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Introduzione

Gli ultimi dati OMS (Organizzazione Mondiale della Sanita) pubblicati il 15 maggio
2014 evidenziano come in tutto il mondo le persone vivono piu a lungo. In base
alle medie mondiali, una bambina e un bambino nati nel 2012 hanno,
rispettivamente, un’aspettativa di vita di circa 73 anni e 68 anni. Si tratta di 6 anni
in piu rispetto all’aspettativa di vita mondiale relativa a un bambino nato nel 1990.

Senza ombra di dubbio tali risultati sono legati agli enormi progressi delle

tecnologie biomediche sia diagnostiche che terapeutiche.

In questo contesto, parallelamente, negli ultimi anni, si sta assistendo allo sviluppo
delle cosiddette “micro e nanotecnologie”, applicate in molteplici campi. Ad
esempio I'8° Programma Quadro di ricerca e innovazione dell’'Unione Europea
(2014 - 2020) puntando a realizzare la cosiddetta “Unione dell'innovazione” ha
indicato come seconda priorita la necessita di puntare su investimenti in ricerca e
sviluppo in alcuni settori industriali tra cui le nanotecnologie, i materiali avanzati e
le biotecnologie.

Occorre capire (si cerca di evidenziare) come le micro e nanotecnologie possano
nel breve periodo introdurre importanti cambiamenti anche nei tradizionali
protocolli terapeutici e diagnostici al fine di migliore la qualita della vita degli
individui.

Di fatto, queste nuove tecnologie stanno rapidamente rappresentando un settore
di ricerca interdisciplinare d’avanguardia, in quanto, avendo dimensioni
comparabili a quelle delle molecole biologiche (enzimi, recettori, anticorpi) sono in

grado di offrire una profonda interazione con le strutture cellulari.

In questottica, [Iattivita di ricerca della durata triennale ha riguardato

principalmente un approfondito studio delle proprieta elettromagnetiche delle
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nanoparticelle e delle metasuperfici con [lobiettivo di studiare soluzioni
tecnologiche avanzate che possano permettere futuri approcci diagnostico-
terapeutici mininvasivi e/o coadiuvino quelli gia esistenti con elevato valore

aggiunto in termini di diagnosi precoce e/o una terapia selettiva ed efficace.

Le attivita di ricerca relative alle proprieta elettromagnetiche delle nanoparticelle
hanno seguito di pari passo I'evolversi della tecnologia ed in particolare delle
tecniche nanolitografiche e chimiche di sintesi delle stesse ed hanno in particolare
riguardato i seguenti aspetti:

e analisi delle proprieta ottiche delle nanoparticelle plasmoniche con
relativa modellistica elettromagnetica per applicazioni di biorilevamento di
tessuti e composti chimici;

e nanoparticelle multi-strato per applicazioni di biorilevamento;

e nanoparticelle multi-risonanti per applicazioni diagnostiche ultrasensibili e
il multi-rilevamento di tessuti biologoci;

e nanoparticelle per il rilevamento di alterazioni genetiche;

e nanoparticelle per il trasporto intelligente di farmaco.

Tali aspetti vengono analizzati dettagliatamente nel primo capitolo della presente

tesi.

Le attivita di ricerca relative alle proprieta elettromagnetiche delle metasuperfici
hanno riguardato lo sviluppo di risuonatori basati su metamateriali per applicazioni
bioelettromagnetiche. In particolare sono stati proposti diversi tipi di risuonatori per
il rilevamento di tessuti e composti chimico/organici sviluppando modelli circuitali
equivalenti delle strutture e successiva simulazione sperimentale con software
commerciali di tipo full — wave. E’ stato altresi proposto lo studio della funzione
spettrale di Green per la valutazione del campo elettromagnetico in prossimita di

una metasuperficie.

Nanoparticelle e metasuperfici microstrutturate per applicazioni bioelettromagnetiche

Docenti-guida: ~ Prof. Alessandro Toscano, Dottorando: Ing. Renato lovine
Prof. Lucio Vegni



11

Tesi di dottorato in Ingegneria - Sezione di Ingegneria dell'Elettronica Biomedica, dell'Elettromagnetismo e delle Telecomunicazioni
Universita degli Studi di Roma Tre

A

Tali aspetti vengono analizzati dettagliatamente nel secondo capitolo della

presente tesi.

Nell’'ultimo capitolo vengono presentate le ulteriori tematiche affrontate durante il
percorso di studio e ricerca affini ai problemi del bioelettromagnetismo e delle

telecomunicazioni che hanno riguardato principalmente i seguenti aspetti:

e strutture in grafene per comunicazioni wireless;

e studio delle tecniche anti-inquinamento ambientali basate su nanoparticelle;

e analisi del quadro normativo relativo alla determinazione delle fasce di
rispetto per gli elettrodotti;

¢ analisi elettromagnetica della stimolazione cerebrale profonda.
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Nanoparticelle per applicazioni bioelettromagnetiche

Gli sforzi della ricerca al fine di comprendere i processi per lo sviluppo di strumenti
biomedicali al’avanguardia sono una delle forze trainanti che sta dietro il vorticoso
sviluppo delle nanotecnologie.

In particolare, le nanoparticelle metalliche sono di grande interesse in virtu delle
loro peculiari proprieta che derivano dalle loro dimensioni ridotte e dalla elevata
sensibilita della risposta elettromagnetica alle variazioni del mezzo

elettromagnetico che le circonda [1].

La radiazione elettromagnetica (nello spettro del Visibile — Vicino Infrarosso)
interagendo con gli elettroni liberi del metallo della nanoparticella produce una loro
oscillazione collettiva che é risonante se la pulsazione del campo incidente & pari
alla frequenza propria di oscillazione degli elettroni del metallo. Tale frequenza
dipende dalle caratteristiche elettromagnetiche, dalla dimensione, dalla forma
delle nanoparticelle stesse nonché dalle proprieta del dielettrico che le circonda. In
tali condizioni operative il campo elettrico in prossimita della nanoparticella é
fortemente intensificato e localizzato (fenomeno della Risonanza Plasmonica di
Superficie Localizzata). Cio rende tali particelle adatte per applicazioni in ambito
medico sia di tipo diagnostico che terapeutico. In particolare la letteratura tecnica
riporta il loro possibile utilizzo per I'analisi delle proteine [2,3], per la valutazione
delle funzionalita cellulari [4], come mezzo di contrasto per I'intensificazione dello
Spettro Raman [5,6] e per applicazione di ablazione fototermica per la distruzione
selettiva di cellule tumorali [7,8].

Considerando che le attuali tecniche di sintesi delle nanoparticelle consentono di
realizzare strutture dalle forme diverse da quella sferica [9], I'attivita di ricerca &
stata indirizzata sullo studio di particolari nanoparticelle (in termini di forma,

dimensioni, materiali considerati) caratterizzate da proprieta elettromagnetiche
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peculiari che possano essere di interesse per il progetto di dispositivi diagnostici
ultrasensibili.

Si e proceduto quindi, nellanalisi delle proprieta ottiche di diverse tipologie di
nanoparticelle sviluppando una modellistica elettromagnetica che permetta di
predirne il comportamento. Ove possibili, tali modelli sono stati confrontati con
simulazioni numeriche di tipo full-wave, con codici sviluppati basandosi sul
Boundary Element Method e con valori sperimentali ricavati dalla letteratura
tecnica.

Sulla base delle analisi eseguite, sono state proposte diverse piattaforme di

biorilevamento basate su nanostrutture delle seguenti tipologie:

e nanoparticelle metalliche a singolo strato;

e nanoparticelle multi-strato;

e nanoparticelle multi-risonanti per applicazioni diagnostiche ultrasensibili e
il multi-rilevamento di tessuti biologoci;

e nanoparticelle per valutare diverse alterazioni del gene BRCAL1 (BReast
CAncer susceptibility gene 1);

e nanoparticelle per il trasporto di farmaco.

Nelle seguenti sottosezioni vengono analizzate nel dettaglio le attivita di ricerca

svolte ed i risultati ottenuti.

1.1 PROBLEMA ELETTROMAGNETICO DELLE NANOPARTICELLE

Le nanoparticelle presentano proprieta ottiche interessanti che sono determinate
dalle dimensioni, dalla forma, dallo stato di aggregazione e dalla loro
composizione [10]. Sono caratterizzate da assorbimenti molto intensi nella regione
dell’ Ultravioletto (UV), del Visibile (Vis) e del Vicino Infrarosso (NIR), da cui deriva
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spesso un'’intensa colorazione. Tale fenomeno é da attribuirsi alle interazioni tra la
radiazione elettromagnetica incidente e gli elettroni della banda di conduzione del
metallo [11].

A tali frequenze, le nanoparticelle hanno una dimensione estremamente piu
piccola rispetto alla lunghezza d’onda del campo elettromagnetico incidente
(Visibile — Vicino Infrarosso) e quindi si pud considerare che tutti gli elettroni
confinati sulla nanoparticella vedano lo stesso valore di campo elettromagnetico
ad un determinato istante di tempo (approssimazione quasi statica) [12]. Lo
spostamento della nube di elettroni sotto I'effetto del campo elettrico porta alla
distribuzione di cariche superficiali. Le cariche complessivamente positive
associate ai nuclei e agli elettroni legati degli atomi metallici vengono attratte in

verso opposto alle cariche negative associate agli elettroni liberi (Figura 1.1).

Wavelength

E field vector

+ - Charge distribution

Figura 1.1: Descrizione schematica dello spostamento della nuvola di elettroni in una nanoparticella di forma cubica per

effetto del campo elettromagnetico incidente [22].

L'idea & quella di determinare le condizioni per cui la “nuvola di elettroni” pud
entrare in risonanza con la radiazione incidente.

Considerando che gli elettroni subiscono una forza di richiamo in contrasto con |l
campo esterno applicato e possibile descrivere la posizione x di un elettrone posto
in un campo elettrico oscillante nell’approssimazione quasi — statica con la

seguente equazione differenziale del secondo ordine:
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d?x

d
meﬁ+mefd—:+Kx=qE (1.1

La soluzione dell’equazione differenziale é la seguente:

X = at (1.2)

Me(wr?-w2—jTw)

ovvero.
_ 4 1 Jjo
X = Me \/(wrz—wz)zﬂ"zmz € (1'3)
con.
k-1
w, = (m—) (1.4)
@ = arctan (ﬁ) (1.5)

T

L’ampiezza di x raggiunge il massimo per w — w, per cui si ha il fenomeno della
risonanza.

Questo & un modello meccanico che fa ben comprendere come sia possibile che
la radiazione elettromagnetica incidente induca il cosiddetto fenomeno di
Risonanza Plasmonica Localizzata di Superficie (LSPR) provocando

un’intensificazione locale del campo.

Tuttavia, per stimare in maniera quantitativa il processo di estinzione (diffusione e
assorbimento) nell'interazione radiazione elettromagnetica/nanoparticella, &
necessario risolvere in maniera analitica e completa di condizioni al contorno le

equazioni di Maxwell.

La soluzione per via chiusa delle equazioni di Maxwell & stata operata da Gustav

Mie nel 1908 per strutture di forma sferica [13]. In realta visti i recenti sviluppi delle
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tecnologie e la disponibilita di nanoparticelle dalle forme piu disparate sono stati
sviluppati algoritmi numerici/modelli matematici che permettono, teoricamente, la
risoluzione approssimata delle equazioni di Maxwell per qualsiasi geometria delle

nanoparticelle.

1.1.1 SOLUZIONI ANALITICHE E SIMULAZIONI NUMERICHE

Le soluzioni analitiche studiate e proposte nellambito dell’attivita di ricerca sono
basate sull’approssimazione quasi — statica.

In tali condizioni operative & possibile correlare le proprieta elettromagnetiche
macroscopiche in termini di costanti dielettriche della nanoparticella e del mezzo
elettromagnetico circostante con la polarizzabilita della nanoparticella attraverso la

seguente espressione [14]:

3

—Vsz f17% o
Lig,+Li(g—¢g) '

=1

Al

(1.6)

dove: V rappresenta il volume della nanoparticella; & ed e, rappresentano
rispettivamente la permittivita dielettrica della nanoparticella e del mezzo
circostante; ir; rappresentano i vettori unitari nelle direzioni principali del sistema di

riferimento; L; rappresentano le tre componenti della corrispondente diade di

depolarizzazione L = L iyt + L0, + LT3z,
La valutazione della diade di depolarizzazione tiene conto della forma della

nanoparticella ed & definita come:

- nu;’ .
Y LU

4m|r’ —r|?
1.7)
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dove lintegrazione € su tutta la superficie che racchiude il volume della
nanoparticella, n e il vettore unitario normale alla superficie orientato verso
'esterno del volume della nanoparticella variabile rispetto al punto di integrazione,
r’ rappresenta il vettore posizione relativo al punto di integrazione, r ¢ il vettore di
posizione del punto di campo interno alla superficie.

Il vettore uz' = (r' —r)/|r’ — r| rappresenta un vettore unitario orientato dal punto
di campo al punto di sorgente. La diade di polarizzazione &€ simmetrica con traccia
unitaria [15].

A titolo di esempio, in Figura 1.2 vengono mostrati i relativi vettori che concorrono

alla definizione della diade di polarizzazione.

Figura 1.2: Esempio di geometria di integrazione per la determinazione della diade di depolarizzazione.

Molto spesso per la modellistica elettromagnetica e per le relative applicazioni in
bioelettromagnetismo € di notevole importanza la risposta elettromagnetica delle
strutture sotto una particolare condizione del campo incidente. Assumendo
tipicamente il campo elettromagnetico incidente come un’onda piana avente il
campo elettrico E parallelo ad un asse geometrico della nanoparticella &
sufficiente valutare una sola compente scalare del fattore di depolarizzazione per
la valutazione della risposta elettromagnetica.

In simili circostanze, per la risoluzione del problema elettromagnetico € d’interesse
il calcolo di una sola componente scalare della diade di polarizzabilita e quindi il

calcolo della seguente espressione:
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& — & _
Uy
Ee + Ll(gi - ge)

a, = Vge
(1.8)

essendo 1 il vettore unitario parallelo alla direzione di oscillazione del campo
elettrico incidente.

Dalla valutazione dell’espressione della polarizzabilita & possibile agevolmente
calcolare lo spettro di assorbimento (C,,s) e di diffusione (C,.,) sotto lipotesi di
eccitazione elettromagnetica di tipo onda piana polarizzata con campo elettrico

oscillante parallelamente all’asse u; attraverso le seguenti espressioni [16]:

(1.9)

dove k = 2nn/A € il numero d’onda, A € la lunghezza d’onda del campo incidente
en= \/S—e rappresenta l'indice di rifrazione del mezzo dielettrico circostante la

nanoparticella. Im[a;] rappresenta la parte immaginaria della polarizzabilita.
Lo spettro di estinzione della radiazione elettromagnetica (C,,;) pud essere Vvisto
come la somma dei due processi di assorbimento e diffusione appena descritti e

valutabile attraverso I'espressione C,y; = Caps + Cscq-

Per la valutazione del comportamento elettromagnetico delle nanoparticelle
secondo la procedura analitica appena descritta in [1] sono state analizzate le
proprieta elettromagnetiche di nanoparticelle quali “nanocube” (Figura 1.3 a),

“nanorod” (Figure 1.3 b) ed “elliptical nanocylinder” (Figura 1.3 c).
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2ar
(a) (b)
hlﬁ E
‘ ——___ 72 LLEH
2a
(c)

Figura 1.3: Geometria delle nanoparticelle d’oro considerate in [1]

con indicata la polarizzazione del campo elettromagnetico incidente.

Considerando questa tipologia di nanoparticelle ed il campo elettrico dell’onda
piana incidente polarizzato secondo I'asse principale delle nanoparticelle come
mostrato in Figura 1.3 si ricavano le seguenti espressioni per lo spettro di

assorbimento delle stesse:

nanocube :

21 & (e -¢)
C _ =" |3| e i e
e A \/g " &, + Lcube (gi - ‘9e)

nanorod :
2 —
C,. = 2% [e.a2(4a, +30)Im| — (5-2.) (1.10)
31 &+ I-nanorod (gi - ge)

elliptical cylinder:

2 _
C. =¥ abhim ACRLY
y) gi—ge)

abs L
8e + ellipticalcylinder (

avendo posto:
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1
10V2|1-— |z
5
Lcube = |
Lnanorod =1- 1
3
1+ 5
=)
a, +—
4
1 h 1
I—ellipticalcylinder =-11- ‘B -1 (111)

bY

Usando i modelli analitici proposti e possibile calcolare analiticamente la
lunghezza d’onda di risonanza di tali strutture.

I modelli sono stati validati confrontando i risultati, per diverse configurazioni dei
parametri geometrici, con i valori ottenuti con simulazioni numeriche (software
CST) e valori sperimentali presenti nella letteratura tecnica [17,18].

| risultati ottenuti sono riportati nella Tabella 1.1 in cui e indicato il grado di
concordanza tra i risultati in termini di errore relativo riscontrato tra i modelli
proposti, le simulazioni numeriche e le misure sperimentali.

L’errore relativo tra il modello sviluppato ed i risultati delle simulazioni numeriche

(error

analytical —numerical

) e tra il modello e le misure sperimental (erroranalyﬁcal_expe,imemal) e

stato calcolato attraverso le seguenti espressioni:

error _ ﬂ’analytical _ﬁ’numerical
analytical-numerical ~— ﬂ,
numerical
rror _ ﬂ’analytical _/’Lexperimental (1'12)
€rro analytical-experimental — )
experimental
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Tabella 1.1: Comparazione della lunghezza d’'onda di risonanza per le diverse tipologie di nanoparticelle [1] .

Nanoparticle Size Resonant wavelength Analytical - Analytical-
geometry (nm) (A [nm]) numerical experimental
Analytical Numerical Experimental error error
values values values (%) (%)
[20-22]
Cube 1=30 510 570 532 10.53 413
1=40 530 580 537 8.62 1.30
1=55 560 595 547 5.88 2.38
1=70 590 610 575 3.28 2.61
Nanorod h=46 700 637 690 9.89 1.45
t=20.7
h=61 740 703 760 5.26 2.63
t=21.5
h=75 810 772 820 492 1.22
t=22.4
h=89 900 853 890 5.51 112
t=22.2
h=108 980 945 980 3.70 0
t=22.8
Elliptical h=20 620 633 600 2.05 3.33
cylinder a=b=74
h=20 660 669 640 1.34 3.12
a=h=92
h=20 690 718 660 3.90 455
a=bh=113
h=20 740 776 710 4,63 4.22
a=h=137

In Figura 1.4 vengono riportati gli spettri di assorbimento delle nanoparticelle
confrontando i risultati dei modelli analitici con le simulazioni di tipo numerico. In
particolare in Figura 1.4(a) vengono riportati i risultati relativi alla tipologia
‘nanocube”, in Figura 1.4(b) “nanorod” ed in Figura 1.4 (c) “elliptical
nanocylinder”.

Si puo osservare confrontando i grafici il buon grado di concordanza delle misure

per le diverse tipologie di nanoaprticelle.
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Absorption cross-section spectra
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Figura 1.4: Spettri di assorbimento per nanoparticelle delle seguenti tipologie:

(a) nanocubue; (b) naorod; (c) ellyptical cylinder [1].
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Ulteriori modelli elettromagnetici sono stati proposti per nanoparticelle di forma

ellissoidale in [19] e di formica conica [20].

k'E k‘u
(a) (b)

Figura 1.5: Geometria delle nanoparticelle d’oro: (a) tipologia ellissoidale considerate in [19] (b) tipologia conica [20]

con indicata la polarizzazione del campo elettromagnetico incidente.

Seguendo la metodologia esposta, sono state ricavate le seguenti espressione per

lo spettro di estinzione e di assorbimento delle stesse:

ellissoidale :

_2r —(4n (&-&)
C.s _TEK?abcjlm (Lt

ri—axial (gi — & ) + ge)

C =@(%abcj Abs (6= 2)

- 67 ( I-tri—axial (gi — & ) T & )
nanoconi :
2 -
Cabs:knha Se (gi Se)
3 € + Lcone (Si -&¢ )

2

nha’
k4[ 3 jge(gi'ge)

B 6n 8e+Lcone (Si'ge)

sca

(1.13)

avendo posto:
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7

= |1
L[I’I—aXIa| 272_

T

2 2\2
\/4b ige) e

(1.14)

Anche in questo caso i modelli sono stati validati confrontando i risultati, per
diverse configurazioni dei parametri geometrici, con i valori ottenuti attraverso
simulazioni numeriche e valori sperimentali presenti nella letteratura tecnica.

| risultati ottenuti sono riportati nelle Tabelle 1.2 e 1.3, in cui é indicato il grado di
concordanza tra i risultati in termini di errore relativo riscontrato tra i modelli
proposti, le simulazioni numeriche e le misure sperimentali, rispettivamente per le

nanoparticelle di tipologia ellissoidale e conica.

Tabella 1.2 : Comparazione della lunghezza d’onda di risonanza per la nanoparticella di tipologia ellissoidale ottenuta

con il modello analitico, risultati numerici e valori sperimentali riportati nella letteratura tecnica (b=55nm c=50nm) [19].

Size Resonant wavelength Analytical -numerical Analytical -experimental
[nm] (A [nm]) error error
Analytical Numerical Experimental (%) (%)

values values values ﬁ'analytical - lnumerical ﬂ’analyiical - ﬂ’experimental

[20] ﬂ’numerical ﬂ’experimental
a=120 625 634 640 142 2.34
a=130 660 674 650 2.10 1.54
a=150 740 760 740 2.63 0

a=180 870 880 850 4.66 3.53
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Tabella 1.3 : Comparazione della lunghezza d’onda di risonanza per la nanoparticella di tipologia conica ottenuta con il

modello analitico, risultati numerici e valori sperimentali riportati nella letteratura tecnica [20].

Resonant wavelength (A [nm])
Particle Size[nm] Analytical Numerical Experimental Ean(%) Eae(%0)
values values Values [15 e 27
conical]
a=45, h=25 540 570 550 5.263 1.818
gold a=45, h=50 560 590 570 5.085 1.754
a=45, h=100 620 650 610 4.615 1.639
a=28, h=93 650 670 650 2.985 0
silver a=46, h=100 580 600 586 3.333 1.024
a=70, h=115 582 610 588 4.590 1.020

1.1.2 BOUNDARY ELEMENT METHOD APPROACH

Quando le dimensioni delle strutture sono molto piu piccole della lunghezza
d’onda della radiazione incidente & possibile utilizzare I'approssimazione quasi —
statica. Il campo elettrico pud allora essere espresso attraverso il potenziale
scalare utilizzando la permittivita elettrica complessa funzione della frequenza
g(w) .

Infatti partendo dalle equazioni di Maxwell scritte nel dominio della frequenza, si

ha:
V-D=p (1.15)
V-B=0 (1.16)
VXE=—jwB (1.17)
VXH=jwD+] (1.18)
Tenendo presente:
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D = ¢(w)E (1.19)
B = u,H (1.20)

'equazione 1.17, per la 1.20 puo essere riscritta come:
VXE = —jowu,H (1.21)

La determinazione del campo €& resa piu agevole dall’introduzione di funzioni

potenziali, cioé di funzioni da cui il campo puo dedursi con operazioni di

derivazione. Prendendo la divergenza di ambo i membri della 1.21 si ottiene:
V-H=0 (1.22)

da cui si deduce:
H=VxA (1.23)

dove A prende il nome di potenziale vettore. La 1.21 tenuto conto della 1.23
diviene:
VXE=VX(—jouyA) (1.24)

Poiché due vettori che hanno lo stesso rotore possono differire solo per il
gradiente di una funzione scalare, si puo scrivere:
E=—jou,A—Vep (1.25)

¢ € una funzione scalare arbitraria che prende il nome di potenziale scalare.
La 1.23 e la 1.25 permettono di calcolare il campo elettromagnetico una volta note
le funzioni A e ¢. E’ necessario determinare I'equazioni che le due funzioni
devono soddisfare. Effettuando la divergenza di ambo i membri della 1.25 si
ottiene:

V-E=—jouy(V-A) — V2¢p (1.26)

Rammentando che del vettore A sono stati scelti solo i vortici e resta arbitraria la
sua divergenza, in virtu della condizione di Lorenz si puo assumere:
V-A=—jwe(w)p (1.27)

Nanoparticelle e metasuperfici microstrutturate per applicazioni bioelettromagnetiche

Docenti-guida: ~ Prof. Alessandro Toscano, Dottorando: Ing. Renato lovine
Prof. Lucio Vegni



27

Tesi di dottorato in Ingegneria - Sezione di Ingegneria dell'Elettronica Biomedica, dell'Elettromagnetismo e delle Telecomunicazioni
Universita degli Studi di Roma Tre

Capitolo primo

Tenendo conto che per le 1.15 e 1.19 si ha V- E = —*— sostituendo la 1.27 nella

g(w)

1.26 si ha:

V2 + wippe(w)p = — 8(‘;) (1.28)
Ponendo k? = —w?uye(w) 'equazione 1.28 diviene:

20 24 __P

R (1.29)
e I'equazione 1.25 assume la forma:

E=j— _A—Vo (1.30)

we(w)

Considerando che le nanoparticelle sono molto piu piccole della lunghezza d’onda
del campo ottico incidente e lecito assumere che gli elettroni di conduzione della
nanoparticella vedano lo stesso valore di campo in un determinato istante di
tempo t.
In tali circostanze I'espressione 1.29 diviene:

V2 = —-F (1.31)

e I'espressione 1.30 assume la seguente forma:
E=-V¢ (1.32)

La soluzione dellequazione di Poisson 1.31 quando la densita di carica €
rappresentata dalla funzione di Dirac, con opportune condizioni al contorno, & data

dalla funzione di Green.

VG (r—r') = - 2= (1.33)

s(w)

La funzione di Green per lo spazio libero risulta:

Gr-r)=——— (1.34)

41 g(w)|r-r'|
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Se il mezzo non € omogeneo, si consideri il caso di una particella nanocube
(Figura 1.6), questa equazione ancora soddisfa in ciascuna regione del mezzo
'equazione di Laplace, tuttavia, bisogna soddisfare le condizioni al contorno.
L’idea del metodo BEM (Boundary Element Method) & quella di determinare una
distribuzione di carica artificiale al confine tra i due mezzi in modo da soddisfare le

condizioni al contorno [21].

)4

Figura 1.6: Mezzo non omogeneo in cui le due regioni di discontinuita (indicate come mezzo 1 e mezzo2) sono separate da

una superficie caratterizzata da una distribuzione di carica o [22]

Imponendo le condizioni al contorno in questo scenario secondo |'approccio
riportato in [23] é possibile valutare il potenziale scalare del mezzo non omogeneo

attraverso la seguente espressione:

p(r)= a!/Gj (r-s')o; (s')ds’+_|'Gj (r—r")p(r)dr’ (1.35)

dove o rappresenta la distribuzione di carica alla frontiera di discontinuita (5V)
determinata dalla condizione di continuita della componente tangenziale del
campo elettrico e della componente normale del vettore di spostamento elettrico,
s'indica il vettore posizione della carica artificiale alla frontiera di discontinuita

(8V).
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L’espressione 1.35 pud essere convertita da un’espressione integrale ad una
sommatoria discreta [24]. In particolare, € possibile discretizzare il contorno della
superficie in piccoli elementi j e per ogni valore dell'indice corrente si assume che
la carica superficiale sia localizzata al centro dell’elemento di superficie. In questo
modo e possibile valutare numericamente la distribuzione di carica o a partire
dalla conoscenza del campo incidente e conseguenzialmente determinare la
distribuzione di campo elettrico e gli spettri di assorbimento ed estinzione della

nanoparticella.

Nel lavoro [22] é stata considerata una nanoparticella di tipologia nanocube per
cui sono stati confrontati i risultati ottenuti confrontando I'approccio di tipo BEM
con le simulazioni di tipo full-wave per la determinazione dello spettro di
estinzione. Si puo osservare (Figura 1.7) come la lunghezza d’onda di risonanza,
ricavata con entrambi gli approcci sia del tutto similare. Le differenze in ampiezza
possono essere associata alla differente discretizzazione (tra i due apprrocci) dei

punti spigolosi della nanoparticella.
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Figura 1.7: Spettri di estinzione valutati con I'approccio di tipo BEM e attraverso simulazioni numeriche di tipo full-wave per
nanocube con (l :50nm).

E’ stata altresi valutata la distribuzione di campo elettrico alla lunghezza d’onda di

risonanza (Figura 1.8).

Nanoparticelle e metasuperfici microstrutturate per applicazioni bioelettromagnetiche

Docenti-guida: ~ Prof. Alessandro Toscano, Dottorando: Ing. Renato lovine
Prof. Lucio Vegni



30

A

Tesi di dottorato in Ingegneria - Sezione di Ingegneria dell'Elettronica Biomedica, dell'Elettromagnetismo e delle Telecomunicazioni
Universita degli Studi di Roma Tre

Capitolo primo

Vim

3.5
2.8
2.1
1.4
0.7

TH
Jg #=F

Figura 1.8: Distribuzione locale del campo elettrico per una nanoparticella nanocube (I = 50nm).

L’ampiezza incidente del campo elettrico ha valore di 1 V/m.

In figura 1.8 si evince chiaramente la distribuzione dipolare delle cariche in

accordo all’'approccio quasi-statico operato.

1.2 APPLICAZIONI BIOELETTROMAGNETICHE PER IL
RILEVAMENTO DI TESSUTI E COMPOSTI ORGANICI

Una delle prospettive offerte dalle nuove tecniche di nanolitografia & la possibilita
di riuscire a sintetizzare nanoparticelle disponendole, con elevata risoluzione
spaziale, in maniera ordinata (matrice bidimensionale) su un substrato di silicio
[25]. Cio rende possibile e di grande interesse la possibilita di utilizzare tali
dispositivi come sensori bioelettromagnetici [26].

Infatti & ben noto [26], come cambiamenti del’ambiente dielettrico circostante la
nanoparticella comportino la variazione della lunghezza d’onda di risonanza della
stessa.

La letteratura tecnica riporta una serie di misurazioni che evidenziano come a
variazione dei parametri dielettrici (indice di rifrazione) di un campione in esame
possano corrispondere diverse concentrazioni di un determinato composto in
soluzione acquosa [27] oppure possano essere identificate diverse condizioni di

un tessuto [28].
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Si pud quindi ipotizzare uno schema (Figura 1.9) in cui la radiazione
elettromagnetica interagisce con il sensore (costituito da una matrice di
nanoparticelle su substrato dielettrico, riportato in grigio) posto a diretto contatto

con il campione sotto esame (riportato in verde).

LSPR

EM Source Sensor
+

Sample

Detector

Figura 1.9: Schema del processo di biorilevamento di un campione.

In tali condizioni operative la risposta elettromagnetica, intesa come spettro di
estinzione della radiazione, mostra una risposta differenziale al variare delle
caratteristiche dielettriche del mezzo sotto esame a cui possono essere correlate
differenti informazioni dal punto di vista biologico.

Poiché le variazioni dei parametri dielettrici di tessuti e composti organici sono
molto piccole, l'obiettivo dell'attivita di ricerca & stato quello di studiare e
progettare dispositivi che permettano la massimizzazione della sensibilita

sfruttando diversi meccanismi di intensificazione del fenomeno risonante.

1.2.1 NANOPARTICELLE NON SFERICHE E PRESTAZIONI DI SENSIBILITA’

Dal punto di vista bioelettromagnetico una delle possibilita per il rilevamento di
tessuti e composti organici utilizzando nanoparticelle € quello di sfruttare la
variazione della lunghezza d’'onda di risonanza al variare dell'indice di rifrazione
del mezzo che circonda la particella stessa. A tal fine si definisce un parametro
estremamente importante denominato sensibilita. La sensibilita viene espressa

come la variazione della lunghezza d’onda di risonanza (AA) corrispondente ad
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una variazione (An) dellindice di rifrazione del mezzo circostante secondo la
seguente formula:

544 (1.36)

An

ed e dimensionalmente espressa in nm/RIU (Refractive Index Unit).
E’ evidente che a valori di sensibilita elevati corrisponde la possibilita di riuscire a
discriminare due linee spettrali per piccole variazioni dell’indice di rifrazione del
mezzo circostante. Questa caratteristica € molto importante in quanto dal punto di
vista biologico diversi stadi di un tessuto e/o concentrazione di composti organici
si riflettono in piccole differenze del valore dell’indice di rifrazione.
Si puo quindi pensare, che dispositivi diagnostici ultrasensibili (che richiedono dei
campioni biologici dalle dimensioni estremamente ridotte nm) possano utilizzare la
variazione della lunghezza d’onda di risonanza delle nanoparticelle (a contatto con
campioni organici) come parametro di biorilevamento.
Uno dei parametri importanti che influenza la sensibilita delle nanoparticelle é
proprio la forma geometrica delle stesse. In [1,29] sono state confrontate
nanoparticelle di diversa tipologia (nanocube, elliptical cylinder e nanorod) da cui &
emerso come il tipo nanorod risulti altamente sensibile [Tabella 1.4].

Tabella 1.4: Comparazione della sensibilita valutata attraverso modelli analitici, risultati numerici e valori sperimentali [1]

Nanoparticles Sensitivity
(nm/RIV)
Analytical | Numerical sensitivity | Experimental sensitivity
sensitivity
Cube 220 194 165
Elliptical 300 281 327
cylinder
Nanorod 660 490 650

Ulteriori analisi di sensibilita sono state condotte su nanoparticelle di forma
ellissoidale [19] e conica [20]. La sensibilita e stata valutata per variazioni di indice
di rifrazione compre tra 1 e 3 (tipici valori assunti dai composti in/organici e
tessuti). In Figure 1.10 e 1.11 vengono riportati esempi relativi ai risultati di

sensibilita per nanoparticelle rispettivamente di forma ellissoidale e conica.
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Figura 1.10: Variazione della lunghezza d’onda di risonanza in funzione delle variazioni di indice di rifrazione del mezzo

circostante la nanoparticella di forma ellissoidale [19]. La sensibilita € pari a 450nm/RIU avendo assunto a=63nm;

b=c=13nm.
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Figura 1.11: Variazione della lunghezza d’onda di risonanza in funzione delle variazioni di indice di rifrazione del mezzo

circostante la nanopatrticella di forma conica [20]. La sensibilita & pari a 273nm/RIU avendo assunto a=h=20nm.

Si pud osservare la linearita della risposta elettromagnetica nell’intervallo di
interesse per entrambe le tipologie di nanopatrticelle.
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1.2.2 MECCANISMI DI INTENSIFICAZIONE DELLA RISPOSTA
ELETTROMAGNETICA PER APPLICAZIONI DI BIORILEVAMENTO

Uno degli aspetti piu importanti per le applicazioni biomedicali basate su
nanoparticelle € la massimizzazione della sensibilita delle stesse alle variazioni
delle caratteristiche del mezzo circostante che possono corrispondere a diverse
caratteristiche del composto con cui sono a contatto. Per tale fine, nello sviluppo
delle ricerche, sono state studiate e progettate diverse soluzione tecnologiche in
grado di sfruttare diversi meccanismi di intensificazione della risposta

elettromagnetica [26] ed in particolare sono state proposte:

e piattaforme basate sull’accoppiamento di nanoparticelle;
e piattaforme basate su nanoparticelle multi-strato;

e piattaforme basate su nanoparticelle multi-risonanti.

Ciascuna di queste soluzioni tecnologiche sono oggetto dei successivi paragrafi.

1.2.2.1 PIATTAFORME BASATE SULL’ACCOPPIAMENTO DI
NANOPARTICELLE

In [30] & stato proposto un dispositivo costituito da una catena lineare di
nanoparticelle di forma cubica risonante nello spettro della radiazione

elettromagnetica Visibile (Figura 1.12).

Figura 1.12: Geometria della catena lineare di nanocube deposte su substato di silicio con a=500nm, b=100nm, I=50nm,

1/8<d<l, spessore silicio=20nm.
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E’ stata studiata la risposta spettrale al variare della distanza interparticellare
(L/8<d<L) mantenendo fissa la dimensione dei nanocube (L=50nm). | risultati
ottenuti sono osservabili in Figura 1.13 in cui si evince una magnificazione dello
spettro di estinzione (somma dei contributi di diffusione e assorbimento) per

distanze interparticellari ridotte.
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Figura 1.13: Spettro di estinzione della catena lineare di nanocube al variare della distanza interparticellare d.

Per descrivere analiticamente questa intensificazione dello spettro € stata
sviluppata a partire dalle analisi riportate in [31] la seguente formula:

2z
7r| .r

.T(H’@:Z ai+ZCik Ha (1.37)

ki

dove a, e il coefficiente di eccitazione del singolo elemento della catena e c,

rappresenta il coefficiente di accoppiamento tra I'i-esimo e il k-esimo elemento
della catena. Tale coefficiente dipedende dalla distanza tra le particelle. In
particolare esiste una proporzionalita inversa tra la distanza delle particelle e il

coefficiente c, che spiega i risultati numerici riportati in Figura 1.13.
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Ulteriori approfondimenti su tale dispositivo sono stati riportati in [22]. Infatti si
osservato che, variando la spaziatura degli elementi che compongono la catena, il
dispositivo si presta sia ad applicazioni di tipo medico che optoelettroniche (ad
esempio per celle solari). In particolare & stato valutato il relativo contributo di
assorbimento e diffusione per diverse distanze interparticellari, come riportato

nella tabella a seguire:

Tabella 1.5: Efficienza di difussione ed assorbimento al variare della distanza interparticellare [22].

Inter-particle Scattering Absorption
distance efficiency efficiency
1/8 0.83 0.17
1/4 0.76 0.24
1/2 0.61 0.39
I 0.43 0.57

Dai risultati si pud osservare che per distanze interparticellari comparabili con la
dimensione dei nanocube stessi il contributo di assorbimento e prevalente rispetto
a quello di diffusione (Figura 1.14 A) e cio puo essere di grande interesse per la
realizzazione di layer ad esempio per celle solari mentre per distanze
interparticellari ridotte il contributo prevalente & quello di diffusione (Figura 1.14 B)
e ci0o puo essere sfruttato per il progetto di sensori di biorilevamento. In tali
applicazioni si preferisce ridurre I'assorbimento che, essendo responsabile del
surriscaldamento delle strutture, pud innescare errori di misura e/o degradare il
campione biologico.

Le relative distribuzioni di campo elettrico (Figura 1.14 C-D) ottenute per le
differenti distanze interparticellari confermano il maggior confinamento di campo

per d=L e una sua maggiore diffusione per d=L/8.
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Figura 1.14: Spettro di assorbimento e diffusione della catena lineare di hanocube con relativo monitor di campo
rispettivamente per: A-C) d=I=50nm; B-D) d=I/8.

Per applicazioni bioelettromagnetiche del dispositivo si considera lo schema
riportato in Figura 1.9 in cui si suppone il dispositivo in diretto contatto con il
campione biologico. Nelle simulazioni elettromagnetiche, per il campione biologico
sono stati assunti valori presenti nella letteratura tecnica relative a misure su

tessuto mammario adiposo e neoplastico di ratti riportate in [28] che risultano:

Tabella 1.6: Valori medi di indice di rifrazione ricavati per differenti tessuti mammari di ratti [28].

Tissue type Refractive index

(mean value)
Tumor 1.39

Adipose 1.467
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Lo spettro di estinzione ricavato con i diversi valori dell’indice di rifrazione

corrispondenti ai due diversi tipi di tessuto sono riportati in Figura 1.15.
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Figure 1.15: Spettro di estinzione del dispositivo costituito dalla catena lineare di nanocube per tessuto mammario

neoplastico (RI :1_39) e tessuto adiposo(RI :1_467) [22].

Un altro studio ha riguardato il progetto di un array planare di nanoparticelle di
tipologia nanorod [32]. La cella unitaria del sensore € riportata in Figura 1.16.

H

Figura 1.16: Cella unitaria del sensore costituita da un array planare di nanoapatrticelle ti tipo nanorod [3].
Considerando lo schema riportato in Figura 1.9, si € supposto il campione in
esame costituito da differenti concentrazioni di glucosio in soluzione acquosa in
accordo ai valori misurati riportati in [27].

Lo spettro di diffusione ricavato con i diversi valori dell’indice di rifrazione

corrispondente a differenti concentrazioni di glucosio sono riportati in Figura 1.17.
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Figura 1.17: Spettro di diffusione valutato per differenti concentrazioni di glucosio.

In un ulteriore approfondimento su array di nanoparticelle di forma conica in [20] €
stato riportata la possibilita di utilizzare tale dispositivo per il rilevamento di
modifiche relative alla conformazione geometrica di globuli rossi (corrispondenti a

diversi patologie del sangue) ottenendo i risultati riportati in Figura 1.18.
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Figura 1.18: Spettro di diffusione per differenti cambiamenti strutturale dei globuli rossi [15].

Nella continua ricerca di strumenti diagnostici ultra-sensibili per il rilevamento di
composti organici, in [33] & stato proposto un sensore basato su nanoparticelle
biconiche per il rilevamento della concentrazione di emoglobina in soluzione
liquida (Figura 1.19). L'emoglobina & una proteina contenente quattro atomi di
ferro, fondamentali per il trasporto dell'ossigeno dai polmoni ai vari tessuti

corporei. La stessa molecola, inoltre, si fa carico di veicolare una parte
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dell'anidride carbonica dai tessuti che I'hanno prodotta ai polmoni. Valori alti e
bassi rispetto alla norma di tale proteina si proiettano in valori alti e bassi
dellematocrito che possono essere molto pericolosi: valori elevati sono associati
ad un sangue troppo denso e che di conseguenza incontra maggiori difficolta nel
suo percorso. Il cuore, in tali condizioni, deve quindi contrarsi con forza maggiore
per vincere le resistenze periferiche ed imprimere al sangue una notevole
pressione. Per questo motivo un ematocrito troppo alto puo peggiorare patologie
cardiache preesistenti e vincere la resistenza dei vasi causando, per esempio, una
pericolosissima emorragia cerebrale. Un elevato ematocrito favorisce anche la
formazione di coaguli di sangue (trombi), che possono andare ad occludere vasi
importanti, con tutte le conseguenze negative del caso (infarto e ictus nei casi piu
gravi). Al contempo un basso valore di ematocrito puo portare pallore, debolezza,

cefalea, diminuzione della vista, malessere e facile affaticamento.
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Figura 1.19: Geometria della nanoparticella biconica con r;=40nm; r,=25nm; d=10nm; h=40nm ; distribuzione di campo elettrico alla
pulsazione di risonanza; spettro di estinzione per differenti concentrazioni di emoglobina in soluzione liquida.
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Altri sforzi di ricerca hanno riguardato il progetto di una piattaforma in grado di
valutare I'accrescimento di colesterolo presente sulla membrana cellulare che é un
indice di pre-cancerogenesi. Tuttavia la permettivita dielettrica della membrana
cellulare mostra solo minimali variazioni al variare delle quantita di colesterolo
presenti. Si & reso necessario quindi lo sviluppo di una piattaforma ultra-sensibile
in questo caso costituita da una catena lineare di nanoparticelle biconiche [34] la
cui geometria € riportata in Figura 1.20A. La distribuzione di campo elettrica
ottenuta alla frequenza di risonanza (Figura 1.20B) mostra come vi sia un effetto
di mutuo accoppiamento tra le nanoparticelle che ha reso possibile il rilevamento
di modestissime variazioni nel contenuto cellulare del colesterolo (Figura 1.20C).

E [Vim]

Chciestorc! concentation
- = 0.05%
oy | -w02%%

Figura 1.20: A) Geometria della catena lineare di nanoparticelle biconiche con a=290nm; b=240nm; r;=80nm; r,=25nm;
h=40nm; B) distribuzione del campo elettrico alla frequenza di risonanza con ampiezza del campo incidente di 1V/m;
C) spettro di estinzione del sensore per differenti concentrazioni di colesterolo della membrana lipidica.
Altresi, in [35] é stata studiata la possibilita di utilizzare un array planare di
nanoparticelle di forma ottagonale per rilevare differenti tipi di tessuti mediante

misure di indice di rifrazione (Figura 1.21).
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Figura 1.21: Schematizzazione del sensore con a=b=1800nm; I=100nm; d=290nm.

Il sensore si @ dimostrato idoneo a discriminare con sufficiente risoluzione due

tessuti differenti (adiposo e neoplastico) come riportato nello spettro di estinzione

di Figura 1.22.
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Figura 1.22: Spettro di estinzione del dispositivo costituito da una matrice di nanoparticelle di forma ottogonale per tessuto
mammario neoplastico (RI = 1_39) e tessuto adiposo(RI :1_467) di ratto [35].

Allo scopo di massimizzare la sensibilita dei sensori, parametro essenziale per il
biorilevamento, in [36] e stato proposto un sensore plasmonico costituito da

nanoparticelle di tipologia diverse in grado di operare con due differenti
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by

polarizzazioni del campo incidente. Il sensore e costituito da nanocilindri in

configurazione ad X con quattro nanolune come rappresentato in Figura 1.23.

Figura 1.23: Piattaforma di rilevamento con a=b=400nm; c=120nm; d=20nm; e=100 nm; raggio nanocilindro=10nm;
lunghezza nanocilindro=100nm; spessore nanolune=60nm.

Le distribuzioni di campo elettrico ottenute alle lunghezza d’onda di risonanza per

le due polarizzazioni di interesse sono riportate in Figura 1.24.
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Figura 1.24: Distribuzione di campo elettrico sulla superficie del sensore alla lunghezza d’onda di risonanza per due

differenti polarizzazioni del campo incidente (a-b). L’ampiezza del campo elettrico incidente € di 1V/m.

| risultati di sensibilita riportati in [36] mostrano come la configurazione di Figura
1.24 (b) permetta di raggiungere una sensibilita di 636nm/RIU rispetto alla

configurazione di Figura 1.24 (a) in cui si ottiene il valore di 285nm/RIU. Il maggior
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valore di sensibilitd e stato associato alla forte intensificazione del campo elettrico
tra i punti angolosi delle nanolune.

Approfondendo I'analisi di tali strutture che permettono un’elevata focalizzazione
del campo elettromagnetico incidente e stata proposta in [37] una configurazione
costituita da una nanosfera e due nanolune. Lo scopo e stato quello di combinare
'elevata sensibilita ottenuta nello schema precedente con una geometria le cui
prestazioni siano piu indipendenti dalla polarizzazione del campo incidente. |
risultati ottenuti in termini di distribuzione di campo elettrico alla lunghezza d’onda
di risonanza e spettro di estinzione per due differenti tipologie di tessuto sono

riportati Figura 1.25.
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Figura 1.25: Geometria, distribuzione del campo elettrico e spettro di estinzione del sensore ricavato per tessuto mammario
neoplastico (RI = 1_39) e tessuto adiposo(RI :1_467) di ratto [37].

Gli ulteriori sviluppi delle tecniche di sintesi delle nanoparticelle hanno spinto le
attivita di ricerca verso lo studio di nanoparticelle multi-strato per verificare la
possibilita d'impiego per migliorare la sensibilita delle piattaforme di
biorilevamento.

Nel paragrafo che segue vengono riportati i risultati di ricerca in quest’ambito
ferma restando la possibilita di combinare nanoparticelle multi-strato nelle stesse

configurazioni ad accoppiamento fin qui proposte.
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1.2.2.2 PIATTAFORME BASATE SU NANOPARTICELLE MULTI-
STRATO

Le attivita di ricerca relative allo studio di piattaforme basate su nanoparticelle
multi-strato hanno riguardato lo studio numerico e lo sviluppo di diversi modelli
elettromagnetici per diverse tipologie di nanoparticelle.

Nel primo lavoro sviluppato e presentato in [38] & stata studiata una nanoparticella
in configurazione tipo core-shell dalla geometria cilindrica con un nucleo dielettrico

di silicio e un rivestimento in oro. La struttura della nanoparticella € riportata in

Figura 1.26.
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Figura 1.26: Geometria della nanoparticella cilindrica multi-strato.

Per la nanoparticella multi-strato cilindrica sono stati valutati i valori di sensibilita
medi al variare delle dimensioni del core mantanendo costante il volume della
nanoparticella.

Ay
| valore medi di sensibilitd sono calcolati come % essendo m il numero di

rapporti % calcolati nell’intervallo 1<n<1.6.
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| risultati ottenuti sono riportati nella Tabella 1.7 da cui si pud osservare un

evidente incremento della sensibilita allaumentare del volume del core dielettrico.

Tabella 1.7: Lunghezza d’onda di risonanza e valore di sensibilita medio per la nanoparticella multi-strato cilindrica al

variare delle dimensioni del core mantenendo costante il volume con I'indice di rifrazione variabile nel range 1<n<1.6.

Geometrical parameters: Resonant wavelength Mean Sensitivity Values
1=200nm; t;=15nm; [nm] [nm/RIU]
fp=50nm; £,=30nm. n=1 |n=12 | n=14 | n=16
r.=30nm; t;=10nm. 626 659 716 772 243
r.=35nm; t;=10nm. 634 677 738 797 271
r.=45nm; t;=10nm. 642 696 749 810 280
r.=30nm; t;=15nm. 642 677 738 797 258
r.=30nm; t;=20nm. 668 716 772 838 283
r.=30nm; t;=25nm. 706 761 838 899 321

I monitor di campo elettrico sulla superficie della nanoparticella confermano una
piu intensa e uniforme distribuzione per la nanoparticella multi-strato (Figura
1.27b) rispetto al singolo strato (Figura 1.27) a parita di volume.

Vim
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E

Figura 1.27: Distribuzione di campo elettrico sulla superficie della nanoparticella per (a) singolo strato e (b) multi-strato.
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Sfruttando il meccanismo di intensificazione relativo all’'accoppiamento tra
nanoparticelle & stato proposto un array costituito da quattro nanoparticelle multi-

strato cilindriche disposte come riportato in Figura 1.28.

Ja

k

Figura 1.28: Piattaforma di biorilevamento costituita da quattro nanoparticelle multi-strato cilindriche.

E’ stato valutato come il variare della distanza inter-particellare incida sulle

prestazioni di sensibilita. | risultati sono riportati in Tabella 1.8.

Tabella 1.8: Lunghezza d’onda di risonanza e valore di sensibilita medio al variare della distanza inter-particellare per la

piattaforma riportata in Figura 1.28 con l'indice di rifrazione variabile nel range 1<n<1.6.

Geometrical parameters: Resonant wavelength Mean Sensitivity Values
I=400nm; t;=15nm; [nm] [nm/RIU]
::’:25;)::: tZC: 3300n”r$’_ n=1 |n=12 | n=14 | n=16

d=5nm 838 933 1031 | 1150 520
d=10nm 797 883 989 1075 463
d=15nm 785 867 951 1030 408
d=20nm 780 852 916 1009 381
d=25nm 772 838 899 989 361
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Considerando la configurazione con la distanza inter-particellare pari a d=5nm che
permette di ottenere un valore di sensibilita pari a 520nm/RIU ¢ stata proposta una
possibile applicazione per la misurazione del quantitativo di glicerolo in soluzione.
Tali misure di concentrazioni sono importanti sia per applicazioni biomedicali che
industriali. Dal punto di vista biomedico quantita di glicerolo nel sangue
permettono di dedurre particolari informazioni sui meccanismi di metabolismo dei
grassi [39]; al contempo in un contesto industriale la misurazione del glicerolo nei
biocarburanti € importantissima in quanto inficia negativamente le prestazioni dei
motori.

La risposta elettromagnetica del sensore per differenti concentrazioni di glicerolo

in soluzione liquida sono riportate in Figura 1.29.
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Figural.29: Spettro di estinzione del sensore per la valutazione di differenti concentrazioni di glicerolo in soluzione liquida.

| risultati ottenuti mostrano come sia possibile ottenere una risposta differenziale
del sensore sebbene le variazioni dellindice di rifrazione per le diverse

concentrazioni del glicerolo siano modeste.

Ulteriori studi sono stati condotti su nanoparticelle multi-strato di tipo nanorod. In
questo contesto in [40] e stata proposta la nanoparticella nanorod in
configurazione core-shell con un nucleo dielettrico di silicio e un rivestimento in

oro come rappresentato in Figura 1.30. In questo caso vista la asimmetria della
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struttura €& stata studiata la risposta elettromagnetica per due differenti
polarizzazioni del campo incidente, ovvero nella configurazione con il campo
elettrico oscillante parallelamente all’asse principale del nanorod (Figura 1.30 a) e
in quella con il campo elettrico oscillante parallelamente all’asse trasversale della

particella (Figura 1.30 b).

b E H
k H k E
(a) (b)

Figura 1.30: Geometria della nanoparticella nanorod multi-strato con (a) il campo elettrico oscillante parallelamente all’asse

principale e (b) con il campo elettrico oscillante parallelamente all’asse trasversale della particella.

E' stata studiata dal punto di vista numerico linterazione tra la radiazione
elettromagnetica e la particella stessa al variare dello spessore t relativo al
rivestimento in oro. Si pud osservare (Figura 1.31) come variando lo spessore del
rivestimento d’oro si riesca a progettare la lunghezza d’onda di risonanza della
nanoparticella nella finestra del Visibile — Vicino Infrarosso. Questa caratteristica
pud essere molto importante per applicazioni biomedicali in-vivo per la
trasparenza dei tessuti alla radiazione in questa piccola finestra spettrale.

Per applicazioni biomedicali € stata valutata la sensibilita per variazioni del mezzo
elettomagnetico circostante con indici di rifrazione compresi tra 1 e 1.6 sia per la
polarizzazione del campo elettrico parallela all’'asse principale della nanoparticella
(Tabella 1.9 — Figura 1.30 a) che per la polarizzazione del campo elettrico

trasversa rispetto all’asse della nanoparticella (Tabella 1.10 - Figura 1.30 b).
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Figura 1.31: Spettro di estinzione della nanoparticella multi-strato nanorod per diversi valori del parametro 5nm<t<1lnm

e con a=80nm; b=40nm.

Tabella 1.9: Lunghezza d’oda di risonanza e valore di sensibilita medio per nanoparticella nanorod multistrato con
dimensioni a=80nm; b=40nm; 5<t<11 e t->b/2 per la polarizzazioni del campo incidente riportata in Figura 1.29 (a) con

I'indice di rifrazione del mezzo circostante variabile tra 1 e 1.6.

Resonant wavelength Mean

Shell thickness A [nm] Sensitivity
= = = = Values

n=1|n=12 | n=14 | n=1.6 [m/RIV]

696 | 785 | 867 | 969 455
642 | 706 | 785 | 867 375
t=9 610 | 668 | 738 | 810 333
t=11 588 | 642 | 706 772 306
Single layer | 562 | 610 668 727 275

t=5
t=7

Tabella 1.10: Lunghezza d’oda di risonanza e valore di sensibilitd medio per nanoparticella nanorod multistrato con
dimensioni a=80nm; b=40nm; 5<t<11 e t->b/2 per la polarizzazioni del campo incidente riportata in Figura 1.29 (b) con

I'indice di rifrazione del mezzo circostante variabile tra 1 e 1.6.

Resonant wavelength Mean

Shell thickness A [nm] Sensitivity
- - — — Values

n=1|n=12 | n=14 | n=1.6 [m/RIV]

634 | 668 706 749 185
581 | 610 634 668 145
556 | 575 595 626 116
t=11 530 | 549 568 595 108
Single layer | 490 | 512 526 543 88

I
LJENIT3,]

t
t
t
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| risultati ottenuti mostrano come la nanoparticella multi-strato si dimostri

estremamente piu sensibile rispetto al classico nanorod (single layer).

by by

Il lavoro é stato oggetto di un ulteriore approfondimento in [41] in cui & stata
sviluppata una modellistica elettromagnetica per la descrizione delle proprieta
ottiche della nanoparticella nanorod di tipo multistrato.

A partire dalle equazioni (1.6 — 1.8) é stata calcolata la componente scalare della
diade di depolarizzazione per entrambi le polarizzazioni considerate e si é valutata

I'espressione della polarizzabilita che risulta essere:

Oy (g€ )(Lig, —(Ly —1)g, ) +B(e,0g, ) (L, ~1)&,-Log, )
Ve, LZB(LZ-I)(sz-al)(sz-sm)-((Ll-l)gz-Llsl)(Lzsz-(Lz-l)sm)

(1.38)

dove B=V1/V,, V; € il volume dell’ i-th strato, & la permittivita dielettrica dell’ i-th
strato, &, la permittivita dielettrica del mezzo circostante ed L; € il fattore di
depolarizzazione dell’ i-th strato, con i=1,2.

| fattori di depolarizzazione (L; ed L) sono stati calcolati ed assumono le seguenti

forme in relazione all’asse di oscillazione del campo incidente:

I‘1Iong ' thrans: (1.39)

I‘Zlong (1.40)
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dove i parametri indicati nelle formule 1.39 — 1.40 hanno il significato di Figura
1.32.

<>
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Figura 1.32: Parametri di progetto della nanoparticella multi-strato di tipo nanorod.

Al fine di verificare il grado di concordanza tra i risultati ottenuti con il modello
proposto, con simulazioni di tipo humerico e con valori di tipo sperimentale estratti
dalla letteratura tecnica, € stata riportata in Tabella 1.11 una comparazione di
risultati in relazione alla capacita di predizione della lunghezza d’onda di risonanza

per differenti valori dei parametri geometrici.

Tabella 1.11: Comparazione della lunghezza d’onda di risonanza ottenuta per differenti configurazioni dei parametri

geometrici tra i risultati del modello analitico, valori numerici e sperimentali riportati in [42].

Resonant wavelength Relative

. A [nm] Error (%)
[Sn'é?] Analvtical | N ical Experimental

nalytica umerica values AN | AE | N-E

values values

[25]

a1=27.5
b,=170 1050 1200 1100 125 | 45 9
t=27.5
61:27.5
b,=170 1200 1250 1150 4 4.3 8.7
t=17
61:27.5
b,=170 1400 1348 1300 38 | 7.7 | 37
t=9.8
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Si puo osservare dalla Tabella 1.11 come vi sia un buon grado di concordanza tra
le misure ed un errore relativo sempre inferiore al 10%. A titolo di esempio, in
Figura 1.33 viene riportata una comparazione relativa allo spettro di estinzione

ottenuto con il modello analitico proposto ed attraverso le simulazioni numeriche.

Extinction Cross-Section Spectra

1.0~ Analytical Model

0.9 —— Numerical Model

0.8
0.7 4
0.6
0.54
0.4+
0.3
0.2+

0.1+

Normalized Extinction Cross-Section Spectrum

0.0 T T T T T T T T T T 1
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Figura 1.33: Spettro di estinzione ottenuto con il modello analitico ed attraverso simulazioni di tipo numerico
con L;=0.034, L,=0.047, 3=0.38, a;=27.5 nm, h;=270 nm, t=27.5 nm.

Le ricerche sulle nanoparticelle multistrato hanno riguardato anche lo studio di
materiali che permettano di massimizzare [linterazione tra il campo
elettromagnetico e 'ambiente dielettrico circostante costituito tipicamente, per le
applicazioni di biorilevamento, dal campione in esame.

Considerando che le tecniche di sintesi di nanoagglomerati si sono evolute
permettendo, allo stato attuale, di sintetizzare strutture di grafene depositate su
substrato di tipo PMMA - PoliMetilMetaAcrilato [43], nel lavoro [44] é stato
condotto uno studio su nanoparticelle multistrato sferica con nucleo in PMMA-
Grafene e rivestimento sottile in oro per verificare il possibile utilizzo ed |l
vantaggio per applicazioni ultra-sensibili. La struttura in esame e riportata in Figura
1.34.
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dparn’cle

Figura 1.34: Geometria della nanoparticella multi-strato sferica.

Per tale struttura e stata valutata la risposta elettromagnetica della particella al
variare delle dimensioni del nucleo in grafene mantenendo fisso il diametro
esterno (Figura 1.35).
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Figura 1.35: Spettro di estinzione per la nanoparticella multi-strato per diverse dimensioni del diametro del nucleo

mantenendo fisso il diametro della particella (dparicie=70).

Si puo osservare (Figura 1.35) che é possibile, per questo tipo di nanoparticella,
ottimizzare la risposta elettromagnetica nella banda di interesse variando i due
gradi di liberta che la struttura offre. E’ stata inoltra valutata la distribuzione di

campo elettrico alla lunghezza d’onda di risonanza dalla quale si puo osservare
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come il campo elettrico sia confinato all’esterno della struttura (Figura 1.36) in
qguanto alle frequenze di interesse il nucleo in grafene ha dei valori di permettivita

dielettrica prossimi a zero (Epsilon Near Zero).

E [V/m]

Figura 1.36: Distribuzione di campo elettrico della particella sferica multistrato alla lunghezza d’onda di risonanza
(627 nm) per dparicle=70NM; dcore=60NM.

La concentrazione del campo elettrico all’esterno della particella permette la
massima interazione del campo elettromagnetico con il mezzo circostante.

Il lavoro é stato oggetto di ulteriore approfondimento in [45] nel quale € stato
sviluppato un modello elettromagnetico che permette di predire la risposta
elettromagnetica di questo tipo di nanoparticella sferica multistrato. A partire dalle
equazioni (1.6 — 1.8) e dagli studi riportati in [14] I'espressione della polarizzabilita

risulta essere:

o —Ve (e,12¢,)(g,-€, ) B(€,-€,)(2g, € )
ayered sphere K 2B(g,-€,)(g,-€,, ) (g, 28, )(e,12¢ )

(1.41)

dove B=dcore/dparicle; V € il volume della particella, & ed & rappresentano le
permittivita dielettrica del materiale costituente rispettivamente il nucleo ed Il
rivestimento della nanoparticella ed &, rappresenta la permittivitd dielettrica del

mezzo circostante.
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Per il caso in esame le proprieta elettromagnetiche dei materiali costituente il
nucleo ed il rivestimento della nanoparticella sono descrivibili mediante la

seguente relazione di tipo Drude:

2

T L (1.42)
bt o’ +jy,® '
2
®
_ p2
s 1.43
278x2" 3 Hiv,0 (1.43)

essendo o=2xf la frequenza angolare del campo incidente (rad/s), ¢, il valore di
permittivita a frequenza infinita, o, la pulsazione di plasma (rad/s), vy, la

frequenza di collisione con i che puo assumere per i vari parametri il valore di 1 o
2 a seconda che si consideri il materiale del nucleo oppure del rivestimento.

In tali condizioni operative inserendo le equazioni 1.42 ed 1.43 nell’espressione
1.41 si ottiene la seguente espressione per la polarizzabilita della nanoparticella

sferica multi-strato:

0=3V.e p (2f2 “€n 28, )(f1 £, te,,6. ) +(Soo2 &, ) ('fl -2 te,,t2e )
282, 35, ) DB e T 50 .49

avendo posto:

2
(O]

fi=—F 22— +f’1
® T)Y,0

2 (1.45)
f=—t
®% +jy,0

| risultati ottenuti con il modello analitico sono stati confrontati con i risultati ottenuti

attraverso le simulazioni numeriche ottenendo lo spettro di Figura 1.37.
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Extinction Cross-Section Spectra

Analytical Model
0.9 Numerical Model

0.8

0.7 4

0.6

0.5

0.4

0.3 4

0.2

0.1+

Normalized Extinction Cross-Section Spectrum

0.0

T T T T T T T T T T T 3
450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
Wavelength [nm]

Figura 1.37: Spettro di estinzione per la nanoparticella multi-strato sferica ottenuto attraverso il modello analitico e le

simulazioni numeriche avendo assunto a;=60nm, a,=70nm.

Come si pud vedere c’e€ un’ottima concordanza nei risultati soprattutto per quanto
concerne la predizione della lunghezza d’onda di risonanza.

Il grande vantaggio di utilizzare nanoparticelle multi-strato che nell’intervallo di
lunghezze d’onda di interesse presentano una permittivita prossima a zero
(Epsilon Near Zero — ENZ) é quello di enfatizzare le variazioni di permittivita del
mezzo circostante la nanoparticella [46].

Sulla base dei risultati ottenuti, & stato proposto I'utilizzo della nanoparticella multi-
strato sferica per applicazioni di biorilevamento. Per tali scopi € stato proposto il
sensore (costituito dalla nanoparticella stessa) in diretto contatto con il tessuto che
si vuole caratterizzare secondo lo schema di Figura 1.9. | risultati ottenuti e
mostrati in Figura 1.38 mostrano la teorica possibilita di riuscire a distinguere
differenti tipologie di tessuto mammario di un ratto. | valori dell’indice di rifrazione
dei tessuti, utilizzati per effettuare le simulazioni numeriche sono stati presi dalla

letteratura tecnica [28].
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Extinction Cross-Section Spectra

1.0 Adipose
~—— Fibrous Stroma
—— Tumour

0.8 4

0.7 4

0.6

0.5

0.4 4

0.3+

0.2 4

0.1

Normalized Extinction Cross-Section Spectrum

0.0 : : . ; : ; —=
500 550 600 650 700 750 800 850 900
Wavelength [nm]

Figura 1.38: Spettro di estinzione per differenti tessuti mammari di un ratto.

Una delle ultime attivita di ricerca relative allo studio di nanoparticelle multi-strato
ha riguardato lo studio di una particolare struttura di forma cilindrica [47].

La nanoparticella considerata e riportata in Figura 1.39 ed e costituta da un nucleo
di argento, coibentato da un sottile strato di silicio e rivestito da un ulteriore strato

di argento.

h core
\
i "
&

Figura 1.39: Geometria della nanoparticella multi-strato (argento-silicio-argento) a forma cilindrica con dimensioni
Neore=2rcore=80NM; h1snei=132nmM; hshell=150nm.

Questa particolare conformazione di nanoparticella costituita da tre strati permette

di ottenere una risonanza plasmonica di Fano che ha una sensibilita maggiore ai

Nanoparticelle e metasuperfici microstrutturate per applicazioni bioelettromagnetiche

Docenti-guida: ~ Prof. Alessandro Toscano, Dottorando: Ing. Renato lovine
Prof. Lucio Vegni



59

A

Tesi di dottorato in Ingegneria - Sezione di Ingegneria dell'Elettronica Biomedica, dell'Elettromagnetismo e delle Telecomunicazioni
Universita degli Studi di Roma Tre

Capitolo primo

cambiamenti locali delle proprieta dielettriche del mezzo circostante rispetto alle
risonanze plasmoniche dei costituenti della nanoparticella stessa [48,49]. Infatti le
proprieta  ottiche di tale nanoparticelle possono essere spiegate
dall’accoppiamento elettromagnetico che si verifica tra il nucleo (argento) e la
nanoshell cilindrica costituita dal rivestimento in silicio che funge da core e dal
sottile strato esterno in argento che funge da shell. La coesistenza di queste
risonanze nello stesso spettro di frequenze produce una risonanza dipolare a
larga banda (m), una risonanza dipolare a banda stretta (*) ed una risonanza ibrida

denominata risonanza di Fano(¢) come riportato in Figura 1.40.

— 80
5x10°

4x10°
3x10°
2x10°

1x10°

Extinction Cross - Section [nm?]

L T T T T 1
400 600 800 1000 1200 1400
Wavelength [nm]

Figura 1.40: Spettro di estinzione per la nanoparticella multistrato (silicio-argento-silicio) con 80nm<hcre=2rcore<90NM;
h15he||=2r1=132nm; h25h5||=2r2=150nm.
Come si puo osservare dalla Figura 1.40 variando le dimensioni geometriche degli
strati che compongono la nanoparticella & possibile sintonizzare la risonanza di

Fano nella finestra spettrale di interesse.

Ulteriori progressi nelle tecniche di nanolitografia parallelamente a ulteriori studi
relativi alla modellistica elettromagnetica di nanoparticelle hanno spinto le attivita
di ricerca verso lo studio di nanoparticelle multi-risonanti per applicazioni
diagnostiche ultrasensibili ed il multi-rilevamento di tessuti biologici. | risultati di tali

ricerche vengono presentati nel successivo paragrafo.
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1.2.2.3 PIATTAFORME BASATE SU NANOPARTICELLE MULTI-
RISONANTI

Nelllambito delle attivita di ricerca relative allo sviluppo di piattaforme basate su
nanoparticelle multi-risonanti & stata focalizzata I'attenzione sulle nananoparticelle
di tipo bow-tie riportate in Figura 1.41 [50]. La nanoparticella di tipo tradizionale
riportata in Figura 1.41(a) €& stata gia studiata in letteratura e presa in
considerazione per diverse applicazioni biomediche in virtu dell’elevata
intensificazione del campo elettrica che si ottiene ne gap dielettrico tra i prismi
opposti alla lunghezza d’onda di risonanza che pud essere sintonizzata variando i

suoi parametri geometrici secondo gli approcci riportati in [51,52].

_b

- i
P
a c| { g
AN il
f
;‘,H
. L.E |
(a) (b) k- E

Figura 1.41: Geometria della nanoparticella (a) classica di tipo bow-tie; (b) modificata con incisione dielettrica. Le dimensioni

geometriche assunte sono le seguenti: a=2btand+c; b=100nm; ¢=50nm; d =20nm; e=25nm ;10 < f <30;

80 <g<100; 30°< 6 <60°.

E’ stato anche gia valutato in [53] I'effetto della variazione sensibilita della struttura
per differenti valori dei parametri geometrici. | risultati presentati suggeriscono |l

possibile utilizzo di nanoparticelle di questo tipo per applicazioni di biorilevamento.
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In questo contesto, si € proceduto ad elaborare un modello analitico per la
predizione del comportamento elettromagnetico della particella stessa (Figura
1.41a). Partendo dalle equazioni (1.6-1.8) e tenendo in considerazione la
particolare geometria della particella e la polarizzazione del campo
elettromagnetico riportata in Figura 1.41 e stata valutata la componente scalare

della polarizzabilita (a,) secondo l'asse di oscillazione del campo elettrico

ottenendo la seguente relazione:

o :%e(a(zbm)-cd)M (1.46)

g, +L,(g-¢,)

avendo posto:

. a6 (1.47)

con il significato dei simboli delle formule riportato in Figura 1.41; ¢, ed ¢, indicano

rispettivamente la permittivita dielettrica del materiale costitutente la nanopatrticella
e del mezzo circostante.
Il modello analitico sviluppato & stato confrontato con il risultato di simulazioni

numeriche ottenendo lo spettro di Figura 1.42.
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Figura 1.42: Spettro di estinzione per la nanoparticella bow-tie di tipo classico

ottenuto attraverso il modello analitico e le simulazioni numeriche avendo assunto 6=30°.
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Al fine di verificare il grado di concordanza tra i risultati ottenuti con il modello
proposto, con simulazioni di tipo humerico e con valori di tipo sperimentale estratti
dalla letteratura tecnica, € stata riportata in Tabella 1.12 una comparazione di
risultati in relazione alla capacita di predizione della lunghezza d’onda di risonanza

per differenti valori dei parametri geometrici e diversi materiali costituenti la

nanoparticella bow-tie.

Tabella 1.12: Comparazione della lunghezza d’'onda per configurazioni dei paramteri geometrici tra i risultati del modello

analitico, valori numerici e sperimentali riportat in [51,54].

Size Resonant wavelength A -N error A-E
[nm] (A [nm])) (%) error
Analytical | Numerical | Experimental (%)

values values values

[15-22]
silver 0=10° 810 815 825 0.613 1.818
[15] 0=20° 820 824 830 0.606 1.205
0=30° 860 853 850 0.5848 1.1765
gold b=75 700 704 710 0.568 1.408
[22] b=90 750 753 760 0.398 1.316
b=100 780 784 790 0.51 1.266

Come si puo osservare dai valori riportati in Tabella 1.12 vi € un buon grado di
concordanza tra i risultati con scarti inferiori al 2%.

E’ stata quindi studiata la possibilita di utilizzare una nanoparticella di tipo bow-tie
modificata da un’incisione rettangolare dielettrica sulla sua superficie della stessa
(Figura 1.41 b). In tale configurazione la particella mostra un comportamento
multi-risonante con elevata intensificazione del campo elettrico anche all’interno
dell’incisione dielettrica operata.

Y

Per descrivere analiticamente il fenomeno risonante e stata considerata la
polarizzabilita della particella come somma della polarizzabilita della particella
classica la cui espressione é riportata in 1.46 e la polarizzabilita dell’incisione

dielettrica indicata con il termine o, attraverso la seguente formula:

Oy =0 0L, (1.48)

tot
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dove:

_ef-ge(e-e.)
g tL, (&-¢,)

1 g . 2f
== 11-—9 __ Isinc /——+1 (1.49)
* 3| \f16e?+g? 5S¢

~

Il modello analitico sviluppato & stato confrontato con il risultato di simulazioni

a,

numeriche ottenendo lo spettro di Figura 1.43.
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Figura 1.43: Spettro di estinzione per la nanoparticella bow-tie modificata dall'incisione dielettrica
con f=10nm; g=80nm e 6=30°.

Le distribuzioni di campo elettrico alle due lunghezze d’onda di risonanza della
nanoparticella bow-tie modificata dall'incisione dielettrica mostrano come il campo
elettrico sia maggiormente confinato tra i due prismi alla lunghezza d’onda di
668nm corrispondente alla risonanza della particella classica (Figura 1.44) mentre
il campo & piu focalizzato all’interno dell’incisione dielettrica alla lunghezza d’onda
di 883nm (Figura 1.45). Questo aspetto risulta importante per applicazioni di multi-

rilevamento di tessuto biologico riportate nel proseguo.
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Figura 1.44: Distribuzione di campo elettrico della nanoparticella bow-tie modificata da incisione dielettrica con 6 = 30°;

f =10nm , g =80nm alla lunghezza d’onda di 668nm.
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Figura 1.45: Distribuzione di campo elettrico della nanoparticella bow-tie modificata da incisione dielettrica con 6 = 30°;

f =10nm , g =80nm alla lunghezza d’onda di 883nm.

Di particolare interesse risulta la possibilita di variare la lunghezza di risonanza in
ampiezza e larghezza di banda modificando i parametri geometrici dell'incisione
dielettrica (Figure 1.46-1.47). In particolare si pud osservare come sia piu
conveniente modificare l'altezza dell’incisione dielettrica per la sintonizzazione la
risposta elettromagnetica nello spettro di interesse piuttosto che operare nella
modifica della larghezza della stessa. Tuttavia tali analisi vanno contestualizzate
anche in relazione alla massimizzazione della sensibilita per possibili applicazioni

di biorilevamento.
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Figura 1.46: Spettro di estinzione della naporticella bow-tie modificata da incisione dielettrica al variare della larghezza

dell’incisione dielettrica con 10 nm< f <30 nm; 6=30°; g=80 nm.
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Figura 1.47: Spettro di estinzione della naporticella bow-tie modificata da incisione dielettrica al variare dell’altezza

dell'incisione dielettrica con 80 nm< g <100 nm; 6=30°; f=10 nm.

Le prestazioni di sensibilita sono state valutate per l'indice di rifrazione del mezzo
circostante nel range 1-1.6 al variare dei parametri geometrici dell’incisione della
nanoparticella ed i risultati sono stati riportati in Tabella 1.13.

Da tali analisi &€ emerso che I'utilizzo della nanoparticella di tipo bow-tie modificata
dalla presenza dellincisione dielettrica permette di ottenere valori di sensibilita piu
elevati rispetto alla configurazione bow-tie tradizionale anche per il primo picco di
risonanza (m) che risulta poco influenzato dalle variazioni geometriche dei
parametri dimensionali g ed f. Viceversa tali variazioni dei parametri geometrici

influenzano fortemente il picco di risonanza (¢) ottenendo le migliori prestazioni in
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termini di sensibilitda con l'incremento della dimensione geometrica relativa

all'altezza dellincisione rettangolare (parametro Q).

Tabella 1.13: Lunghezze d’onda di risonanza e valore medio di sensibilita per diverse configurazioni

dellincisione dielettrica della nanoparticella modificata di tipo bow-tie.

Geometrical parameters: Size Resonant wavelength Mean Sensitivity Values
a=2btang-c; b=100nm; | ("M A [nm] [nM/RIU]
¢=50nm; d=20nm; n=1 | n=12 | n=14 | n=16
e=25nm, & =30°.
g=80nm ; ] 668 | 749 852 951 471
f =10nm . O 883 | 1034 | 1180 | 1336 755
g =85nm,; m 664 755 855 968 506
f =10nm . O 920 | 1073 | 1235 | 1374 756
g=90nm ; m 668 760 853 952 473
f =10nm . ( | 960 | 1136 | 1295 | 1455 825
g=95nm | m 668 762 856 958 511
f —10nm . O | 1009 | 1180 | 1347 | 1534 875
g =100nm ; [ 668 762 875 975 511
f =10nm . O 1051 | 1234 1416 1585 890
g=80nm | m 659 738 836 932 455
f =15nm . O 869 | 1007 | 1174 | 1300 718
g=80nm ; ] 652 | 738 825 919 445
f =20nm . O 883 | 1029 | 1180 | 1339 760
g =80nm | m 652 727 825 913 435
f —25nm. O | 900 [ 1053 | 1207 | 1372 786
g =80nm | m 652 729 820 916 440
£ =30nm. O | 932 | 1004 | 1240 | 1413 801

Procedendo nella ricerca delle peculiari proprieta di questa particella, in [55]

stato osservato come I'uso di incisioni asimmetriche sulla superficie della particella

bow-tie permetta di ottenere una ulteriore risonanza. La particella risulta quindi

modificata come riportato in Figura 1.48.
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Figura 1.48: Geometria della nanoparticella di tipo bow-tie modificata con incisioni di tipo asimmetrico.

Il modello analitico descritto con le formule 1.46-1.49 risulta essere ancora valido
tuttavia necessita delle modifiche per tenere in conto dellulteriore incisione
dielettrica. Bisogna considerare la polarizzabilita complessiva della particella
come somma della polarizzabilita della particella classica, la cui espressione €
riportata in 1.46, e la polarizzabilita delle due ulteriori incisioni dielettriche indicate

con i termine a, (Formula 1.49) e a, attraverso la seguente formula:

Ol =0l 0L, + 0Ly (1.50)
dove:
0, =C- d-t €, (gi_ge)
.ty (g¢,)
1 C . 2
L,=—|1-———SInc —9+1 (1.52)

3n\  \/16t2+c? 5¢

Come riportato nel caso della nanoparticella di tipo bow-tie con singola incisione
dielettrica anche in questo caso e possibile sintonizzare le tre risonanze nello
spettro di interesse. Un esempio dello spettro di estinzione per la piattaforma

sintonizzata nello spettro del Visibile e Vicino Infrarosso é riportato in Figura 1.49.
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Figura 1.49: Spettro di estinzione per la nanoparticella di tipo bow-tie con incisioni asimmetriche con a =80nm ; b =d
=10nm ;c =100nm ; e =160nm ; g = 25nm ; h = 50nm ; t = 25nm ;0 = 30°.

Questo tipo di nanoparticella si presta al multi-rilevamento di tessuti biologici e
composti organici in virtu delle interessanti prestazioni di sensibilita. In particolare,
e possibile osservare che la variazione dell'indice di rifrazione locale all’interno
dellincisione dielettrica comporta la variazione del solo picco di risonanza
associato mantenendo inalterata la lunghezza d’onda delle altre risonanze (Figura
1.50-1.51).
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Figura 1.50: Spettro di estinzione per la nanoparticella di tipo bow-tie con incisioni asimmetriche per variazioni dell’'indice di
rifrazione all'interno dell’incisione asimmetrica riportata in azzurro con a = 50nm ; b =d =10nm ;c =100nm ; e =160nm ;
g =25nm; h=50nm ;t=25nm ;6 = 30°.
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Figura 1.51: Spettro di estinzione per la nanoparticella di tipo bow-tie con incisioni asimmetriche per variazioni dell'indice di
rifrazione all'interno dell’'incisione asimmetrica riportata in azzurro con a = 60nm ; b =d =10nm ;c =90nm ; e =160nm ;
g =25nm; h=50nm ;t=25nm ;6 = 30°.

Al fine di valutare la possibilita di effettuare il multi-rilevamento di tessuti biologici
sono stati considerati i valori sperimentali dell’indice di rifrazione di diverse lesioni
del tessuto cerebrale presenti in [56]. | risultati numerici ottenuti sono riportati in
Figura 1.52 — 1.53.
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Figura 1.52: Spettro di estinzione per la nanoparticella di tipo bow-tie con incisioni asimmetriche per due differenti tessuti
cerebrali affetti da diverse lesioni neoplastice (meningioma, glioblastoma) posti all'interno dell’incisione asimmetrica

riportata in azzurro con a = 50nm ; b = d =10nm ;c =100nm ; e =160nm ; g = 25nm ; h = 50nm ; t = 25nm ;0 = 30°.
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Figura 1.52: Spettro di estinzione per la nanoparticella di tipo bow-tie con incisioni asimmetriche per due differenti tessuti
cerebrali affetti da diverse lesioni neoplastice (oligodendroglioma, medulloblastoma) posti all’interno dell’incisione

asimmetrica riportata in azzurro con a = 50nm ; b = d =10nm ;c =100nm ; e =160nm ; g = 25nm ; h = 50nm ; t=25nm ;6=30°.

| risultati ottenuti mostrano come sia teoricamente possibile effettuare il multi-
rilevamento di differenti tessuti biologici utilizzato un campione estremamente

ridotto. Tali analisi possono estendersi anche alla valutazione di composti
inforganici.

Nel successivo paragrafo vengono riportati i risultati di ricerca relativi agli studi

condotti sulla possibilita di impiegare nanopatrticelle per il rilevamento di alterazioni

genetiche come indice di predisposizione allo sviluppo di alterazioni neoplastiche.
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1.3 NANOPARTICELLE PER IL RILEVAMENTO DI ALTERAZIONI
GENETICHE

L'utilizzo di nanoparticelle sta diventando di grande interesse anche per lo
sviluppo di applicazioni di biorilevamento relative ala valutazione di alterazioni
genetiche. Diversi gruppi scientifici [57,58] hanno combinato [utilizzo di
nanoparticelle con tecniche di ibridazione del DNA al fine di individuare marcatori
genetici associati al cancro.

Le tecniche proposte in letteratura si basano sull’amplificazione del segnale
proveniente da marcatori di tipo Raman funzionalizzati sulla superficie della
nanoparticelle e quindi rientrano nelle classe di applicazioni basate su
spettroscopia Raman per la rilevazione del DNA.

Tuttavia, la lettura dello spettro Raman non e di facile comprensione in quanto in
presenza di piu alterazioni e quindi di piu marcatori, lo spettro che si ottiene e
estremamente rigato con sovrapposizioni in banda che rendono difficile una
diagnostica certa senza la necessita di ulteriori esami di conferma.

Le attivita di ricerca su questa tematica hanno proposto I'utilizzo di nanoparticelle
plasmoniche di differenti geometrie per il multi-rilevamento di alterazioni
geometriche senza I'utilizzo di marcatori di tipo Raman.

Gli aspetti relativi alla spettroscopia di tipo Raman e gli studi condotti verso
'impiego di tecniche senza marcatori sono oggetti dei due seguenti sotto

paragrafi.
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1.3.1 SPETTROSCOPIA RAMAN PER LA RILEVAZIONE DEL DNA

Nel 1928 il fisico C.V. Raman dimostro l'effetto di diffusione anelastica della
radiazione luminosa nell’interazione con le molecole di un liquido o un gas [59].
Tale scoperta gli fu premiata con il riconoscimento del premio Nobel per la fisica
nel 1930 e tale effetto venne denominato “Raman Effect”.

| suoi studi partirono dall’idea di estendere nel visibile il fenomeno di diffusione
della radiazione X nell'interazione con un bersaglio gia noto ed enunciato nel 1922
dal prof. Compton. Il dott. Raman, nel suo esperimento, concentro la radiazione
solare utilizzando un telescopio (obiettivo dal diametro di 18 cm e una lunghezza
focale di 230 cm) e una seconda lente con una lunghezza focale di 5 cm.
Successivamente, pose nel fuoco della lente un liquido e sullobiettivo del
telescopio una coppia di filtri complementari (blu-viola, giallo-verde) al fine di
bloccare la radiazione in uscita incidente sul liquido stesso.

In tali condizioni, se la luce avesse subito solamente diffusione elastica
nell'interazione con le molecole del liquido, lo spostamento di uno dei due filtri
(posti sull'obiettivo del telescopio) tra il campione e I'osservatore avrebbe dovuto
continuare a bloccare la radiazione luminosa. In realta riapparivano tracce di luce
(Figura 1.53).

telescopio
filtro  filtro
campione \,

Figura 1.53: Esperimento di Raman per dimostrare la diffusione anelastica.
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Il limite piu grande delle tecniche spettroscopiche, basate su segnale Raman, e
relativo al modesto valore della sezione d’urto delle molecole nel processo di
diffusione che, tipicamente, ha un valore che oscilla tra i 1073 — 10725 cm?/
molecola (ad esempio la spettroscopia di fluorescenza ha una sezione d’urto che
puo arrivare a 10~1¢ cm? /molecola).

Risulta evidente che, per ottenere un segnale intenso con una sezione d’urto cosi
piccola, € necessario “raccogliere il segnale” da un gran numero di molecole.
Tuttavia, nel 1974, lo scienziato ceco Martin Fleischmann osservo un intenso
segnale Raman ad opera di molecole di piridina adsorbite sulla superficie di un
elettrodo di argento immerso all'interno di una soluzione acquosa di piridina. Lo
associo all’elevato numero di molecole che sulla superficie metallica disperdevano
la radiazione, senza riconoscere un effetto di amplificazione.

Successivamente, nel 1977, Van Duyne e Jeanmaire [60] indipendentemente da
Albrecht e Creighton [61] dedussero che un tale aumento dell’intensita nei segnali
Raman (milioni di volte superiore a quella teorica), non poteva essere spiegato in
base ad un aumento della concentrazione delle molecole di piridina presenti
sull’elettrodo rispetto a quelle che normalmente si trovano in soluzione e lo
associarono, correttamente, ad un’amplificazione dovuta alla particolare
condizione di adsorbimento delle molecole di piridina sulla superficie metallica
dell’elettrodo.

Tale effetto denominato SERS (Surface Enhanched Raman Scattering) & stato in
seguito osservato per un vasto numero di molecole adsorbite sulla superficie di
substrati metallici (tipicamente oro e argento). | substrati SERS attivi attualmente
piu utilizzati sono costituiti da nanoparticelle metalliche con dimensioni dell’ordine
di 10 — 150 nm.

Studi successivi [57,58] hanno combinato la tecnica SERS con tecniche di

ibridazione del DNA, al fine di individuare marcatori genetici associati al cancro.

Nanoparticelle e metasuperfici microstrutturate per applicazioni bioelettromagnetiche

Docenti-guida: ~ Prof. Alessandro Toscano, Dottorando: Ing. Renato lovine
Prof. Lucio Vegni



74

Tesi di dottorato in Ingegneria - Sezione di Ingegneria dell'Elettronica Biomedica, dell'Elettromagnetismo e delle Telecomunicazioni
Universita degli Studi di Roma Tre

A

Capitolo primo

Negli organismi viventi il DNA é presente nel nucleo di ogni cellula come una
coppia di filamenti saldamente intrecciati tra loro a formare una struttura definita
doppia elica. Dal punto di vista chimico il DNA e un polimero organico costituito da
monomeri chiamati nucleotidi. Tutti i nucleotidi sono costituiti da un gruppo fosfato,
il deossiribosio e una base azotata. Le basi azotate che possono essere utilizzate
nella formazione dei nucleotidi da incorporare nella molecola di DNA sono
'adenina, la guanina, la citosina e la timina. Ogni nucleotide e costituito da uno
scheletro laterale, che ne permette il legame covalente con i nucleotidi adiacenti, e
da una base azotata, che instaura legami idrogeno con la corrispondente base

azotata presente sul filamento opposto (Figura 1.54).
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Figura 1.54: Schematizzazione di un tratto di DNA

La disposizione in sequenza delle quattro basi azotate costituisce il patrimonio
genetico dellindividuo. Il DNA puo essere alterato dall’azione di numerosi agenti,
genericamente definiti mutageni come ad esempio agenti ossidanti, agenti

alchilanti ed anche radiazioni ad alta energia, come i raggi X e gli UV. Il tipo di
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danno causato al DNA dipende dal tipo di agente: gli UV, ad esempio,
danneggiano il DNA generando la formazione di dimeri di timina, costituiti da ponti
aberranti che si instaurano tra basi pirimidiniche adiacenti. Agenti ossidanti come i
radicali liberi o il perossido di idrogeno, invece, producono danni di tipo piu
eterogeneo, come modificazioni di basi (in particolare di guanine) o rotture del
DNA a doppio filamento. Secondo diversi studi, in ogni cellula umana almeno 500
basi al giorno sono sottoposte a danni ossidativi.

Alcuni agenti devono il loro potere mutageno alla capacita di intercalarsi tra due
basi azotate consecutive. Gli intercalanti sono tipicamente molecole planari come
la daunomicina, la doxorubicina o la talidomide in grado di inibire sia la
trascrizione che la replicazione del DNA, aumentando la possibilita di insorgenza
di mutazioni. Tuttavia, proprio grazie alla loro capacita di inibire trascrizione e
replicazione, tali molecole sono anche utilizzate in chemioterapia per inibire le
cellule neoplastiche a rapida crescita.

Le neoplasie hanno sempre origine monoclonale, ovvero si sviluppano a partire da
una singola cellula che, esposta ad un agente mutageno, subisce un danno
irreversibile del proprio DNA. Il tumore non si sviluppa in una sola fase, occorrono
in genere migliaia di mutazioni che vanno a colpire i geni deputati al controllo di
alcune funzioni cellulari. | principali geni coinvolti nella formazione del tumore sono
di due tipi:

- i geni oncosoppressori. La cellula & in grado di riparare i danni del DNA, e
lo fa utilizzando specifici geni, chiamati oncosoppressori proprio perché in
grado di bloccare la formazione di una cellula tumorale. Se questi geni
vengono mutati e la cellula non e piu in grado di difendersi dagli attacchi al
DNA, aumentano le probabilita di formazione di una cellula tumorale.

- | geni protoncogeni o oncogeni. Sono i geni che controllano la
proliferazione cellulare, che di norma vengono attivati e disattivati in
funzione di ben determinati stimoli proliferativi. Se viene meno questo

controllo a causa di una mutazione genica, la cellula inizia a proliferare
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senza controllo. Questi geni sono chiamati protoncogeni perché

favorisono attivamente la formazione del tumore.
La ricerca ha evidenziato che nessun tumore si forma per la mutazione di un solo
gene, ma quasi sempre in seguito a modificazioni multiple che comportano
I'attivazione di diversi geni protoncogeni e la perdita di piu geni oncosoppressori
[62].
Attualmente sono stati individuati diversi geni che risultano mutati nella stragrande
maggioranza dei tumori ed in particolare e stato riportato come sia possibile per il
BRCA1 (BReast CAncer susceptibility gene 1) che € un gene oncosoppressore
del tumore della mammela e dell'ovaio analizzare diversi tipi di mutazioni [63].
Questo gene interviene nel controllo del ciclo cellulare regimando le modalita con
cui esso avviene. Il ciclo cellulare € la serie di eventi che avvengono in una cellula
tra una divisione cellulare e quella successiva. E' un processo geneticamente
controllato costituito da una serie di eventi coordinati e dipendenti tra loro dai quali
dipende la corretta proliferazione delle cellule.
Una mutazione del BRCA1 fa perdere il controllo del ciclo cellulare e la
riproduzione cellulare potra dare origine a cellule figlie con mutazioni del DNA con
conseguente suscettibilita alla formazione di neoplasie. | ricercatori hanno
evidenziato oltre cento tipologie di mutazione nel gene BRCAL1 molte delle quali
sono associate al rischio di carcinoma mammario [64,65]. Queste mutazioni fanno
si che il gene produca proteine, che non funzionino correttamente e, quindi, non in
grado di contribuire a risolvere le mutazioni che si verificano in altri geni. Questi
difetti si accumulano e possono consentire alle cellule di crescere e dividersi in
maniera incontrollata per formare la neoplasia.
Per rilevare mutazioni del gene BRCA1 basandosi su tecnica SERS, € necessario
innanzitutto indurre l'ibridazione del DNA al fine di separare i due filamenti che lo

costituiscono (Figura 1.55).

Nanoparticelle e metasuperfici microstrutturate per applicazioni bioelettromagnetiche

Docenti-guida: ~ Prof. Alessandro Toscano, Dottorando: Ing. Renato lovine
Prof. Lucio Vegni



77

A

Tesi di dottorato in Ingegneria - Sezione di Ingegneria dell'Elettronica Biomedica, dell'Elettromagnetismo e delle Telecomunicazioni
Universita degli Studi di Roma Tre

Capitolo primo

@ Timina
2 Adenina
M Guanina
(C Citosina

Figura 1.55: Rottura dei legami ad idrogeno e produzione di due filamenti (sSDNA)

Il processo di ibridazione consiste nel riscaldamento del DNA al fine di rompere i
legami ad idrogeno esistenti tra le basi azotate. Tenendo presente che i possibili
legami tra le basi azotate sono adenina — timina e citosina — guanina e evidente
come avendo a disposizione un singolo filamento di DNA denominato ssDNA
(single side DNA) sia possibile andare alla ricerca di una determinata sequenza di
basi azotate attraverso la sua sequenza complementare.

Negli studi riportati in [63] sono state considerate le tipologie di mutazioni piu
frequenti del gene BRCA1 che vengono utilizzate per valutare una determinata
propensione nei confronti della neoplasia comprendono in genere diversi gruppi di
esoni. Un esone € la porzione di un gene che viene trascritta dalla RNA
polimerasi (enzima indispensabile per la replicazione -cellulare) durante la
trascrizione. Tutta la sequenza che codifica per una proteina risiede sempre in uno
o0 piu esoni. I gene BRCA1 comprende ben 24 esoni di cui sono state considerate
le quattro possibili mutazioni nella sequenza di esoni del gene BRCAl
corrispondenti rispettivamente ai tratti 11 — 12,8 -12,3-6,5-7.

La tecnica utilizzata e quella di prendere la sequenza di DNA da identificare
ovvero la target sequence (TS) ad esempio quella corrispondente alla mutazione
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del tratto 11 — 12 risulta CAT - AGT - CCC- ACT - TCG- TCG - TAG-ACC e
suddividerla dal punto di vista schematico in due sottosequenze ovvero:

CAT - AGT - CCC - ACT - TCG - TCG - TAG-ACC. Di questa sequenza ne viene

costruita la complementare GTA - TCA - GGG - TGA - AGC - AGC - ATC-TGG. La

prima sottosequenza complementare PS (probing strand) viene funzionalizzata
alla nanoparticelle con marcatore Raman attraverso il legame covalente che si
viene a instaurare tra la nanoshell e la sottosequenza stessa per mezzo del tiolo
T,o. La seconda sottosequenza complementare CS (capturing strand) viene
funzionalizzata ad un substrato per mezzo del legame covalente che si instaura
tra I'oro e la sottosequenza per mezzo del tiolo.

La nanoparticella pud legarsi a costituire esclusivamente se € presente nel
campione da analizzare la sequenza TS. Quanto detto e ripetibile per tutti i tipi di
mutazioni.

Specifiche sequenze di mutazioni possono essere estratte dalla banca dati dei
geni (GenBank).

A titolo di esempio si riporta lo spettro Raman presente nella letteratura tecnica in
[63] ottenuto in presenza di un campione con tutte le mutazioni utilizzando
nanoparticelle funzionalizzate con quattro tipi diversi di marcatori Raman e quattro
sequenze polinucleotidiche complementari a quelle delle mutazioni illuminando il
campione alla lunghezza d’onda di 785 nm (Figura 1.56).

Come si puo osservare in Figura 1.56 € possibile identificare picchi corrispondenti
alla presenza di singole mutazioni relativamente alla presenza del marcatore
Raman. La tecnica prevede l'acquisizione singola di quattro spettri con la
presenza di una sola mutazione per volta al fine di correlare i picchi di ogni spettro

con quello complessivo.
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Figura 1.56: Spettro Raman con identificati i picchi corrispondenti alle diverse mutazioni del gene BRCAL.

Il limite di questa tecnica e la difficile lettura dello spettro dovuta al rapporto
segnale / rumore che risulta essere troppo basso per applicazioni diagnostiche.
Inoltre, tenendo presente che un esame diagnostico deve necessariamente
essere ripetibile e indispensabile definire un protocollo di misura standard per
confrontare i risultati.

Nel paragrafo seguente vengono mostrati i risultati della ricerca condotti per lo
sviluppo di piattaforme di biorilevamento adatte ad applicazioni di rilevamento di

alterazioni del DNA senza l'utilizzo di marcatori Raman.

1.3.2 UTILIZZO DI NANOPARTICELLE SENZA MARCATORI RAMAN

Al fine di individuare mutazioni a livello genetico senza l'utilizzo di marcatori di tipo
Raman in [66] e stato proposto uno schema per il biorilevamento multiplo di tre
alterazioni dello stesso gene BRCAL. Tale schema € costituito da nanopatrticelle
che differiscono in forma e dimensioni geometriche in modo tale da mostrare la
risonanza in bande spettrali differenti. Le nanoparticelle considerate sono della
tipologia nanocube, nanorod ed elliptycal nanocylinder descritte analiticamente

nel paragrafo 1.1.
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Sfruttando i modelli analitici proposti nella sezione 1.1, sono stati assunti i

seguenti parametri geometrici per le particelle:

e Nanocube: I=51nm;
e Nanorod: h=64nm; a,=9nm

e Elliptical cylinder: a=35nm; b=7nm; h=10nm.

In queste condizioni le nanoparticelle mostrano una lunghezza d’onda di risonanza
differente (nanocube 542nm; nanorod 671nm; elliptical cylinder 808nm) con bande
spettrali non sovrapposte. Partendo dallo stato attuale delle conoscenze sulla
possibilita di funzionalizzare singoli filamenti di DNA sulla superficie di
nanoparticelle non sferiche [67,68] € stata considerata ciascuna tipologia di
nanoparticella funzionalizzata con una sequenza PS corrispondente a sequenze di

basi azotate relative a differenti mutazioni del gene BRCAL1 come riportato nella

schematizzazione di Figura 1.57.
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n PS, A(11q)- GTA-TCA-GGG-TGA

Figura 1.57: Nanoparticelle di differenti geometrie funzionalizzate con PS corrispondenti a differenti mutazioni del gene
BRCAZ1: (a) nanocube; (b) nanorod; (c) elliptycal nanocylinder.

Nanoparticelle e metasuperfici microstrutturate per applicazioni bioelettromagnetiche

Docenti-guida: ~ Prof. Alessandro Toscano, Dottorando: Ing. Renato lovine
Prof. Lucio Vegni




81

esi di dottorato in Ingegneria - Sezione di Ingegneria dell'Elettronica Biomedica, dell'Elettromagnetismo e delle Telecomunicazioni

niversita degli Studi di Roma Tre . .
Capitolo primo

G

Le tre corrispondenti sequenze di cattura (CS) si considerano funzionalizzate sulla

superficie di piccoli patch di forma quadrata disposti su un substrato di silicio

(Figura 1.58).

. CS,A(5q, 6)- ATG-CAA-ACA-GCT
B CS,A(9,10) - GTG-AAT-TTT-CTG

B CS,4(119)-AGC-AGC-ATC-TGG

Figura 1.58: Piattaforma di biorilevamento funzionalizzata con tre differenti sequenze di cattura.

Le dimensioni geometriche della piattaforma risultano: a=600nm; b=200nm; c=50nm; d=150nm.

In queste condizioni operative, la nanoparticella si lega alla piattaforma solo se la
sequenza in analisi TS (ovvero la mutazione) e presente. Un esempio, in caso di

presenza di tutti e tre i tipi di alterazioni e riportata in Figura 1.59.

Figura 1.59: Schema di biorilevamento in presenza di tutti e tre i tipi di alterazione del gene BRCAL.

In generale, sono biologicamente significativi i possibili legami riportati in Figure
1.60-1.63, di cui si mostrano i relativi spettri di estinzioni (legame di ciascuna

particella con la piattaforma e legame di tutte le particelle con la stessa).
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Figura 1.60: Spettro di estinzione ottenuto per il legame della nanoparticella di tipo nanocube con la
piattaforma in caso di presenza di alterazione del tratto 5-6 del gene BRCA1.
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Figura 1.61: Spettro di estinzione ottenuto per il legame della nanoparticella di tipo nanord con la piattaforma

in caso di presenza di alterazione del tratto 9-10 del gene BRCAL.
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Figura 1.62: Spettro di estinzione ottenuto per il legame della nanoparticella di tipo elliptycal cylinder con la
piattaforma in caso di presenza di alterazione del tratto 11 del gene BRCAL.
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Figura 1.63: Spettro di estinzione ottenuto per il legame di tutte le nanoparticelle con la piattaforma in caso di

presenza simultanea di tutte e tre le alterazioni del gene BRCAL.

Si pud osservare come riportato in Figura 1.63 la possibilita, nel caso di presenza
di tutte e tre le alterazioni del gene BRCAL in esame, di distinguere nettamente le
righe spettrali senza interferenza tra le varie nanoparticelle. Le distribuzioni di
campo elettrico alle tre lunghezze di risonanza considerando la presenza di tutte e

tre le alterazioni sono riportati in Figura 1.64.
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(c)

Figura 1.64: Distribuzione di campo elettrico della piattaforma di biorilevamento alla lunghezza d’'onda di
risonanza della particella (a) di tipo nanocube (542nm); (b) nanoord (671nm); (c) elliptycal cylinder (808nm).

Le distribuzioni di campo di Figura 1.64 mostrano come sia trascurabile I'effetto di
mutuo accoppiamento tra le nanoparticelle durante il  multi-rilevamento di

alterazioni del gene BRCAL.

Nel successivo paragrafo verra considerata la possibilita di utilizzare
nanoparticelle come vettore di trasporto di farmaco selettivamente a cellule
neoplastiche. Questo scenario sta diventando sempre piu concreto in relazione

alla disponibilita di realizzare nanoparticelle con interni cavi.
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1.4 NANOPARTICELLE PER IL TRASPORTO INTELLIGENTE DI
FARMACO

Le attuali tecniche di sintesi delle nanoparticelle permettono di avere delle
strutture cave al cui interno e possibile inserire delle sostanze chimiche [69].

Cio proietta a soluzioni tecnologiche in cui nanoparticelle, con all'interno del
farmaco possano agire selettivamente su una sede cellulare patologica di
interesse.

La selettivita di interazione con le sole cellule neoplastiche viene garantita
dallindividuazione di specifiche interazioni tra antigene ed anticorpo secondo lo

schema di Figura 1.65.

hv

Anticorpo

Antigene

Cellula
tumorale

Figura 1.65: Schema di interazione di una nanoparticella funzionalizzata con anticorpo

legata all'intigene di una cellula neoplastica.

Le cellule infatti sviluppano sulla superficie della loro membrana due tipologie di
antigeni:
- la prima comprende gli antigeni tumore - specifici (TSA, Tumor Specific

Antigen) che sono espressi esclusivamente su cellule tumorali e che sono
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quindi potenzialmente in grado di evocare una risposta immune spontanea
in quanto riconosciuti come antigeni estranei.

- la seconda comprende gli antigeni tumore — associati (TAA, Tumor
Associated Antigen) che, invece, sono espressi anche sulla membrana di
cellule normali ma che compaiono sulla superficie delle cellule tumorali in
modo abnorme per quantita, sede e tempo. Soltanto raramente inducono

una risposta del sistema immunitario.

L’'idea & quella, in sede di progetto, di funzionalizzare la nanoparticella con un
anticorpo che si leghi in maniera specifica con I'antigene TSA sotto indagine. In
guesto modo le nanoparticelle cosi funzionalizzate costituiscono un legame stabile
con il distretto cellulare di interesse.

Le nanoparticelle per questo tipo di applicazioni sono di tipologia cava con all'interno
farmaco (tipicamente doxorubicina) e sono rivestite da un polimero organico che
cambia conformazione con il calore (Figura 1.66 a-b). Sulla superficie del polimero
viene chimicamente sintetizzato I'anticorpo TSA.

Una volta avvenuto il legame antigene-anticorpo, con I'esposizione alla radiazione
elettromagnetica, la nanoparticella si scalda ed il polimero, sensibile alle variazioni di
temperatura, modifica la sua conformazione lasciando fuoriuscire il farmaco
contenuto nella nanoparticella stessa Figura 1.66 (c) per far esplicare la sua azione
terapeutica.

Dal punto di vista del processo biologico nel suo complesso sono distinguibili tre fasi
che consistono nell’emissione delle nanoparticelle (momento di somministrazione),
nella loro diffusione (tempo necessario ad arrivare al distretto cellulare di interesse)

e nella ricezione (tempo necessario alla formazione dei legami antigene-anticorpo).
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Figura 1.66: Processo di rilascio del farmaco dovuto all'interazione del campo elettromagnetico con la nanoaprticella:
(a) Nanoparticella di forma cubica con fori ai vertici rivestita dal polimero “pNIPAAM — riportato in rosa”;
(b) sezione della nanoparticella con all'interno il farmarco chemioterapico “DOX-doxorubicina”;
(c) cambio di conformazione del polimero e conseguente rilascio del farmaco per effetto del surriscaldamento del nanocubo ad

opera del campo elettromagnetico incidente.

Per descrivere queste fasi in [66] sono stati sviluppati dei modelli circuitali
equivalenti per la descrizione processo di emissione (Figura 1.67) e del processo di
ricezione (Figura 1.68). In questo scenario si € ipotizzala la somministrazione in
soluzione di tre differenti tipologie di nanoparticelle ad esempio allo scopo di
veicolare farmaci differenti ad un distretto cellulare.

Dallo schema di Figura 1.67 si puo notare che il flusso totale di nanoparticelle
indicato con la corrente li,(t) € costituito dalla somma delle correnti relative al flusso
di ciascun tipo di nanoparticella. | blocchi costituiti dagli elementi circuitali RC
indicano il tempo di latenza necessario all’emissione di ciascun flusso di
nanoparticelle.

Per quanto riguarda il processo di diffusione non e stato sviluppato un modello
circuitale in quanto si sono supposte valide le leggi della diffusione descritte dalle

equazioni di Fick.
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Figura 1.67: Modello circuitale relativo al processo di emissione di tre tipologie di nanoparticelle ove ogni gruppo circuitale
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RC caratterizza una costante di tempo relativa alla latenza del processo di emissione.

Per quanto riguarda il processo di ricezione lo schema di Figura 1.68 evidenzia la
presenza di un diodo che caratterizza “I'azione di cattura delle nanoparticelle ad
opera della cellula mediante il legame che si instaura tra I'antigene e I'anticorpo,

escludendo una volta che si e verificato la possibilita di sgancio e quindi di flusso

di nanopatrticelle in verso contrario.

)
N \ )

\
W0 LI %
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Figura 1.68: Modello circuitale relativo al processo di ricezione di tre tipologie di nanoparticelle ove ogni gruppo circuitale

RC caratterizza una costante di tempo relativa alla latenza del processo di ricezione.

Nel successivo capitolo verranno mostrati i risultati della ricerca relativamente allo
studio di metasuperifici microstrutturate per applicazioni bioelettromagnetiche.
Parte di tali attivita di ricerca sono state condotte con I'apporto delle competenze

del Dott. Giacomo Gucciardo, Dirigente del’Azienda Ospedaliera San Camillo

Forlanini di Roma.
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Metasuperfici microstrutturate per applicazioni

bioelettromagnetiche

| progressi della tecnologia stanno rendendo possibile la sintesi di nuovi materiali
artificiali che in virtu delle loro peculiari proprieta elettromagnetiche difficilmente
riscontrabili in natura prendono il nome di metamateriali [1-3].
Le prime teorie su tali materiali risalgono al 1967 e si devono al fisico Victor
Veselago, che fu il primo a proporre lo studio teorico di un materiale avente valori
negativi di permeabilita magnetica e permittivita elettrica e quindi di particolari
proprieta magnetiche ed elettriche [4].
| metamateriali sono costituiti da un insieme di inclusioni metalliche o di tipo
dielettrico (strutture che costituiscono l'elemento elementare della struttura)
disperse ordinatamente o in maniera casuale, la cui spaziatura tipicamente e
minore della lunghezza d’onda del campo incidente [5]. In tali circostanze le
proprieta elettromagnetiche della struttura possono essere descritte attraverso
parametri costitutivi macroscopici efficaci.
| metamateriali sono suddivisi sostanzialmente in due categorie secondo una
classificazione che viene effettuata distinguendo quelli con entrambe le parti reali
dei parametri dielettrici (permittivitah e permeabilita) negative, detti Double
NeGative (DNG) da quelli che ne presentano solo una, denominati Single
NeGative (SNG).
A quest'ultima categoria appartengono i materiali ENG e MNG che presentano,
rispettivamente, valori negativi della sola permittivita dielettrica ¢ o della sola
permeabilita magnetica p.
Tra le principali proprieta innovative derivanti dall'uso di tale tecnologia si citano
[Veselago]:

- indice di rifrazione negativo;

- velocita di fase opposta alla velocita di gruppo;
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-vettore di Poynting opposto al verso di propagazione del campo

elettromagnetico;

- frequenza di Doppler ribaltata.

Le ricerche sui metamateriali stanno interessando anche la medicina/biologia con
applicazioni di rilevamento di campioni biologici che prospettano a nuove
applicazioni di tipo bioelettromagnetico.

Non mancano esempi in letteratura in cui micro-risuonatori vengono impiegati per
il rilevamento di biomolecole sfruttando il confinamento del campo
elettromagnetico, le ridotte dimensioni, mostrando valori di sensibilitd superiori
alle configurazioni classiche [6].

Le attivita di ricerca condotte in questo specifico contesto hanno riguardato lo
studio ed il progetto di metamateriali di tipo complementare (metasuperfici) per
innovative applicazioni bioelettromagnetiche. Metamateriali di questa tipologia
sono costituiti da una lamina metallica con incisioni dielettriche delle dimensioni
inferiori a quelle della lunghezza d’onda del campo incidente [7-9] e possono
essere utilizzati per realizzare filtri selettivi in frequenza per l'illuminazione di un
campione biologico o piattaforme di biorilevamento basate sulle misurazioni di
indice di rifazione.

Nellambito di tali attivita sono stati sviluppati dei modelli circuitali per la
descrizione analitica del comportamento elettromagnetico di tali strutture, nonché
sviluppato un modello basato sullo studio della funzione di Green spettrale per
metasuperifici e prospettato diverse soluzioni per la rilevazione di tessuti e
composti in/organici.

Tali aspetti vengono analizzati nel presente capitolo.
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21 METAMATERIALI A CONFIGURAZIONE COMPLEMENTARE

Applicazioni bioelettromagnetiche basate sulle proprietd dei metamateriali a
configurazione complementare sono di grande interesse in molti campi come ad
esempio, in medicina, microbiologia, sicurezza ambientale e personale. | sensori
per applicazioni biomediche (es. per misurare le concentrazioni molecolari,
studiare il DNA, stimare il pH, etc.) devono soddisfare specifici requisiti [10].

Per applicazioni il cui scopo e quello di rilevare le caratteristiche dei materiali
organici e necessario che la risposta del biosensore sia simultaneamente sensibile
e selettiva nei confronti delle proprieta dielettriche del campione [11].

Allo stesso tempo, utilizzando misure di assorbanza é possibile studiare modifiche
strutturali e composizione molecolare del campione in esame. In particolare, alle
lunghezze d’onda corrispondenti all’lnfrarosso (IR) le misure di assorbimento
svolgono un ruolo cruciale nell'analisi chimica per rivelare la presenza di un
composto molecolare specifico in un campione biologico ovvero valutarne la
concentrazione [12].

Cio é dovuto al fatto che, nella gamma di frequenze IR, ogni composto molecolare
mostra differenze significative nello spettro di assorbimento. Le bande di
assorbimento sono dovute alle frequenze vibrazionali dei legami molecolari che

costituiscono il composto chimico.

Al fine di caratterizzare un composto biologico € necessario identificare tali "bande
di assorbimento specifiche” e conseguentemente irradiare il campione in modo
selettivo, eccitante solo i gruppi chimici di interesse, senza indurre la risposta di
bande di assorbimento di altri elementi chimici presenti nel campione biologico.

Si rende quindi necessario progettare dei filtri selettivi. Una tecnologia possibile

per la realizzazione di filtri selettivi € quella basata su metasuperfici in
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configurazione complementare che permettono di ottenere dal punto di vista delle
applicazioni bioelettromagnetiche i seguenti vantaggi [13]:

* riduzione della dimensione dei sensori con elevata sensibilita: a causa della
piccola dimensione della struttura, il volume del campione biologico necessario
per I'analisi & decisamente piccolo. In aggiunta a questo, il miglioramento della
sensibilita del sensore lo si ottiene grazie alla focalizzazione del campo sul
campione biologico che massimizza linterazione tra il campo elettrico e il
campione.

* regolazione delle frequenze del filtro variando parametri geometrici delle
inclusioni oppure controllando I'angolo che il vettore di propagazione del campo
elettromagnetico incidente forma con la metasuperficie.

A tal fine in [14] é stato proposta la metasuperficie di Figura 2.1 costituita da tre

incisioni dielettriche di tipologia quadrata di dimensioni geometriche differenti.

\
Ay

Figura 2.1: Cella unitaria della metasuperficie costituita da tre incisioni dielettriche di tipo quadrato

di differenti dimensioni su lamina di argento [14].

Questa configurazione permette di filtrare tre lunghezze d’onda differenti e quindi
di analizzare i moti vibrazionali dei composti chimici su tre frequenze.

Ulteriori studi hanno riguardato lo sviluppo di una metasuperficie con incisione
dielettrica mostrata in Figura 2.2 in grado di analizzare i moti vibrazionali dei

composti chimici su due frequenze sfruttando la multi-risonanza che si ottiene
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variando l'angolo che il vettore di propagazione del campo elettromagnetico

incidente forma con la metasuperficie stessa.

Figura 2.2 Cella unitaria della metasuperficie costituita da un incisione dielettrica su lamina di argento [13].

Le metasuperfici a configurazione complementare possono essere impiegate
anche per applicazioni diagnostiche basate su misure di indice di rifrazione. In
questo contesto e stato proposto in [15] il possibile impiego di un risonatore
basato su metamateriali per il rilevamento di tessuti neoplastici operante nella
banda S-C (2-8 GHz). La struttura del sensore € riportata in Figura 2.3. In questo
caso, la variazione di permittivita dielettrica e quindi di indice di rifrazione
dellambiente dielettrico circostante determina una variazione della risposta

spettrale che puo essere utilizzata per il progetto di sensori bioelettromagnetici.
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Figura 2.3 Cella unitaria della metasuperficie costituita da un incisione dielettrica circolare su lamina metallica [6].

Nei due seguenti sottoparagrafi vengono riportate le metodologie che sono state
utilizzate per il progetto delle strutture ed in particolare vengono proposti dei
modelli circuitali equivalenti delle strutture e lo studio analitico della funzione

spettrale di Green per metasuperfici.

2.1.1 SVILUPPO DI MODELLI CIRCUITALI EQUIVALENTI

La descrizione delle strutture mediante la formulazione di modelli circuitali
equivalenti si basa sull’approccio quasi-statico che risulta valido per dimensioni
delle incisioni dielettriche decisamente piu piccole della lunghezza d’onda del
campo elettromagnetico incidente. Tale condizione & sempre verificata per le
strutture proposte. In queste condizioni i fenomeni reattivi elettrici e magnetici
possono essere descritti per il tramite di circuiti equivalenti risonanti di tipo LC
[16,17].

In particolare considerando la metasuperficie di Figura 2. 4(a) ,in cui e stata scelta
la geometria dellincisione di tipo quadrato per la sua elevata sensibilita, si &
supposto il campo elettromagnetico incidente costituito da un’onda TE [13].
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E | | ||
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(a) (b)

Figura 2.4 (a): Cella unitaria della metasuperficie costituita da un incisione dielettrica di tipo quadrato; le caratteristiche
elettromagnetiche della lamina sono descritte dal modello di Drude con i seguenti parametri:
w,=2-17-2175-10" Hz, y=9-10"Hz. (b): Modello circuitale equivalente della metasuperficie.

Alle lunghezze d’onda di interesse lo spessore del metallo non pud essere
trascurato e il suo carattere dispersivo pud essere tenuto in conto attraverso |l
modello di Drude con parametri indicati in Figura 2.4(a). Il circuito equivalente
riportato in Figura 2.4(b) tiene conto della non idealita del metallo attraverso i
termini Lagg € Cagg-

L’induttanza totale del circuito pud essere valutata come la somma di due termini

attraverso la seguente espressione:

Ltot geom (I W,g, 1:)-H—add (I w9, Lo ’7/’60) (2-1)
dove il termine Lgeom ha dipendenza dai soli parametri geometrici della
metasuperifice ed Lagg ha dipendenza funzionale dai parametri elettromagnetici
della lamina metallica e dalla pulsazione del campo incidente.

[l termine Lgeom PUO a sua volta essere espresso come la somma di due termini

attraverso la seguente espressione:
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L geom (W,0,0)=L ., (L w,0,t) + L e (LW, 0,1) (2.2)

ove Lgqp descrive il flusso magnetico all'intorno del gap ed Lsquare descrive il flusso

magnetico attorno la lamina ed hanno la seguente espressione:

Ly (LW,G.0)= 20, | (W1 + ) + (27\/\/) Arccosh P_Tg}

gl } (2.3)

Loquare (W, =241, ¥ Log {
T g

Il termine Laggq PpUO essere descritto attraverso la seguente espressione:

| @ +y°
L. (wtw ,7,o0)=¢c——7"
ada ( 017, @) 0wt a)za)pz (2.4)

dove w é la frequenza angolare del campo incidente [rad/s], w, la pulsazione di
plasma [rad/s], y la frequenza di collisione [Hz], o la permeabilita magnetica del

vuoto , uy la permeabilita relativa ed € la permittivita dielettrica del vuoto.

Per quanto riguarda la capacita totale del circuito si pud utilizzare la seguente

espressione:

1 1 1

= +
Ctot Cgeom(I’W’ t) Cadd (I’W’t’ gr)

(2.5)
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dove il termine Cgom ha dipendenza dai soli parametri geometrici della
metasuperifice ed C,qq ha dipendenza funzionale dai parametri elettromagnetici

della struttura secondo le seguenti espressioni:

w? t? t* W
2Log[2I]-—; Log[w] - — Log[t] - | 1- —5 — — |Log[w” +t*]+
£ 3t 3w 6w" 6t
Cgeom(l,w,t)=—°|

Az
—4—W ArcTan [i} - ﬂ ArcTan [ﬂ} + E
3t t 6

w| 3w (2.6)

tw
Cadd (I 'W!t):gogr |_

La frequenza di risonanza pud quindi essere espressa attraverso la seguente
espressione:

f ,—1 2.7)
= 2.7
27[ L[otCtot
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2.1.2 STUDIO DELLA FUNZIONE SPETTRALE DI GREEN PER
METASUPERFICI

Lo studio della funzione di Green per il calcolo della distribuzione di campo
elettromagnetico in un mezzo € un approccio classico di tipo elettromagnetico.
Recenti studi ne hanno proposto l'utilizzo per strutture tridimensionali anisotrope
[18], per lo studio di linee di trasmissione con perdite [19] e per I'analisi spettrale di
mezzi dielettrici [20].

La tecnica della funzione di Green & stata impiegata per investigare I'interazione
del campo elettromagnetico con diversi tipi di mezzi come ad esempio substrati
dielettrici multistrato [21], mezzi stratificati bi-isotropi e multi-strato sferici [22].

Le attivita di ricerca relative allo studio della funzione di Green hanno riguardato la
valutazione della funzione spettrale di Green nel dominio di Fourier per descrivere
il fenomeno della risonanza plasmonica di superficie per metasuperfici [23,24]. La
geometria che é stata studiata € quella mostrata in Figura 2.5 dove lo strato
costituito dalla metasuperificie infinitamente esteso nel piano xz & posto tra il piano
di massa ed il semispazio superiore costituito dal vuoto. | parametri costitutivi della

metasuperficie sono stati presi in accordo all’idea di Veselago [4].
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Figura 2.5: Geometria della metasuperficie infinitamente estesa nel piano xz.

Lo studio elettromagnetico della struttura pud essere sviluppato a partire dalle
equazioni di Maxwell nel dominio del tempo con la sola corrente impulsiva J posta

in (x=0, y=-h, z=0) secondo lo schema di Figura 2.6.
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v=0

y=-h — ———— - O——2__ ___.
Lo

y=-d

Figura 2.6: Metasuperficie con l'indicazione dell’allocazione della sorgente planare impulsiva.

Il campo elettrico puo essere espresso [25] con la seguente espressione:
E= j G(r| r')- I(rdv (2.8)
\Y

dove G(r|r")e la funzione di Green diadica che normalmente € una matrice
completa 3x3 ma sotto l'ipotesi di eccitazione planare la funzione di Green G(r|r")

si riduce ad una diade 2x2. L’espressione nel dominio trasformato di Fourier risulta

la seguente:

~+00

E(a.y. )= [ G(a.y. Bly)-3(y)dy’ (29)

—00

Al fine di valutare la distribuzione spaziale del campo elettrico € necessario

ritornare al dominio di partenza ricordando le seguenti espressioni:

+00 +00

E, (X Y,2)= 471T2IIG (a.y,8]-h)J, (a.—h,B)e el 4 d

—00 —00

400 400

1 (ZX+Z
E,(xy.2)= 47[2ij (e, B]-h)J, (a,-h, B)e" " dadp

o (2.10)
+00 +00
1 j(ax+p1)
E,(xy.2)=—— | | G, (a,y.8]-h)J, (a,-h,B)e’ dadp
LY
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In maniera similare all’approccio riportato in [25] ed assumendo la corrente

impulsiva J diretta lungo I'asse x come mostrato in Figura 2.6 ed utilizzando la
seguente trasformazione:

derd B =|det[ Jacobian (£,5) |d&ds = £déds (2.11)

per y>0 la distribuzione di campo elettrico diviene:

E,(xy,2)= _47[ a)yjcos 5J'§ [, (d- ]e r2yglelsinoxseesdz)y £ g 5 4

@ (yd)
sh[yl d-h)]
o _tf-r A arey Jé(sm&x+cos§z)d ds
47”080jsm j/fm/z F () e Ve £
v h| 7, (d-h -
Ey(X, y,z) 4 ISII’]5I g Me—nyejé(smﬁmcosaz)déda
x° 0)80 o ['(7d) o

E,(xY,2)= é co,ujsm 25_[ & g 72 YlelinaxesIT)y £ 5y

q)(71d)

T Sh[71 d_h)]

JSln 25.[ 57/1 V> F(}/ld) g7 yejﬁ(Sin5x+coséz)d§d5

87r a)eo

dove 3, € la trasformata di Fourier bidimensionale dell'impulso di corrente J, ed

avendo posto le seguenti uguaglianze:

®(y,d)=y,ch(yd)+y,sh(yd) (2.13)
I'(,d)=¢ 7,ch(yd)+ysh(yd) (2.14)
2 g2 2
7 =8 —k'e, 2 2
. k=01, &
{ 7/22 _ érz _ k02 0 qu 0 (2.15)
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Le formule sono valide anche nella regione di spazio Ye(-h,0]e ye[-d,-h].

Utilizzando le coordinate polari (£.¢) del piano XZ:{X=,0C03(0,Z=,05in(0} e

svolgendo I’integrale rispetto la variabile J 1’espressione 2.12 assume la seguente forma:

pSeR
-jS,  F sh[;/l (d- h] Wy
E.(xy,2)=—7 0 j (pﬁ)we dé +
h[y,(d-h)] _

o If " 2[ (pg)‘%(pé)]s e, #ldg

2r g, ps F(yld) (2.16)
I T Sh[yl(d_h)] ~12Y

Ey(><,y,2)—47[2w808r léml(pé) T dé
E,(x,y,z)=0

Al fine di provare I'esistenza del campo elettrico plasmico & necessario imporre la
condizione di campo superficiale ed esaminare i piani di interfaccia. Per la

condizione di campo superficiale si ha E,(x,y,z)=0. Questa condizione la si

ottiene scegliendo la condizione di polo dominante che risulta:

71 =0 (2.17)

0 equivalentemente:

£ =ky\fer (2.18)

In queste condizioni il campo elettrico plasmonico ha un numero d’onda che si

riduce alla circonferenza di raggio ¢ = kover e l'integrale dipende solo da questi

contributi spettrali. Quindi, la presenza del campo elettrico plasmonico e

assicurato dalle seguenti tipologie di metasuperfici:
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e dielettrici Epsilon Near Zero (ENZ);
o dielettrici Single-Negative (SNG);
e dielettrici SNG e ENZ.

A partire dall’espressione 2.16 si ottiene:

i3, d-h Jl(pkox/Z)

o
2r 1+dKk,q/e -1 P

(2.19)

27 P (2.20)

Le formule 2.19 e 2.20 mostrano che il campo elettrico all’interfaccia ha una
discontinuita, che risulta essere secondo la seguente espressione il campo

elettrico plasmonico:
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|3 Jl(pko\/g)
: 27 H" 1+dk0«/gr—1_\]1(‘pk0\/;

|

0
N (2.21)

Ovviamente il campo elettrico plasmonico puo essere composto da contributi
provenienti da altri punti spettrali tuttavia si puo considerare che la condizione di
polo dominante include la parte piu importante dello spettro.

Nel seguente paragrafo verranno mostrate le possibili applicazioni
bioelettromagnetiche utilizzando metasuperfici in particolare per il rilevamento di

tessuti e composti organici.

2.2 APPLICAZIONI BIOELETTROMAGNETICHE DEI METAMATERIALI
MICROSTRUTTURATI PER IL RILEVAMENTO DI TESSUTI E
COMPOSTI ORGANICI

Come evidenziato, tutti i composti organici ed inorganici assorbono in specifiche
regioni spettrali. Le bande di assorbimento sono dovute alle vibrazioni molecolari
dei legami chimici che nel loro insieme costituiscono il campione biologico in
esame [26]. Gli stati vibrazionali delle molecole possono essere valutati mediante
spettroscopia infrarossa, a causa del fatto che le transizioni vibrazionali richiedono
tipicamente una quantita di energia che corrisponde alla regione infrarossa dello
spettro. A tali frequenze i composti biologici mostrano diversi picchi di
assorbimento. La specificita e l'unicita degli spettri di assorbimento rendono

I'analisi spettroscopica di grande interesse per il rilevamento di composti organici.
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Pertanto, per il riconoscimento del composto organico € necessario illuminare in
modo selettivo il campione biologico. Cio si ottiene sintonizzando le frequenze di
risonanza delle metasuperfici con le frequenze vibrazionali tipiche del composto

sotto esame. Quando le frequenze di risonanza della metasuperficie sono
prossime a quelli presenti nello spettro assorbanza della sostanza in esame, la
forma della risposta € notevolmente modificata in termini di grandezza e larghezza
di banda. In particolare, tali modifiche sono in relazione con il tasso di
assorbimento del materiale e quindi la sua concentrazione. Tali informazioni
permettono di rilevare importanti caratteristiche del campione sotto analisi. In
Figura 2.7 e mostrato lo schema di funzionamento del sistema di rilevamento.
Nella configurazione proposta, l'assorbimento della radiazione elettromagnetica

viene rilevata dalle variazioni del coefficiente di trasmissione.

/l\ .
'f\lllul_ .II |”|"ﬂ f,_\u_- ‘-III;.H

EM MTM Sample Detector
Source Resonators (MUT)

Figura 2.7: Piattaforma di biorilevamento per composti organici.

In grigio € riportata la metasuperficie ed in verde il campione biologico.

Y

La metasuperficie riportata in grigio nello schema é illuminata da un campo
elettromagnetico nella regione spettrale dell’Infrarosso — IR. In tali condizioni
operative, la metasuperficie a configurazione di tipo complementare funge da filtro
lasciando passare, secondo progetto, le sole componenti spettrali coincidenti con
le frequenze dei moti vibrazionali del composto in esame. A questo punto la

presenza del campione biologico, riportato in verde nello schema, influenza
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'ampiezza e la larghezza di banda del segnale trasmesso in relazione alle
caratteristiche di assorbimento del campione biologico.

Nelle attivita di ricerca e stato indagato un altro possibile schema basato su
metasuperfici particolarmente adatto per il biorilevamento di tessuti neoplastici,
che si basa su misure di indice di rifrazione. In questo schema riportato in Figura
2.8 la metasuperficie (riportata in grigio) e direttamente in contatto con il campione

biologico (riportato in verde).

MTM
EM Source Eesonators
+

Sample

Detector

Figura 2.8: Piattaforma di biorilevamento per tessuti neoplastici.

In grigio & ripoarta la metasuperficie ed in verde il campione biologico.

Il parametro utilizzato per il biorilevamento in questo caso é il coefficiente di
riflessione che risulta modificato in relazione all'indice di rifrazione che assume Il
campione biologico con cui risulta a contatto. Tale schema risulta particolarmente
utile ai fini di diagnostica medica in quanto a differenze di indice di rifrazione di un
tessuto possono essere associate condizioni fisiopatologiche differenti [27,28].

La scelta della tecnologia per la metasuperficie é ricaduta sulla configurazione di

tipo complementare cui un esempio € riportato in Figura 2.9 (b).
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(a) (b)

Figura 2.9: (a) Split Ring Resonator tradizionale; (b) Split Ring Resonator di tipo Complementare.

Tale configurazione offre il vantaggio di una maggiore interazione tra il campo
elettrico e il campione biologico rispetto al tradizionale Split Ring Resonator
(riportato in Figura 2.9a). Infatti nella configurazione di tipo complementare le linee
del campo elettrico non solo localizzare esclusivamente nel gap (Figura 2.9 a) ma
lungo tutta la geometria dell’anello (Figura 2.9 b).

Nei seguenti sotto paragrafi vengono mostrate le applicazioni proposte per il
rilevamento di tessuti (sano e neoplastico della mammella) e composti organici
(misurazione della concentrazione di emoglobina e valutazione del contenuto di

acqua in campioni biologici).

2.2.1 METASUPERFICI PER APPLICAZIONI DI MISURA DELLA
CONCENTRAZIONE DI EMOGLOBINA IN CAMPIONI BIOLOGICI

Il rapporto ossi-deossiemoglobina € un parametro estremamente importante per le
indagini diagnostiche di routine in quanto permette di stimare il grado di perfusione

nei tessuti. Considerando la metasuperficie di Figura 2.4 e stato proposto in [13] il
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suo possibile utilizzo per valutare attraverso misure di assorbimento, secondo lo
schema di Figura 2.7, il rapporto di concentrazione ossi/deossiemoglobina.

In particolare, considerando che i picchi di assorbimento del’emoglobina
ossigenata e deossigenata sono presenti rispettivamente a 315 e 400 THz [29], €
stata progettata la metasuperficie di tipo quadrato a configurazione

complementare assumendo i parametri riportati in Figura 2.10.

Figura 2.10: Cella unitaria della metasuperficie costituita da un incisione dielettrica di tipo quadrato con [=240nm; w=79nm;

g=40nm; t=70nm. Modello di Drude lamina in argento con i seguenti parametri: w,=2-17-2175-10" Hz, y=9-10"Hz.

Con tali parametri, scelti opportunamente seguendo la modellistica di cui al
paragrafo 2.1.1, si ottiene per il coefficiente di trasmissione il diagramma di Figura
2.11. Tale diagramma mostra come sia possibile sintonizzare la risposta
elettromagnetica della struttura per farla coincidere con i picchi di assorbimento

della ossi/deossiemoglobina.
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Figura 2.11: Spettro di trasmissione per metasuperficie costituita da un incisione dielettrica di tipo quadrato con 1=240nm;

w=79nm; g=40nm; t=70nm. Modello di Drude lamina in argento con i seguenti parametri: w,=2-17-2175:10" Hz, y=9-10"*Hz.

Per descrivere il comportamento elettromagnetico del campione biologico in

esame sono stati utilizzati i modelli di assorbanza riportata in [29].

Le misurazioni ottenute attraverso simulazioni numeriche sono riportati in Figura

2.12.

0.4+

S-Parameter

—— Deoxygenated haemoglobin (Hb)
Oxyhemoglobin (HbO,)

S21

/L
A v 1 L 1

00 . —
290 300 310 380 390 400

Frequency [THZz]

Figura 2.12: Spettro di trasmissione per il biorilevamento della ossiemoglobina e la deossiemoglobina, utilizzando la

metasuperficie di Figura 2.11 nello schema di Figura 2.7 con i modelli del campione biologico riportati in [9 del 7].

| risultati mostrano che si ottengono differenti curve per ossi/deossiemoglobina. In

particolare i picchi relativi alla risonanza della struttura subiscono una brusca
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attenuazione in caso di differenti concentrazioni di ossi/deossiemoglobina. Cio
suggerisce un possibile utilizzo di tali strutture per la valutazione della
concentrazione di diversi composti organici.

Nel successivo paragrafo verra mostrata la possibilita di utilizzare metasuperfici

per la valutazione del contenuto di acqua in campioni biologici.

2.2.2 METASUPERFICI PER LA VALUTAZIONE DEL CONTENUTO DI
ACQUA IN CAMPIONI BIOLOGICI

La valutazioni del contenuto di acqua in campioni biologici € un parametro
importante nelle indagini di diagnostica medica. E’ ben noto che meccanismi
alterati di perfusione dei tessuti possono essere collegati a diverse condizioni
fisiopatologiche degli organi [30]. E’ quindi di grande interesse la possibilita di
misurare il quantitativo d’acqua in campioni biologici. La soluzione tecnologica
proposta in [14] si basa sulle peculiari caratteristiche delle bande di assorbimento
dellacqua nellinfrarosso. Tali bande sono legate alle vibrazioni molecolari che
coinvolgono varie combinazioni dei modi fondamentali di vibrazione delle molecole
d’acqua. Quando un'onda elettromagnetica si propaga attraverso un mezzo
contenente molecole di acqua cede porzione della sua energia elettromagnetica
che viene assorbita da tali molecole. Tale assorbimento si verifica a certe
frequenze caratteristiche mentre il resto dello spettro viene trasmesso con effetti
minimi. In particolare, considerando che i picchi di assorbimento dellacqua sono
presenti rispettivamente a 55, 60 e 100 THz [26], & stata progettata una
metasuperficie in grado da filtrare la radiazione elettromagnetica incidente su tali
frequenze ed illuminare il campione biologico secondo lo schema di Figura 2.7. La

metasuperficie proposta in [14] e riportata in Figura 2.13.
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Figura 2.13: Cella unitaria della metasuperficie costituita da tre incisioni dielettriche di tipo quadrato con 1;=880nm;

1;=544nm; [;=760nm; w;=180nm; w,=200nm; wz=205nm; g;=180nm; g,=80nm; gs=205nm [14].

| parametri di progetto indicati in didascalia di Figura 2.13 garantiscono le

risonanze in corrispondenza delle tre frequenze caratteristiche. | risultati delle

simulazioni numeriche condotte avendo considerato

le caratteristiche di

assorbimento dell’acqua presenti in [26] sono riportate in Figura 2.14.
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Figura 2.14: Spettro di assorbimento dell’acqua contenuta in tessuto [14].
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Si pud osservare dalla Figura 2.14 come allaumentare del contenuto di acqua
allinterno di un tessuto biologico diminuisca I'ampiezza dello spettro di
trasmissione in relazione all’energia assorbita dall’acqua stessa.

La struttura proposta pud trovare applicazione anche per il biorilevamento di
tessuti sani e neoplastici in virtu del differente contenuto di acqua al proprio
interno.

Nel successivo paragrafo viene proposto [l'utilizzo di metasuperfici per |l

biorilevamento di tessuti neoplastici.

2.2.3 METASUPERFICI PER IL BIORILEVAMENTO DI TESSUTI
NEOPLASTICI

In questo studio [15] e stato presentato un biosensore basato su metasuperfici
operante nella banda S-C (2-8 GHz). Il sensore & progettato per rilevare la
presenza di tessuti neoplastici mediante misurazioni della variazione del
coefficiente di riflessione per effetto dell'inserzione del materiale biologico. |
cambiamenti nella risposta elettromagnetica del sensore in termini di shift in
frequenza e variazioni in ampiezza sono relazionabili ai differenti valori di
permittivita e assorbimento del tessuto neoplastico rispetto a quello normale. Tale
studio €& avvenuto in collaborazione congiunta tra il Laboratorio di
Elettromagnetismo Applicato (Universita Roma Tre) e [I'U.O.S.D. Chirurgia
oncologica della mammella e gestione percorsi diagnostici terapeutici (Azienda
Ospedaliera San Camillo - Forlanini).

Per applicazioni il cui scopo & quello di rilevare le caratteristiche dei materiali
organici € necessario che la risposta del biosensore sia simultaneamente sensibile
e selettiva nei confronti delle proprieta dielettriche del campione.

Il sensore e costituito da un array di inclusioni di tipo complementare, ossia

inclusioni dielettriche di forma circolare incise su lastra metallica (Figura 2.15).
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Figura 2.15: Metasuperficie con inclusione circolare dielettrica (r=5 mm, w=g=0.3*r mm, spessore lamina=0.3*r).

La focalizzazione e lintensificazione del campo in prossimita delle inclusioni
permette di ottenere ottime prestazioni in termini di sensibilita e selettivita di
risposta. Attraverso simulazioni di tipo numerico, i parametri geometrici relativi alle
dimensioni delle inclusioni sono stati ottimizzati .

Il sistema proposto trova applicazione nel campo della sensoristica
elettromagnetica per il rilevamento di campioni ex-vivo di tessuti sani e neoplastici.
La struttura ha specifiche caratteristiche elettromagnetiche legate alla sua
geometria ed in particolare presenta una frequenza di risonanza quando viene
eccitata da un'onda piana con il vettore di propagazione k perpendicolare al piano
del sensore (Figura 2.15). Il materiale da testare viene posto dietro il sensore ed il
sistema “sensore - campione biologico" € illuminato da una sorgente
elettromagnetica secondo lo schema di Figura 2.8. Il segnale rilevato (in
riflessione) ha una frequenza di risonanza e un’ampiezza che sono dipendenti

dalle caratteristiche elettromagnetiche del sistema complessivo (Figura 2.16).
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Biosensore
.&-
Sorgente s Campione
elettromagnetica =:>'/ ensore biologice

Rilevatore S11

Figura 2.16: Schema a blocchi della piattaforma di biorilevamento.

Il comportamento elettromagnetico del sistema € legato alla variazione della
permittivita dell'intera struttura, causata dalla presenza del campione biologico che
produce un cambiamento della frequenza di risonanza propria del sistema a causa
della variazione di permittivita indotta dal materiale biologico. La risposta del
sensore e notevolmente modificata in termini di larghezza di banda in relazione
alle caratteristiche di assorbimento del campione in esame.

Al fine di testare il sensore, sono stati utilizzati i valori sperimentali della
permittivita di tessuti sani e neoplastici presenti in letteratura [27]. | campioni
biologici del tessuto sano e neoplastico sono posti a diretto contatto con il
sensore. In questa configurazione, la variazione della permittivitd del sistema,
causata dalle diverse caratteristiche elettromagnetiche dei campioni in esame,
gioca un ruolo rilevante nella risposta in frequenza. Dalla variazione della
frequenza di risonanza é possibile distinguere accuratamente i tessuti sani da
quelli neoplastici. In Figura 2.17 sono mostrati i risultati nel caso di tessuti sani e
tumorali della mammella. Il parametro utilizzato per il biorilevamento e il

coefficiente di riflessione del sistema.
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Figura 2.17: Variazione della frequenza di risonanza tra tessuto normale (verde) e tessuto maligno (rosso).

La criticitd operativa del setup sperimentale consiste nella preparazione dei

campioni biologici per i quali € necessario studiare I'ottimizzazione delle geometrie

dell'assieme risonatore - campione biologico.

Nel successivo capitolo vengono discusse ulteriori tematiche che sono state

sviluppate a complemento rispetto all’attivita principale di ricerca.
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Ulteriori tematiche

Nellambito dell’attivita di ricerca triennale sono emerse ulteriori nuove tematiche
affini ai settori del bioelettromagnetismo, delle telecomunicazioni e dell’elettronica
biomedica che hanno portato allo sviluppo di diversi prodotti di ricerca
marginalmente coerenti con la tematica della tesi dottorale.

In particolare sono state affrontate le seguenti problematiche:

studio di strutture in grafene per comunicazioni wireless;

e studio delle tecniche anti-inquinamento ambientali basate su nanoparticelle;
e analisi del quadro normativo relativo alla determinazione delle fasce di
rispetto per gli elettrodotti;

e analisi elettromagnetica della stimolazione cerebrale profonda.

Tali aspetti vengono analizzati nei paragrafi che seguono.

3.1 STRUTTURE IN GRAFENE PER COMUNICAZIONI WIRELESS

Le strutture in grafene si stanno proponendo come la tecnologia emergente in
grado di realizzare le comunicazioni di tipo wireless tra nanosistemi. Questo nuovo
campo di ricerca e chiamato Graphene-enabled Wireless Communications (GWC)
[1,2]. Il grafene ed i suoi derivati sono stati anche proposti per lo sviluppo di nuovi
transistor ad alta velocita [3] e celle solari [4].

Nel campo dello sviluppo di nanoantenne il grafene permette il vantaggio di
utilizzare strutture dell’ordine di pochi micrometri come antenne, in una banda di
frequenze attorno ad 1THz [5]. La teoria classica delle antenne a microonde, che
lega la dimensione con la frequenza di risonanza, non puo essere applicata in

guesto scenario. Infatti, nel vuoto tale frequenza equivale ad una lunghezza
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d'onda di circa 300um. Il grafene permette quindi di ottenere antenne con
dimensioni notevolmente inferiori rispetto a quelle metalliche a parita di frequenza.
Diverse ricerche hanno riguardato il progetto di nuove nanoantenne, analizzando
ad esempio in [6] le proprieta elettromagnetiche di geometrie comuni di antenna
(rettangolare, ellittica, triangolare e circolare).

Gli sviluppi delle attivita di ricerca in questo contesto hanno riguardato lo studio
delle proprieta elettromagnetiche di strutture dalle geometrie pit complesse per la
verifica della possibilita di implementazione di tali strutture per comunicazioni
wireless.

In particolare, in [7] si e proceduto allo studio delle caratteristiche di conducibilita
del grafene ed é stata proposta una particolare geometria della particella definita
di tipo bow-tie (Figura 2.18).

L_‘j_':E LP
E

-

t

Figura 2.18: Geometria della struttura in grafene di tipo bow-tie con rappresentazione delle due polarizzazioni studiate.

Per tale struttura é stata studiata dal punto di vista numerico l'interazione con la
radiazione elettromagnetica secondo le polarizzazioni riportate in Figura 2.18. A
titolo di esempio si riporta lo spettro di assorbimento della nanoparticella di tipo
bow-tie per la polarizzazione del campo incidente di tipo longitudinale LP (Figura

2.19) e la relativa distribuzione di campo elettrico alla frequenza di risonanza
(Figura 2.20).
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Figura 2.19: Spettro di assorbimento per polarizzazione longitudinale
della nanoparticella bow-tie con a=5000nm; c=3000nm; h=5000nm; g=500; t=200nm.

Figura 2.20: Distribuzione di campo elettrico alla frequenza di risonanza di 1.37 THz per polarizzazione longitudinale
della nanoparticella bow-tie con a=5000nm; c=3000nm; h=5000nm; g=500; t=200nm.

| risultati mostrano che la frequenza di risonanza per I'antenna in grafene € pari ad
1.37 THz per i parametri indicati in didascalia di Figura 2.19, ricadendo
nell’intervallo di interesse per le nanocomunicazioni wireless [8].

E’ stato altresi valutato lo spettro di assorbimento al variare dei parametri
geometrici dell’antenna (Figura 2.21A, Figura 2.21B, Figura 2.21C). Come risultato
si puo osservare che la risonanza e I'assorbimento di questo tipo di strutture pud

essere ottimizzato variando i parametri geometrici.
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Figura 2.21:A) Spettri di assorbimento per polarizzazione longitudinale variando il parametro 5000nm<a<10000nm; B)
Spettri di assorbimento per polarizzazione longitudinale variando il parametro 3000nm<c<5000nm; C) Spettri di

assorbimento per polarizzazione longitudinale variando il parametro 5000nm<h<10000nm.

In [9] e stato ulteriormente approfondito lo studio di strutture in grafene in
particolare proponendo in alternativa a strutture convenzionali quali patch quadrati

e circolari [6] strutture con incisioni dielettriche ottenendo cosi strutture ad anello

circolare e quadrato (Figura 2.22).

E I E
21, c
\ k

(@) (®)

Figura 2.22: Geometria delle strutture in grafene: (a) anello circolare (b) anello quadrato.

| parametri geometrici di tali strutture sono stati progettati per ottenere la risonanza

nella banda 1-4 THz (Figura 2.23a, Figura 2.23b).
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Figura 2.23: Spettro di assorbimento per (a) anello circolare variando r; con r,=4000nm;
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[

b) anello quadrato variando I; con 1,=4000nm.

Dalle analisi parametriche di Figura 2.23 si puo osservare che l'utilizzo di strutture
con incisioni dielettriche permette di ottenere una risonanza ulteriore rispetto alle
strutture convenzionali. In particolare, variando il parametro geometrico r; per
I'anello circolare ed il parametro |; per la struttura ad anello quadrato € possibile
ottenere una risposta a larga banda (ottimale per le comunicazioni wireless). La
relativa distribuzione di campo alla frequenza di risonanza per una particolare
configurazione delle strutture (r;=1661nm; r,=4000nm e |;=1661nm; 1,=4000nm) &

riportata in Figura 2.24.

(b)

Figura 2.24: Distribuzione di campo elettrico alla frequenza di 1.5 THz con r;=1661nm; r,=4000nm per la configurazione ad

anello circolare (a); 1,=1661nm; 1,=4000nm per la configurazione ad anello quadrato (b).
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In conclusione, con strutture ad anello circolare e quadrato si &€ ottenuto un buon
allargamento di banda che pud essere ottimizzato variando le caratteristiche

geometriche delle strutture stesse.

3.2 STUDIO DELLE TECNICHE ANTI-INQUINAMENTO AMBIENTALI
BASATE SU NANOPARTICELLE

Per quanto riguarda I'attivita relativa allo studio delle tecniche anti-inquinamento
ambientali basate su nanopatrticelle, in [10] sono state analizzate diverse tecniche
di bonifica da siti contaminati da composti organici del cloro. | composti organici
del cloro sono piu densi e meno viscosi dell’acqua e tendono a stratificarsi nelle
zone piu profonde dell’acquifero, pertanto risultano difficilmente estraibili dalla
falda. Vengono comunemente definiti DNAPLs (Dense Non Aqueous Phase
Liguids) [11]. La decontaminazione da questa tipologia d’inquinante risulta assai
complicata, essi sono in grado di permanere all'interno della falda per diversi anni
aggravandone il tasso di inquinamento. Il TriCloroEtilene (TCE) e uno degli
inquinanti ambientali maggiormente analizzati [12] in quanto [Iinalazione
prolungata di questo solvente puo arrecare danni al sistema nervoso [13]. |
solventi clorurati sono composti organici derivanti da idrocarburi con I'aggiunta di
un alogeno [14], risultano scarsamente biodegradabili e rappresentano una fonte
di inquinamento a lungo termine. Tali composti sono inoltre volatili e il loro contatto
con l'aria provoca la contaminazione dell’ambiente circostante [15].

La scelta del tipo di tecnica da utilizzare per la decontaminazione prevede la
valutazione di molti aspetti. L’alternativa migliore dipende soprattutto dalle
caratteristiche specifiche del sito, come il tipo di contaminante, la tipologia di suolo
o la sua eterogeneita e il tempo disponibile per la bonifica [16,17].

| metodi per bonificare un sito sono principalmente due: eliminando il
contaminante o rimuovendolo dal suolo.

Le soluzioni posso essere distinte in:
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. interventi in situ;

. interventi ex situ.

Gli interventi in situ sono preferibili a quelli ex situ, sono piu economici e non
prevedono lo spostamento del contaminante, riducendo il suo contatto con
'ambiente circostante.

Nei trattamenti ex situ linquinante viene estratto per essere trattato con
appropriato intervento in un impianto esterno.

Una delle tecniche piu utilizzate per il risanamento di siti inquinati, € quella del
Pump&Treat in cui l'acqua contaminata viene prelevata dalla falda tramite
'impiego di pompe e successivamente trattata in un impianto esterno. Di natura
diversa sono i principi alla base delle Barriere Permeabili Reattive, questa tecnica
infatti prevede la bonifica del contaminante direttamente all'interno della falda.
Quando il plume contaminato attraversa la barriera, il materiale reattivo in essa
contenuto provvede alla sua degradazione [18].

Una valida alternativa per I'eliminazione dei composti organo clorurati, &€ fornita dal
ferro zero valente [19] , (uno dei reagenti maggiormente impiegati all'interno delle
barriere), la sua elevata reattivita viene esaltata se ridotto nella forma
nanometrica. Tramite reazioni superficiali, il ferro zero valente e in grado di
eliminare i composti DNAPLs o di ridurli a forme pit facilmente biodegradabili. E
inoltre possibile aumentare la reattivita del nano ferro zero valente attraverso il
“coating” con un altro metallo [20].

Dalle analisi condotte in [10] & emerso che I'uso delle nanoparticelle di ferro zero
valente costituisce una delle tecniche piu promettenti per la rimozione dei solventi

organo clorurati.
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3.3 ANALISI DEL QUADRO NORMATIVO RELATIVO ALLA
DETERMINAZIONE DELLE FASCE DI RISPETTO PER GLI
ELETTRODOTTI

Il tema delle fasce di rispetto per gli elettrodotti si inserisce nella piu vasta
problematica della protezione della salute della popolazione dall’esposizione ai
campi elettrici, magnetici ed elettromagnetici nell'intervallo di frequenza da 0 Hz a
300 GHz. La materia € normata sia in ambito nazionale sia in quello europeo. La
Comunita europea ha posto come base del proprio quadro normativo il razionale
dellICNIRP (International Commission on Non-lonizing Radiation Protection) che
nelle linee guida del 1998 e del 2011 propone limiti di esposizione determinati
sulla base degli effetti di danno alla salute scientificamente accertati. La normativa
italiana ha invece adottato il Principio di Precauzione con conseguenti limiti di

esposizione piu prudenziali di quegli europei (Figura 2.25).

0 Hz ' 300 GHz

LIMTTI FISSATIDALLA NORMATIVA NAFIOMNALE

0 Hz -100 KHz 100 KHz-300GHz
IN PARTICOLARE IN PARTICOLARE PER GLI
PERGLI IMPIANTI PERLE
ELETTRODOTTI TELECOMUNICAZIONI
(50 Hz)

PRINCIPIO DI PRECAUZIONE

Figura 2.25: Intervallo di frequenze previsto dalla normativa nazionale e internazionale per la protezione della popolazione e

dei lavoratori dalla esposizione ai campi elettrici-magnetici ed elettromagnetici.

Il Principio di Precauzione e una politica cautelativa per la gestione del rischio
enunciata dallOMS (Organizzazione Mondiale della Sanitd) da adottare nelle

circostanze caratterizzate da un alto grado di incertezza scientifica e riflette la
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necessita di intervenire nei confronti di un rischio potenzialmente grave senza
attendere i risultati della ricerca scientifica. La scelta del legislatore nazionale di
introdurre il Principio di Precauzione per la gestione della fattispecie
elettromagnetica come fattore di rischio per la popolazione ha cosi posto l'intera
normativa italiana del settore in posizione unica rispetto al Quadro normativo
europeo che si basa sul razionale dellICNIRP. In questo scenario in [21] si €
riportata una breve sintesi che illustra il quadro normativo nazionale per la
gestione degli elettrodotti con particolare attenzione alla salute delle popolazioni
esposte e dei lavoratori professionalmente impegnati in prossimita di tali impianti.

3.4 ANALISI ELETTROMAGNETICA DELLA STIMOLAZIONE
CEREBRALE PROFONDA

Negli ultimi anni diverse ricerche nel campo del bioelettromagnetismo hanno
focalizzato I'attenzione sulla stimolazione elettrica e magnetica per applicazione di
tipo medico [22,23]. In questo campo si € osservato come la stimolazione
elettromagnetica permetta di ottenere dei benefici in pazienti affetti da disturbi
cerebrali (epilessia, morbo di Parkinson e diverse altre condizioni patologiche)
[24,25]. Ad esempio, la stimolazione di tipo cerebrale profonda DBS (Deep Brain
Stimulation) che e a tutti gli effetti una procedura neurochirurgica e stata utilizzata
per la terapia del morbo di Parkinson ed altre patologie tra cui la sindrome di
Tourette e disturbi ossessivo-compulsivo [26]. In questo tipo di trattamenti gli
impulsi elettrici sono applicati attraverso coppie di elettrodi sul tessuto cerebrale
(subtalamo). Come nei pacemaker, gli elettrodi sono collegati ad un generatore
che invia impulsi che interferiscono distruttivamente con i segnali spontanei del
paziente che causano i tremori. Questo tipo di trattamento non € semplice e le
principali complicazioni derivano dal giusto set di parametri da utilizzare per il

trattamento.
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Nell'attivita di ricerca condotta in [27] € stata studiata la propagazione
elettromagnetica del segnale di neurostimolazione in una rete neurale multistrato
al fine di simulare la tecnica DBS (Deep Brain Stimulation). In particolare la rete

neurale considerata € costituita da 176 neuroni suddivisi in tre strati:

e primo strato: 100 neuroni connessi direttamente all’elettrodo di
stimolazione;
e secondo strato o strato intermedio: 50 neuroni;

e terzo strato: 25 neuroni connessi con i nheuroni bersaglio.

Ciascun neurone € considerato composto da un soma, dieci diramazioni
dendritiche ed un assone secondo il modello di Hodgink-Huxley [28]. Come si puo
osservare dallo schema di Figura 2.26 il terzo strato di neuroni € connesso
secondo due differenti vie: venti neuroni sono connessi ai dendriti e cinque al

soma del neurone bersaglio.

—
O~ X 20
-0 o)
SO | e | o
ool |e
{0 | | o
~—/
> O~
> O~
N~/
DBS Layer | Layer I Layer lll Target
Stimulator . .q10.99] Cells[100-149] Gells[149-174]  Cells [175]

Figura 2.26: Topologia della rete neurale considerata in [21].

Negli studi di propagazione del’impulso nella rete di topologia di Figura 2.26,

effettuati con il software Neuron [29], sono stati utilizzati parametri tipici per lo
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stimolatore in termini di tensione di ampiezza (Vmax), frequenza (f) e duty cycle
(DC) corrispondenti a valori utilizzati nei trattamenti DBS [30].

Le simulazioni sono state condotte considerando un DC del 50% ed una forma
d'onda di tipo monofasica. In queste condizioni operative, la propagazione
dell’impulso dipende solo dalla frequenza e dal’ampiezza della stimolazione.

In un singolo neurone, per avere una propagazione ottimale € necessario che il
tempo che intercorre tra due impulsi successivi sia maggiore del periodo refrattario
del neurone stesso. Per una rete complessa di neuroni questo concetto risulta
estremamente piu articolato e legato alla topologia della rete. Al fine di valutare la
massima frequenza degli impulsi (f) trasmissibile per differenti valori di ampiezza
(Vmax) Sono state effettuate diverse simulazioni numeriche con risultati mostrati in
Figura 2.27 e Figura 2.28.
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""""""""""""""""""""""""""""""" - ~ ~Cells[100].axon
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Figura 2.27: Propagazione dell'impulso per la rete di topologia di Figura 2.26 con: Vima = 1V, f = 179 Hz, DC =50%. | punti
di misurazione sono: dendrite O del neurone 0 (linea rossa); assone del neurone 100 (grigio tratteggiato); assone del

neurone 150 (linea verde); soma del neurone bersaglio (linea nera) ed assone del neurone bersaglio (linea blu).
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Figura 2.28: Propagazione dell'impulso per la rete di topologia di Figura 2.26 con: Vma =1V, f =180 Hz, and DC=50%. |
punti di misurazione sono: dendrite O del neurone 0O (linea rossa); assone del neurone 100 (grigio tratteggiato); assone del

neurone 150 (linea verde); soma del neurone bersaglio (linea nera) ed assone del neurone bersaglio (linea blu).

Si puo osservare che al di sotto della frequenza di 180 Hz per un impulso con
ampiezza di 1V si ottiene l'eccitazione del neurone bersaglio (Figura 2.27),
viceversa per frequenze superiori (Figura 2.28) non vi € la trasmissione del
secondo impulso. Ulteriori simulazioni hanno permesso di ottenere il diagramma di
Figura 2.29 che lega l'ampiezza dellimpulso con la massima frequenza
utilizzabile.
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Figura 2.29: Massimo valore della frequenza per differenti ampiezze dell'impulso di eccitazione.
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Il diagramma di Figura 2.29 mostra una proporzionalitd di tipo inverso tra

ampiezza dellimpulso e la massima frequenza utilizzabile.

Il risultato delle simulazioni effettuate attraverso I'utilizzo del software Neuron
indicano la possibilita di predire i corretti parametri di stimolazione del pacemaker
da utilizzare a patto che si riesca ad individuare I'equivalente rete neurale sulla

quale si vuole agire terapeuticamente.
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Conclusioni

L’attivita di ricerca triennale, inserita all'interno della tematica di ricerca
“Nanoparticelle e metasuperfici microstrutturate per applicazioni
bioelettromagnetiche”, ha riguardato principalmente un approfondito studio delle
proprieta elettromagnetiche delle nanoparticelle e delle metasuperfici
microstrutturate alla base dello sviluppo di innovative applicazioni in
bioelettromagnetismo.

Tali ricerche hanno l'obiettivo di studiare soluzioni tecnologiche avanzate che
possano permettere futuri approcci diagnostico-terapeutici mininvasivi e/o
coadiuvino quelli gia esistenti con elevato valore aggiunto in termine di diagnosi
precoce e/o una terapia selettiva ed efficace.

E’ stata studiata l'interazione della radiazione elettromagnetica con tali strutture
proponendo nanoparticelle dalle geometrie/materiali non convenzionali e
metasuperfici microstrutturate a configurazione complementare per lo sviluppo di
piattaforme di biorilevamento per diversi tessuti/composti organici.

In particolare, per quanto riguarda le nanoparticelle & stata studiata
l'interazione tra la radiazione elettromagnetica e le stesse procedendo allo
sviluppo di modelli analitici di predizione del comportamento elettromagnetico per
particolari geometrie non convenzionali e alla successiva simulazione
sperimentale sia con software commerciali di tipo full — wave che con lo sviluppo
di codici basati sul Boundary Element Method. Sulla base di tali studi & stato
proposto l'utilizzo di nanoparticelle dalle proprieta multi-risonanti per applicazioni
diagnostiche ultrasensibili e il multi-rilevamento di tessuti biologici; I'utilizzo di
nanoparticelle multi-strato e in grafene anche per comunicazioni wireless e lo
sviluppo di modelli circuitali equivalenti per la descrizione della dinamica del
trasporto di farmaco.

Per quanto concerne [lattivita di ricerca relativa alle metasuperfici

microstrutturate sono stati proposti diversi tipi di risuonatori basati su
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metamateriali per il rilevamento di tessuti e composti chimico/organici sviluppando
modelli circuitali equivalenti delle strutture e successiva simulazione sperimentale
con software commerciali di tipo full — wave. E’ stato altresi proposto lo studio
della funzione spettrale di Green per la valutazione del campo elettromagnetico

relativo alle metasuperfici.

L’attivita di ricerca dall’'ottobre 2013 & stata inquadrata all'interno dell’Accordo
Quadro tra 'Azienda Ospedaliera San Camillo — Forlanini e I'Universita Roma Tre,
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