um). In gquesta scala, il caso preso in esameaésuperficie che entra in contatto
con dei fluidi biologici (siero, sangue) contenatdile particelle subcellulari.

o
-
1 E+00 1801 1£-02 1808 1804 1 0% 1806 1E07 108 LEQ9 1E10

1 meter 1 centimeter 1 millimeter 1 migron lnanometer 1 Angstrom

iy [ | =
figura 1.1: Linea delle diverse scale dimensioralfigure in basso permettono di collocare netlda i casi di
studio presi in esame nel lavoro di tesi.
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Per ogni scala le forze predominanti e le caratiehie da valutare sono diverse. Scendendo
dal macro al micro e necessario utilizzare accoegiimdiversi nella progettazione, scegliere i
materiali piu adatti e selezionare le tecnicheatibricazione in base ai limiti delle macchine.
Infine, anche i metodi di valutazione e analisi m&ultati devono essere scelti coerentemente.

Tutti i sistemi presentati nel lavoro di tesi, aladdelle diverse applicazioni specifiche, hanno
un comune denominatore in quanto tutte le superializzate costituiscono un’interfaccia
con un sistema biologico (tessuto, cellule, siefo)mportante puntualizzare che nessuno dei
dispositivi € progettato per essere impiantato odomstabile nel corpo umano. Infatti i due
casi di studio in cui le superfici vengono a cawataton cellule e siero riguardano
apparecchiature da usare in laboratorio, quindanmbientein-vitro. Per quanto riguarda
I'applicazione su tessuto, essa € pensata per spogitivo che transita nel tratto gastro-
intestinale per poche ore e, un po’ come il cibon rentra in diretto contatto con parti
“interne” del corpo umano. In tutti i casi trattaon esiste quindi il rischio di reazioni di
rigetto da parte dell’organismo. Questa premessap@rtante per chiarire che i dispositivi
sviluppati non devono sottostare alle norme pespaskitivi impiantabili, poiché non sono
sistemi “intracorporei”.

Inoltre il presente studio prende in considerazieneterazioni di tipo fisico all'interfaccia
biologica/artificiale, mentre non viene approfoaditanalisi di eventuali reazioni e/o
modifiche biochimiche nello “strato limite”. Infatt 'approccio adottato € di tipo
ingegneristico e mira alla progettazione e allalizeazione dei dispositivi in funzione
dell'applicazione. Ad ogni modo, sono state veafedi volta in volta la biocompatibilita dei
materiali, la sicurezza del dispositivo e I'assedealanni a posteriori alla parte biologica,
essendo I'obiettivo finale lo sviluppo di dispositiche si interfaccino con le strutture
biologiche in modo affidabile e sicuro.

1.2 Comevariano leleggi fisiche eleforzein gioco con le dimensioni

Negli ultimi anni l'interesse per il settore miceonano € aumentato rapidamente, basti solo
pensare allo sviluppo di micro-macchine, MEMSidro-Electrical Mechanical Systeme
nanotecnolgie. Sia dal punto di vista teorico chatipo ci sono differenze interessanti nel
passaggio di scala, ad esempio alcuni effetti iradxli a livello macroscopico diventano
importanti nella microscala e viceversa. Quandditaensione caratteristica degli elementi
scende da dimensioni macroscopiche a microscopithfetto della gravita diventa
trascurabile se paragonato agli effetti di adesierattrito oppure alla tensione superficiale;
questo accade perché il volume, e di conseguenme$sa, diminuiscono piu velocemente
della superficie. Questo implica che molte teobasate sulla nostra esperienza nel mondo
macroscopico, non sono piu valide. Per comprenidgpertata pratica di questa affermazione
basti pensare che una scheggia di metallo puoeess#ievata per semplice aderenza ad un
dito inumidito, mentre risulta impossibile solleganna trave per aderenza ad un tampone
bagnato. Passando dalla dimensione della traveebaqgdella scheggia, infatti, le forze di
superficie diventano predominanti [1.1]. Il corditra i livelli macro e micro non € brusco e
dipende dagli effetti che vengono presi in consideme.

Diminuendo ancora la dimensione caratteristicaaggiunge il livello nano e si incontra un
altro limite. Mentre le proprietd macroscopiche ganere rimangono valide anche nella
dimensione micrometrica, seppur con molti limitivariazioni, nella scala nano le leggi
cambiano radicalmente: le forze superficiali diaga dominanti ed appaiono effetti
quantistici.

La miniaturizzazione di un corpo o di un dispositiquindi, non conduce solamente ad una
riduzione delle dimensioni, ma anche a delle molédinei comportamenti fisici. Lo studio
delle leggi di scala e del loro dominio di validjgad aiutare a comprendere le origini delle

2
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differenze tra gli ambienti macro, micro e nana. &®alizzare questa transizione € necessario
considerare effetti pluridisciplinari: nel seguiel paragrafo verranno introdotte le leggi di
scala negli ambiti di meccanica, fluidica, terma@uahimica e ottica [1.2].

Leqgqi di scala in meccanica

Consideriamo elementi con una dimensione carditzrid e assumiamo che tutte le
dimensioni lineari varino proporzionalmente darQuesto implica che I'areg il volumeV e

la massam varino come:

« areaS~L?

« volumeV ~L3

+ massam~ L3

Nella prossima tabella sono riportate le maggionzé e grandezze in gioco e la loro relazione
conL.

Inertial momentum: L mL? L°
Gravitational force L3
Adhesion (Van der Waals) forces L?
Striction (i.e. adhesion + friction) forces L?

Elastic potential energy (linear spring, fixedfsiifss) | L*

Period of oscillation (linear spring, fixed stifis®

Capillary forces L
figura 1.2: Leggi di scala: meccanica classica.

Prendiamo come esempio di discussione la forzatgeanale. Sulla superficie terrestre essa
e:

Fgr=mg, doveg e I'accelerazione gravitazionale; quirgi ~ L.

E ben noto che I'adesione tra un solido e un adiao (o un liquido) & dovuta a forze tra gli
atomi e le molecole. In generale le forze di adesidl cui maggior contributo &€ dato da
quella di Van der Waals, variano coitfe

Considerando chiy e Fyqw SONno legate in modo diversd_abisogna considerare come varia
il loro rapporto scalando le dimensioni; otteniacosi:

Fgr/F\/dW -~ L-l.
Il fatto che le forze superficiali (ad esempio ades e capillarita) diventino dominanti nel

mondo microscopico implica che doating (copertura superficiale) diventi importante nei
sistemi micro/nanoscopici quando si voglia favodappure prevenire i fenomeni di adesione.
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figura 1.3: Modifica dell'importanza delle forzercta variazione di scala.

Per quanto riguarda l'attrito, esso nel mondo madralipendente dall’area superficiale:
Fie =uFgr =umg~ L3, dovey & il coefficiente d'attrito.

Nel mondo microscopico invece, a causa della ragaiperficiale e delle larghe forze di
adesione, deve essere preso in considerazistadbon (combinazione di forze di attrito e di
adesione) che varia corh

La predominanza delle forze di adesione nei sisteimio e nano, fa si che alcuni animali
adottino strategie basate su questo principio fieniazare I'adesione al terreno. Ad esempio
le zampe di molti piccoli animali sono ricopertedtiiutture microscopiche che sfruttano le
forze esistenti nel dominio microscopico, di cuinnpotrebbero beneficiare con zampe
“macro” [1.3].

body mass =

flnsects
it T P
beetle fly spider gecko
figura 1.4: Strutture microscopiche sulle zampeati animali. Gli animali pit pesanti adottano térazioni di
dimensioni minori [1.3].

Legqi di scala in fluidica
Nei fluidi il numero di ReynoldsRRe rappresenta il rapporto tra le forze di inerzie éorze

viscose e segna la transizione tra il moto lamieageello turbolento.

Re= pvl/y, dovep e la densitay e la velocita media g e la viscosita del fluido.

Per canali piccoli si pud assumere ehel, percioRe~ L2
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Nel mondo microscopico la resistenza viscosa donsudinerzia ed il moto € sempre
laminare. Questo porta ad eliminare fenomeni dbdleanza ma, allo stesso tempo, rende
difficile miscelare due fluidi in un canale microtrieo [1.4].

Regime speed (Stokes solution - sphere, fixed siggo L2

Diffusion time (fixed diffusivity) 12

Reynolds no. Re pvL/p (fixed densityp and viscosityu) | L [V]

Surface tension/capillary forces L
figura 1.5: Leggi di scala: fluidica.

La variazione del numero di Reynolds ha molta mfiza anche sul tipo di locomozione che é
possibile condurre in un dato intervallo dimenslendnfatti gli organismi viventi sfruttano
diversi principi di locomozione in base al tipofdize predominanti nel loro dominio.

rd
airplane .
1010 wh .e/"’é Macro machines
g y Pl sugmarine
g . insects dragc:/r}l}f’!y’ .Tuna fish
10 —t
c _~honeybee
v ®
% 100 /ﬁmbozoa
= cells ==
= - ° |
T % spermatozoa
o 10° - /‘
. A bacteria
Micro
machines 1 pun 1 mum Im 1 km
Size
figura 1.6: Andamento del numero di Reynolds codifeensioni ed esempi di organismi viventi nei dsie
domini.

Leqgqi di scala in termodinamica

Dato che il tempo caratteristico di diffusione wagomelL? i dispositivi microscopici
immersi in un certo ambiente raggiungono una teatpea di equilibrio molto piu
velocemente di quelli macroscopici. Questo portaidarre i problemi di stress indotti
termicamente e abbassa i tempi di raffreddamento.

Energy for heating a system (fixed thermal capacity L3

Thermal power dissipated by conduction/radiatiaxeff ...) L2

Thermal diffusion time (fixed thermal diffusivity) L?

Melting temperature (spherical particle) [1 - const/L
Heat flux by convection (Newton law) R

Heat flux by conduction (Fourier law, fixed bulkrmhuctivity) | L*

figura 1.7: Leggi di scala: termodinamica.

E interessante notare come la natura abbia adofimttegie diverse per adattarsi ai
cambiamenti di scala. Ad esempio i piccoli mamnifEavono mangiare piu spesso di quelli



Cap.1 Introduzione: realizzazione di interfacce con sistemi biologici

grandi per mantenere il calore corporeo (calorsipigo ~L? calore prodotto +2); gli insetti
si sottraggono a questo problema essendo animahgue freddo [1.5].

1000

Metabolic rate lwatts

001 01 1 10 100 1000 10000
Body mass (kg)
figura 1.8: Consumo energetico delle varie speisienti in funzione della massa corporea.

Leqgqi di scala in ottica

La luce visibile ha una lunghezza d’onda di cir€® :im, quindi la luce interagisce con le
nano particelle in modo molto diverso rispetto apyeiti macroscopici. In fotolitografia e
necessario disegnare oggetti di dimensionell, dovel € la lunghezza d’onda; questo e |l
motivo per cui si usa la luce ultravioletta periezare componenti di dimensioni ridotte.
Inoltre oggetti di dimensioni paragonabili alla ¢§lmezza d’'onda della luce presentano
interessanti fenomeni di antiriflesso e di trasmiss amplificata della luce [1.6].

Wavelength to irradiate an element of size L (fixednerical aperture,...) L
Focal length (thin lens, fixed shape) L

Angle for destructive interference - Fraunhofefrdigtion (fixed ...) It
Angular measure of Airy disc from circular apertofaiameter L (fixed ...)| [

figura 1.9: Leggi di scala: ottica.
1.3 Comevariano letecniche di fabbricazione con la variazione di scala

| dispositivi di dimensioni mini e micro-metrich@ppresentano attualmente un campo in
continua evoluzione e la richiesta di questi congmbin sul mercato sta crescendo
rapidamente, soprattutto nei settori ad alta texgialcome I'elettronica, le comunicazioni, le
bio-tecnologie, ecc [1.7] [1.8].

Semplificando si puo dire che fino ad oggi gli gigsrogettuali nell'ambito delle applicazioni
meccaniche sono stati principalmente indirizzatirsvele macrotecnologie e le
nano/microtecnologie (NEMS e MEMS, cibkano/Micro Electro-Mechanical Systeni$.9].

Per le applicazioni macro (navi, edifici, aerei.¢sono ormai disponibili procedure standard
e programmi di simulazione numerica sofisticatie @gevolano sia la progettazione che la
comprensione dei fenomeni fisici.

Anche le nano/micro-tecnologie, sono ormai oggditstudi estesi e consolidati; la ricerca
scientifica e tecnologica in questi campi € lontadell'essere esaurita, ma sono stati
standardizzati processi e metodi che si adattamuesto livello dimensionale. Il limite
principale per I'applicazione delle tecnologie MEMSlispositivi piu grandi di alcune decine
di micrometri risiede nel fatto che queste procedsirlimitano a riprodurre oggetti 2D 0 2 e

6
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1/2D (cioé hanno un certo spessore, ma la terzardimne non puo essere lavorata) e
soprattutto utilizzano in genere una classe lirithtmateriali (di solito silicio) [1.10].

Se non e necessario progettare strutture 3D, intamficrometrico 2D la tecnologia piu
avanzata é quella litografica. Questa metodica peemli creare strutture bidimensionali che
pOSsSONo essere usate sia come materiale strutgiealme stampi per replicare il design
desiderato con altri materiali, in genere polim¢ti.l1]. Il processo fotolitografico
tradizionale si basa sull'esposizione ai raggi UMWl materiale fotosensibile ed € utilizzato
soprattutto in ambito elettronico per la realizpa® di microchip e circuiti integrati per
rispondere all’'esigenza di elevata precisione aelbito micrometrico. Per aumentare la
risoluzione rispetto alla litografia tradizionalelece UV, negli anni sono state sviluppate
nuove tecniche di litografia: fotolitografia a ragg litografia E-Beam softlitografia, nano-
litografia [1.12] [1.13].

In genere la progettazione di un dispositivo corsgderichiede lavorazioni 3D e I'utilizzo di
materiali con caratteristiche diverse a seconddigeldi applicazione. L’obiettivo e infatti
realizzare dispositivi simili a quelli macroscopicomposti da piu elementi, ma caratterizzati
da dimensioni molto ridotte. | requisiti richieger questo tipo di componenti possono essere
ottenenti tramite le macchine a controllo numel(CNC maching ad alta precisione. Esse
permettono, infatti, di ricavare forme 3D con urssta gamma di materiali e garantendo alti
valori di accuratezza [1.14].

Inaspettatamente, pero, si rileva una carenza dosmenze relativa alla progettazione di
oggetti meccanici di dimensioni particolarmenteotid ma non ancora microscopiche.
Comunemente, infatti, si pensa che basti disegmamispositivo in scala ridotta per ottenere
il corrispettivo mini, ma non si € generalmentesmmel fatto che in questa scala avvengono
dei fenomeni che, per quanto concettualmente muin rientrano nell’esperienza del
progettista. In realta la progettazione e la prazhe in scala millimetrica non sono una
novita, ma sono confinate in settori di nicchia eota produzione di orologi 0 macchine
fotografiche, mentre adesso si affacciano applorazdi vario tipo nei settori biologico,
farmacologico, biomedico, aerospaziale.

Mancando lI'esperienza pregressa e l'abitudine aréae nell’'ambito mini, manca anche la
sensibilita necessaria ad identificare i fattori tdaere in considerazione negli studi e a
comprendere I'entita delle forze in gioco e detimlrelazioni. In questo contesto ci si scontra
con alcune problematiche: ad esempio fenomeni inemge trascurabili cominciano ad
assumere ruoli significativi mentre quelli che comamente fondamentali perdono
d’'importanza. Inoltre spesso i componenti non s@peribili per cui € necessario progettare
anche gli elementi piu comuni. Questo aumenta ptezd i costi oltre ad aprire la strada a
nuove problematiche: oggetti nuovi da testare aréamateriali e lavorazioni tecnologiche da
scegliere, problemi di misura e di verifica in gteamon sono piu applicabili le tolleranze
dimensionali applicate nella scala macroscopica.

Osservando il grafico di figura 1.10, che mostraatfuali processi tecnologici in funzione
della dimensione delloggetto e dell’accuratezzzhigsta, risulta evidente come esista un
dominio, tra 10 a 10um, per il quale non esiste una tecnologia di laziorse appositamente
dedicata [1.15] [1.16]. Tutte queste problematictanno spingendo molti ricercatori a
studiare la realizzazione di nove macchine utengiibgettate appositamente per la
mini/micro-scala in modo da coprire questa mancaintecnologie [1.17].
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figura 1.10: Intervalli dimensionali di applicaziedelle diverse tecnologie di fabbricazione [1.16].

1.4 Biomateriali einterfacce con i sistemi biologici nei dispositivi medici

Si definisce biomateriale un materiale concepitoiptrfacciarsi con i sistemi biologici per
valutare, dare supporto o sostituire un qualsiassuto, organo o funzione del corgb (
International Consensus Conference on Biomaterfalester, Gran Bretagna, 1991).

E definito dispositivo medico uno strumento, unaepchio, un impianto, una sostanza, o

altro prodotto usato da solo o in combinazione, m@so il software informatico impiegato

per il corretto funzionamento, e destinato dal fatamte ad essere impiegato nelluomo a

scopo di:

» diagnosi, prevenzione, controllo, terapia o atterare di una malattia;

« diagnosi, controllo, terapia, attenuazione o corspeione di una ferita o di un handicap;

e studio, sostituzione e modifica dell’anatomia aidiprocesso fisiologico;

* intervento sul concepimento, purché non esercizitne principale nel o sul corpo
umano, cui e destinato, con mezzi farmacologianmunologici, né mediante processo
metabolico, ma la cui funzione possa essere coatliuda tali mezzi. (Direttiva
93/42/CEE) [1.18].

| biomateriali sono speciali materiali che operandntimo contatto con i tessuti viventi,
minimizzando le eventuali reazioni avverse o dettig da parte dell’organismo. L'utilizzo dei
biomateriali nella fabbricazione di dispositivi nigidé molto vasto. A seconda del tipo di
applicazione vengono utilizzate diverse classi dianali, scegliendo la piu vantaggiosa in
base alle caratteristiche chimico-strutturali. Esgibile raggruppare i materiali in cinque
categorie: metalli, polimeri, ceramici, compositinateriali biologici [1.19]. Un materiale, per
essere impiegato con successo in una certa appheazdeve avere sia le caratteristiche
fisiche e chimiche appropriate, sia le carattedisi tecnologiche che consentono la
trasformazione del materiale nel manufatto. La raama di caratteristiche tecnologiche rende
talvolta inutilizzabili, in certe applicazioni, neatali che hanno invece le adatte proprieta
fisiche e chimiche.
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Materiali Vantaggi Svantaggi Esempi

Polimeri Facile da Non forti, aumenta | Suture, protesi

(nylon, silicone, | fabbricare, deformazione con | vascolari, hip

poliestere, elastico tempo, possono socket, tessuti

PTFE) degradare morbidi

Metalli (Ti & Forti, duttili, Possono corrodere, | Sostituzione

leghe, Co-Cr, resistenti dense, difficile da articolazioni, osso,

accacio inox, fabbricare impanti dentali, fili

Au, Ag, Pt)

Ceramiche Altamente Non elastico, fragile | Dentale,

(AI203, CaP0O4 | biocompatibile rivestimento impanti

e idrossiapatite, |, inerte, dentalie

carbone) resistente a ortopediche
compressione

Compositi Forti, possono | Difficile Impianti

(Carbone- essere fattia | fabbricazione articolazioni, valvole

carbone, misura cardiache

cemento osseo

rienforzato)

figura 1.11: Classi dei materiali utilizzati in aittbmedico.

La progettazione di un dispositivo medico diffeeisdal punto di vista metodologico e
operativo da quella di un qualsiasi altro dispwesitiin quanto viene imposta una grande
quantita di vincoli, non sempre completamente cointis Cio € dovuto principalmente a due
fattori: la conoscenza dell’anatomia e della figggh umana € spesso gualitativa piuttosto che
quantitativa, e cio comporta la mancanza di infaiowi precise; il secondo fattore € che, non
essendo gli organi prodotti industriali, le canasteche anatomiche e funzionali possono
variare da soggetto a soggetto.

Uno dei problemi peculiari che riguarda le applioaz dei biomateriali € quello della

compatibilita con I'ambiente biologico, che ha fantentalmente tre aspetti:

* la compatibilita morfologica, legata a forma, direeme e massa;

* la compatibilita funzionale, legata al ruolo svadtal dispositivo rispetto al ruolo atteso;

» la compatibilita biologica o biocompatibilita, le¢gaa tutti gli aspetti di natura chimica e
biologica che possono indurre alterazioni dann@s@ai tessuti naturali sia nei materiali
artificiali a contatto con i tessuti.

La compatibilita € quindi un insieme di proprieggate all'interazione tra il dispositivo e

I'organismo che occorre tenere in consideraziomarte la progettazione. Inoltre le strutture

biologiche evolvono nel tempo, in modo non sempevgdibile, rendendo l'interazione un

fenomeno dinamico.

Le esigenze di compatibilita e di affidabilita da wlispositivo crescono o diminuiscono in

relazione a tre aspetti principali che sono il terrp posizione e la funzione.

» |l tempo: I'applicazione di un dispositivo medicadpessere permanente come nel caso di
una protesi di cui non si prevede l'espianto; pssere temporanea come nel caso di
placche per osteosintesi che vengono rimosse aas# di dispositivi di ausilio alla
chirurgia; puo infine essere periodica come neb ches filtri per emodialisi.

» La posizione: un dispositivo medico puo esserdrtmate intracorporeo come nel caso
delle protesi valvolari cardiache; pud essere parente intracorporeo come nel caso dei
drenaggi chirurgici o nel caso dei fili di trazioper la riduzione delle fratture ossee; puo
infine essere totalmente extracorporeo come lerapphiature di assistenza.

* La funzione: un dispositivo medico puo assolvera tumzione da cui dipende la vita
dell'organismo come nel caso del cuore artificialgpure pud svolgere una funzione non
vitale come nel caso di una protesi d'anca.

E evidente che l'affidabilita di un dispositivo deessere superiore per un’apparecchiatura

con funzione vitale impiantata permanentemente’angdinismo piuttosto che per un

dispositivo extracorporeo non vitale di impiego peraneo.
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L'impianto di un qualsiasi materiale estraneo mefanismo umano comporta una serie di
effetti che potranno portare all'integrazione deipianto oppure, per varie cause, al suo
fallimento. Tali effetti possono essere distints@wzialmente in due grandi categorie: quelli
provocati dallimpianto sul tessuto ospite e quéilvece provocati dal tessuto ospite sul
dispositivo impiantato [1.18]. Gli effetti dell'im@nto sull’ospite possono essere interazioni
con il sangue (coagulazione, emolisi, attivaziores bbucociti), cito ed emotossicita,
inflammazione, infezione, carcinogenesi, sensibdlzione allergica, tossicita sistemica e
reazioni immunitarie. Gli effetti dell’ospite sulpianto possono essere fisico-mecanici
(usura, fatica, corrosione, ossidaziongyrface cracking degradazione) o biologici
(assorbimento di sostanze dai tessuti, degradaeiazienatica, calcificazione).

Le proprieta intrinseche (cioe di massa) di qualsmateriale dipendono dalla sua struttura
atomica o molecolare interna ed € questa ad ieflsit comportamento fisico-meccanico del
materiale. Allo stesso tempo l'interfaccia con ll@ente in cui il materiale deve operare gioca
un ruolo cruciale nel determinare il tipo di inteEcme, ed in questo contesto sono di
fondamentale importanza le proprieta della superfiel materiale (rugosita, composizione
chimica, disomogeneita, rivestimento, trattamenfpesficiali). Nella soluzione ottimale il
materiale ed il tessuto dovrebbero interagire netflonpiu appropriato possibile per garantire
I'efficacia del dispositivo.

1.4.11 metalli in medicina

L'impiego di materiali metallici in campo biomedio®d legato alle loro buone proprieta

meccaniche. Nell'applicazione piu tradizionale, éheuella ortopedica, il materiale ha il

compito di sostituire o integrare in modo permaeeattemporaneo le funzioni di una

struttura ossea. Deve quindi essere modellato faltaa prevista e dovra interagire sia dal

punto di vista meccanico sia da quello biologicmm dambiente circostante. Sono quindi

richieste buone caratteristiche meccaniche, facdit lavorazione e biocompatibilita. Negli

anni passati si € fatto ricorso a materiali tramhali gia sviluppati industrialmente,

rispondenti ai primi due requisiti e dotati di ubaona resistenza alla corrosione, come gli

acciai inossidabili e leghe a base di cobalto &tainio. Successivamente lo sviluppo delle

ricerche sui biomateriali ha portato alla progettag di nuove leghe e il perfezionamento di

quelle esistenti, focalizzando l'interesse sulighé di titanio, sui materiali a memoria di

forma e sulle tecnologie di trattamento superfeial

| piu importanti vantaggi dei biomateriali metailgono i seguenti:

» elevato modulo elastico (circa 100- 200 GPa);

» elevato carico di snervamento (circa 300-1000 Mpa¥sono quindi sopportare carichi
elevati senza rompersi né deformarsi;

e buona duttilita: se lo sforzo supera il limite diesvamento il materiale si deforma
plasticamente anziché rompersi in maniera fragidej puo essere sostituito;

» assenza di viscoelasticita;

» elevata resistenza alla fatica meccanica.

D’altro canto presentano pero i seguenti svantaggi:

« hanno mediamente un peso specifico superiore ts@at biomateriali polimerici e
compositi;

e so0no, in generale, piu difficili da fabbricare e$io ai polimeri;

» tendono a corrodersi e ad usurarsi a causa dedttmweon i liquidi biologici.

| biomateriali metallici possono essere lavoratiliazzando gran parte delle tecnologie

tradizionali e spesso le loro proprieta meccanpbsgsono essere modificate opportunamente

prima che il pezzo raggiunga la forma finale. Paragtire un’elevata biocompatibilita e
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necessario curare le tecnologie di fabbricazioograttutto per quanto riguarda la finitura
superficiale.

La biocompatibilita dei metalli € connessa al peot della corrosione in ambiente biologico,
visto che i fluidi organici hanno un elevato potearosivo nei confronti dei metalli. Da
guesto punto di vista il corpo umano e assimiladleina soluzione acquosa, con temperatura
attorno ai 37°C, contenente ioni cloruro e con thmedio di circa 7,4. Tale soluzione é
inoltre fortemente ossigenata e contiene un’elegai@ntita di sali e composti organici ed
inorganici e pertanto presenta una conducibiligiteta abbastanza elevata. Per tutti questi
fattori, 'organismo umano risulta 'ambiente idegler I'instaurarsi di celle di corrosione. Le
conseguenze sono la perdita di materiale metaliimo,la possibilita di perdita di funzionalita
dellimpianto e di contaminazione dei tessuti bgitn. Gran parte di questi problemi sono
relativi ai dispositivi impiantati, mentre, per dluenon impiantati, i metalli presentano
inconvenienti minori e sono i materiali piu impiégéaddove sono richieste proprieta
meccaniche elevate ed affidabilita nel tempo.

1.4.21 polimeri in medicina

Numerosi polimeri vengono attualmente impiegati despositivi medici. | campi in cui
trovano maggiore applicazione sono il controllo ftiedso sanguigno e di altri fluidi corporei
(cateteri, cannule, drenaggi), le superfici artaicohelle protesi ortopediche, le lenti a contatto
ed intraoculari, le membrane per la somministrazidnfarmaci, i rivestimenti per sensori e
dispositivi elettronici impiantabili, la rigenerazie tessutale, le protesi vascolari e gli organi
bioartificiali (dispositivi medici in cui si ha cdnmazione di materiali sintetici e di cellule o
tessuti viventi) (figura 1.12) [1.20].

[ Polimero Sigla Principali applicazioni

Acido poliglicolico PGA, Suture biodegradabili, placche e chiodi intramidoliari,
placche di frattura degradabili

Acido polilattico PLA Placche & chiodi intramidollari, legamento artificiali, placche
di frattura degradabili, semministrazione controllata di
farmaci

Copolimer| Butadiene-Stirene | BS Articoll monousa, imballaggl

Copelimeri Stirene-Acrilonitrile] SAN Aspirator] per sangue, compenenti di emodializzatorl

Poliacrilonitrile PAN Membrane per emodialisi

Pol di Suture

Policarbonato PC Membrane per ossigenatori ed emodiallsi, inee ematiche

Polidrossietilmetacrifato PHEMA Lenti & contatto, legamenti artificiall

Paolietilene PE; LDPE | Film, imballaggi, cateteri, tubl connettori, somministraziong

controllata di farmad

Polietilene {pm > 2000000} UHMWPE | Superfici articolarl, fibre per compositi, placche ortepediche,
rivestimenti stell fernorali

Polietilentereftalato PET Protes] vascolarl, anelli di sutura, suture, passaggl
transcutanel, componenti di protesi valvolari, componenti di
assistenza cardisca

Polimetilmetacritato PHMMA Cemento osseo, lenti a contatto, lentl intraoculari,
mernbrane per emodialisi, materiali dentari

Polipropilene [ Imballaggl sterili, siringhe, connettorl, membrane per
ossigenatori, fill di sutura; anse di supperto lentl intraccular

Polisolfone Membrane per ossigenatori ed emodialisi

Faolitetrafiuoroatilens PTFE Protes| vascolarl, componenti di protes] valeolari, legamentl
artificiall, rivestimenti

Paliuratani PURS Cateteri, cannube, tubl endotracheali, protes] valvolari,

membrane per emodialisi, sacche ventricolari, rivestimenti
emocompatibili, dispositivi di assistenza cardiaca,
sgmmintstrazione controllata di farmad, protesi vascolari

Palivinilcloruro PvC Sacche per sangue, tubi indotracheali, guanti monouso,
cateteri, accessorl monouse
Siliconi Cateterl, dréenaggl, membrane, pelle artifictale, implanti per

chirurgia plastica, protesi vascolari, protesi tracheali,
rivestimenti, infusori, component! di protesi valvolari

figura 1.12: Materiali polimerici maggiormente iragiati in campo medico e loro principali applicazion

| principali vantaggi che i polimeri presentan@a#o alle altre classi di materiali sono:
e una maggiore biocompatibilita;
* la possibilita di modificarne ampiamente la compiosie e le proprieta fisico-
meccaniche;
11



Cap.1 Introduzione: realizzazione di interfacce con sistemi biologici

» bassi coefficienti di attrito;

» facile processabilita e lavorabilita anche in forengtrutture complesse;

» possibilita di modificarne chimicamente e/o fisicarte la superficie;

» possibilita di immobilizzare cellule o biomolecakloro interno o sulla superficie.

Gli svantaggi principali sono:

 la presenza di sostanze che possono essere ti#aseel'organismo (monomeri,
catalizzatori, additivi, ecc.);

» la facilita di assorbimento di acqua e biomoleatdd'ambiente circostante (anche nelle
applicazioni in cui non é richiesto);

* le basse proprieta meccaniche;

* in alcuni casi, la difficolta di sterilizzazione.

Le proprieta finali del dispositivo dipendono sialld struttura molecolare intrinseca del

polimero sia dai processi chimici e fisici a cuisettoposto. Le caratteristiche della zona

superficiale del materiale, che si trova a direttmtatto con i fluidi ed i tessuti corporei,

determinano la risposta biologica dell’'organismites perché sono responsabili della

trasmissione delle sollecitazioni, dell’adesionel)’dttrito, dell'abrasione, della permeabilita

a gas e a liquidi, della compatibilita con 'amh#eorganico corrosivo circostante, ecc.

1.5 Breve presentazione delle diver se problematiche affrontate

In questo paragrafo sono introdotte brevementaie \problematiche affrontate nel lavoro di
tesi. Lo studio ha preso in esame I'applicaziondifierenti metodi e tecnologie in funzione
della variazione della scala dimensionale. A qusstipo € stato utile fare riferimento a dei
dispositivi esemplificativi, il cui studio sara psviluppato in modo piu esteso ed articolato
nei capitoli successivi.

Interfaccia con i tessuti —4& 1 cm-1 mm (dispositivo bulk)

La prima problematica e stata sviluppata attravefesame della progettazione e
fabbricazione di alcune parti di una capsula englaisa robotica. In questo caso il problema
e stato affrontato inizialmente a livello di disgio® bulk, focalizzando 'attenzione sul tipo
di materiale e sulle caratteristiche meccanichettgsto che sulle proprieta superficiali.
Successivamente e stato approfondito il desigm d#iuttura superficiale.

Il primo approccio e stato la fabbricazione di aleyarti di una capsula endoscopica dotata di
zampe. |l progetto, in cui questo lavoro e inseritora a sviluppare capsule robotiche a
locomozione attiva per diagnosi e terapia del dragastro-intestinale con I'obiettivo di
migliorare le capsule endoscopiche attualmenteommercio che si muovono passivamente,
spinte dalla peristalsi.

Inizialmente e stato condotto uno studio del digpasbulk, analizzando la fabbricazione dei
singoli pezzi. In questo contesto il requisito pijrale € la funzionalita del dispositivo: come
nel caso delle macchine macro, € importante Iatessia del materiale, la facilita con la quale
possono essere assemblati i pezzi in fase di mgiotag’affidabilita piuttosto che la finitura
superficiale; a differenza dei componenti macrappaella scala mini cominciano a giocare
un ruolo significativo anche le forze di superficlaoltre in questaange dimensionale le
tecniche di fabbricazione devono essere scelte @oma perché le tolleranze ammesse
influiscono in modo significativo sul risultato.diire molti componenti non sono disponibili
in commercio e devono essere progettati e realizzhise alle specifiche richieste. Nel caso
preso in esame, il dispositivo deve entrare inaibmtcon un tessuto. E fondamentale valutare
le forze in gioco ed € essenziale che il tessuto sia danneggiato; tuttavia non avvengono
scambi chimici o biologici significativi tra le dwgiperfici.
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Nell’ambito di questa applicazione, descritta dgitdamente nel capitolo 2, e stato curato |l
design delle zampe, che sono I'elemento di interéatra la capsula e il tessuto intestinale,
attraverso la progettazione, la simulazione agmanti finiti e la scelta delle tecniche di
micro fabbricazione, seguite da test di carattedEme meccanica e prove del dispositivo
finale su tessuto in ambiente s|a-vivo siain-vivo. Oltre al design delle zampe, e stato
approfondito lo studio delle tecniche di fabbricawg per realizzare le varie parti del sistema
robotico. Un tale dispositivo richiede tecnologieamazate per lavorare pezzi di piccole
dimensioni e l'affidabilita necessaria ad un sisiemobotico, unite alla capacita di non
danneggiare I'ambiente fisiologico nel quale il pdisitivo e inserito. In questo contesto i
materiali prescelti sono stati soprattutto metaikte le loro buone proprietd meccaniche e la
loro ottima lavorabilita alle macchine utensili,adjuad esempiavire-EDM, milling machine
CNC machine

Interfaccia con i tessuti —t 1 cm-1 mm (struttura superficiale)

Approfondendo lo studio dell’interfaccia zampe/tgese sorta la necessita di sviluppare una
struttura superficiale che aumentasse [l'attritoladelapsula endoscopica con il tessuto
intestinale, molto scivoloso a causa dello stratondco che ricopre la mucosa. Sono state
realizzate diverse soluzioni: micro-uncini metalle membrane polimeriche. La prima,
sebbene funzionante, si € rivelata poco sicurahgemapace di danneggiare le pareti
intestinali. Sono state quindi studiate piu neltatgio le superfici polimeriche. L'uso dei
metalli e richiesto nel sistentaulk per ottenere determinate resistenze e garantoerietto
assemblaggio dei pezzi. In questo ambito, essenterfaccia tessuto/membranaficus
principale, una struttura polimerica riesce a gamanmigliori compliance elasticita e
adattabilitd. 1 materiali polimerici offrono variamtaggi, poiché le loro caratteristiche
meccaniche possono essere modulate ed esiste sit@agaanma di polimeri biocompatibili.
Le tecniche di lavorazione dei polimeri sono staweitre standardizzate per fabbricare o
replicare strutture nella scala micrometrica (alcesempi sono lasoft-lithography la
photolithographye il casting, cio permette di svincolarsi dalle macchine uiéeres dal
problema delle tolleranze.

In questo contesto, l'attenzione é focalizzataesuiterfacce superficiali, dove le forze in
gioco da valutare sono I'adesione, la capillaritiatirito. E stata realizzata una struttura
polimerica e biocompatibile, descritta nel capit8loutilizzata per aumentare I'attrito tra la
capsula e le pareti intestinali. La superficie difim polimerico & stata micro-strutturata in
modo da favorire un meccanismo di interconnesstomdessuto e interfaccia e aumentare
'adesione tra i due. Successivi test sperimeritaiino mirato a dimostrare I'efficacia di
questo metodo nellaumentare I'aderenza del disposalle pareti intestinali e la totale
assenza di danni al tessuto.

Interfaccia con le cellule —& 1 mm-10 ym

Nel terzo scenario, trattato nel capitolo 4, I'nféecia biologica e costituita da cellule. Per
quanto riguarda i materiali utilizzati, la scelt@de ancora sui polimeri. Il fattore principale
che differenzia questo caso dai precedenti e al dipinterfaccia biologica, costituita non piu
da un tessuto, ma da coltivazioni di cellule. Iresfo contesto la biocompatibilita e la non
citotossicita diventano un elemento fondamentatecéllule sono infatti molto selettive
riguardo al tipo di substrato su cui crescere mdprsi. La difficolta tecnologica risiede nella
necessita di creare una struttura che risponddte lau specifiche biologiche, ma che abbia
allo stesso tempo funzionalita ingegneristiche. vesio livello le forze di superficie sono
predominanti, non ha quindi molto senso distinguesepartebulk e parte superficiale del
dispositivo.

Il dispositivo realizzato consiste in una piattafer di studio del sistema tattile, nella quale
I'obiettivo € costruire un sistema ibrido artifi@#biologico che riproduca il senso del tatto.
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La struttura e pensata sia come piattaforma distsid come primo passo nella realizzazione
del sensore bio-ibrido, nel quale la parte biolagjle cellule) fornisce spontaneamente un
segnale a seguito di uno stimolo esterno e la partiéciale € in grado di registrare,
analizzare e trasmettere ad un PC questa risg@struttura deve essere progettata in modo
da ospitare colture cellulari e da permettere ihittvaggio costante dell’attivita delle cellule.
In particolare, sono stati realizzati elettrodiatefiabili costituiti da un substrato polimerico e
da uno strato metallico conduttivo. Oltre alla leamone dei polimeri, sono state approfondite
le tecniche di deposizione di film metallici e bndingall'interfaccia polimero/metallo. E
stato inoltre esaminato il fenomeno dell’adesioakedcellule all’elettrodo, cioe l'interazione
tra la parte biologica e quella artificiale. Glie#ttodi sono stati testati per verificare
I'affidabilita e la capacita di rilevare, attraveranalisi dellimpedenza, I'eventuale presenza
di cellule sopra la struttura. Infine, la piattafar realizzata € dotata di canali microfluidici
che forniscono alle cellule il nutrimento necessai garantiscono un efficiente scambio
gassoso.

Interfaccia con i fluidi— L <10 ym

Nel quarto e ultimo esempio, descritto nel capitalde tecniche apprese in precedenza sono
state ulteriormente sviluppate per creare un digposche entri in contatto con fluidi
biologici. In questo ambito il lavoro svolto ha ¢abuito alla realizzazione di chip
microfluidici dotati di micro-valvole e micro-pompea integrare in un sistentab-on-chip
per I'analisi delle proteine nel sangue. | sistéabion-chipcostituiscono una nuova frontiera
della ricerca che mira a concentrare tutte le gpena che attualmente si svolgono nei
laboratori di analisi all'interno di un chip grandechi centimetri, in modo da ridurre i tempi
ed i costi dellanalisi. Sono stati realizzati disietipi di attuatori e valvole integrati nella
struttura grazie all’utilizzo di tecniche di micfabbricazione litografiche e di lavorazione dei
polimeri.

Anche in questo caso le forze predominanti sondleseperficiali. Il dispositivadbulk non
richiede particolari caratteristiche meccanichesigtenza, durezza...), piuttosto la superficie
deve essere biocompatibile, priva di difetti e a@eg per permettere alla struttura artificiale
di entrare in contatto con la parte biologica. troattuatori polimerici sviluppati sono stati
testati al fine di valutare la capacita di gestifeusso di fluidi all'interno del sistemkab-on-
chip e la loro compatibilita con liquidi biologici (si® sangue).
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Capitolo 2

Sistemi di interfaccia con i tessuti — dispositivbulk

2.1 Introduzione

La scala “mini” cade tra la tradizionale scala noaer la microscala, dalle centinaia di
micrometri/millimetro al centimetro [2.1] [2.2]. @sta scala presenta una serie di sfide di
progettazione e fabbricazione peculiari e spesswdazione di un singolo pezzo richiede un
processo composto da piu fasi e/o I'uso combinatpiu tecnologie. Ottenere un corretto
assemblaggio dei diversi componenti in un dispasitomplesso € strettamente legato alla
precisione delle tolleranze dei singoli pezzi. tresto lavoro sono state studiate ed applicate
varie tecniche per la fabbricazione di una capsunt#oscopica robotica. Questo caso di studio
serve come esempio per descrivere le problemagcleepossibili soluzioni coinvolte nella
creazione di dispositivi composti da piu parti aedtala mini.

In questo capitolo vengono descritte la progettazida fabbricazione e 'assemblaggio di una
capsula endoscopica robotica sviluppata per landisiged il trattamento dei disturbi del tratto
gastro-intestinale [2.3]. Le capsule endoscopiotvodo avere dimensioni ridotte per poter
essere ingoiate, ma allo stesso tempo necessitaneaganismi miniaturizzati complessi che
ne controllino la posizione ed il movimento. Il bpo discusso rispetta quasi fedelmente le
dimensioni delle pillole commerciali, approvate ldd&ood and Drug Administration (FDA)
[2.4]. Esso € composto da un involucro esternmaiico (11.1 mm in diametro e 27 mm in
lunghezza) che contiene 72 parti. La fabbricaziahequesti componenti richiede la
combinazione di piu tecniche di fabbricazione, uisel macchine a controllo numericoNC
machines), macchine elettroerosione a filo e a tufémk e wire EDM) e macchine a taglio
laser (aser cutting).

Il capitolo & cosi organizzato: nel paragrafo Z2Bgono presentati I'applicazione medica del
dispositivo, un breve stato dell'arte sulle capseteloscopiche ed una descrizione della
capsula realizzata; nel paragrafo 2.3 viene imzggite esposto il background delle tecniche
di fabbricazione nella scala mini, sono poi desaricomponenti piu significativi (scelta dei
materiali e procedure di fabbricazione) e le procedi assemblaggio dei pezzi in un unico
dispositivo; nel paragrafo 2.4 sono esposte le maissperimentali e la valutazione
dell'accuratezza ottenuta; un paragrafo a parte) @.dedicato allo studio delle zampe, che
costituiscono l'interfaccia con il tessuto e sonongdi I'elemento su cui e stato focalizzato
maggiormente l'interesse. L'ultimo paragrafo preéaemna discussione dei risultati e
sintetizza le lezioni imparate tramite questo caliostudio per quanto riguarda la
progettazione e realizzazione nella scala mini.

2.2 Applicazione

2.2.1 Le capsule endoscopiche come strumento diagoo nei disturbi del tratto
gastrointestinale

Il cancro del colon-retto € una delle neoplasi@ieefevata incidenza nel mondo occidentale e
rappresenta la seconda causa di mortalita per agapgh ambedue i sessi sia in Europa che
negli Stati Uniti [2.5] [2.6]. E una tipologia diitnore prevenibile nelle fasi preneoplastiche
maligne e precocemente diagnosticabile, per cuiemasn sforzi sono stati profusi dal mondo
scientifico per attivare nuove tecniche nel camptVahalisi endoscopica. | risultati hanno
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portato sia a migliorare strumenti in parte giattbnella pratica clinica, sia a progetti di
ricerca rivoluzionari che mirano a rendere il cormmel medico sempre piu una sinergia tra
operatore, paziente e macchina “intelligente”. tinfaegli ultimi anni si & passati da modelli
sempre piu evoluti di endoscopi, a capsule ingeériniunite di video-camera, fino ai
“futuristici” robot autonomi, di forma capsularejofispirati, capaci di esplorare il tratto
gastrointestinale inviando all'esterno dati e immaged addirittura di intervenire
chirurgicamente. Dal punto di vista ingegneristictubo digerente rappresenta un distretto
relativamente conveniente in quanto gli orifiziurati costituiscono delle porte di accesso ed
inoltre i dispositivi introdotti non necessitanopdirticolari procedure di sterilizzazione.

/}’i.-ap/ ({ C‘a,h

\ &({Cﬂjp) - : @
B.

figura 2.1: L’evoluzione delle tecniche di diagrioatendoscopica, dagli endoscopi tradizionali (g eapsule
endoscopichaireless (B).

L’integrazione di telecamere all'interno di pilloBndoscopiche &€ un’innovazione recente nel
campo delle tecnologie mediche che rende posdiithagnosi visiva all'interno del tratto
gastro-intestinale in modo non invasivo [2.7]. bamagini fornite da queste capswaeless
sono altamente significative dal punto di vista rmedpossono rivelare la posizione e la
gravita di lesioni o sanguinamenti, permettendspkzione di escrescenze della parete
intestinale potenzialmente cancerogene e la vatutazdella salute generale di tutto il
sistema digerente. Una discussione dettagliataralele clinico delle capsule endoscopiche
puo essere consultata in [2.8] [2.9].

La maggiore debolezza delle attuali capsule engsite € I'incapacita di controllare
direttamente la loro posizione e il loro orientatoemel tratto gastro-intestinale. Si muovono,
infatti, passivamente spinte dalla peristalsi (caribne muscolare involontaria che muove |l
cibo durante la digestione). In questo modo norossipile fermare la capsula e neppure
cambiare la velocita e la direzione del moto; qudistita sia la quantita che la qualita delle
immagini ottenute. Queste limitazioni sono part@colente evidenti nel colon, dove la
capsula si muove e ruota in modo imprevedibile thaigrande differenza tra il diametro del
canale (~ 4 cm) e della capsula (~ 1 cm). Una pidessoluzione a questi problemi consiste
nel dotare la capsula di un sistema di locomoz[@rf]. Esistono principalmente due tipi di
approcci: uno esterno ed uno interno. Nel primoodascapsula, contenente dei magneti
permanenti, viene guidata tramite campi magnestérai generati da magneti e/o bobine
[2.11] [2.12] [2.13], in modo da ridurre il pesoleagombro della capsula. Il secondo
approccio si basa sull'integrazione di sistemi dcdmozione autonomi all’interno del

17



Cap.2 Sistemi di interfaccia con i tessuti — dispositivo bulk

dispositivo, portando vantaggi in termini di préocie ed affidabilita del moto. Seguendo
guest’ultimo metodo, € stata sviluppata una capdatata di zampe bioispirata agli insetti,
visto che essi riescono a camminare su terrenodigssi ed irregolari che possono essere
paragonati alle pareti intestinali [2.14].

2.2.2 Il dispositivo preso in esame

Il lavoro si inserisce nell’ambito dello sviluppouha capsula endoscopica robotica a zampe:
nel corso del progetto sono stati sviluppati divprstotipi [2.15] [2.16], il piu avanzato dei
quali e il modello dotato di 12 zampe [2.17]. Laosala, mostrata in figura 2.2, contiene due
motori (Namiki Precision Jewel Co. Ltd), ognuno deali controlla in modo indipendente un
set di 6 zampe. Ogni motore € collegato ad una seteza fine attraverso un sistema di
trasmissione a ruote dentate. Quando la vite nwadaslitta interna, collegata ai porta-zampe,
trasla assialmente in modo da far aprire e chiudse¢ di zampe con un movimento simile a
qguello di un ombrello. La capsula € composta di péti diverse, con componenti
caratterizzati da dettagli nella scala mini e middel presente lavoro vengono descritte la
progettazione e fabbricazione dei singoli pezzmeasempio di studio delle problematiche
tecnologiche che si incontrano nella scala mini.

|LEG-HOLDER |

AL B s J

figura 2.2: A. Foto della capsula endoscopica richoB. Sketch CAD dei vari componenti all'interdella
capsula.

2.3 Tecniche di fabbricazione

2.3.1 Stato dell’arte sulla fabbricazione nella daamini

La richiesta di componenti di dimensioni millimetre con caratteristiche complesse sta
aumentando negli ultimi anni nei settori aerosgazialettronico, biomedico e delle
telecomunicazioni solo per citarne alcuni. Le tebriattualmente utilizzate per questa scala
dimensionale sono principalmente due: applicaredaologie proprie della micro-scala (ad
esempio MEMSMicroElectroMechanical Systems) oppure adottare quelle della macro-scala
cercando di ottenere lavorazioni ad alta precisi@xg3]. Le tecniche MEMS sono di solito
usate per la microfabbricazione e si limitano atsire 2D, piu uno spessore sull'asse z, e
sono applicabili ad una ristretta classe di maie@prattutto silicio, quindi molto fragile)
[2.19]. Dall'altro lato le macchine ad alta preois¢ possono superare questo problema, dato
che sono in grado di lavorare geometrie 3D impidganona vasta gamma di materiali.
Tuttavia esse non ammettono una produzione in,saliengando i tempi per riprodurre
molte copie di un pezzo caratterizzato da dettagtnplessi. Alcuni approcci innovativi
possono costituire una soluzione, ma non sono amoito diffusi. Un esempio e dato dalla
tecnica Shape Deposition Manifacturing (SDM) che permette di creare stampi con forme
complesse per realizzare dispositivi multi-mater{@l.20] [2.21].
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Un’altra sfida che si incontra nell'adattare lertiebe tipiche della scala macro e quella di
ottenere un’accuratezza sufficientemente alta peomponenti miniaturizzati. Infatti la
mancanza di attrezzatura piccola e precisa e fiaatelle macchine possono portare ad errori
non trascurabili in questoange dimensionale. Inoltre alcuni effetti trascurabiiella
macroscala, ad esempio la microstruttura o gliteefté superficie, possono costituire un
punto critico.

Allo scopo di superare i limiti delle tecnologietuali molti gruppi di ricerca stanno
sviluppando nuove macchine ed attrezzature spataficente progettati per prodotti
miniaturizzati [2.22] [2.23] [2.24], mirando allovituppo di vere e proprie micro-fabbriche
[2.25], eventualmente assistite da tecnologie iobet [2.26]. E possibile trovare una
panoramica dei recenti sviluppi nella ricerca suoiiaro-fabbricazione meccanica in [2.27].
Fino a quando questo campo di ricerca tecnologicaavra raggiunto I'opportuna maturita,
la migliore opzione disponibile e l'utilizzo di metune ad ultra-precisione, innovative per
quanto riguarda le prestazioni ma pur sempre Ziaakli per quanto riguarda il tipo di
tecnologia.

In questo lavoro vengono presentate le tecnictfabdiricazione utilizzate per la costruzione
di un robot grande complessivamente un centimetangosto da 72 pezzi, con dettagli mini
e micrometrici. Lo scopo principale non & quellostlidiare le caratteristiche delle singole
macchine, ma piuttosto € investigare come combirase di diverse tecnologie per produrre
dispositivi miniaturizzati complessi.

2.3.2 Fabbricazione dei singoli componenti

In questo paragrafo sono descritte le procedufeldiricazione dei vari componenti, mostrati
in figura 2.3 Partendo dal corpo e dai tappi della capsula, aistituiscono l'involucro
esterno, procederemo poi all’interno lungo la cateinematica, dalle serie di ingranaggi fino
ai motori. Oltre ad una breve descrizione dei camgodi piu significativi, saranno descritte le
strategie utilizzate e le motivazioni dietro ogrmicargimento. La maggior parte dei 72
componenti sono stati realizzati usando una o pgueste macchine:

(1) Tornio (17D, EMCOMAT, Germany);

(2) CNC 5 axis milling machine (HSPC, KERN, Germgany

(3) Elettroerosione a tuffo - Sink EDM (T1-T4 SR4MPSarix, Switzerland);

(4) Elettroerosione a filo - Wire EDM (AP 200 L, @ok, Japan);

(5) Laser (Nd-YAG laser, Trumpf, Germany).

figura 2.3: Le varie parti che compongono la capsul
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[l tappo
Ci sono quattro tappi, due per ogni lato della odgpOgnuno ha un diametro di 11.1 mm ed

e stato lavorato in modo da ospitare gli ingranaggcircuiti elettronici (figura 2.4). | tappi
contengono anche due superfici di riferimento cheugtiscono un aggancio ripetibile con il
corpo della capsula. | tappi ed il corpo sono fadatrin Ergal 7075 usando la HSPC KERN
milling machine. L'Ergal € semplice da lavorare, resistente allhase leggero, il che lo rende
un materiale comunemente utilizzato nel campo aertico. |l tappo € stato lavorato partendo
da un cilindro metallico, che e stato fissato ahdrao della macchina mentre su uno dei lati
venivano lavorate le superfici esterne e interh@ekzo é stato poi tagliato alla lunghezza
desiderata con il tornio, ruotato e fissato nuovamesulla macchina per lavorare la faccia
opposta.

reference surfaces

figura 2.4: Le due facce di uno dei tappi. Le dustnuisioni cilindriche costituiscono le superfigirderimento
(hanno un diametro di 3.85 mm e uno spazio diassz di 6.8 mm)

Per fare questo passaggio mantenendo i riferincentetti € stata realizzata un’attrezzatura di
fissaggio direttamente sulla KERN, usando un pezimadrico, nel quale € stato ricavato |l
profilo negativo del tappo (figura 2.5). Successieate questa attrezzatura e rimasta fissata
alla macchina, in modo da eliminare eventuali erdmvuti al posizionamento, vi & stato
incollato sopra il tappo semilavorato usando ciaritzdo, ed € stata lavorata la seconda
faccia. Per separare il tappo dall'attrezzatupgezzi sono stati immersi in acetone in modo da
sciogliere la colla. | dettagli piu critici delltsezzatura sono due fori che garantiscono il
corretto assemblaggio con il tappo. La distanza ¢entri dei fori € stata progettata in modo
da essere leggermente maggiore rispetto a queltap@, in modo da ottenere un aggancio
facile e accurato; € stata scelta una tolleranz8.6B mm, quindi I'interferenza con i tappi
non deve superare gli 0.06 mm.

figura 2.5: L'attrezzatura utilizzata per fissdrappo alla machina. | fori hanno un diametr@ &5 mm,
'immagine a destra mostra I'attrezzatura con yaptafissato sopra, subito dopo la lavorazione del@nda
faccia.
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Una difficolta aggiuntiva nella fabbricazione dappi € stata la lavorazione di alcune regioni
sottili (spessore circa 150m). Tramite un procedimenttrial ad error e stato possibile
eliminare la deformazione del materiale riducendbmentazione dello strumento del 30%
rispetto ai valori raccomandati.

[l corpo della capsula

Il corpo della capsula ha un diametro di 11.1 moma lunghezza di 23.6 mm e contiene tutti
gli altri componenti. Sulla superficie esterna sataie realizzate 12 fessure di 14.1 mm per il
passaggio delle zampe e fori di 0.4 mm in diampé&ociascuna delle spine che connettono i
porta-zampe alla parete del corpo (figura 2.6A)réalizzazione dei vari dettagli interni del
corpo richiede un processo in dstep, uno per ogni lato. Questo e dovuto in primisadtad
che i dettagli miniaturizzati richiedono frese dhretro piccolo che hanno di conseguenza un
lunghezza ridotta per evitare la rottura dell’ana&ura; inoltre il corpo non € cavo, ma
all'interno si trova una superficie di spessore rhfa sulla quale sono fissati gli ingranaggi e
gli assi dei motori.

slit for the leg

A. B. C
figura 2.6: A. Il corpo della capsula (11.1 mm diametro, 23.6 mm in lunghezza, i dettagli piu plcsono 12
fori di diametro 0.4); B. il corpo realizzato indal; C. una vista assiale della capsula gia assganbbn parti
interne e motori.

Il corpo e costruito a partire da un cilindro inggr di 11.1 mm in diametro, che é stato
lavorato da un lato alla HSPC KERN per otteneregribfilo mostrato infigura 2.6C.
Successivamente il pezzo é stato tagliato e ripgro sulla macchina per lavorare il lato
opposto. Per assicurare un posizionamento accugafia macchina, € stata realizzata
un’attrezzatura che ha il profilo negativo del pez4tilizzando lo stesso metodo gia descritto
per il tappo, l'attrezzatura € rimasta fissa satlacchina mentre il pezzo e stato ruotato e
riposizionato per lavorare il secondo lato. Queptacedura permette di ottenere dei
riferimenti accurati e assicura che i due lati siaflineati sia assialmente sia radialmente.
Successivamente, sfruttando i 5 assi di lavoradakcchina, sono stati realizzati i tagli per il
passaggio delle zampe lungo la superficie del dritine i fori che alloggiano le spine di
supporto per i porta-zampe. A causa della curvaleta superficie della capsula non é stato
banale creare i fori; prima le zone interessateo siate livellate con una fresa di piccolo
diametro, successivamente sono stati realizzati der evitare la deflessione della punta
(figura 2.7).
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\ orthogonal
surface

figura 2.7: La figura mostra le problematiche incate nella realizzazione dei fori dovute alla dézetraiettoria
della punta su superfici curve e piane. Nella fofmossibile vedere uno dei fori realizzati grazie
all'accorgimento di rendere piana la zona trarn#geatura.

[l porta-zampe
Ripercorrendo a ritroso la catena cinematica, ithdt elemento € costituito dalle zampe,

ognuna delle quali & inserita in un porta-zampgu(d 2.8A) connesso tramite alcune spine
sia alle pareti del corpo sia alle slitte interte scorrono lungo la vite senza fine. Il porta-
zampe é fabbricato in acciaio, infatti tutti i coomgnti che sono soggetti a forti stress
meccanici 0 ad attrito sono stati realizzati iniaiccper ridurne l'usura e allungare la vita
della capsula.

A. B.
figura 2.8: Sezione longitudinale di un porta-zampesua lunghezza totale &€ 7.38 mm, mentre iadétt piu
piccolo, il foro per la spina, € 0.4 mm in diametigarticolare mostra un ingrandimento della sideui sono
inserite le zampe; B. serie di elettrodi utilizzagr realizzare i fori delle sedi (larghezza 0.9,rspessore 0.5
mm), & possibile notare la forma arrotondata dosliterosione dei pezzi.

Il profilo esterno e stato tagliato utilizzandont@cchina a elettroerosione a filwife EDM),
mentre le sedi nelle quali vengono inserite le zaggno state lavorate tramite elettroerosione
a tuffo @nk EDM). Lasink EDM necessita di un elettrodo di forma negatigpetto al foro

da realizzare (profilo rettangolare largo 0.9 mrepesso 0.5 mm). Esso é stato fabbricato
tramite HPSC KERN (pezzo grezzo)were EDM (definizione dell’elettrodo), il risultato
finale € mostrato in figura 2.8B. Questa macchitiizea archi elettrici che man mano
erodono il materiale dell’elettrodo, in particolaper ottenere una sede delle zampe di
dimensioni accurate € necessario utilizzare tridretk per ogni porta-zampe, percio € stata
realizzata una serie di elettrodi.

Il foro per la spina di connessione é stato lawoteimitewire EDM partendo da un foro di
piccolo diametro. Per ottenere un’alta qualitaaléhitura superficiale, dopo la prima passata
di taglio, la forma é stata rifinita attraverso thtdgli di precisione successivi.
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La vite senza fine

Due viti senza fine sono utilizzate per far scarier slitte che trasmettono il moto ai porta-
zampe. Questo componente nasce a partire da umacamhmerciale (ISO M1 a profilo
triangolare), in modo da poter utilizzare attrempatper la filettatura standard. Le due
estremita della vite sono state lavorate in mod@alzr essere inserite da una parte negli
ingranaggi al centro della capsula e dall’altralinagpositi riferimenti nei tappi. Il profilo
della punta € composto da una prima parte ciliaddcdiametro 0.45 mm e da una parte
finale piatta di spessore 0.28 mm, che viene itseirettamente nelle ruote dentate. E stato
creato appositamente un gioco (0.05 mm) tra viteu@a dentata in modo da rendere
I'assemblaggio meno sensibile ad eventuali dissdimenti tra il corpo e i tappi della capsula.
Un primo tentativo é stato fatto utilizzando la HPBRERN, questo metodo creava pero delle
deformazioni sui pezzi, si € scelto quindi di atifre anche per questo componentwita
EDM.

figura 2.9: Design della punta della vite senza:faiametrap =0.45 mm; spessote0.28 mm.

Le ruote dentate

Tra il motore e la vite senza fine & inserita uagewca di trasmissione a ruote dentate che
trasmette e amplifica il momento torcente imposiglidattuatori. Sono state appositamente
realizzate diverse ruote dentate, a 40 e 17 d@&aio che le tecniche di fabbricazione
utilizzate sono le stesse per tutte le ruote, v@escritta nel dettaglio solo la piu piccola, che
connessa all’asse del motore tramite il foro cémtffegura 2.10).

p A

N
A.
figura 2.10: La ruota dentata a 17 denti in ottone.

L’approccio tradizionale alla fabbricazione di reatentate prevede I'utilizzo di attrezzature
dedicate con moduli standard. A causa dei limiiehsionali imposti dal design complessivo
della capsula, sono necessarie ruote con modubbrnmi quelli comunemente disponibili a
livello commerciale. Fabbricare attrezzature deadicachiederebbe tempi e costi elevati,
quindi é stato scelto di realizzare gli ingranagdigettamente tramiteire EDM. Inizialmente
una piastra di ottone é stata tagliata alla HSP&MKIper ottenere il foro centrale, che e stato
poi lavorato allawire EDM per ottenere la forma finale, sagomata in mddopermettere
I'inserimento dell’asta del motore direttamenteiratiérno del foro. Per quanto riguarda i denti
della ruota e stato scelto un modulo di 0.12 mre, abstituisce un compromesso tra i vincoli
dimensionali della ruota e la facilita di lavorazo Le coordinate del profili della ruota sono
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state calcolate tramite software e poi inseriteetthmente nella macchina. Infine come
tolleranza é stata stabilita una massima deviaziines um rispetto ai valori nominali
calcolati, in modo da creare un piccolo gioco ckamnette di connettere facilmente tutta la

catena cinematica, garantendo il corretto funzicergmdel dispositivo finale.

2.3.3 Assemblaggio del dispositivo

La fase di assemblaggio di cosi tanti pezzi di disi@i millimetriche richiede particolari
accorgimenti al fine di non danneggiare i vari comgnti e soprattutto di consentire il
funzionamento delle parti in movimento. Lo sketghfigura 2.11 mostra come le diverse
componenti si combinano insieme. Inizialmente i anovengono inseriti ed incollati nel
corpo della capsula, contemporaneamente i portgearangono connessi alla slitta e alla
vite senza fine che viene successivamente ingeltaorpo. Intanto le ruote dentate vengono
fissate sui tappi e quindi questi vengono chiusiceupo facendo attenzione a non applicare
una forza eccesiva per non rompere i componentifg@gili e a mantenere i corretti
allineamenti per permettere il funzionamento detitena cinematica. Attenzione deve essere
anche posta nell'uso della colla che, se troppa, qairuire i fori 0, se poca, puod non essere
sufficiente a mantenere i pezzi nella sede esdita.correttezza dell’operazione di
assemblaggio e testimoniata dal funzionamento idpbditivo finale [2.28].

figura 2.11: Sketch dell’assemblaggio dei vari comgnti all'interno della capsula.
2.4 Test sperimentali e verifica dei risultati

Dopo la fabbricazione dei singoli componenti, codescritto nel paragrafo 3, sono state
condotte una serie di misure per valutare I'evdetpeesenza di errori sulle parti essenziali al
corretto funzionamento del dispositivo roboticon8atati utilizzati come strumenti di misura
un microscopio ottico (MX-5040 RZ, Hirox, USA) e Multisensor coordinate measurement
machine (Benchtop VideoCheék EA 400,Werth, Germany). In questo paragrafo sono
descritti i risultati di questi test di valutazione

Il tappo
Utilizzando il Video ChecK sono stati misurati sia i tappi che le attrezzapnogettate per

fissare i pezzi sulla macchina HSPC KERN.
Il valore di interferenza misurato €:

n :(c— AJZ’ Bj—(F —%} — 0.00391m

Questa interferenza permette un accurato posizientorassiale ed un fissaggio rigido del
tappo sull'attrezzatura (combinato con I'uso detdla come descritto nel paragrafo 2.3).
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A=3,8877 mm D=3,9372 mm
B=3,8548 mm E=3,9428 mm
C=6,7715 mm F=6,8441 mm

figura 2.12: dati ricavati dalla macchina di misutaappo (sinistra) e I'attrezzatura (destra).

[l porta-zampe
Per monitorare la qualita di fabbricazione dei @a@ampe sono state effettuate alcune misure

sui dettagli presenti nel pezzo. La figura 2.13 mmeo$e dimensioni misurate e la tabella

riassume i risultati ottenuti, ogni misura & stafgetuta su sei porta zampe per avere una
rilevanza statistica. Il foro per le spine (C) ddeghezza delle guide (A) risultano avere una
buona precisione. La lunghezza delle guide (B)emesuna certa variabilita, ma questo non
inficia il corretto funzionamento del meccanismo,guanto la spina non raggiunge mai la
parte finale della guida durante il funzionamemmche le dimensioni della sede per le

zampe non costituiscono un elemento critico in ¢u#iaggancio &€ garantito da un elemento

elastico e deformabile presente sulle zampe.

C
0.5025
E \ Design  Average  Minimum  Maximum  Standard
D B value value value value deviation
1.6735 (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
. <\ A 04 0406 0403 0.408 0.0015
_ o o B v B 17 1.717 1.641 1.809 0.058
— X &= C 05 0.504 0301 0.507 0.002
q'. A D 09 0.921 0911 0.934 0.008
A O B E 05 0.523 0511 0.538 0.009

figura 2.13: Parametri misurati con il Video ChBektabella riassuntiva dei risultati ottenuti.

La vite senza fine

Le misure si sono concentrate sulla punta dellasenza fine che e la zona che viene inserita
nella ruota dentata. Le osservazioni a microscopioo (figura 2.14), effettuate su entrambe
le viti, hanno rivelato un valore reale @lidi 0.452 mm, invece del valore di design di 0.450
mm, ma questo non crea problemi in quanto la pdatee essere inserita in una boccola di
diametro interno 0.455 mm. Per quanto rigudrdaalore reale di 0.27 mm, invece di 0.28
mm, crea un certo gioco con il foro della ruotatden (0.29 mm) che facilita la fase di
assemblaggio e riduce il rischio di danneggiangulata della vite durante I'inserimento.
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v

figura 2.14: Immagine della punta della vite sefiza ottenuta tramite microscopio ottico.

La ruota dentata

La precisione nella realizzazione della ruota dengastata verificata utilizzando lo strumento
Video ChecR gia menzionato. | vari parametri sono stati misueaconfrontati con quelli
nominali. Uno degli errori osservati e che il plofdella ruota non e perfettamente centrato
con l'asse di rotazione, questo & dovuto probabitmel passaggio dalla HSPC KERN alla
wire EDM durante la fabbricazione del pezzo. Inoltdenti sono leggermente piu piccoli di
guanto progettato, questo € legato ad un’erosiooessiva dei pezzi durante I'uso delliae
EDM, che pud essere ridotta variando i paramethadeacchina. Tuttavia, ai fini del
funzionamento della catena cinematica, una ruottbbdimensionata € preferibile ad una
sovradimensionata, in quanto i denti riescono cajuenad ingranare senza problemi. Il

corretto movimento del sistema di ingranaggi dojsskemblaggio € un’ulteriore verifica
della bonta del pezzo.

Design  Average Max. Min.
(mm) (mm) (mm) (mm) SD

Opening  0.1884  0.20 0.23 0.19 0.02
Teeth 0.1884  0.17 0.20  0.16 0.01

figura 2.15: A. Immagine del profilo del dente;tBbella riassuntiva dei risultati ottenuti.
2.5 Progettazione ed analisi della zampa della caga

Le zampe sono un componente essenziale del dispodisse costituiscono I'elemento di

interfaccia tra la capsula e le pareti intestingliindi devono sia garantire la locomozione sia

scongiurare possibili danni ai tessuti. Al finetdbvare il miglior compromesso tra questi

obiettivi, la zampa deve soddisfare i seguenti isatiju

» essere elastica e deformabile, ma allo stesso tesbpastanza forte da superare la
resistenza del tessuto;

e essere fabbricata in materiale biocompatibile;
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* interagire con il tessuto senza provocare danni.
La sua progettazione € stata quindi curata molional dettaglio rispetto agli altri pezzi
[2.29]; in questo paragrafo sono descritti sigesidn, che i test di verifica successivi.

giunto
flessibile

attacco
elastico

estremita
sagomata

figura 2.16: Design della zampa.

Le punte delle zampe costituiscono l'elemento dntatio con le pareti intestinali e
consentono la locomozione della capsula graziataito con le pareti. Al fine di adattare le
zampe al diametro variabile del tratto gastro-itm@te e di scongiurare danni alle pareti, le
zampe sono state fabbricate in Nitinol (NiTi), Uega a memoria di forma in nickel e titanio.
Questo materiale € molto conosciuto per le suerat@pdi biocompatibilita ed e utilizzato in
molte applicazioni in ambito ortopedico e cardiabog(ad esempio fili guida per cateteri,
stent, clip chirurgiche, filtri per le vene e stramti chirurgici) [2.30]. Quando
appropriatamente trattato, il Nitinol esibisce piefa superelastiche a temperatura sia
ambiente sia corporea (se deformato fino a cir8a10%, rimuovendo la causa della
deformazione, ritorna nella configurazione preceéglersenza lasciare traccia delle
deformazioni inelastiche). L’elasticita, combinathdesign di giunti flessibili, permette di
ottenere una zampa che allo stesso tempo sia fgectin il tessuto e fornisca forze normale
e di attrito sufficienti per far muovere la capsula superelasticita € causata da un
cambiamento di fase nella struttura cristallinardateriale, che passa da una fase austenitica
(ordinata) ad una martersitica (meno ordinata) daanene applicata una deformazione, in
modo reversibile. Imponendo una forza (per esergaampa si flette per la resistenza delle
pareti intestinali), mentre la deformazione aumetdastress raggiunge un plateau e poi
rimane costante; questo permette di ridurre leid@nspplicate sul tessuto e diminuisce i
rischi di danni all'interfaccia biologica.

Loading plateau

Austenite to martensite

Stress

Martensite to austenite

Unloading plateau

Strain

A. Perlrr'\anemset B.. S S S o
figura 2.17: A. Diagramma stess-strain che mospéateau di stress a seguito del’laumento delferdeazione;
B. schema del cambiamento di fase della struttsegaito di una deformazione.
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In figura 2.18 sono schematizzate le fasi succesdiwn passo della capsula. La zampa si
piega in modo passivo grazie al giunto del ginozclina volta che la pressione esterna
esercitata dal tessuto viene rimossa, la zampa toefla sua configurazione di riposo (cioé
dritta).

ki

IF
i

) \

i KR

figura 2.18: Schema di momenti successivi durantfpasso” della capsula, la zampa si flette passerge
incontrando la resistenza delle pareti intestinali.

Il design e le dimensioni della zampa sono mostirafgura 2.19A; la lunghezza € 9.4 mm e

lo spessore 0.5 mm.

_— R — ﬁ-ﬁ‘ e
N
b | Fd
2 ’_/

A. B.

figura 2.19: A. Design della zampa (tutte le dimenssono in millimetri); B. due esempi di zampalizzate.

La zampa é stata tagliata a partire da una lastiitinol (alloy S-superelasticstandard alloy,
Memory-Metalle GmbH, Germany) usando lavire EDM. Sono stati realizzati diversi design
della zampa, due dei quali sono mostrati in figRra9B. In una delle opzioni la zampa
comprende un “ginocchio” flessibile di spessoreZ8.6hm che puo flettersi fino ad un angolo
di 75°, fornendo un grado di liberta passivo agtmm In una seconda forma la zampa
comprende una punta ricoperta di micro-uncini (hirggrca 100um) che aumentano I'attrito
con le pareti intestinali (questo argomento veipeeso e approfondito nel capitolo 3).

Uno dei primi obiettivi nella fabbricazione dellampa e stato il design del ginocchio. La
flessibilita della zampa € proporzionale alla tepraenza della larghezza, quindi piccole
imprecisioni nella fabbricazione possono avere fiette significativo sulla rigidezza totale.
Questo problema € stato risolto tagliando la zasyl EDM inizialmente con un primo
taglio grezzo seguito poi da varie passate di itifia che permettono di ottenere le
dimensioni desiderate in modo piu accurato. Concei¢a alternativa e stato considerato
anche il taglio laser, soprattutto per la sua wa#bcita in confronto alla EDM. La qualita
delle due diverse tecniche e stata valutata p@lisce quella piu adatta alla realizzazione del
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pezzo. Una prima valutazione qualitativa € statettefata osservando le due zampe con un
microscopio ottico (figura 2.20), successivameptelde zampe sono state esaminate con un
focused ion beam (FIB) microscope (la figura 2.21 mostra una sezione trasversale del
ginocchio). Il ginocchio della zampa realizzataalire EDM ha una sezione rettangolare,
come progettato, mentre quello della zampa taglaa il laser presenta una sezione
triangolare. Se consideriamo la zona del ginocdume una trave sottoposta a flessione,
applicando la teoria delle travi, la relazioneitr@omento flettente applicatd e la curvatura
della travex risulta:

M
K=—

El
doveE é il modulo elastico del materialel @ l'inerzia della sezione trasversale della trave.
Dato che le proprieta del materiale ed il momempliaato sono gli stessi, la trave a profilo
triangolare ha una rigidita (data dal prodoib al denominatore) 1/3 inferiore a quella a
profilo rettangolare. Una tale riduzione di rigadirende il ginocchio troppo poco rigido e
resistente per la nostra applicazione; € stato dgustelto di utilizzare la tecnica
dell’elettroerosione.

figura 2.20 : Particolare della zona del ginocdliidue zampe fabbricate con tecniche divensee EDM
(sinistra) daser cutting (destra).

figura 2.21: Sezione trasversale del giunto flaksiti zampe fabbricate tramitéire EDM (sinistra) daser
cutting (destra).

Un problema riscontrato frequentemente durantertep sperimentali € la rottura della
gamba in corrispondenza del giunto. Questo incaewés incide sulla capacita di movimento
della capsula e pudo compromettere 'esito dell’esamquanto il dispositivo non riesce ad
eseguire correttamente le operazioni richiesteltriyoin caso di rottura, le zampe non
riescono a far presa in modo uniforme sul tesdattpcomozione viene rallentata e il tempo
necessario per portare a termine 'esame aumerievaimente. E stato osservato che la
rottura avviene dopo circa 35 cicli di aperturalshira della zampa, mentre per portare a
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termine lispezione dell'intero colon sono necessarca 140 cicli, considerando una
lunghezza media del colon di 140 cm e una distaoparta ad ogni ciclo di circa 1 cm.

Al fine di ridurre i rischi di rottura della zampgastata condotta un’attenta analisi del design e
una caratterizzazione meccanica del materialen@ttedati quantitativi da prove sperimentali
permette di creare un modello che simuli il comamento della zampa in modo efficiente;
attraverso delle prove a trazione sperimentali &astricavata la curva caratteristica
stresg/strain del materiale. Da questa curva sono stati esfrgdéirametri caratteristici del
materiale, come il modulo elastico e le tensionirdnsizione di fase. E possibile notare dal
grafico ottenuto (figura 2.22) che i parametri tiarstici del materiale variano con
'aumentare del numero dei cicli, quindi una progmgbne che tenga conto solo dei valori
iniziali non puo raggiungere dei risultati soddcsati.

Stress-strain curve 100 cycles
00~ - - - - . - .

eyl 1

500+

Stress [MPa)
g &

§

Boi 0 001 002 003 004 005 008 007
Strain

figura 2.22: Prove a trazione sperimentali dallalgu stata ricavata la curva stress/strain degdniade.

| valori ricavati dai test sono stati utilizzati rpereare un modello del giunto flessibile e
simulare il suo comportamento con il software pardlisi agli elementi finiti (FEM) ANSYS
(figura 2.23). L’analisi numerica permette di siame comportamenti non lineari (come
quello delle leghe a memoria di forma) e geometimplesse (come quella della zampa) dei
guali non sarebbe altrimenti possibile conoscerstdo interno di tensione e deformazione.
In questo modo sono stati calcolati gitiess e gli strain agenti sul giunto.

ANSYS
.1356-03  \pPa .16%935-?063
I oo MPa = 016753
R oo 761 MPa .025129
134.641 MPa .033505
179.521  MPa I 041882
224.402 MPa . 050258
269.282 MPa N '058635
314.162 MPa .067011
I o.0i:  MPa I
403.923 MPa )

figura 2.23: Modello agli elementi finiti della zga durante una simulazione in cui € applicata @ntac
deformazione. Le due immagini mostrano rispettivateé valori di stress e di strain che si verifioarella zona
del giunto flessibile del ginocchio.
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La distribuzione degli stress é stata ottimizzdtea@erso varie simulazioni nelle quali sono
stati variati in maniera iterativa i parametri gesriti del giunto (ad esempio spessore e
lunghezza). Grazie a questo processo di ottimippazé stata ottenuta una riduzione del 10%
del valore di stress massimo (che e passato ddv@3a 360 Mpa). Il nuovo prototipo di
zampa cosi ottenuto ha dimostrato sperimentalmgintaggiungere un numero di circa 150
cicli prima di arrivare a rottura, garantendo quimdlispezione completa del colon.

2.6 Conclusioni

Questo capitolo ha presentato la fabbricazione mlirobot grande nel complesso un
centimetro, con molti componenti di dimensioni imktriche o inferiori. Questo & un
esempio delluso combinato di macchine di ultragmiene, tipiche dell’ambito macro,
adoperate con opportuni accorgimenti al fine dlizeare parti 3D complesse con dettagli
micrometrici. La tabella in figura 2.24 riassumeliversi pezzi, le loro caratteristiche, le
tecniche utilizzate, i vantaggi e/o svantaggi dscun metodo e gli errori misurati. E possibile
notare che molte parti necessitano dell'uso contbimA piu tecniche, in questo caso la
difficolta maggiore € quella di mantenere dei iifeanti affidabili durante il trasferimento tra
le diverse macchine. | test di misura e il suceesassemblaggio dei vari componenti in un

unico robot hanno dimostrato la qualita della faddmione.

Manufacturing
Capsule part  Dimensional features techniques Advantages/disadvantages Fabrication errors
Cap & = [1.1 mm; smallest features:  Two HSCP KERN —Particular care was required for 28 um error in 6.8 mm
several 150 pm thick regions Processes, one per part refixturing inter-axis spacing
side
Body & =111 mm; [ = 23.6 mm; Two HSCP KERN —Particular care was required for N /A—no features in the
smallest features: 12 holes of Processes, One per part refixturing; body required
(0.4 mm diameter around the side —Dirilling lateral holes on the exceptionally high
external surface external surface required a tolerances for overall
surface levelling procedure. device function
Leg I = 9.4 mm; smallest features: Wire EDM + Rectangular profile; N/ A—legs functioned
(0.075 mm thick flexible knee. —Rougher surface than laser according to design
0.1 mm hooks objectives
Leg [ =94 mm; smallest features: Laser cutting + Faster than Wire EDM; Material erosion impaired

Leg holder

Lead screw

Gears

0.075 mm wide flexible knee

I = 7.38 mm; smallest features:
0.4 mm wide pin guide

Relevant features: ¢ =
0.45 mm; [ = (.28 mm

Addendum radius = 1. 140 mm;
module = (.12 mm

Wire EDM, Sink
EDM:

The Sink EDM
electrode required
HSPC KERN and
Wire EDM

Wire EDM

HSPC KERN and
Wire EDM

—Trangular profile

—3 Sink EDM electrodes are
required to machine 1 leg-holder

+ Plastic deformation was
avoided thanks to the selected
fabrication process

+ This procedure enabled
completely customizable gear
modules;

—A purposely developed
spreadsheet was required to input
the Carntesian coordinates to the
Wire EDM

comrect knee shaping

8 pm error in 0.4 mm pin
guide width; 7 pm error
for the (.5 mm hole

2 wmon ¢; 10 pm on [

41 pm error for the
0.1884 mm half pitch

figura 2.24: Tabella riassuntiva delle carattectsti dei vari componenti della capsula endoscogiabizzati.

La prova finale € comunque data dai test in cdigpositivo e stato utilizzato per effettuare
un’ispezione di un tratto di intestino porcino Bieambienteex-vivo chein-vivo [2.28] [2.31]
(figura 2.25). La capsula endoscopica ha raggiuma velocitd di 50 mm mihche pud
essere ritenuta accettabile per effettuare unansotpia completa in tempi paragonabili a
quelli di un esame tradizionale. La capsula hatiaalimostrato di poter “camminare” in ogni
direzione e inclinazione, compresa quella verticabetrastando la forza di gravita.
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| risultati presentati in questo capitolo sullaldebazione e I'assemblaggio dei componenti
della capsula illustrano i limiti e le opportuniggate ai componenti miniaturizzati. Inoltre,
vengono mostrati una serie di esempi e soluziaatigite che, unite a quelli di numerosi altri
studi nel settore, possono contribuire ad aumeni@reonoscenza in questo intervallo

dimensionale.

e~ I | , b
in movimento durante i éstivo su intestino porcino: immagine esterna del sinouéat

figura 2.25: La capsula
(a), immagine interna scattata tramite un endosc(i
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Capitolo 3

Sistemi di interfaccia con i tessuti — struttura sperficiale

3.1 Introduzione

La scala mini € compresa tra la tradizionale soearo e la microscala. In questo intervallo
dimensionale il trattamento superficiale comincigi@are un ruolo importante: la topologia
della superficie esterna puod influenzare il comgnoento della struttura in quanto le forze
superficiali non sono trascurabili come per sistemaicroscopici. Creare una microstruttura
superficiale richiede l'utilizzo di tecniche di micfabbricazione, ma permette notevoli
vantaggi perché sfrutta proprieta fisiche diveraeqdelle tipiche del campo macroscopico.
Questo caso di studio serve come esempio per deserie problematiche e le possibili
soluzioni coinvolte nella corretta gestione debhez€ di attrito e di adesione superficiale in
dispositivi miniaturizzati che interferiscono cassuti biologici.

In questo capitolo vengono descritte diverse témnadottate per favorire la corretta adesione
tra le pareti intestinali e le zampe della capsrdoscopica, descritta dettagliatamente nel
capitolo precedente. Lo scopo del lavoro e quelleedlizzare una struttura superficiale che
possa aumentare l'attrito e allo stesso tempo reemelgi i tessuti. Sono state proposte
diverse tecniche tra cui l'utilizzo di microuncimetallici e lo sviluppo di membrane
polimeriche micro-strutturate. Il presente capitolescrive il design, la fabbricazione e le
prove sperimentali di queste strutture, evidenzacaime I'utilizzo di polimeri e di tecniche
di micro fabbricazione riesca a produrre risultataggiungibili con l'utilizzo dei metalli
[3.1].

Il capitolo € cosi organizzato: nel paragrafo 3dhos presentate I'applicazione ed una
panoramica sulle soluzioni adottate in altri sistemdoscopici; il paragrafo 3.3 presenta le
tecniche, | materiali utilizzati e la realizzaziotei prototipi; il paragrafo 3.4 mostra le prove
sperimentali effettuate sui campioni ed i risultattenuti. Infine le conclusioni sono esposte
nel paragrafo 3.5.

3.2 Applicazione: la morfologia del tessuto intestale e Il'approccio a soluzioni
bioispirate

Per i sistemi a locomozione attiva il tratto gastri@stinale rappresenta un ambiente molto
complesso. Il tessuto €, infatti, deformabile, selastico ed estremamente cedevole, inoltre
la sua morfologia varia da zona a zona. La superéicesa scivolosa da uno strato di muco di
circa 1 mm che ricopre la mucosa intestinale evena sia in spessore sia in viscosita lungo
il canale digerente [3.2] (figura 3.1).
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figura 3.1: A. Distribuzione dello strato di muambo il tratto gastro-intestinale [3.2]; B. fotaasate su due
diversi tratti di intesino, € possibile notare IHatmita sia nella struttura del tessuto che npllesenza di muco.

In questo tipo di ambiente le zampe scivolano spHeeti intestinali, compromettendo il
controllo della capsula e riducendone la velodiar questo motivo ricoprire la superficie
esterna della zampa con strutture che possanoifawem aggancio efficace alle pareti é
essenziale per migliorare le performance del difpos Le strategie adottate in natura per
assistere la locomozione si basano su una vastmgaihmeccanismi, come ventose, uncini
o attrito (figura 3.2) [3.3]. In molti casi 'adesie € prodotta da particolari geometrie che
aumentano l'interconnessione meccanica con il saflestDiversi tipi di interfaccia possono
essere adeguate per I'adesione: per esempio dlpudi grillo presentano sulle zampe delle
strutture flessibili capaci di adattarsi a diversgosita superficiali [3.4]; allo stesso tempo
superfici non strutturate ricoperte di materialesido possono essere adatte ad alcuni tipi di
terreno, come accade per la locomozione dei sergeanalisi delle forze di interazione e
dell’efficacia di strutture biologiche mini e microetriche deputate alladesione rappresenta
uno dei maggiori indirizzi di ricerca interdiscipére nella biologia animale [3.5] in quanto la
biomeccanica e la biotribologia animale possonaifer spunti per la realizzazione di
strutture artificiali innovative [3.6].

< | (a) (o)
S
| (b) & - il | W1
mu;:;le 1 mus-ae 2 (o) = (2)
— AAAAVAAA
mu:s-c;le 1 mu;ae 2 () ’_A_&_MM_I (h)

figura 3.2: Principali classi dei meccanismi di sidee: (a) uncini; (b) incastri; (c) pinze; (d) gjadori; (e)
ventose; (f ) ancoraggio ad espansione; (g) semieadesive; (h) attrito [3.3].

Tornando al caso in esame, un possibile approcajaelio di equipaggiare la zampa con
degli uncini che possano “arpionare” il tessuto.eQa tipo di soluzione, sviluppato e
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descritto nei prossimi paragrafi, € molto efficace allo stesso tempo e rischioso dal punto
di vista medico, dato che gli uncini metallici, pgranto ben progettati, rappresentano una
possibile fonte di danno per il tessuto; un’apgioai di questo tipo e stata utilizzata in [3.7].
Al fine di trovare una soluzione alternativa cheagdisca I'assenza di danni al tessuto, la
ricerca si € poi orientata verso l'utilizzo di sdpg polimeriche. L'utilizzo di polimeri
elastici e biocompatibili, modificati in modo daegentare una micro-struttura superficiale,
permette sia di aumentare I'attrito sia di garantér sicurezza per la mucosa.

Partendo dall’osservazione della natura, gli stidltanno notato che le zampe di molti
animali (ad esempio raganelle, cavallette e mosdi@)no una struttura superficiale
caratterizzata da un design microscopico e chessepegne secreto un fluido nell’area di
contatto con il terreno [3.8] [3.9]. Mentre unoastr continuo di fluido agirebbe come
lubrificante, la micro-struttura aumenta l'adesi@uazie alla sua capacita di conformarsi alle
superfici rugose [3.10] [3.11]. In questo contestetato dimostrato che I'utilizzo gillars
(piccole colonne o cilindri) di dimensioni micromehe con opportunaspect ratio(rapporto
altezza/diametro) aumenta l'adesione in confrongugerfici lisce[3.12]. Negli ultimi anni
diversi gruppi hanno sviluppato strutture sintezicddhe mimano le strategie utilizzate dagli
animali [3.13]. Tuttavia solo pochi studi si sonocdlizzati sull'interazione con tessuti
biologici molli in ambiente umido o coperto da mudo campo endoscopico sono state
presentate capsule con zone micro-strutturate’@sofago e l'intestino tenue [3.14] [3.15].
Questi lavori mostrano come sia possibile aumentat&ito sul tessuto gastro-intestinale
grazie a superfici ricoperte gdllars polimerici. Un altro studio interessante é staindotto

su un endoscopio ricoperto da film di materiale maadesivo, anche se questa soluzione é
efficace solo per un’applicazione e quindi sonoessarie decine di film [3.16]. Per
aumentare 'attrito e stato anche utilizzato unanale bioceramico poroso, dimostrando che
la forza d’attrito varia in funzione della dimensedei pori del materiale [3.17]. Un altro
lavoro presenta un’analisi dell'influenza della fmvmazione superficiale sull'attrito:
campioni strutturati con forme diverse (triangokitangoli e cilindri) sono stati testati su
pezzi di tessuto intestinale, dimostrando che fan&osuperficiale influenza I'attrito con il
tessuto [3.18].

Nel paragrafo 3.3 sono descritti inizialmente labiacazione degli uncini metallici e poi, piu
nel dettaglio, lo sviluppo di superfici polimeriche-ispirate. Nel paragrafo 3.4 saranno poi
analizzati i risultati ottenuti dalle prove spermai sui vari prototipi.

3.3 Tecniche di fabbricazione

3.3.1 Realizzazione di microuncini metallici

L’obiettivo € quello di migliorare I'aggancio tra lzampa e il tessuto, in modo da impedire
che la capsula scivoli e aumentandone quindi lacidl. La prima soluzione adottata e stata
guella di inserire degli uncini in punta alle zampal punto di vista della fabbricazione, sulla
punta della zampa vengono disegnati gli unciniiigitase di progettazione. La zampa, uncini
compresi, viene poi tagliata alla macchina ad reletbsione a filowire EDM). La figura 3.3
mostra i diversi tipi di punta realizzati: liscidotata di un unico grande uncino e dotata di
alcuni micro-uncini. La soluzione con un unico e pensata per arpionare il tessuto ed é
disegnata con un’angolazione tale da favorire Pa@nento della capsula: I'uncino favorisce
il moto in avanti della capsula, mentre in diredocontraria scivola sul tessuto senza
agganciarsi. L'ingrandimento della punta della zamp figura 3.3D mostra alcuni degli
uncini, di lunghezza circa 100 um. Questa dimemsidavrebbe garantire un ancoraggio
sicuro al tessuto, eliminando il rischio che glcum rimangano intrappolati nelle pieghe del
tessuto, che hanno dimensioni maggiori. La formglidencini arrotondata su un lato
garantisce I'unidirezionalita del moto, come nedaarecedente.
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1mm

040" | H

C. D. a
figura 3.3: A. Zampa liscia; B. zampa dotata diumico grande uncino; C. zampa dotata di micro-ungin
immagine dei microuncini in punta alle zampe ottaritamiteFocus lon BeanFIB).

3.3.2 La soft-lithography

Nella soft-lithography il processo litografico standard € utilizzato epunto di partenza per
la realizzazione di strutture non-rigide con rigodmi micrometriche. Con un processo
litografico é realizzato umastero stampo (che ha la forma negativa del prodotiald), con
risoluzione dell’ordine del micron o inferiore, dgiale ricavare una copia nel materiale piu
opportuno.

Di seguito vengono brevemente introdotte la lithgratandard e le diverse varianti di soft-
litografia [3.19]. Tendenzialmente si utilizzanofesdi silicio, sui quali vengono deposti dei
materiali polimerici sensibili a diverse forme dieggia, i piu utilizzati sono i materiali
fotosensibili photoresis), cioé sensibili ai raggi UV. photoresistsi distinguono in positivi e
negativi, in funzione della reazione innescata daygi: quando esposti ai raggi UV i
photoresistpositivi avviano una reazione di reticolazione ntne quelli negativi modificano
la chimica del polimero impedendone una reticolagidurante le fasi successive.

Di seguito vengono trattate le varie fasi del pssce

1. Trattamento chimico per lucidare la superfiaéwafer di silicio (togliendo ogni possibile
impurezza superficiale).

2. Casting di materiale fotosensibile a spessore controll&uwlitamente € usato urgpin-
coater con velocita di rotazione nota; in base alla vé#2odel materiale ed alla velocita di
rotazione € possibile valutare lo spessore delnméalepositato.

3. Soft Bakenecessario per fissare il materiale sulla sugertiel wafer di silicio.

4. Copertura con una maschera ad elevata risoleiziper la definizione delle regioni del
wafer da esporre ai raggi UV. Per evitare che giragcidano con linee oblique sul materiale
di casting € opportuno che la maschera aderisca omogenearserutta la superficie del
wafer e che la distanza tra maschera e materiglestie sia minima.

5. Esposizione alla luce UV tramiteask-alignerper impressionare il materiale nelle regioni
esposte dalla maschera.

6. Post Exposure Bakeiscaldamento finale su piastra calda.
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7. Sviluppo, il materiale deposto e non impresdimnaene rimosso dal wafer di silicio.

Pertanto durante i processi che utilizzatmtoresistpositivo sara rimosso il materiale non
impressionato, mentre pephotoresisinegativi verra rimosso il materiale impressionato.

8. Pulitura del wafer ottenuto.

Il prodotto ottenuto viene utilizzato come stammul quale vengono colati materiali
elastomerici per ottenere una replica della topalag materiale non rigido e biocompatibile.
La risoluzione delle strutture ottenute € funziomen soltanto delle dimensioni della
maschera, ma anche dell’'interazione tra materiakt@merico e wafer di silicio e del metodo
di esposizione dell’elastomero.

Fabrication and silanization of master
| SPINNED

i Si0,,Si3N,,metals, RESIST
I photoresists or wax

—>|In|<—l

—~ |8Us-10

. S D Dy
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figura 3.4: Schema dei passi successivi nellazeatione di una struttura polimerica tramite urzorgio
litografico.

Esistono diverse tecniche di deposizione del nedeeglastomerico sul master, e tutte hanno

il fine di ottimizzare I'adesione superficiale [B]2

« Micro-Molding, procedura standard di deposizione di materi@steierico sul master. E
possibile realizzare la deposizione attraversordevéecniche:

» Casting tecnica piu comunemente utilizzata. || materebstomerico viene colato
direttamente sul master (wafer di silicio), terminata la reazione di
polimerizzazione € possibile separare il materialastomerico dalmaster
ottenendo una replica negativa esatta della topplogsente sul wafer di silicio.

» Spin-Coatingtecnica che utilizza la forza centrifuga di radaz dello stampo per
favorire I'adesione del polimero. Attraverso queséalizzazione € possibile
ottenere delle strutture con spessore variabile qa@che millimetro a pochi
micron), in funzione della velocita con cui é fattmtare lo stampo.

* Microfluidodinamica, tecnica che utilizza un sisgemngresso-uscita per
promuovere il riempimento dello stampo con il pahm attraverso lo stampo in
silicio. Per realizzare questa tecnica occorrenitefilo spessore della struttura da
realizzare con una superficie liscia, creare unooeb per la soluzione polimerica
e porre sul lato opposto una pompa a vuoto in mialarientare il moto del
materiale elastomerico.

* Micro-Replica Molding procedura utilizzata per ottenere dei negativi niateriale
elastomerico a partire da master in materiale @fastico. Nei primi tre passaggi é
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analoga allaMicro-Molding, mentre l'ultima fase prevede una seconda demoszdi
materiale elastomerico sul negativo ottenuto nedce@sso diMicro-Molding. Per
consentire una corretta separazione dei due stanmpateriale elastomerico € necessario
pretrattare il primomolding (negativo) per modificare temporaneamente la atami
superficiale del master (es. con plasma). In questmlo € possibile evitare una
reticolazione del polimero deposto sull'interfacmaster/moldfacilitando la separazione
dei due negativi per ottenere replica positiva atemiale non-rigido dello stampo prodotto
con la tecnica litografica.

Micro-Contact Printing procedura che utilizza il materiale non rigidoneotimbro. Per la
realizzazione del timbro é utilizzata la proceddedla Replica-Molding Il negativo in
materiale elastomerico ottenuto € utilizzato cot@enpo, una volta passato nel liquido
funzionalizzante (inchiostro) lo stampo viene postdla superficie da funzionalizzare
(carta), ottenendo una topologia definita con ¢anatiche chimiche superficiali
desiderate (definite dal timbro).

Generalmente nella tecnica sbft-lithographysono utilizzatiphotoresistnegativi, in quanto
consentono la realizzazione di strutture microrabé&icon spessori significativi (da pochi
micron a qualche centinaio) e precisioni sub-mietiohe. Mentre il materiale elastomerico
piu frequentemente utilizzato € il polydimethylsidme (PDMS), un materiale biocompatibile,
inerte, non-inflammabile, non-tossico, che mantiémepropria forma una volta finita la

reazione di reticolazione. Presenta inoltre faxildti utilizzo, buona interazione con la
superficie del master in silicio e rapida reaziahereticolazione. Ha un modulo elastico

compreso tra 500 kPa e 3 MPa, una superficie ibicdo che puo essere resa

temporaneamente idrofilica con opportuni trattameunperficiali (per la modificazione dei

gruppi silani esposti in superficie).

{A}REM =50 nm (B LT prepolymer

FDMS

Remove excass
prapolyTher
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rasidual film
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figura 3.5: Schema delle diverse tecniche di degpmse del polimero sullo stampo persiaft-lithography (a)
replica molding(REM), (b) microtransfer moldinduTM), (c) micromolding in capillariegMIMIC) e (d)
micro-contact printinguCP) [3.20].
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3.3.3 Realizzazione di superfici polimeriche micro-strutturate

Nella ricerca di una soluzione migliore rispettardacro-uncini, un secondo approccio € stato
quello di fabbricare una membrana contenente unaiamali pillars, cioe di una serie di
cilindretti polimerici fabbricati tramite la tecracdella soft-lithography L'idea di base e
quella di applicare queste superfici sulle puntdledeampe al posto dei micro-uncini
metallici. Alla fine di tutta I'attivita sara scalttra le diverse geometrie ad uncini piléars,

la soluzione ottimale come compromesso tra effeaea sicurezza. Per quanto riguarda la
superficie polimerica sono state sviluppate divegesemetrie corpillars che variano da 15
um a 180 um in diametro, con I'obiettivo di trovémemigliore configurazione per studiare |l
comportamento della forza d’attrito.

Per la realizzazione delle matricigillars sono stati scelti due materiali polimerici elaséc
biocompatibili: il polydimethylsiloxane (PDMS, biogonente, Sylgard 184, Dow Corning
Inc.) e il perfluoropolyether (PFPE, bicomponeri#12X, Solvay Solexis). Entrambi sono
ampiamente utilizzati per la realizzazione di mistautture grazie alla loro elasticita
(Epomst0.5-3MPa, krpee3-4MPa) e alla facilita di lavorazione. Il primo lipero €
ampiamente diffuso nell’ambito della microfluididhsecondo e usato in applicazioni in cui
sono richieste alta fedelta di riproduzione e irechimica [3.21]. | film polimerici sono stati
realizzati tramitesoft-lithography Gli stampi sono stati ottenuti conphotoresistnegativo
SU-8 (SU-8 50, MicroChem Corp.), che e stato deptusiramitespin-coatingsu un wafer di
silicio con uno spessore di 1Qdn; lo spessore di SU-8 determina l'altezza pidars che
verranno realizzati. Sono state disegnate, tranptegrammi CAD, delle maschere
litografiche ad alta risoluzione che sono statbzatite per trasferire il design desiderato sul
wafer durante la fase di esposizione alla luceauitietta (UV). Gli stampi sono stati poi
risciacquati nella soluzione di sviluppo per fdrahre il disegno ed esposti per alcuni minuti
ai vapori di trimethylchlorosilane (TMCS), in moda rendere piu facile la separazione tra il
polimero e lo stampo nelle fasi successive. Unda@positiva della matrice dlillars é stata
ottenuta depositando il PDMS (preparato in un rajpstandard monomero/catalizzatore
10:1) sopra gli stampi con urspinnera 500 rpm per 60 s per ottenere film spessii@0
Portando la temperatura a 80°C il PDMS polimerigzaud essere rimosso dagli stampi; a
guesto punto la superficie ottenuta é ricopertiadahtrice dpillars.

| campioni di PFPE sono stati preparati ad una eoinazione del 4% dei due componenti e
depositati tramitespin-coatingsugli stampi preparati in precedenza. Infine lirpero e stato
fatto polimerizzare tramite luce UV.

Sono stati prodotfpillars con dimensioni variabili, tra i 1pm e i 180um in diametro, con
una distanza spigolo-spigolo del 75% rispetto ahwdtro. Il diametro massimo é stato fissato
a 180um per avere almeno due file gdillars sul profilo della zampa (spessore 500).
L'altezza e stata fissata a 1@@n per tutti i campioni [3.15]. Una sintesi dellevelise
geometrie e riportata nella tabella di figura 3.6.

Pillar diameter (pum)  Spacing (edge-to-edge) pm)  Height (pem)

Flat surface — -
15 11.5 100
60 45 100

100 75 100

140 105 100

180 135 100

figura 3.6: Sintesi delle diverse geometrie piflars realizzate.

La forma finale del film & una membrana (di spessfOum) con una zona centrale micro-
strutturata di area 2.25 énffigura 3.7A). E inoltre opportuno notare che #pporto
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altezza/diametro e il rapporto diametro/spaziasoao due parametri fondamentdtillars
troppo “snelli” tendono infatti ad essere debolientre la zona di membrana in mezzo a
pillars troppo distanti tra loro tende a cedere (figuiB3}.

Ppibsteate7, et
. 0.99 w

?
ik

A. SRS B.

figura 3.7: A. Film polimerici micro-strutturatiiagrandimento ottenuto al microscopio ottico detlatrice di

pillars (diametro 10Q:m) per il PDMS (a), (b), e il PFPE (c), (d). B. Bibdli problemi connessi alla geometria
deipillars.

La topologia dei campioni € stata caratterizzaaenitre un profilometro: I'altezza media dei
pillars varia dello 0.65% rispetto al valore nominale.ré&terso un microscopio a forza
atomica (AFM) e stato ricavato un valore quadrati@mio della rugosita di 1.51 nm.

Alla fine della fase di caratterizzazione, i filmar® stati attaccati sopra la punta della zampa,
in modo da coprire la zona che entra in contatta dotessuto intestinale durante |l
movimento della capsula endoscopica. Sono stdtezate due tecniche, inizialmente é stato
depositato Si@tramite sputteringsulla zampa e successivamente il polimero € $tg@to
tramite plasma cleaningUn altro metodo, rivelatosi piu efficace, consisel depositare sul
retro del film uno strato sottile di Titanio (cir@® nm) in modo da facilitare 'incollaggio
sulla zampa tramite colla a cianoacrilato.

La configurazione finale della zampa, ricopertdadaiembrana micro-strutturata, € mostrata
in figura 3.8.

figura 3.8: La zampa ricoperta con il film polimsyimicro-strutturato.
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3.4 Test sperimentali e verifica dei risultati

3.4.1 Test delle zampe con microuncini metallici

La capsula endoscopica é stata testata in amb@&nievosu un tratto di intestino porcino, in
collaborazione con un’equipe medica che ne ha amuiefficacia e la sicurezza. | test sono
stati ripetuti con le diverse geometrie della zangpaanno rivelato come il loro design
influisca sul comportamento complessivo del digpasi La zampa con punta liscia non é
stata in grado di garantire una buona presa sautesquesto ha influito sulla capacita di
locomozione della capsula, che é scivolata sulitess non é stata in grado di raggiungere la
fine del percorso. La zampa con un unico uncinpdréato a terminare thskstabilito con un
moto regolare e una velocita accettabile, anchéalselta il tessuto e rimasto impigliato
nell’'uncino. La zampa con la serie di micro-undiai permesso alla capsula di avanzare alla
velocita piu alta registrata durante i test (5 cmjngrazie ad un appiglio costante al tessuto,
senza mai rimare intrappolata nelle pieghe de#istiho e riuscendo anche a compiere
efficacemente le curve. La ripetibilita dei ristilta stata verificata ripetendo varie sessioni di
prova con tratti diversi di intestino. In figura93sono mostrati il set-up delle prove ed
un'immagine ripresa da un endoscopio interno. he@mone visiva successiva ai test ha
rilevato la presenza sulla mucosa di piccole ma&cobgsastre nei punti dove gli uncini hanno
fatto presa sul tessuto, tuttavia non si sono icatifsanguinamenti.
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figura 3.9: Immagine dei test effettuati sulla adpsA. simulatore esterno; B. immagine internaega tramite
endoscopio.

3.4.2 Test delle zampe con superfici polimeriche micro-strutturate

Al fine di valutare I'efficacia dei film polimericrealizzati, sono state effettuate delle prove
sperimentalin-vitro su pezzi di tessuti porcino. Per riprodurre il fedelmente possibile le
condizioniin-vivo, l'intestino é stato lavato con soluzione fisiataga temperatura ambiente,
facendo attenzione a non eliminare lo strato di onpiesente sulla mucosa, che gioca un
ruolo importante sull’attrito. | test di adesionede attrito sono presentati nel prossimo
paragrafo: le prove sono state effettuate su emiranmateriali (PDMS e PFPE) e ogni
singola misura e stata ripetuta 8 volte su ognipmane sostituendo il tessuto usato come
substrato. Dopo ogni esperimento e stata fattespeziione visiva sul tessuto per verificare
che la struttura non avesse recato danni all’iatetf biologica.

Test di adesione

Per quanto riguarda i test di adesione, i film wHstrutturati sono stati attaccati su una piastra
connessa ad una cella di carico a sei assi (NandATIl risoluzione 11280 N); essa é
montata su una slitta motorizzata (M-111.1DG, Rdtr@any), che si muove ad una velocita di
0.7 mm s". Il movimento della slitta e I'acquisizione deitiddalla cella di carico vengono
gestiti su PC tramite un’interfaccia Labview. lsseito e stato fissato alla base e il film
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polimerico e stato mantenuto in contatto con isteés per 10 s a 10 mN prima dell’inizio dei
singoli test, in modo da fornire un precarico costala figura 3.10 mostra un’immagine del
set-up ed un esempio della tipica curva che sermtida questo tipo di prove; nel grafico il
picco massimo rappresenta la forza di distacco.
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figura 3.10: Prove di adesione e tipica curva dieltaa di adesione in funzione dello spostamento.

| dati ricavati permettono di derivare la relazosperimentale tra la forza di adesione e |l
diametro deipillars per entrambi i materiali (figura 3.11A). | due m@li mostrano un
andamento simile. Il campione liscio presenta uthesi@ne abbastanza elevata dovuta alla
maggiore area di contatto con il tessuto. Per quaiguarda gli altri substrati, sotto la
pressione applicata il tessuto molle si confornha superficie micro-strutturata [3.22]; questa
indentazione, sebbene difficile da misurare, € @ropnale alla pressione agente sul
campione, calcolabile dividendo la forza normale lpesomma delle superfici superiori dei
pillars (figura 3.11B). La pressione mostra un andamemilesa quello della curva della
forza di adesione; questa analogia evidenzia l@ndipnza dei due parametri. Inoltre é
possibile notare che piu alta é la pressione, [@uata € I'indentazione nel tessuto e, come
conseguenza, si nota un aumento della forza diauesAlla fine delle prove sperimentali
non e stato rilevato nessun danno visibile al tessu
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figura 3.11: A. Grafico della forza di adesiondtnzione del diametro deillars; B. grafico della pressione
applicata in funzione del diametro gxilars.

Test di attrito

Ci si aspetta di trovare le linee guida piu siguifive dai test di attrito, visto che la zampa
striscia sul tessuto durante il movimento dellascég 1l film polimerico e stato attaccato
sotto la base di un cestello che viene fatto séniecsul tessuto fissato alla base. Il contenitore
ospita dei pesi e ha una base con spigoli arrotopdaevitare I'intensificazione degli sforzi
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sul tessuto lungo i bordi. Il cestello e collegatamite un sottile filo in nylon, ad una cella di
carico fissata a sua volta ad una slitta motor&z£®t-410.CG, Pl, Germany) che fa scorrere
la capsula a velocita controllata lungo il suo aesgitudinale, in modo da riprodurre le
condizioni in-vivo. Il peso applicato & stato variato tra 0.1 N e 1 qNesto intervallo
comprende anche il valore di forza medio eserclaita zampa sulle pareti intestinali che é
circa 0.6 N [3.23]. Alla slitta & stata imposta weocita di 0.35 mm™Sche & all'incirca la
velocitd media della peristalsi (variabile tra 04®.5 mm $ [3.24]). Sono stati comunque
effettuati altri test variando la velocita tra ®20.7 mm 3, ma queste prove non hanno
mostrato cambiamenti significativi nel’andamentdle forza d’attrito. La figura 3.12 mostra
il banco di prova dei test e una tipica curva ratavda queste prove; nel grafico il picco
massimo rappresenta la forza di attrito statico.
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figura 3.12: Prove di attrito e tipica curva ddthaza di attrito in funzione dello spostamento.

Dai dati ottenuti € stato inoltre ricavato I'andarteedella forza di attrito statico in funzione
della forza applicata; il grafico per i campioniRDMS & mostrato in figura 3.13, un grafico
analogo & stato ricavato anche per i campioni iRERFE possibile notare che la forza di
attrito statico aumenta con la forza applicata, eq@revisto dalla legge di Coulomb (Fi),
dove N e la forza normale e p e il coefficiente atiirito statico, che viene ricavato
graficamente dalla pendenza figing lineare dei dati. Prolungando la curva in condizid
carico zero, essa non passa attraverso lorigirmmec predetto dalla legge; quindi
I'espressione per la forza di attrito totale pusees cosi modificata:

Froo =N+ F,,
doveu-N (attrito di Coulomb) é proporzionale al caricomate e la costante, rappresenta il

contributo della forza di visco-adesione. Essa mlileedalle proprieta fisico-chimiche del
tessuto e del muco e contribuisce alla forza tqiateun valore compreso tra 27 e 47 mN.
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figura 3.13: Grafico della forza di attrito staticofunzione del carico applicato.

Per entrambi i materiali sono stati ricavati I'andmto della forza di attrito e del coefficiente
di attrito in funzione del diametro dgillars (figura 3.14).
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figura 3.14: Grafico della forza di attrito (A) elccoefficiente di attrito (B) in funzione del diatno deipillars.
La forza di attrito € stata calcolata per una faraemale di 0.6 N che & quella esercitata dallapsasul tessuto.

E possibile osservare come la presenza della reatriicro-strutturata aumenti I'attrito

rispetto alla superficie liscia, in entrambi i n&é. Il basso attrito registrato per il campione
liscio pud essere associato con la presenza ded,nshe forma uno strato continuo di fluido
che agisce da lubrificante. Al contrario, le scahake presenti nei campioni micro-strutturati
permettono al muco di riempire gli spazi vuotiit@llars; in questo modo viene favorito un
contatto diretto tra la superficie superiore diiars ed il tessuto ed e evitato il fenomeno
dell’hydroplaning[3.25]. Il coefficiente d’attrito massimo (u=1.9@)stato registrato per i

campioni corpillars di diametro 100 um. Questo corrisponde adsect ratiodi:

a=hld~ 1,

doveh e l'altezza e il diametro deipillars. Quindia pud essere usato come un parametro
empirico che evidenzia la capacita della superficiero-strutturata di aumentare l'attrito con
il tessuto. Il fatto che quello intestinale siataasuto molleHssuisz1-2 Kpa) implica che esso

si adatti alla forma della piu rigida matrice paodinita [3.22]. Ipillars con unaspect ratian~1
rappresentano una sorta di compromesso tra il insdg massimizzare sia I'ampiezza delle
scanalature sia il numero di discontinuita, e quihdnumero di pillars, nell'unita di
superficie. Infatti, mentre i campioni a basssgpect ratio (a<1l) presentano poche
discontinuita (considerando la stessa area), gagbléltoaspect ratiola>1) hanno scanalature
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molto strette; inoltre essi si flettono sotto attrichi essendo fabbricati con polimeri
elastomerici dalle basse proprieta meccaniche.f&delle prove di attrito il tessuto non ha
mostrato nessun tipo di danno.

Test sulla morfologia del tessuto

E stato condotto un secondo test di attrito peestigare la relazione tra la morfologia del
tessuto e la micro-struttura della matrice. La togia superficiale del colon é caratterizzata
da pieghe e rugosita di dimensioni millimetrichevale sia alla struttura interna del tessuto
sia alla forma esterna dell'intestino. Il profiloedio della morfologia del tessutd, & stato
misurato grazie ad un sensore laser (optoNCDT 1MDdro-Epsilon, Germany) ed é stato
definito come la massima altezza picco-picco (BgBirl5A)

0 = Nmax= Nmin.

Queste prove sperimentali sono state condotteasnpioni conpillars da 100um, che hanno
dimostrato di produrre I'attrito piu alto nei tgetecedenti. Il banco di prova utilizzato e lo
stesso dei primi test di attrito. Il campione étestéatto scorrere su due diversi tratti di
intestino porcino caratterizzati da diverse mordo(@ = 1.181 mm,0 = 0.717 mm) che
corrispondono alla zona iniziale e finale del col@gura 3.15A). Come elemento di
confronto le prove sono state ripetute anche suetrino ¢ ~ 0) ricoperto da uno strato di
muco. In generale, I'attrito raggiunge un massimarglo le due superfici che scorrono l'una
sull’altra presentano una rugosita simile. L'inbeste caratterizzato da valori diche sono
molto piu alti di quelli deppillars (0.7 < ¢ <1.8 mm contrch = 0.1 mm). D’altra parte, se
consideriamo la rugosita microscopica del tessegea e significativamente inferiore (intorno
alle centinaia di nanometri) rispetto a quella @laliperficie micro-strutturata. Considerando
tutti questi fattori, non e banale definire unaarébne specifica tra la morfologia del tessuto,
la dimensione deiillars e il comportamento dell’attrito.
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figura 3.15: A. Campioni dei diversi tipi di tessuitilizzati e grafico che mostra come viene caltmil & dal
valore picco-picco ottenuto dal sensore laser;rBficp della forza di attrito in funzione della nfapgia del
tessuto.
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| risultati delle prove mostrano che la forza diiet massima € stata raggiunta per i valori di
O piu alti (figura 3.15B). L’elemento piu significdab non e tanto il valore numerico ottenuto,
quanto la forte dipendenza dellattrito dalla méotpa superficiale del tessuto. La variabilita
fisiologica del tratto gastro-intestinale implidaecl’efficacia della superficie micro-strutturata
in caso di applicazioni su paziente dipende mokb tcatto di intestino che deve essere
esaminato. Sfortunatamente non € possibile comdsgeranticipo l'esatta morfologia
dell'intestino di ogni singolo paziente, tuttavigno tratto intestinale presenta una rugosita
media che pud essere prevista ed in base alla goakono essere scelte le membrane piu

adatte.

3.5 Conclusioni

Questo capitolo ha presentato lo studio dell'irtecfa tra un dispositivo artificiale e un
tessuto biologico, con particolare attenzione a#lasi dei fenomeni di attrito e di adesione.
Sono state realizzate delle strutture di dimensianiabili dalle decine alle centinaia di
micrometri utilizzando sia macchine a controllo ruimo per le strutture metalliche sia
metodi fotolitografici per le membrane polimeriche.

Sono stati realizzati e testati film di polimerastico micro-strutturati con matrici gillars.
Provein-vitro hanno dimostrato come la micro-struttura infludhaterazione con il tessuto.

In particolare l'attrito aumenta conabpect ratiodei pillars. La micro-struttura permette al
tessuto molle di adattarsi alla superficie polim@rcreando un’interconnessione meccanica
tra le due interfacce; inoltre il muco ha la posgédi fluire attraverso gli spazi vuoti tra i
pillars minimizzando le sue proprieta di lubrificante. tintrollo visivo effettuato su tutti i
tratti di tessuto utilizzati non ha rivelato feritella mucosa intestinale. Questo conferma che
la struttura realizzata e sicura e compatibile ltagplicazione in ambito medico.

Questo caso di studio evidenzia come I'uso di mehaddi micro-fabbricazione, la scelta dei
materiali e lo studio delle proprieta superficigida fondamentale per lo sviluppo di nuovi
sistemi che possano migliorare le performance dgpoditivi esistenti. In questo caso,
ricoprire la zampa della capsula con una membrama@osstrutturata ha permesso di
mantenere alti valori di attrito senza rinuncidta sicurezza per i tessuti biologici.
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Capitolo 4

Sistemi di interfaccia con le cdllule

4.1 Introduzione

La scala microscopica comprende sistemi di dimemsgub-millimetriche. In questo
intervallo le forze di superficie sono preponderasu quelle di massa, le tecniche di
fabbricazione utilizzate sono quelle tipiche defierotecnologie e I'attenzione viene posta
sulla lavorazione superficiale piuttosto che splatebulk dei dispositivi. L'interfaccia con i
sistemi biologici, in particolare con popolazionii dellule, richiede sia un’ottima
biocompatibilita dei materiali utilizzati, sia l@edta di strutture adeguate che favoriscano la
crescita cellulare.

In questo capitolo & descritta la realizzazionaun piattaforma per lo studio del sistema
tattile che ha come obiettivo finale lo sviluppouti sistema ibrido artificiale/biologico che
riproduca il senso del tatto [4.1] [4.2]. La stanét puo ospitare colture cellulari ed e pensata
sia come piattaforma di studio sia come primo pasdia costruzione del sensore bio-ibrido.
In particolare, in questo contesto, & descritt@ddizzazione di elettrodi deformabili costituiti
da un substrato polimerico, con lmyer conduttivo metallico integrato, e da uno strato
microfluidico per contenere le cellule e regoldraitrimento e lo scambio di gas. E stato
inoltre condotto uno studio sull'adesione delleluel al substrato e sulla loro capacita di
reagire a stimoli meccanici esterni.

Il capitolo & cosi organizzato: il paragrafo 4.atta l'interfaccia tra cellula e biomateriale,

descrive brevemente il dispositivo sul quale vieoadotto lo studio e presenta uno stato
dell’arte dei sistemi usati per le colture cellyldrparagrafo 4.3 comprende la descrizione dei
materiali e delle tecniche di fabbricazione utiditize la realizzazione del dispositivo; nel
paragrafo 4.4 sono discussi i risultati ottenutiadprove sperimentali. Infine le conclusioni

sono esposte nel paragrafo 4.5.

4.2 Applicazione

4.2.1 L’interfaccia tra le cellule e il materialeréficiale

La capacita di una cellula di riconoscere ed imgieeacon il substrato rappresenta il primo
indispensabile passo senza il quale processi comdifepazione, migrazione e
differenziamento cellulare non sarebbero possitiio dei requisiti fondamentali di un
biomateriale € la capacita di promuovere efficiergrte I'adesione delle cellule da cui verra
colonizzato. Pertanto la comprensione dei meccarchm determinano le fasi dell’adesione
cellula-materiale, nonché il loro controllo, €& ispensabile per la progettazione dei
biomateriali. L'adesione cellulare ad un material@iene tramite un meccanismo specifico,
mediato da proteine di membrana dette integrin@ i proprieta meccaniche che
biochimiche del materiale determinano I'efficacifiaidita con cui le cellule riconoscono il
substrato.

L’adesione prevede una fase precoce in cui la leelticonosce il materiale, quindi le
integrine trasmettono il segnale dalla superficelutare alla fitta rete di filamenti
citoscheletrici che costituiscono lI'impalcaturaldetellula. Dall’interazione delle integrine
con la matrice si originano cascate di segnali determinano la riorganizzazione del
citoscheletro di actina ed il cambiamento dellafiogia cellulare. Inizialmente si formano
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delle protrusioni citoplasmaticreedei filamenti tra cellula e substrato, poi siacre adesioni
focali all'apice di queste formazioni, fino ad aare allo stadio finale in cui le protrusioni si
appiattiscono e si allargano fino a far assumela egllula una forma completamente
appiattita (figura 4.1) [4.3].

A0 O ACAL £ AnAdoadoOdoA -AoATRSMTEl._-_l_ O0oA
Y cell adhesion substrate .ADO Cell adhesion ligands Y'Y Cell adhesion receptors
figura 4.1: Meccanismo di adesione della cellulaiagubstrato: la cellula crea dei legami supetii@ si
appiattisce.

oADoD

Molti fattori influenzano linterazione di un matale con la cellula, non solo le sue
caratteristiche chimiche e fisiche, ma anche latspalogia superficiale. Considerato che le
membrane basali possiedono una complessa topogddianensionale, & ragionevole
ipotizzare che anche la struttura della loro sugierf contribuisca a determinare
comportamenti cellulari specifici [4.4]. Similmenégequanto accade per substrati di origine
naturale, anche per le superfici di materiale scele caratteristiche superficiali possono
influenzare il comportamento cellulare. Le tecniatiefabbricazione che consentono di
produrre substrati sintetici aventi una topogradigperficiale controllata sono numerose
(fotolitografia, casting deposizione fisica o chimica, ecc.). Gli elemetapografici
riproducibili sulla superficie di un materiale poas avere forme e dimensioni diverse, i piu
utilizzati per esperimenti con le cellule viventin® i canali, seguiti da fori, pozzijllars,
rilievi e, in generale, qualsiasi tipo di depressio rilievo superficiale.
L’interfacciamento tra cellule viventi e componeeilgttronici ha portato allo sviluppo di due
vaste categorie di dispositivi. La prima compreradgezzature che monitorano I'attivita
cellulare attraverso la trasduzione dei segnalchomici, prodotti dai sistemi biologici, in
segnali elettrici. La seconda classe di dispospieimette il controllo dei processi cellulari
grazie alla trasduzione dei segnali elettronigtimoli biofisici [4.5].
| metodi per monitorare direttamente I'attivita tedea delle cellule coltivate su substrato
includono:
* misure trans-membrana fatte inserendo uno dedtradié all'interno della cellula (tecnica
del “patch clamp);
e misure extracellulari per mezzo di microtrasdutéesterni;
* metodi indiretti come le misure ottiche che utiéimp coloranti fluorescenti o dipendenti
dal voltaggio.
Con la tecnica depatch clampsi ottengono informazioni molto accurate sulle ppreta
elettrofisiologiche dell'intera cellula e sulle centi che attraversano i singoli canali ionici.
Tuttavia questo metodo € invasivo, causa la magtiellare ed non pud essere applicato a
popolazioni di cellule [4.6]. Al contrario I'uso dnicroelettrodi esterni per la misura di
impedenza e non invasivo, in quanto gli elettramitituiscono il substrato su cui le cellule
crescono. Questo metodo si basa sul fatto che labmama cellulare agisce come un
dielettrico: I'area dell’elettrodo ricoperta aumana seguito dell’adesione o della crescita
cellulare e questo causa una variazione d'impedelngguo essere registrata [4.7].
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figura 4.2: Schema del metodi di misuraPatch clampl’elettrodo € inserito nella cellula; B. Microéie®do:
'aumento dell'area coperta dalla cellula vieneisggto come variazione di impedenza.

4.2.2 Il dispositivo preso in esame

Il presente lavoro si inserisce in un progetto pmpio che ha lo scopo di studiare,
comprendere e riprodurre il senso tattile umano reéccanismi di trasduzione alla sua base
[4.8].

L'obiettivo del dispositivo preso in esame €& quello sviluppare un sistema ibrido
artificiale/biologico con caratteristicrekin-like (simili a quelle della pelle). Per raggiungere
guesto scopo € necessario progettare una stratfeguata (biocompatibile, deformabile) che
possa ospitare colture cellulari di recettori lattQuesta struttura € pensata sia come
piattaforma di studio che come primo passo neltraaione di un sensore bio-ibrido, nel
quale la parte biologica (le cellule) fornisca Sjameamente un segnale a seguito di uno
stimolo esterno e la parte artificiale sia in graliogegistrare, analizzare e trasmettere ad un
PC questa risposta. Il dispositivo sara dotataadiati microfluidici che forniranno alle cellule

il nutrimento necessario e garantiranno lo scanabigas in modo automatico e ripetibile,
conterra inoltre elettrodi deformabili che monitareno il comportamento delle cellule ed
estrarranno informazioni sensoriali utili (figura88%

SECTION VIEW

Hole Ifor cel PDMS chip cells TOP VIEW
PDMS chip seeding microfluidic
channel
electrode
Fluidinlet Fluid outlet
= ———
el electrode ) R \‘\
substrate rricrofiuidic substrate
A channel

B. | TR T, |
figura 4.3: A. Sketch della struttura per il momnétggio delle cellule composta da canali fluidiciedeittrodi; B.
uno dei prototipi realizzati.

Nella prima fase dello studio € necessario validarapproccio tecnologico per lo sviluppo di
una piattaforma composta da un substrato elastooneon elettrodi integrati (figura 4.4)
sulla quale verranno coltivate delle popolazionilutgri. Una volta ottenuta la coltura,
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applicando degli stimoli meccanici al substratoegjuverranno trasferiti anche alle cellule
che risponderanno variando il potenziale di memdor&uesto cambiamento & causato da una
modifica della concentrazione intracellulare dégfii C&* [4.9]. La variazione del potenziale
elettrico sara registrata attraverso gli elettriodégrati. Inoltre la variazione di impedenza
registrata potra essere utilizzata per rilevangrésenza di cellule sul substrato e per studiare
I'influenza dello stretching sul comportamento gklte.

Ca
Ca

Ca = C
= Ca

- _ C)

figura 4.4: Meccanismo alla base della piattafosmasoriale bio-ibrida.

In questo lavoro la sfida tecnologica € quella abkfricare un elettrodo, deformabile ed
estensibile, con tecniche standard e veloci, atilimlo macchinari disponibili nella
maggioranza delleclean room Nei prossimi paragrafi saranno decritti la fabarione
dell’elettrodo e della struttura microfluidica, gliudi biomeccanici sul comportamento delle
cellule e sulla loro adesione al substrato; infiregranno presentate la caratterizzazione
elettromeccanica degli elettrodi e le misure pridan di impedenza sulle cellule.

4.2.3 Il monitoraggio automatizzato delle coltureltulari

Attualmente lo studio sui sistemi di colture cedlille di rigenerazione tessutale e un settore in
continua crescita. Il crescente numero di appladzha portato alla necessita di creare
sistemi per automatizzare questo tipo di procesmnitorare le colture e rendere |l
meccanismo ripetibile e affidabile. Questo siaia fdi ridurre gli spazi, i tempi, i costi e la
quantita di lavoro umano, sia per ottenere magglati quantitativi ed estrarre segnali utili
per ulteriori analisi. Al fine di ricreare microamehti di rilevanza fisiologica per lo sviluppo
di piattaforme per analisi cellulare sono statligypati diversi tipi di strutture microfluidiche
polimeriche [4.10] [4.11] [4.12] [4.13] [4.14]. BEssomprendono sistemi per la crescita di
diversi tipi di cellule, la regolazione dei nutriee la conduzione di analisi e misure sui
campioni.

Il Polydimethylsiloxane (PDMS) e il materiale piamunemente utilizzato per la creazione di
tali sistemi nella microscala, essendo biocompatiloion citotossico, permeabile ai gas €O
CO, sono necessari per la respirazione cellularegpén@nte, chimicamente inerte e adatto a
tecnologie disoft-lithography[4.10]. L'elasticita e lacompliancedi questo materiale sono
inoltre fattori fondamentali nella presente ap@ioae. Infatti il dispositivo finale richiede
l'integrazione di materiali che possono essererdaditi reversibilmente e adattarsi a superfici
curve e irregolari come quelle biologiche.

Al fine sia di monitorare le colture cellulari st investigare la loro risposta ad una forza
esterna € necessario integrare degli elettrodiangtituttura polimerica. | MEAsMicro
Electrode Arrays sono ormai una tecnologia ben sviluppata; nombstaio essi sono
solitamente costruiti usando materiali rigidi odita(ad esempio silicio o vetro). Esistono
anche MEAs basati su polimeri (ad esempio polynietathacrylate or polymide) [4.15]
[4.16], comunque essi non soddisfano completamarite le caratteristiche meccaniche
(elasticita e deformabilitd) necessarie per il semgattileskin-like finale. In questo contesto
recentemente sono stati ottenuti risultati pronméittenell’ambito delle pelli artificiali
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sensorizzate [4.17], cioé di superfici macroscopidbtate di elettrodi e/o sensori di diverso
tipo e capaci di sopportare alte deformazioni.

L’ottimizzazione delle tecniche di microfabbricazeosugli elastomeri € un campo ancora in
evoluzione. Studi recenti sulla deposizione diisditm metallici su substrati elastomerici
hanno dimostrato la fattibilita di questo tipo gipaoccio e la possibilita di ottenere strutture
deformabili che mantengano la conduttivita a segdituna deformazione [4.18] [4.19] [4.20]
[4.21]. Seguendo questo tipo di approccio e staddizzato il dispositivo descritto in questo
capitolo.

4.3 Tecnichedi fabbricazione

4.3.1 Fabbricazione della struttura microfluidica

Il chip microfluidico consiste di una struttura poérica con integrati dei canali per la semina
delle cellule. La struttura preliminare é aperiadgresenta canali aperti nella parte superiore
per facilitare la manipolazione delle cellule), rrena struttura finale &€ chiusa e ha dei fori
che permettono di accedere ai canali.

La struttura in PDMS e stata realizzata transivt-lithography Questa tecnica rappresenta
una strategia efficiente e a basso costo basala ryllica di micro-strutture. Inizialmente
viene creato uno stampo con dettagli di dimengigicrometriche tramite litografia standard,

il quale e poi utilizzato per replicare il design 8n elastomero. Come materiale & stato
utilizzato il PDMS visto che € trasparente, pernilead gas, flessibile ed elastico.

Il primo passo della fabbricazione riguarda il desidi maschere litografiche ad alta
risoluzione, con il disegno dei canali. Gli starapno stati ottenuti tramite un processo basato
sul photoresistnegativo SU-8 (SU-8 50, MicroChem Corp.). Unotstrdi resistdi spessore
100 um, che determina l'altezza dei successivi canataéo depositato tramitgin-coating

su un wafer di silicio, quindi le maschere sonaestdilizzare per trasferire il design durante
I'esposizione ai raggi UV.

LW lighi

411

“.L'mnpuwr generated mask
\____&'—Nugmixu Photoresist
\ {SL1-8)

T =Substrate

B. st
figura 4.5: A. Fabbricazione dello stampo: esposigiUV attraverso la maschera litografica; B. uaglid
stampi prodotti in SU-8.

A.

Una replica dei canali é stata ottenuta depositatr@mite spin-coating il PDMS sugli
stampi in SU-8. Il PDMS e stato preparato con ypoato 10:1 tra la base dell’elastomero e
I'agente reticolante e poi fatto polimerizzare a8@er 3 ore. Una volta tolto dallo stampo, il
chip di PDMS presenta i canali al suo interno.
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figura 4.6: Fase diastingdel polimero nello stampo, polimerizzazione eratteento del chip microfluidico
finale.

Come mostrato nella figura 4.7, il chip fabbricpt® sopportare alti livelli di sollecitazione a
flessione; infatti, nel sistema da realizzare,chigsta I'applicazione di stimoli meccanici al
substrato al fine di stimolare le cellule.

figura 4.7: PDMS chip: ingrandimento a microscogitico di un chip con 5 canali di larghezza 100 e
altezza 10Qum; dimostrazione della flessibilita della struttura

Sono state preparate strutture con caratteristoherse al fine di scegliere la configurazione
piu efficace (figura 4.8):

Design: chip con una o due camere centrali peemhairsa delle cellule oppure strutture
composte da piu canali in parallelo.

Spessore: lo spessore del chip é stato variato uiantq influenza la flessibilita

complessiva della struttura.

Composizione del polimero: il rapporto tra la bas polimero e I'agente reticolante
influisce sulla rigidezza del materiale. In parlése sono stati fabbricati chip a
concentrazione 10:1 (standard) e 20:1. Il PDMS rcentrazione piu basa (20:1) é piu
soft rispetto al materiale standard e dovrebbe favdarerescita cellulare perché si
avvicina di piu alla bassa rigidita cellulare.
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figura 4.8: Strutture in PDMS realizzate con carddtiche diverse: esempi di vari design dei camalpessori
del chip.

Successivamente e stata realizzata una strutturaugocanale ed una cameretta centrale
chiusa (3 mm in diametro); la camera costituisoe $pazio dedicato alla crescita cellulare e a
raccogliere una certa quantita di mezzo di coltlirzanale ed il pozzetto centrale sono chiusi
all’esterno, quindi le cellule ed il liquido hanaocesso alla struttura solamente tramite i fori
di ingresso e di uscita collegati a dei tubicimyfa 4.9).
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figura 4.9: A. Struttura in PDMS con un canale a aameretta centrale chiusa. B. vista lateraleudaic
intravede la cameretta interna; C. prova di flébgildella struttura.

4.3.2 Fabbricazione dell’elettrodo deformabile

La seconda parte del lavoro consiste nella fabhooa degli elettrodi flessibili. | prototipi
realizzati sono di due tipi: il primo verra utilato per la caratterizzazione elettromeccanica
ed il secondo per i test di impedenza sulle celffigira 4.10). Entrambi consistono di uno
strato inferiore flessibile, un conduttore metallee uno strato isolante superiore.
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25 mm /

figura 4.10: a. Elettrodo per i test di carattesizibne elettromeccanica; b. elettrodo per i teghgedenza con
le cellule; c. schema dei diversi prototipi di &ledo.

Il substrato é stato realizzato con PDMS 1:10 imim&ne spesse 1 mm.

Uno strato di 90nm di oro (Au) é stato depositatbssibstrato tramitsputteringattraverso
una maschera metallica con un’apertura larga 1 bonstesso metodo € stato utilizzato per il
secondo prototipo, modificando la maschera in mdamttenere una spaziatura centrale di
100 pm tra i due elettrodi. Uno strato di pochi A diatito (Ti), che gode di una nota
biocompatibilita, e stato interposto tra il polimnex I'oro per aumentare I'adesione tra le due
superfici. La membrana elastomerica é stata sadtap urpre-stretchdi circa il 10% prima

di depositare il metallo. In questo modo, dopoildssamento del campione, la superficie
dell'oro presenta numerose rugosita che impedisdanmttura del film di metallo (che é
meno elastico del polimero) durante I'applicazidnena deformazione.

figura 4.11: A. Ingrandimento al microscopio ottibella zona intermedia tra gli elettrodi; B. stowé rugosa
superficiale dello strato metallico condulttivo.

Un secondo strato di PDMS é stato usato per isakrelettrodi. Nel secondo prototipo €
stata lasciata un’apertura centrale (5 mm x 5 men)permettere la coltivazione delle cellule
in diretto contatto con gli elettrodi.
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4.4 Test sperimentali e verificade risultati

4.4.1 Test sulle cellule: adesione al substratocenportamento in risposta ad uno stimolo
applicato

Per studiare I'adesione cellulare sono stati setingndla superficie PDMS/Au dei fibroblasti
(3t3) con una densita di 4 x1€ellule/ml. Le cellule sono state immerse nel medizcoltura
(Dulbecco’s modified Eagle’s mediumon 10% fetal bovine serume 1% penicillin—
streptomyci e poste in incubatore a 37°C, 5% TC&100% di umidita relativa. | fibroblasti
hanno aderito al substrato senza bisogno di petdimadesione e la coltura & stata mantenuta
per 7 giorni. In figura 4.12 e possibile notardigca forma allungata che le cellule assumono
guando sono attaccate ad un substrato.

electrodes

A. cells B. L

figura 4.12: A. Cellule coltivate sul substratollaeona compresa tra i due elettrodi; B. Fibrotldspo 7
giorni di coltura.

L’obiettivo finale e quello di applicare uno stimoésterno e valutare se e come le cellule
reagiscono. Per questo i fibroblasti sono staticatacon un indicatore di calcio intracellulare
(Oregon green Bapj)ae visualizzati sotto microscopio a fluorescenzamp e dopo
I'applicazione di una deformazione uniassiale (tl)'elettrodo per 1 minuto. Considerando
la dimensione media delle cellule (diametro 40 e deformazione ammissibile ~Quin)
questo valore di deformazione (che corrisponde 25 Gnm) copre un ampioange di
deformazione che comprende quella che sara applati cellule. La figura 4.13 mostra le
immagini a fluorescenza delle cellule prima e ddfapplicazione della deformazione
uniassiale: si nota un aumento dell'intensita dbfescenza che indica un influsso dfCa
nelle cellule in risposta allo sforzo applicato. n@o conseguenza di questa variazione di
calcio intracellulare la membrana cellulare suhbirda variazione di potenziale che sara
rilevata dal futuro sensore ibrido.

no applied strain after applied strain
fluorescence intensity = fluorescence intensity =
104.82 £9.64 a.u. 129.66 £ 13.06 a.u.

figura 4.13: Fibroblasti 3t3 marcati c@regon greerprima (A) e dopo (B) una deformazione uniassiale.
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4.4.2 Caratterizzazione elettromeccanica dell'eletto deformabile

Sono state condotte delle prove a trazione periastidl comportamento della resistenza
elettrica dell’elettrodo in funzione degli sforaterni applicati. Nel protocollo sperimentale é
stata posta particolare attenzioneailgedi deformazione dell'1% che sara quello applicato
alle cellule durante il funzionamento del dispesitiIn questo intervallo I'elettrodo deve
dimostrare un comportamento stabile per poterresttena risposta in modo controllato.

| test sono stati condotti con il banco di provdiglura 4.14: I'elettrodo € stato fissato da un
lato ad una cella di carico (Futek, LSM235) e déiltb ad una slitta motorizzata (PI, M-
410.CG, 0.0035 um di risoluzione) per deformamaihpione. Un sistema software dedicato
e stato sviluppato per controllare la slitta edusgie dati dalla cella di carico. La resistenza
elettrica del conduttore e stata misurata tranmt@artitore di tensione e monitorata in tempo
reale grazie ad un sistema di acquisizione dati.

electrode

linear stage

figura 4.14: Il banco di prova per la caratterizeae elettromeccanica; il particolare in alto masin
ingrandimento dell’elettrodo.

Durante gli esperimenti € stato monitorato il velatella resistenza in funzione dello
spostamento. In particolare, in un primo test sstati applicati cicli di carico/scarico fino al
12% di deformazione, mentre in una seconda prodaflarmazione é stata aumentata fino ad
arrivare alla rottura elettrica dello strato cortidot Le prove sono state condotte su provini
identici e ripetute 5 volte ciascuna. La slitteésinossa ad una velocita di 0.1 mm/s fino ad
uno spostamento di 3 mm (12% di deformazione) ist2Pdi 0.6% di deformazione I'uno,
poi la deformazione e stata recuperata alla stesdsaita. La figura 4.15 mostra 'andamento
della resistenza R dello strato conduttore Au/Tuinzione della deformazione uniassiale.
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figura 4.15: a. Resistenza elettrica in funzionkodgostamento; Hoop di isteresi durante un ciclo di
carico/scarico.
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Nell'intervallo di deformazione dell’1% (0.25 mmg tesistenza é costante e l'isteresi € circa
zero, poi R cresce non linearmente con lo spostaméntest hanno dimostrato un’alta
ripetibilita delle misure (la deviazione standard.& e 1.6 rispettivamente per il primo e il
secondo campione). | valori iniziali delle due sésinze sono diversi a causa gdet-stress
iniziale indotto nel campione dall'attrezzaturafdisaggio al banco di prova. Ulteriori test
sono stati condotti portando a rottura lo stratéatiieo. L’elettrodo ha dimostrato di rimanere
conduttivo fino ad una deformazione del 14% e duperare la conduttivita quando riportato
sotto questa soglia. Questo valore puo essere itatdifin quanto dipende dal valorete-
stretchapplicato durante la deposizione del metallo.

Sono state condotte anche prove di forza in furezabgllo spostamento; la figura 4.16 mostra
il grafico di test ciclici di carico/scarico. E @mamente visibile il comportamento lineare
elastico del PDMS. La ripetibilita € estremamerita @a deviazione standard € 0.01 N per
entrambi i campioni) e lbop di isteresi & praticamente nullo.
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figura 4.16: Grafico della forza in funzione dedpostamento

4.4.3 Misure di impedenza sull’elettrodo e sulldlake

Nella configurazione finale I'elettrodo verra imreernel mezzo di coltura e ricoperto con
cellule prima di essere deformato. Per verificardaktibilita di questo approccio sono state
condotte delle misure preliminari sullimpedenzdl’deettrodo immerso nel mezzo. Il set-up
e lo stesso mostrato in figura 4.14, inoltre éosteato un impedenzimetro (Agilent, 4980) per
ottenere i dati di impedenza. Come mostrato dailta8 di figura 4.17A, I'impedenza
dell’elettrodo rimane stabile durante lo stretchengl abbassa all’aumentare della frequenza.
Ulteriori misure in frequenza sono state condot#andlo un substrato su cui in precedenza
erano state coltivate delle cellule. Durante questee I'elettrodo non é stato deformato, in
quanto si voleva valutare il cambiamento di impederon e senza le cellule. Come
evidenziato in figura 4.17B, I'impedenza decrescamglo, oltre al mezzo di coltura, sono
presenti anche le cellule. Questa variazione inthcaapacita dell’elettrodo di rilevare la
presenza delle cellule e sara inoltre utile pduatiara calibrazione della piattaforma.
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figura 4.17: A. Impedenza in funzione della defozioae a diverse frequenze; B. Impedenza in funzimika
frequenza per I'elettrodo immerso solo nel mezzeottura oppure ricoperto da una popolazione caiéul

4.5 Conclusioni

Questo capitolo ha presentato la progettazionebbrifzazione di una piattaforma che si
interfaccia con coltivazioni cellulari. Sono staiidizzate tecniche litografiche per produrre
membrane micro-strutturate in materiale polimeredecnologie di deposizione di film
metallici per realizzare lo strato conduttivo. @lastomeri hanno le giuste proprieta per
interfacciarsi con le cellule essendo bio-comphtésoft Hanno inoltre un’alta elasticita e
un basso modulo elastico, fattori che li rendondgbe per realizzare strutture deformabili.

In particolare e stata realizzata una piattaforraalp studio e la riproduzione del sistema
tattile composta da uno strato microfluidico e deelettrodo deformabile, come primo passo
verso la realizzazione di un sensore bio-ibrido camtteristichekin-like

Oltre a curare la metodica di fabbricazione, itesisa & stato testato con cellule viventi al fine
di verificare la biocompatibilita della strutturala capacita di adesione delle cellule al
substrato. Inoltre la caratterizzazione elettroraama dell’elettrodo ha appurato I'affidabilita
e la stabilita della struttura e le prove prelimirgauilla misura di impedenza cellulare hanno
dimostrato la possibilita di usare la struttura eosistema di monitoraggio dell’attivita
cellulare.

In particolare é stata dimostrata la capacita dntergere in vita una popolazione cellulare
(abilita gia ampiamente acquisita con metodi tradiali) in combinazione a dispositivi
innovativi per il monitoraggio cellulareal-time Questo caso di studio e un esempio di come
la combinazione di materiali e tecniche adeguadi gprire la strada verso nuove applicazioni
nel settore biomedicale. In generale questo € eme® di uso di tecniche ingegneristiche di
micro-fabbricazione nella scala micrometrica chegpmo integrare e migliorare le classiche
metodiche mediche/biologiche.
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Capitolo 5

Sistemi di interfaccia con i fluidi

5.1 Introduzione

La scala micro e sub-micrometrica comprende sistggnii quali valgono regole del tutto
diverse dai sistemi macro; in particolare il contporento dei fluidi, compresi quelli

biologici, segue regole diverse. | dispositivi chieinterfacciano con fluidi a queste scale
devono innanzitutto essere progettati in modo darpgestire flussi micro/nano-metrici, avere
superfici prive di discontinuita e prodotte con emali biocompatibili e non soggetti a
degradazione in ambiente acquoso.

In questo capitolo € descritta la realizzazionaura micro-pompa peristaltica usata come
attuatore per regolare il passaggio di fluidi atiérno di un sistema microfluidico [5.1] [5.2].
Il dispositivo complessivo, nel quale la pompa seiita, consiste di un sistema per I'analisi
delle proteine nel sangue. Si tratta di un dispasirasportabile, grande pochi centimetri, che
include al proprio interno tutte le tecnologie ale@adono possibile effettuare analisi che di
solito necessitano di un intero laboratorio. Quesieve apparecchiature, detteab-on-
Chip’, sono nate grazie alla diffusione di strumentcrofluidici che permettono di gestire in
modo efficiente piccole quantita di fluido riducensia lo spazio necessario che il costo dei
vari reagenti.

Il capitolo e cosi organizzato: il paragrafo 5.2stn@ una panoramica sulla microfluidica e
presenta una descrizione dettagliata del sistentappato; il paragrafo 5.3 comprende la
descrizione dei materiali e delle tecniche di fatdmione utilizzati e la realizzazione del
dispositivo; nel paragrafo 5.4 sono discussi ilta&usperimentali ottenuti dalle prove di
verifica. Infine, le conclusioni sono esposte raeaiggrafo 5.5.

5.2 Applicazione

5.2.1 Lamicrofluidica ei dispositivi lab-on-chip

La microfluidica € un campo di ricerca scientifiedecnologica emergente che si occupa del
comportamento e della manipolazione dei fluidi sala micro e nanometrica. E un settore
multidisciplinare che mira a gestire in modo precituidi che sono geometricamente
confinati in spazi di dimensioni sub-millimetrice.3]. | volumi tipici coinvolti nei sistemi
microfluidici sono nelrange di 1 picolitro-1 nanolitro (1 picolitro corrispordad un cubo
avente lato di 10 micrometri), ragion per cui 'eme potenziale di tali dispositivi risiede nel
risparmio dei reagenti da manipolare. Allo stesseongo le dimensioni ridotte del
microsistema permettono un controllo preciso dedlacentrazione di molecole nello spazio e
nel tempo che non puo essere realizzato nelle coappticazioni fluidiche. | primi sistemi
microfluidici sono stati introdotti negli anni 80l campo della chimica analitica, all'inizio
dei anni ‘90 e stato poi introdotto il concetto“thb-on-a-chip systefnovvero un sistema
microfluidico che prevede lintegrazione su un wnichip di tutte quelle componenti
necessarie a svolgere in sequenza le diverse tdippe processo chimico. Pertanto tali
sistemi presentano un elevato potenziale di utilizzrazie alla miniaturizzazione € infatti
diventato possibile prendere in considerazionesisistin cui migliaia di reazioni possono
essere eseguite in parallelo in maniera automatizz@ome i circuiti integrati hanno
rivoluzionato l'industria elettronica e informaticgducendo drasticamente lo spazio e |l
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tempo richiesto per i calcoli, cosi i sistemi mituaici promettono di portare un simile
cambiamento nell'automazione su larga scala dedendlogia chimica e biologica,
suggerendo la possibilita di condurre numerosimsati rapidamente e in parallelo [5.4].
Nonostante il concetto dab-on-chipsi sia oramai ampiamente diffuso, bisogna consata
che tali chip non hanno ancora invaso il mercatccatisumo, ma sono adoperati solo
nell’ambito della ricerca. La ragione principaleqiiesto ritardo sta nella natura stessa della
microfluidica: infatti, mentre la possibilita dellainiaturizzazione di questi chip é legata a
procedure ormai acquisite, il controllo accurato flessi e dei volumi di liquidi su scale
micro-nanometriche costituisce il problema maggidre spostamento o mescolamento di
liquidi in canali di diametro di qualche micrometoinvolge, infatti, una serie di parametri
fisici che sfuggono alla nostra visione macroscapidlussi in queste condizioni sono quasi
sempre laminari e, a causa dell’elevato rapporea/aolume, la natura delle interfacce
diventa molto importante. Nei sistemi microfluidieiforze capillari ad esempio dominano di
gran lunga sulla forza gravitazionale; tale aspptésenta una duplice valenza: puo costituire
un problema in quanto richiede un maggiore comrallella natura delle pareti dei
microcanali, ma offre anche delle possibilita parrealizzazione di nuove tecniche di
manipolazione dei liquidi (che non hanno equivaestu scala macroscopica), come ad
esempio il pompaggio elettro-osmotico oppure lizaib di valvole basate sulle forze di
capillarita. Di recente i dispositivi microfluidicsfruttando i vantaggi della miniaturizzazione,
hanno trovato applicazioni crescenti nella ricebb@medica di base e applicata [5.5], in
dispositivi per la migrazione di cellule, lo scra@ndi farmaci e le colture a lungo termine di
cellule neuronali e staminali [5.6]. | sistemi naiftuidici stanno cominciando ad offrire
nuove capacita per aumentare la conoscenza dedlagla grazie alla loro abilita di
controllare e manipolare microambienti cellulariechon erano disponibili nei metodi
tradizionali alla macroscala [5.7].

5.2.2 Il dispositivo preso in esame

Il progetto, nel quale il lavoro é inserito, miraealizzare un dispositivo compatto, affidabile
e a basso costo capace di rilevare e discrimireapgdteine presenti in campioni biologici,
anche a basse concentrazioni [5.8]. Sono statiadtwliversi approcci nella scala mini e nano
per l'analisi di proteine, basandosi principalmergallinterazione tra le radiazioni
elettromagnetiche e le biomolecole. Questo obietévperseguito tramite l'integrazione di
diverse tecnologie (fotonica, microfluidica, miclketeronica, nanotecnologie e chimica delle
superfici) in una struttura 3D composta da piutstia modo da superare il classico approccio
2D. Brevemente, il dispositivo € composto da umatgtcontenente la microfluidica, uno
I'ottica ed un terzo una superficie funzionalizza@aest'ultima & costituita da una matrice di
pozzetti in cui sono immobilizzati degli attamesequenze di DNA) capaci di interagire con
le proteine. La superficie si trova in corrisponziemlel sensore ottico SPABI(gle Photon
Avalanche Diodg Poiché gli attameri sono trattati in modo da raveroprieta di
fluorescenza, il sistema e in grado di distinguguiando viene illuminato da luce laser ad una
frequenza opportuna. Il siero, quando fluisce r@iino dei canali, viene a contatto con la
superficie funzionalizzata e le proteine presentiégano agli attameri. A questo punto viene
effettuato un risciacquo per eliminare gli attamean legati. Adesso ad ogni attamero
corrisponde una proteina, quindi € possibile migurid numero di proteine presenti nel
campione di siero attraverso I'analisi della flusmenza.
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Total dimensions 2. 4Amm x 2.4mm

Wells area 1.6mm x 1.6mm

reactor Number of wells 16 - 256
Wells diameters 50 pm

detector Centers Distance 100 pm
| Chamber volume 0.5 pL

Detector (SPAD)

: 3. detection
figura 5.1: Sketch generale del dispositigb-on-chipper I'analisi di proteine nel sangue.

In questo contesto, il presente lavoro di tesi batriouito alla realizzazione dello strato
microfluidico del dispositivo, la cui funzione éejla di regolare il flusso di fluidi biologici in
modo automatico. L'uso di canali microfluidici pestte di utilizzare piccoli volumi di
campioni e di reagenti, di effettuare piu analisparallelo e di ridurre notevolmente i tempi.
Il sistema & composto da diversi tipi di valvolataatori disposti in serie e/o in parallelo in
grado di gestire il flusso di sostanze. Esistono tyai di pompe basate su differenti principi
di funzionamento [5.9]; per ogni funzione richiestll’applicazione é stato scelto il tipo di
pompa piu adatta valutando il volume, la velocitiefficienza richiesti. Complessivamente
sono presenti pompe piezoelettriche, peristaltiehetiromagnetiche ed elettrolitiche (figura
5.2). | diversi attuatori sono fabbricati in PDMSiécio utilizzando tecniche compatibili, in
modo da poter essere integrati in un unico chissééma finale di figura 5.3.

2H,0+ 2e— HAOH

%, Blectrolytc Mormally closed valve
N\, Micropump
Sample h
chamber
—_—
D To the chamber

figura 5.2: Sketch dei diversi tipi di attuatoregenti (A. pompa piezoelettrica, B. pompa peris&ltC. pompa
elettromagnetica, D. pompa elettrolitica)
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One shot pumps
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/Ny
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figura 5.3: Schema complessivo tkjer microfluidico
5.3 Tecnichedi fabbricazione

In questo paragrafo, dopo una breve panoramicmateriali e sulle tecniche utilizzati, viene
descritta la realizzazione della micro-pompa peltis. Essa € considerata una buona scelta
per effettuare cicli di lavaggio deeservoir. Infatti e facile da integrare con il resto dello
strato microfluidico, richiede una bassa pressidnattuazione (<25 psi), € relativamente
veloce e richiede tecniche di fabbricazione a basgsto. Le altre pompe introdotte
precedentemente sono invece utilizzate per il dyieggeciso di piccole quantita di fluido, ad
esempio per la somministrazione del campione djsan

5.3.1 Multilayer soft-lithography

La micro-pompa € stata realizzata usando la tecdiéa multilayer soft-lithography
attraverso cui e possibile progettare diversi camept attivi di un circuito fluidico. Un
esempio e dato dalle valvole che si formano aéliis¢zione tra due canali perpendicolari tra
loro; la figura 5.4 mostra la piu semplice tra lesgibili configurazioni: quando viene
applicata una pressione nel canale superiore, tabrana tra i due canali si flette e il flusso
nel canale sottostante viene ridotto o completaenbluiccato [5.10].

Control Huidic
Layer Valve- Open Channel
N +~—— PDMS I
| +—— Control channel
P=0 Control
i ' _ Valve Channel
yi | 4—— Glassslide Open !
Fhuidd Fluidic channel
Layer
Valve - Closed
w  Control channel
B

Valve / '
| | Closed

Fluidic channel sealed by the thin membrane

figura 5.4: Schema di funzionamento della valvatata all'intersezione tra due canali microfluidici

Questo particolare tipo di struttura puo esserébriabto tramitestep multipli di soft-
lithography, gia descritta nel capitolo 3. Questa tecnicaiemdd unmastercreato tramite
litografia e uno stampo elastomerico ottenuto ttamastingdel polimero sumaster[5.11]
[5.12].
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| primi ad introdurre la tecnica dellaultilayer soft-lithographysono stati Unger ed il suo
gruppo di ricerca [5.13]. Questa tecnica € un’estare del protocollo dsoft-lithography
combinato con la capacita di unire due o lpyer di elastomero. Per lo sviluppo di un chip
sono necessari due stampi elastomerici: uno pstréo inferiore con il canale fluidico ed
uno per quello superiore con i canali di controllo.

fabbrlCElZElOIle C?Egh polimerizzazione
stampi con il : ;
design di maschere photoresist para_alet del e allineamento dei
on : strati di PDMS due strati e

ad alta risoluzione

- ‘j. polimerizzazione
cure

L
z::::;éi EEHE;@.E

figura 5.5: Processo diultilayer soft-litography

La creazione del design nei singlayer richiede la preparazione di stampi separati ottenu
tramite litografia standard. Essa permette di énéxsf la geometria desiderata su un substrato
(vetro o silicio) utilizzando umask-alignerla luce UV e un materiale fotosensibile chiamato
photoresisf5.12]. La maschera sulla quale € disegnata langéta € solitamente un vetrino
Su cui é depositato un sottile strato di cromo (Eaiuzioni di pochi micrometri) oppure una
stampa su foglio lucido. photoresistsono polimeri che, una volta esposti alla luce UV,
polimerizzano. Esistono due tipi pihotoresist in quelli positivi la radiazione rompe i legami
rendendo ilresist piu solubile, in quelli negativi invece la radiame fa polimerizzare il
materiale. Dopo che photoresisie stato sciacquato nella sua soluzione di svilubgisegno
desiderato affiora e I'elastomero puo essere vensalio stampo e cotto. Questo processo e
portato avanti separatamente per i singoli strhpolimero viene fatto polimerizzare solo
parzialmente e poi i diveriyer sono uniti per ottenere un’unica struttura.

| SF::;%?_ - ‘sus.10 1 ELASTOMER 11 ELASTOMER

e T
A QA QA ﬂ J\_ﬁ'

S’

" XL\ NN
MASK -:- I ELASTOMER 11 ELASTOMER
SU8-10
WaferSi L
2+ |4
1 ELASTOMER
N pATTERN
T s reoe

figura 5.6: Schema delle fasi di litografia seguitecastinge polimerizzazione.
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L’elastomero (solitamente PDMS) € composto da dumponenti da mischiare: I'agente
reticolante (A) e la base dell’elastomero (B). dlimero viene preparato in modo che quello
utilizzato per la parte inferiore abbia un eccediscomponente B, mentre quello dello strato
superiore abbia un eccesso di componente A. | ttag 8engono cotti per pochi minuti in
modo da raggiungere una polimerizzazione parzpde)o strato inferiore viene tolto dallo
stampo e montato sopra quello superiore. Dato @lwerposizione delle due parti € diversa,
sulla superficie rimangono delle molecole reattidesuccessiva fase di cottura permette di
legare in modo irreversibile i due strati in unaustira monolitica 3D in cui la zona
d’interfaccia ha le stesse caratteristiche deltsegmulk [5.13].

e

20:1 excess of A 51excessof B
companent component
A W, e

SN & (S

" | P T 1
R i S O i

* curing

figura 5.7: Processo di unione dei dager, la differenza di composizione permette la congpletione dei due
strati.

La multilayer soft-lithographypermette di sviluppare canali, valvole on-off, gEmmixer e
multiplexer di dimensioni micrometriche interamentenposti da diversi strati di elastomero.
L’area attiva della valvola &€ ampia quanto i cgngliesto permette di eliminare i volumi
morti e di attuare anche dispositivi di area maiiocola. Inoltre, grazie all’elasticita della
membrana, la valvola si chiude proporzionalmenta ptessione applicata ed & possibile
raggiungere una chiusura completa anche in pres#ingarticolato. Le piccole dimensioni
rendono le valvole veloci e I'elasticita le rendgature nel tempo. Infine, se paragonate alle
valvole realizzate tramite la classica lavorazidwasata su silicio, il piu grande vantaggio
risiede nella facilita di produzione [5.13].

(Unger et al, 2000)

Fluidic layer

Substrate

Layers stacked
together
: Eﬁ{'ﬂ"b‘:'l‘:
Pressure oo
S Crossin
applied in the = C:eat:esg
control channel a \Valve

figura 5.8: Schema di realizzazione della valvoibpeimo prototipo realizzato da Unger [5.13].
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5.3.2 Materiali

+ Fotoresist negativoil fotoresist utilizzato & il SUBdella MICROCHEM [5.14]. Esso &
progettato sia per applicazioni microelettroniche @er applicazioni dinicromachining
ed e in grado di realizzare film di spessore cospitea 1um e 250um. Il fotoresist si
presenta come un fluido altamente viscoso e tragpare la parte del film che viene
esposta ai raggi UV subisce un effetto cdoss-linking che la rende insolubile nella
sostanza di sviluppo. Il suo impiego e indicatoapplicazioni in cui le parti esposte
debbano rimanere anche in tutti i passi succestlia microfabbricazione; pertanto
questo fotoresist si adatta perfettamente alleidberdisoft-lithography dove puo essere
utilizzato come master del processgudnting.

«  Sviluppo il DeveloperSU-&° & un acido fornito dalla MICROCHERper lo sviluppo del
fotoresist. Questo sviluppatore agisce a tempeaxambiente per un periodo che dipende
dallo spessore di fotoresist depositato e dallbvail agitazione durante lo sviluppo;

« PDMS il Polidimetilsilossano (Sylgafd 184, Dow Corning [5.15]) & un polimero
organico a base siliconica particolarmente adalte raicro-fabbricazione, avendo un
costo relativamente basso e tecniche di preparadexili e rapide [16] [5.17]. I| PDMS
e stato uno dei primi polimeri ad essere utilizzaéy la fabbricazione di micro-canali
[5.18] in quanto riesce a garantire un margine rdbre inferiore 0.1lum rispetto alle
misure progettuali; cio € dovuto essenzialmentesigjuo ritiro volumetrico che avviene
durante la reticolazione del polimero. E traspaenguindi € utile in applicazioni dove
sia necessaria un'osservazione dei fluidi al miwwp®. E inoltre un materialsoft e
flessibile (Modulo di Young: 1MPa), biocompatibile e non citotossico, il cherémde
un’ottima scelta in ambito biomedico.

CHARACTERISTIC VALUE
COLOR CLEAR
DIELECTRIC CONSTANT (at 100 kHz) 2.65
DISSIPATION FACTOR (at 100 Hz) 0.0005
DYNAMIC VISCOSITY 3900 Centipoise
DUROMETER 50 Shore A
HEAT CURE 10 min at 150 °C
HEAT CURE 20 min at 125 °C
HEAT CURE 45 min at 100 °C
MIX RATIO 10:1 BASE TO
CATALYST
ROOM TEMPERATURE CURE 48 HOURS

SELF LEVELLING

SHELEEEIFE T20 DAYS
SPECIFIC GRAVITY AT 25 °C 1.03
TEMPERATURE RANGE -45 °C TO 200 °C
THERMAL CONDUCTIVITY 0.18 W/m?

figura 5.9: Tabella riassuntiva delle propriethRBMS Sylgard184.

5.3.3 Fabbricazione della micro-pompa peristaltica

Per realizzare gli elementi attivi (valvole e pommp#’interno di dispositivi elastomerici in
PDMS viene usata la tecnica delhaultilayer soft-lithography descritta per esteso nel
paragrafo precedente. Innanzitutto sono stati fehtbrdue strati polimerici contenenti dei
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canali (il canale fluidico dove scorre il fluidoi €anali di controllo dove passa l'aria). | due
strati sono poi stati sovrapposti in modo da foendelle intersezioni che costituiscono le
valvole. Quando la pressione nel canale supericaengentata, immettendo aria o acqua, la
membrana che separa i due strati si flette e chiucknale inferiore, bloccando il flusso al
suo interno. La membrana ritorna poi in posiziomeigoso in modo passivo una volta
rimossa la pressione, grazie alle proprieta elastimme del materiale. In questo modo la
singola valvola permette di aprire/chiudere il dareottostante. Posizionando tre valvole in
serie si realizza una pompa peristaltica, il chiesaa € mostrato nella figura 5.10.

electronic
interface

control
channel

=
“Fluid Out

= fluidic
) channel

\\'.» Air InfOut
— glass
A /I;Iuidln ~—~ B substrate ] Waler

figura 5.10: A. Sketch della pompa peristalticd §; B. vista in sezione che illustra il funzioname di una
singola valvola [5.19].

La prima fase della fabbricazione ¢ il disegno dsohere litografiche ad alta risoluzione, che
riproducono il design dei canali. lhyer di controllo € composto da tre canali di 300 um
equamente distanziati di 1 mm [5.19], mentre latstifluidico contiene un unico canale. Al
fine di ottenere la migliore configurazione periratzzare la portata, la larghezza del canale
fluidico é stata variata tra 200 um e 500 ummiadd (stampi) sono state realizzate tramite un
fotoresist negativo (SU-8 10 e SU-8 50, MicroCheorC). Attraverso il processo d@pin-
coating il fotoresist & stato distribuito su un wafersdicio con uno spessore di 30 um e 40
um, rispettivamente per i canali di controllo eidloo. Lo spessore di SU-8 depositato
determina l'altezza dei canali da realizzare. Ezafia dei canali € stata scelta in modo da
mantenere un rapporto 1:10 tra altezza e larghgmeragvitare che il canale collassi per la
pressione applicata. In un secondo tempo € statizzato un prototipo alternativo variando
le dimensioni dei canali al fine di aumentare lat@@a complessiva; le dimensioni dei due
prototipi sono riassunte nella tabella seguente.

Strato fluidico Primo prototipo Secondo prototipo
Larghezza canale 300 um 1 mm
Altezza canale 30 um 100 pm
Spessore membrar 30 um 45 pum
Strato di controllo

Larghezza canale 400 pum 1 mm
Altezza canale 40 pm 100 pm

figura 5.11: Tabella riassuntiva delle dimensiogliel micro-pompe realizzate.

A questo punto il fotoresist e stato esposto akte IUV tramite uimask-aligner le maschere
litografiche disegnate sono state interposte tnaafier e la luce, in modo da riprodurre sul
fotoresist il disegno scelto. Successivamente ifewa stato immerso nella soluzione di
sviluppo in modo da eliminare la parte di fotoresisn polimerizzato e portare alla luce lo
stampo 3D. A questo punto teold sono pronte ed € necessario riprodurre il negateio
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design con il polimero. Mentre veniva preparato PDMS, una piccola quantita di
trimethylchlorosilane (TMCSE stata lasciata evaporare sugli stampi per alounuti, in
modo da facilitare il successivo distacco tra ifava il polimero. || PDMS é stato preparato
mischiando I'elastomero base e I'agente reticol@ote due rapporti diversi per i due strati,
infatti questa differenza permette I'adesione de2 dtrati tramite la tecnica deltaultilayer
soft-lithography Un mix a concentrazione 5:1 é stato versato sadill di controllo, posta in
unapetri-dish per ottenere uno strato di 5 mm di spessore. Bn2M1 é stato depositato
tramite spin-coatingsullamold fluidica a 2000 rpm per 40s, per ottenere un flinspessore
30 um, che costituisce la membrana tra ildyer.

| due strati sono stati messi in forno ad 80°C s®paente per 16 minuti, in modo da
produrre una polimerizzazione parziale, una vaita tlal forno sono stati ricavati i fori di
ingresso e di uscita dei canali e poi i due ssatio stati allineati e fatti combaciare sotto
microscopio ottico. Il singolo chip cosi ottenutstato successivamente posto in forno a 80°C
per 3 ore per permettere di completare la polinzedione.

PDMS fluidic layer PDMS control and connection layer

Silicon substrate Silicon substrate
— D] ] e
_ SU-8 spinning for the control layer . — 3 agent ratio
40pm-200pm control layer fluidic layer

SU-8 spinning for the fluidic layer
30pm-100pm

| | partially
— polymerized
1] 15min
-
BO°C n

SU-8 patterning by UV-lithography

I
[

SU-8 patterning by UV-lithography

PDMS 5:1 pouring 4mm
and pre-curing (16min@80°C)

- . X 1 M|g“
PDMS 20:1 pouring 30pm-100pm PDMS peeling and holes punching
and pre-curing (16min@80°C) for inlet/outlet
[ ] Bond-Bake
e
1] 1hr
L
] - ;

PDMS alignment and curing
(3 hours @ 80°C)

A PDMS peeling and structure releasing B

figura 5.12: Schema del metodo di fabbricazioneddei strati; B. procedura per permettere I'adesiomedue
strati.

figura 5.13: Passaggi successivi della realizzazitella micro-pompa.
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Alla fine del processo il chip fluidico é statoaaitato ad un vetrino tramiasma-cleaning

Le superfici da unire vengono esposte al plasmaogatjeno o ad aria), in questo modo le
unita O-Si(CH), del PDMS espongono gruppi silano (-OH) e la sugierfliventa altamente
idrofilica. | gruppi silano formano dei legami cdemati Si-O-Si con la superficie del vetro
creando un’adesione permanente quando i due s&ragiono portati a contatto [5.20] (figura
5.14).

R R = amine
| hydroxyl
. methacrylate
Si aldehyde +2 CH,OH
OCH4 Eepoxy
mercaptan
Ruaroalof R
uoroalky H.CO
+ ’ \Si/

(—
——

OH OH OH OH OH o o} OH

A _— e

figura 5.14: A. Plasma cleaner; B. schema delleifiehé chimiche che avvengono sulle superfici austegdel
trattamento.

La figura 5.15 mostra un’immagine della micro-pomealizzata, ottenuta tramite un in
gradimento al microscopio ottico. Nel particolarg@assibile distinguere il canale fluidico
(orizzontale), i canali di controllo (verticali) @oh ingrandimento delle tre valvole in serie.

] . I
figura 5.15: Micro—pompé peristaltica in PDMS etmanlare dei canali al microscopio ottico.

5.4 Test sperimentali e verifica dei risultati
Le prestazioni della micro-pompa sono state testate un test-benchappositamente

realizzato; in figura 5.16 € mostrato lo schemasaéluped una foto effettuata durante i test
di portata.
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Al fine di testare il dispositivo, la pompa € staftalegata alla linea dell'aria compressa. |
canali di controllo sono stati collegati, tramiteqoli tubi in Tygor? (diametro interno =0.5
mm), a elettrovalvole a solenoide (Camozzi, A33R)lChe regolano la pressione dell’aria.
La parte terminale dei canali di controllo & staanpita con olio, per evitare la formazione di
bolle d’aria all'interno dei canali, dato che il PI3 € permeabile ai gas. Le elettrovalvole
sono controllate da un PC tramite un’interfaccidtiaw ed una scheda di acquisizione
(National Instrumenfy. Questo permette di controllare I'apertura delévole, che vengono
chiuse progressivamente una dopo l'altra per creai@nda peristaltica che spinge il fluido
nel canale sottostante. La portata e stata catcskguendo lo spostamento del menisco del
fluido all’interno di un tubo di diametro noto casso in uscita al canale fluidico.

/ Power supply Compressed air line \

;/

I f— I * - —
: Elec:trwahres

Elect ronics

PC interface g

Fluid

N \ reservoirs e /

compressed
air line

Electronics

Pressure
control
electrovalves

Mmroflmdm ;
chip s
v Air supply for

Control tubes B control channel

‘-,-\\ d \'

ol Fluid outlet

figura 5.16: A. Schema del banco di prova; B. fdébsistema sperimentale scattata durante i test.

Sono state testate diverse micro-pompe aventi icluigici di larghezza tra 20@m e 500
um. Nei canali di controllo & stata imposta una gieee di 15 psi (300= Kpa). La pressione
imposta € stata scelta dopo una sessione di pexdlieada in cui essa é stata variata tra 0 e 50
psi, mantenendo costanti gli altri parametri. t te@nno dimostrato che una pressione minore
di 10 psi non é sufficiente a far deflettere la rbesma, mentre valori superiori ai 20 psi
creano una forza eccessiva che aumenta il temptdadiio necessario alla membrana per
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ritornare passivamente nella posizione inizialecainale aperto. La frequenza rappresenta
I'inverso del tempo di ritardo tra due passi susiéslel ciclo peristaltico ed e stata variata
nei test tra 1 e 2 Hz. Nella figura 5.17 e mostihgrafico delle portata in funzione della
frequenza per una micro-pompa avente un canallidlulargo 30Qum.

1,2

1
0,8
0,6

0.4

Flow rate |pl'min]

0,2

0,5 1 1,5 2 2,5
Frequency [Hz]
figura 5.17: Grafico della portata in funzione deilequenza per una pompa con canale fluidico diu3@.

E possibile notare che la portata aumenta coreguéinza fino ad un valore di 1.7 Hz, per
poi decrescere. Una possibile spiegazione di questomeno € la seguente: allaumentare
della frequenza il fluido viene espulso dal canpie frequentemente, quindi la portata
aumenta; oltre un certo valore soglia, che varibase al design dei canali, questo fenomeno
non si verifica piu perché la membrana tra i duatispresenta un certo ritardo nell’apertura e
chiusura dei canali, dovuta alla natura elastoraedel materiale utilizzato. In queste
condizioni un aumento della frequenza, impostoedalkttrovalvole, non si traduce in una
maggiore velocita della pompa, perché questa resteia seguire in tempo reale il sistema di
controllo. La portata quindi, dopo aver raggiuniovalore massimo di 1.1 pl/min, comincia a
decrescere. |l dispositivo & stato sottoposto aomiildi cicli senza notare nessun tipo di
rottura o diminuzione delle prestazioni. La natalastomerica del materiale lo rende infatti
poco soggetto a rotture strutturali. Al fine di antare ulteriormente la portata, dato che
I'applicazione finale richiede un valore attorndbalO pl/min, il secondo prototipo realizzato
presenta canali piu grandi sia in larghezza saterza.

Il prototipo finale, avente un canale di largheizam e altezza 100m, é stato utilizzato per
dei test di funzionalita del dispositivo complet@a micro-pompa e stata incollata tramite
plasma-bondingsopra al chip nel quale si trovano i pozzetti fanalizzati con gli attameri
ed il sensore ottico SPAD. Nel canale fluidico atatcreata una camera nella quale si
accumula il liquido, in corrispondenza dei pozzétt raggio laser, ad opportuna frequenza, é
focalizzato sopra al sensore. Quando il fluido pasWinterno della camera fluidica le
proteine presenti si legano agli attameri nei ptigzattraverso I'analisi a fluorescenza il
sensore rileva il numero di proteine legate. | teahno mirato soprattutto a valutare
I'efficacia della pompa che si & dimostrata effit& nel regolare il passaggio di fluido
all'interno del canale.
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micro-pompa

. D

figura 5.19: Banco di prova per i test a fluoreg@esulla micro-pompa.

La micro-pompa peristaltica é stata testata anohelsangue, che ha una viscosita molto piu
alta di quella dell'acqua ed & composto da uneedarida e da una corpuscolare. Nonostante
gueste caratteristiche la micro-pompa é stata auagrdi spingere il fluido all'interno dei
canali senza né ridurre la portata né ostruiramaltaln figura 5.20 sono mostrate le immagini
di queste prove sperimentali. Nelle due foto e jpdssriconoscere due passi successivi del
ciclo peristaltico: nella prima i tre canali di ¢osilo sono tutti chiusi, nella seconda solo il
primo é chiuso, mentre gli altri sono aperti.

Non é stato necessario pre-trattare la superfeieahali con nessuna sostanza per favorire il
passaggio del sangue e successivamente i canali stati puliti con cicli di lavaggio in
acqua.
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figura 5.20: Prove sperimentali del passaggio dgsa nella micro-pompa, la due immagini mostran® idtanti
successivi del ciclo peristaltico.

5.5 Conclusioni

Questo capitolo ha mostrato la realizzazione didispositivo per la gestione dei fluidi
biologici. La struttura é stata realizzata tranmtetodi di micro-fabbricazione dei polimeri,
sfruttando le loro proprieta di elasticita e faéilidi manipolazione. In particolare e stata
sfruttata la tecnica dellaultilayer soft-lithography che permette di creare strutture 3D
complesse partendo da processi litografici 2D niadali.

La gestione di fluidi nel micro-dominio non & bamain quanto le proprieta fluidiche
cambiano drasticamente, soprattutto per quantaizuil tipo di moto, la velocita ecc. La
struttura realizzata rientra nei sistetaib-on-chip cioé strutture create tramite micro-
fabbricazione, che hanno la capacita di gestirgsildi piccole dimensioni. La micro-pompa
peristaltica realizzata ha dimostrato di esserecdmpatibile con il sangue e di poter
controllare in maniera precisa I'attuazione di ditardi fluidi dell’ordine di pochi microlitri.
La sua semplice metodologia di fabbricazione peterditintegrare la micro-pompa in sistemi
microfluidici complessi e di essere utilizzata ama@h combinazione ad altri tipi di dispositivi
come sensori o sistemi di analisi.

Quello presentato € un esempio di come le tecniihtabbricazione non solo possano
migliorare le prestazioni di alcuni dispositivi, raddirittura creare la possibilita di realizzare
sistemi con capacita completamente diverse daiquedcala macrometrica. Infatti 'uso dei
polimeri permette di creare strutture deformabilieepiccole dimensioni permettono di
sfruttare proprieta dei fluidi (ad esempio flusaminare) e dei materiali (ad esempio elasticita
e lavorabilita) che non sono applicabili a sistemaicro.
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Capitolo 6

Conclusioni: realizzazione di interfacce con sistemi biologici

Il presente lavoro di tesi ha preso in esame ldistuli tecnologie e materiali per la
realizzazione di dispositivi miniaturizzati in artdbibiomedico. In particolare sono state
realizzate delle superfici di interfaccia tra gistebiologici e artificiali, prendendo in
considerazione diverse scale dimensionali, dalimetto al micrometro. Per ognuna di esse
sono stati studiati i problemi connessi alla prtaggone, alla fabbricazione e all’interazione
con gli elementi biologici. Al fine di sviluppareaigsto studio sono stati valutati, come sistemi
esemplificativi delle varie problematiche, dei disfivi che entrano in contatto con sostanze
biologiche. Essi devono essere progettati e fahtiric modo da garantire la sicurezza della
parte trattata, unendo questa prerogativa con pacii@é di creare strutture funzionanti dal
punto di vista ingegneristico, che forniscano a$pdsitivo capacita di attuazione o
sensorizzazione innovative. Lo studio prende inmesaliversi dispositivi che variano in
dimensione tra il centimetro e il micrometro; ogaura caratteristiche proprie e applicazioni
diverse, ma tutte le strutture realizzate sono racecmte dalle caratteristiche descritte
precedentemente.

II primo esempio € relativo alla progettazione alirzazione delle varie parti che
compongono una capsula endoscopica robotica chee deteragire con il tratto
gastrointestinale. In particolare sono stati realizi componenti meccanici che permettono il
funzionamento del robot e la superficie che castti I'interfaccia diretta tra il tessuto e il
dispositivo garantendo I'adeguata adesione trauesiperfici. Un altro esempio riguarda la
realizzazione di strutture deformabili e sensotiezper la coltura ed il monitoraggio di
colture cellulari con I'obiettivo finale di prod@mn sensore tattile bio-ibrido. Infine 'ultimo
esempio riguarda un dispositivo inserito in unesis lab-on-chip per l'attuazione e la
gestione di fluidi biologici, che permetta di eftetre analisi su campioni di sangue e siero.

Per quanto riguarda l'interazione tra sistema iaidie e biologico la prima prerogativa
riguarda la scelta di materiali che abbiano prdarientrinseche di biocompatibilita.
Innanzitutto sono stati selezionati polimeri biogutibili, come ad esempio il PDMS, o
metalli come il Nitinol gia utilizzati in ambito ndéo. Allo stesso tempo € necessario anche
evitare l'utilizzo di componenti, tecniche o metatli pulizia che possano lasciare residui
pericolosi per i sistemi biologici. Inoltre la supeie esterna del dispositivo deve essere
strutturata in modo da garantire non solo la corbpi¢éd biologica, che dipende dalla chimica
del materiale, ma anche la compatibilita morfolagicfunzionale in quanto la topologia della
struttura favorisce la corretta interazione tnadteriale artificiale e quello biologico.

Al variare della scala dimensionale e necessammgere in considerazione aspetti diversi
nella scelta dei materiali o delle tecnologie dldacazione. Infatti un materiale, per essere
impiegato con successo in una determinata appticazideve avere sia le proprieta fisiche e
chimiche appropriate, sia le caratteristiche temgiche che consentono la trasformazione del
materiale nel manufatto. Un esempio e dato dal g@ricaso preso in esame, cioé la
realizzazione di una capsula endoscopica: per quagarda i componenti della capsula e
stato necessario ottenere parti resistenti, affidaliaciimente assemblabili con i sensori ed i
motori presenti, quindi la scelta del materialeaduta sui metalli per le loro alte proprieta
meccaniche; per quanto riguarda invece la superticiinterfaccia con il tessuto necessaria
per gestire I'attrito con le pareti intestinali, daluzione migliore é risultata essere I'utilizzo d
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polimeri in quanto sono altamente biocompatibiéifatmabili e garantiscono la totale assenza
di danni alla parte biologica.

Per quanto riguarda le tecnologie, l'utilizzo dcwde macchine e limitato a certi intervalli
dimensionali e non & possibile impiegare le appdnieture sopra o sotto certi limiti. Ad
esempio le macchine utensili a controllo numericsosio rivelate essenziali, anche usate in
combinazione tra loro, per la fabbricazione di comgnti millimetrici 3D per la capsula
endoscopica, tuttavia non hanno la capacita diréaeopezzi micrometrici. D’altra parte le
tecniche di litografia sono state fondamentali peerrealizzazione delle membrane di
interfaccia con il tessuto o con le colture celiylena sono limitate a strutture 2D; in realta
con la tecnica litografica utilizzata per la miggompa peristaltica € stato possibile ottenere
strutture 3D, ma solo come combinazione di divetsti 2D. Inoltre & necessario tenere in
considerazione che il massimo spessore realizzebilde tecniche litografiche standard e di
circa 250um, mentre le macchine utensili si spingono finoettayli poco sotto ai 50Am,
inseriti comungue in strutture di dimensioni maggiQueste considerazioni ci portano a
capire quanto lo studio delle tecnologie di micabHricazione nalange dimensionale che si
trova a meta strada tra la macroscala e la miclscm sia banale e non possa essere trattato
semplicemente come un’estensione delle tecniclssiclze utilizzate nelle altre scale.

Nonostante le piccole dimensioni possano creare tlelitazioni, esse creano anche delle
nuove possibilita, ad esempio gli attuatori cre@éimite soft-lithography nel caso del
dispositivolab-on-chip non hanno equivalenti nella scala macroscopidattiniprodurre gli
stessi dispositivi nella macroscala non porterebbssun vantaggio, anzi, non sarebbe
conveniente dal punto di vista dell’efficienza dedpositivo. Lo stesso vale per il sistema di
monitoraggio cellulare: lo sviluppo di dispositivigegnerizzati di dimensioni paragonabili a
quelle delle cellule permette di ricavare dati diativi e di studiare comportamenti
osservabili in passato solo a livello qualitativo.

Infine € necessario ricordare come la natura sfd#ttsempre le leggi di scala, infatti le
strutture naturali si sono evolute in modo da sdinetal massimo le possibilita di ogni tipo di
ambiente. La presenza di tecnologie di micro-fai@tmione ci permette oggi di comprendere
molte strategie e di copiarle. Ad esempio la memdsuperficiale per la gestione dell’attrito
tra la capsula e le pareti intestinali & ispirdla zampe degli animali: esse sono ricoperte da
micro-strutture che sfruttano le proprieta tipictedla scala microscopica nella quale le forze
superficiali predominano su quelle di massa. Quantthe in questo caso le tecnologie ci
permettono di sviluppare sistemi che non hannovadgmti nel campo macroscopico.

Tutti i dispositivi trattati sono stati testati he di verificarne innanzitutto la bonta di
fabbricazione e la rispondenza alle specificheltieasono stati esaminati il funzionamento
effettivo e I'efficacia rispetto al compito pergquale sono stati creati. Infine é stata verificata
la risposta del sistema biologico all'interaziom ¢l dispositivo artificiale. Ad esempio, nel
caso della superficie micro-strutturata della cépsa stato controllato che la membrana
intestinale non fosse stata danneggiata, mentreasel delle colture cellulari & stata verificata
la crescita e la riproduzione delle cellule al@s del substrato realizzato.

Questo lavoro di tesi ha quindi esaminato le temgiel disponibili allo scopo di trovare le
migliori strategie di fabbricazione per diversimbsitivi medici. Questo al fine di cercare |l
modo di sfruttare di volta in volta le peculiardalla scala dimensionale e dell’ambiente nel
quale il dispositivo € inserito. Sono state prestendiverse problematiche, ognuna delle quali
ha portato a sviluppare, in sinergia con altri dbuoti, dei dispositivi innovativi nel settore
delle tecnologie biomediche. Nel corso dei diverapitoli le varie soluzioni sono state
sviluppate nel dettaglio e sono stati presentatnenosi spunti ed esempi che possono
costituire delle linee guida per la realizzazionéidpositivi miniaturizzati in ambito medico.
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Ognuno dei singoli strumenti sara ulteriormente lupgato e migliorato in base

all'applicazione specifica, piu in generale lo gpibo di questo studio risiede nella futura
miniaturizzazione delle diverse strutture e nell@enca di nuove tecnologie che possano
ulteriormente migliorare le capacita di fabbricama/o ottimizzare le procedure gia esistenti.
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- VECTOR (Versatile Endoscopic Capsule for gastestinal TumOur Recognition and
Therapy), FP6 European Project;

- NAOMI (A NAno on Micro approach to a multispettaalysis system for protein essays),
supportato dalla Provincia Autonoma di Trento;

- NANOBIOTOUCH (Nano-resolved multi-scale invedimas of human tactile sensations
and tissue engineered nanobiosensors), FP7 Europeaject.

Un affettuoso ringraziamento va a tutti coloro c$tediano e lavorano al Polo Sant’Anna
Valdera, per aver condiviso con me giornate di giwglavoro, ma anche momenti di svago e
divertimento.

Infine il Grazie piu grande va alla mia famigliaaetutte le persone che mi sono state vicine in
questi tre lunghi anni di studio e di vita, pesdstegno e l'affetto ricevuti.



