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Sommario

Introduzione

Numerose patologie cardiache alterano
direttamente 0 indirettamente il
funzionamento fisiologico della valvola
mitrale (1). Le principali patologie a carico di
quest’ultima possono indurre stenosi 0
insufficienza. | principali approcci terapeutici
prevedono la sostituzione valvolare con
protesi, o la riparazione della struttura nativa,
tramite la tecnica di resezione triangolare (2-
4) o quadrangolare (5,6) o tramite 1’inserzione
di neocorde in politetrafluroetilene (7-10). Per
migliorare la conoscenza degli effetti delle
patologie sul funzionamento della valvola
mitrale e per ottimizzare gli approcci
chirurgici volti alla sua riparazione o
sostituzione, gli studi in vitro e in vivo
costituiscono uno strumento
indispensabile.L.’approccio in  vitro  puo
basarsi sull’utilizzo di banchi prova costituiti
da un circuito idraulico, che permette la
riproduzione delle principali caratteristiche
del sistema cardiocircolatorio, e da un
alloggiamento per il cuore porcino o per la
sola valvola mitrale o aortica. Un esempio di
banco prova utilizzato per simulare uno stato
patologico delle valvole cardiache e riportato
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Figura.l: Rappresentazione di un modello trasparente
in Plexiglas, lavorato in modo da riprodurre al suo
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interno una cavita ellissoide con la tipica forma e
dimensioni  del ventricolo sinistro affetto da
cardiomiopatia ipertrofica. Due aste in metallo
permettono di variare la posizione dei muscoli
papillari. Il fluido impiegato nel circuito idraulico
entra per via apicale ed esce attraverso il disco
protesico della valvola aortica o attraverso [’orifizio
della valvola mitrale nell 'uscita atriale.

nello studio di Schwammenthal et al. (17) per
quanto riguarda la stenosi, il quale ha ideato
una camera ventricolare caratterizzata da una
particolare geometria della parete interna
(Figura.1)o come quelli di Vismara et al. ( 18-
20) dove & stato analizzato il rigurgito
mitralico funzionale, agendo sulla
dislocazione dei muscoli papillari in
determinate direzioni tramite dei sistemi di
afferraggio (Figura.2).

Figura.2: A) Schema del banco prova P): pompa
idraulica a pistone; V-A: rispettivamente sono la
camera ventricolare e la camera atriale; I: sistema che



simula la resistenza del circolo sistemico; R:
precarico). B) Valvola mitrale alloggiata in un sistema
di supporto e i muscoli papillari ancorati a dei sistemi
di afferraggio (freccia rossa).

In vitro é stato analizzato anche il prolasso
mitralico, ad esempio Arita et al. (21)
hariprodotto tale patologia utilizzando il
banco

prova mostrato in Figura.3, sempre tramite la
dislocazione dei muscoli papillari.
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Figura.3: La valvola mitrale & alloggiato in una
struttura che permette di fissare ’annulus e ancorare i
muscoli papillari a dei sistemi di afferraggio mobili.

I

In questo lavoro di tesi si vuole definire un
approccio ripetibile che permetta di riprodurre
in vitro, impiegando I’intero cuore porcino, il
prolasso mitralico secondario a rotture delle
corde tendinee native (22). Un altro obiettivo
di questa tesi € quello di realizzare un fluido
che sia in grado di riprodurre le caratteristiche
reologiche del sangue umano in termini di
viscosita e densita, e che comprenda la parte
corpuscolata. Questo fluido, oltre a simulare
le caratteristiche reologiche del sangue,
permette di valutare il modello patologico
sviluppato anche con strumenti familiari al
clinico, quali I’eco-Doppler.

Materiali e Metodi
Durante la campagna sperimentale sono stati

utilizzati 33 cuori porcini dal peso medio di
547 + 85 g.
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Figura.4: A) Pompa peristaltica, B) Pompa
volumetrica, C) Flussimetro, D) Traduttore di
pressione, E) Cuore porcino.

Venticinque campioni sono stati utilizzati in
una fase preliminare del lavoro svolto, utile
per definire il protocollo definitivo da
impiegare per riprodurre [I’insufficienza
valvolare. Quest’ultimo protocollo ¢ stato
applicato a sette cuori. In questo lavoro di tesi
vengono impiegati due banchi prova, un set-
up sperimentale per la realizzazione di un
fluido a viscosita controllata ed un set-up
sperimentale impiegato per effettuare una
valutazione preliminare del fluido. 1 due
banchi prova permettono di simulare il
prolasso mitralico, ma in uno la portata di
rigurgito viene misurata tramite flussimetro
(Figura.4) nell’altro viene valutato, in maniera
qualitativa, tramite la strumentazione eco-
Doppler.




Figura.5: Il campione non & piu immerso ma
appoggiato al sostegno indicato dalla freccia. Nella
figura si vedono anche: il trasduttore di pressione (A) e
la sonda dell’eco-Doppler (B).

I due banchi prova differiscono anche per il
volume di priming, rispettivamente di 10 L e
4 L, e per il tipo di fluido impiegato. Nel
banco prova, riportato in Figura.4, viene
utilizzata acqua demineralizzata. Mentre nel
banco prova, riportato in Figura.5, viene
utilizzato il fluido a viscositd dinamica
controllata (3 cP) composto per il 30 % da
glicerolo vegetale, per il 70 % da acqua
distillata e per 'l % del volume totale da
amido di mais. In entrambi i banchi prova per
simulare il prolasso mitralico sono state
tagliate due corde tendinee marginali
congiungenti il margine libero del lembo
centrale (P2) del foglietto valvolare posteriore
al muscolo papillare anteriore (MPA) ed una
corda tendinea congiungente il margine libero
del lembo centrale (A2) del foglietto valvolare
anteriore al muscolo papillare anteriore
(MPA).

Figura.6:1 cerchi indicano le corde tagliate che
congiungevano il margine libero di P2 e A2 al muscolo
papillare anteriore (MPA).

Prima di effettuare le misure di portata di
rigurgito, il campione viene precondizionato.
Durante 1’acquisizione dei dati la portata
viene misurata in seguito all’impostazione
della pressione che varia da 60 mmHg a 220
mmHg con un passo di 40 mmHg.
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Oltre ai dati di portata sono state analizzate,
per P2, le misure delle aree di prolasso
normalizzate rispetto all’aria totale del lembo
valvolare.

Per la misura della viscosita dinamica [cP] dei
campioni di fluido realizzati si procede con la
misura della densita [Kg/m®] e della
viscosita cinematica [m?/s]. L’equazione che
lega queste due grandezze é la seguente

p=p-v[mPa/s] 1)

Il set-up sperimentale per la misura della
viscositd cinematica [m%s] del fluido
(Figura.7) prevede I'uso di un viscosimetro
acapillare (CANNON-FENSKE).

Figura.7: A) Vista laterale del set-up sperimentale per
rilevare la viscosita cinematica. B) Vista dall’alto del
set-up sperimentale.

Le prove sperimentali sono state eseguite a tre
temperature: 20 °C (temperatura ambiente),



37 °C (temperatura fisiologica delsangue) e
40 °C (temperatura impostata per valutare la
viscosita ad una temperatura maggiore
rispetto a quella fisiologica).

| campioni analizzati sono riportati nella
seguente tabella.

CAMPIONE Acqua Glicerolo  Amido

distillata vegetale di mais
[%] [%] [%]

1 70 30 =

2 65 35 -

3 60 40 =
1.m 70 30 1
2.m 65 35 1
3m 60 40 1

Tabella.1: Possiamo distinguere 6 campioni di cui gli
ultimi tre contengono anche una percentuale di mais
(la percentuale ¢ riferita al volume totale di fluido
impiegato).

Il set-up sperimentale per la valutazione
preliminare del fluido (Figura.8)

Figura.8: Set-up sperimentale per una prima
valutazione del fluido.

viene impiegato per:

- verificare che durante 1’utilizzo del
fluido realizzato, non vi sia
formazione di schiuma;

- verificare che il particolato introdotto,
ovvero I’amido di mais, sia adatto per

Sommario

essere impiegato come materiale di
scattering per migliorare la qualita del
segnale eco-Doppler;

- verificare che la portata ricavata dalla
misura del profilo di velocita del
fluido, tramite eco-Doppler, sia uguale
o il piu possibile simile a quella
impostata tramite pompa centrifuga;

- verificare che con semplice acqua si
possa eliminare I’amido di mais
depositatosi nei tubi del set-up
sperimentale.

Risultati

Per definire se le portate di rigurgito siano
soddisfacenti 0 meno si é fatto riferimento
allo studio diArita (21) che evidenzia un
rigurgito di 5.6 mL/battito, 40 % in piu di
quanto osservato in condizioni normali (4.0
mL/battito). | risultati della misura del
rigurgito  mitralico, acquisiti tramite il
flussimetro, sono stati organizzati usando il
programma Excel®. Per ogni misura fatta
sono state calcolate le medie e le deviazioni
standard ed i valori di portata sono stati
rappresentati in dei grafici come il seguente.

Cuore_27: portate medie

40
35 x—
30 X

25
20 *
15 %

10

portata [ml/s]

0 40 80 120 160 200 240
pressione [mmHg]

Grafico.l1: In rosso i dati della portata di rigurgito in
configurazione basale, in azzurro in seguito al primo
taglio, in verde in seguito al secondo taglio e in viola
in seguito al terzo taglio.



| valori delle aree di prolasso del foglietto
valvolare posteriore, nello specifico del lembo
centrale (P2) son riportati nel seguente
istogramma.

Superfici di prolasso normalizzate
rispetto all’area di P2
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

superfide

26|27 |28(29| 30|31

m Area_Prolassg
Area_P2

o~

,110,150,310,190,23 0,14

Istogramma.1: Vengono riportate le aree di prolasso
normalizzate rispetto all’area totale del lembo P2 del
foglietto valvolare posteriore.

Considerando I’analisi fatta sui campioni di

fluido, realizzati in laboratorio, si sono
ottenuti i seguenti risultati.
Temperatura Viscosita Viscosita Viscosita
[°C] C_1.m [cP] C_2.m [cP] C_3.m [cP]
20 299+0.01 | 214+0.01 | 1.98+0.01
37 352%0.15 | 2.86+0.05 | 2.56+0.07
40 456+0.14 | 3.08+0.02 | 2.83+0.02

Tabella.2: Valori medi della viscosita dinamica dei
campioni presenti nel Grafico.3.4.

Dalla valutazione preliminare del

fluido

realizzato si sono messe a confronto le portate
impostate dalla pompa volumetrica con quelle

calcolate dal

(Istogramma.2).

segnale doppler

registrato

Sommario

Portate medie misurate tramite
ecoDoppler

portata [L/min]

OFRNWAUIOI~N00W©
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® portata

imposta1,2345678

H portata

misurata 1,12,(3,(3,55,|6,]|6,

Istogramma.3:Confronto fra le portate misurate con
due differenti sistemi di misura.

Discussione

Nonostante le  similitudini  anatomiche
riscontrate negli ultimi 7 campioni i risultati
di portata di rigurgito non sono confrontabili
tra di loro in seguito al taglio della prima
corda abbiamo un range di portate che variano
da 0,33 £ 1.26 ml/s a 14,89 + 1,8 ml/s. Anche
per il secondo taglio, nonostante Ila
similitudine anatomica, non si registrano dati
confrontabili tra di loro; le portate variano da
0,56 = 0,10 ml/s a 81,11 + 0,35 ml/s. Per il
terzo taglio si é evidenziata una similitudine
anatomica per i campioni C_26, C_ 29 e c_30

ma lo stesso non vale per i dati registrati
(Tabella.3).

CAMPIONE PORTATA 3 [ml/s]
C 26 39.78 £ 0.98
C_29 121.5 + 2.08
C_30 20.17 + 3.87

Tabella.3: La similitudine anatomica non trova
conferma nei dati.

Lo stesso vale per il ragionamento inverso
infatti se si considerano prima i dati, nello

\Y



specifico quelli riguardanti il terzo taglio,
potremmo considerare simili tra di loro in
termini di portata di rigurgito i campioni
C 27,C 28eC_31,0C_27 e C_30 ma questi
le corde tendinee che si inseriscono su A2
completamente diversi in termini di struttura
anatomica. Quindi possiamo affermare che
una similitudine anatomica non implica la
ripetibilita del dato e che ad un dato ripetibile
non corrisponde una similitudine anatomica.
Dall’lstogramma.l si deduce che i campioni
C_29 e C_30 sono confrontabili in termini di
superficie di prolasso cosi come i campioni
C_27 e C_31. Questa similitudine perd non
trova conferma in termini di portata, infatti
per il C_29 si registra una portata di rigurgito,
al taglio_2 a 100 mmHg, pari a 81.11 + 0.35
ml/s mentre per il C_30 si ha un valore pari a
2.61 £ 0.25 ml/s. Per il campione C_27 si ha
un valore pari a 1.89 £ 0.25 ml/s mentre per il
campione C_31 si ha un valore paria 47.11
1.55 ml/s.
Dall’analisi della viscosita dei campioni
realizzati deduciamo che se si prevede di
eseguire il test sperimentale a 20 °C
utilizziamo i campioni caratterizzati dalla
seguente composizione:
- 30 % di glicerolo vegetale, 70 % di
acqua distillata con viscosita dinamica
di 2.78 £ 0.02 cP;
- 30 % di glicerolo vegetale, 70 % di
acqua distillata e 1 % di amido di mais
con viscosita dinamica di 2.99 + 0.01
cP.
Se si prevede di eseguire il test sperimentale a
37 °C utilizziamo i campioni caratterizzati
dalla seguente composizione:
- 30 % di glicerolo vegetale, 70 % di
acqua distillata con viscosita dinamica 3.52 +
0.01 cP;
- 35 % di glicerolo vegetale, 65 % di
acqua distillata e 1 % di amido di mais con
viscosita dinamica di 2.86 + 0.05.
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Osservando [’Istogramma.3 si deduce che
dalle misure delle velocita rilevate tramite la
sonda eco-Doppler si sono ricavate delle
portate confrontabili con quelle misurate
tramite flussimetro.

Le immagini registrate dalla sonda eco-
Doppler confermano la validita dell’impiego
del fluido realizzato in laboratorio. Infatti
grazie ad una corretto posizionamento della
sonda si riesce a delineare, tramite la mappa
dei colori, il getto di rigurgito.

Conclusioni

Il protocollo adottato per simulare il prolasso
mitralico ha fornito dei risultati soddisfacenti
solo in termini di strategia adottata per
riprodurre ’insufficienza valvolare. Il fluido
realizzato potra apportare due migliorie nei
protocolli sperimentali futuri:

1. pone le basi per poter investigare in
vitro le strutture cardiache in
condizioni sperimentali che replicano
piu fedelmente le loro condizioni di

lavoro reali;

2. permette un’indagine semi-
quantitativa in laboratorio della
funzionalita degli apparati

cardiocircolatori con uno strumento

fondamentale per la diagnosi, quale

I’eco-Doppler.
La ripetibilita e il controllo nell’ottenere il
modello patologico sono limitati, con portate
di rigurgito fortemente variabili da campione
a campione nonostante il taglio controllato
delle corde tendinee. Una strategia per cercare
di aumentare la ripetibilita e il controllo
dell’ottenimento della patologia valvolare
potrebbe risiedere nel produrre il modello
patologico in controllo di portata: tagliando
cioé in successione opportune corde tendinee
in un set-up sperimentale preliminare
all’esperimento vero e proprio, che permetta

VI
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di verificare direttamente 1’effetto di ciascun portata stazionaria, allontanandosi quindi
taglio sul rigurgito. Il set-up sperimentale notevolmente dalla fisiopatologia.
utilizzato per questo lavoro ha previsto la
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Abstract

Introduction

Numerous cardiac pathologies directly or
indirectly alter the physiological functioning
of the mitral valve (1). The main pathologies
of this wvalve can cause stenosis or
insufficiency.  The  main  therapeutic
approaches require valve replacement with a
prosthesis, or the repair of the native structure
using the techniques of triangular (2-4) or
quadrangular (5,6) resection, or through the
insertion of neo-chordae in
polytetrafluoroethylene (7-10). To improve
the knowledge of the disease effects on the
functioning of the mitral valve and to
optimize the surgical approaches aimed at the
valve repair or replacement, in vitro and
vivostudies are an indispensable tool. In vitro
approach can be based on the use of test
benchescomposed of a hydraulic circuit,
which allows the reproduction of the main
characteristics of the cardiovascular system,
and a housing for the porcine heart or for only
the mitral or aortic valve.An example of test
bench used to simulate a pathological state of
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Figure.lRepresentation of a model transparent
Plexiglas, worked so as to reproduce in its interior a
hollow ellipsoid with the typical form and size of the
left ventricle affected by hypertrophic cardiomyopathy.
Two metal rods allow to vary the position of the
papillary muscles. The fluid used in the hydraulic

Abstract

circuit enters by the apical way and exits through
theprosthesis disc of the aortic valve or through the
orifice of the mitral valve in the output atrial.

the heart valves is reported in the work of
Schwammenthal et al. (17) in relation to the

stenosis;they realized a ventricular chamber
characterized by a particular geometry of the
inner wall (Figure 1). Another example is the
work of Vismara et al. (18-20): they analyze
the functional mitral regurgitation acting on
the displacement in certain directions of the
papillary muscles through the gripping
systems (Figure 2).

Figure.2: A) Schematic of the test bench P): hydraulic
piston pump; V-A: are respectively the ventricular
chamber and atrial chamber; I: system that simulates
the resistance of the systemic circulation; A: preload.
B) Mitral valve housed in a support system and
anchored to papillary muscles of the gripping systems
(red arrow).

In vitro was also analyzed the mitral valve
prolapse; for example, Arita et al. (21) have

reproduced the disease using the test bench
IX



shown in Figure 3, always through the
displacement of the papillary muscles.

This work want to define a repeatable
approach that allows to reproduce in vitro,
using the entire porcine heart, the mitral valve
prolapse secondary to rupture of the
nativetendon chordae (22).
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Figure.3: The mitral valve is housed in a structure that
allows you to fix the annulus and anchor papillary
muscles at the gripping systems furniture.

Another objective of this thesis is to provide a
fluid that is able to reproduce the rheological
characteristics of human blood in terms of
viscosity and density, and that includes the
corpuscular part. In addition to simulate the
rheological characteristics of the blood, this
fluid helps to evaluate the developed
pathological model also with tools familiar to
the clinician, such as the echo-Doppler.

Materials and methods

During the experimental campaign have been
used 33 pork hearts with an average weight of
547 + 85 g. Twenty-five samples were used in
a preliminary stage of the work, useful to
define the final protocol used to reproduce the
final valve insufficiency. This protocol was
applied to seven hearts. In this work are used
two test benches, an experimental set-up for
the realization of a controlled-viscosity fluid
and an experimental set-up used to realize a
preliminary assessment of the fluid. The two
test benches allow to simulate the mitral valve
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prolapse:

Figure.4: A) peristaltic pump, B) volumetric pump, C)
Flowmeter, D) Transducer of pressure, E) porcine
heart.

in one of them the regurgitation flow is
measured by the flowmeter (Figure.4),

Figure.5: The sample is not immersed but leaning on
the support shown by the arrow. In the figure we also
see: the pressure transducer (A) and the echo-Doppler
probe (B).

while in the other oneit is evaluated, in a
qualitative manner, using the echo-Doppler.
The two test benches also differ in the
priming volume, respectively of 10 L and 4 L,
and in the type of fluid utilized. In the test
bench shown in Figure.4 is used
demineralized water. On the contrary, in the
test bench shown in Figure.5, is used in the
dynamic controlled-viscosity fluid (3 cP)



composed of 30 % of vegetable glycerol, 70
% of distilled water and 1% of the total
volume of the starch corn. In both the test
benches used to simulate the mitral valve
prolapse

Figure.6: The circles indicate the ropes cut joining the
free edge of P2 and A2 to anterior papillary muscle
(MPA).

were cut two marginal tendon chordae that
connect the free edge of the central patch (P2)
of the valve membrane to the posterior
papillary muscle (MPA) and a tendon
chordaethat connect the free margin of the
central patch (A2) of the anterior valve to the
anterior papillary muscle (MPA).
Before carrying out the measures of
regurgitation, the sample is preconditioned.
During the data acquisition, the flow rate is
measured, after setting the pressure that varies
from 60 mmHg to 220 mmHg with a step of
40 mmHg. In addition to the flow rate data,
were analyzed, for P2, the measurements of
the areas of prolapse normalized with respect
to the total area of the valve patch. For the
measurement of dynamic viscosity [cP] of the
realized fluid samples, the measurements of
density [kg/m”3] and the kinematic viscosity
[m"2 /s] were carried out. The equation that
relates these quantities is the following

u=p-v[mPa/s] Q)
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Figure.7: A) Side view of the experimental set-up to
detect the kinematic viscosity. B) Top view of the
experimental set-up.

The experimental set-up to measure the
kinematic viscosity [mL/s] of the fluid
(Figure.7) involves the use of a capillary
viscometer

(Cannon-Fenske). The experimental tests
were performed at three temperatures: 20 °C
(ambient temperature), 37 °C (physiological
temperature of the blood) and 40 °C
(controlled temperature to evaluate the
viscosity at a temperature higher than the
physiological one). The analyzed samples are
reported in the following table.

Sample Distilled water Glycerol Cornstarch
[%] [%] [%]
1 70 30 -
2 65 35 -
3 60 40 -
1m 70 30 1

Xl



2.m 65 35 1
3.m 60 40 1

Table.1: We can distinguish six samples of which the
last three also contain a percentage of corn (the
percentage refers to the total volume of fluid used).

The experimental set-up for the preliminary
assessment of the fluid (Figure 8) is used for:

- Verify that during the use of the fluid,
there is no foaming;

- Verify that the introduced particulate,
the corn starch, is suitable to be used
as scattering material to improve the
quality of the Doppler signal;

- Verify that the flow rate obtained from

the measurement of the profile of fluid
velocity, using Doppler ultrasound, is
equal or close to the one set by the
centrifugal pump;

- Check that with normal water it is
possible to eliminate the cornstarch
deposited in the tubes of the
experimental set-up.

Figure.8: Experimental set-up for a first assessment of
the fluid.

Results

Todetermine ifthe regurgitationflows are
satisfactory or not,this work refers to the
study of Arita (21), which shows a resurgence
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Of 5.6 mL/beat, 40 % higher than the value
observed in normal condition (4.0 mL/beat).
The results of the measurements of mitral
regurgitation, acquired through the flowmeter,
were organized using Excel® . For each
measurement were calculated averages and
standard deviations, and flow rate values are
represented in the following graphs.

Cuore_27: portate medie

40
35 X
30 4

25
20 *
15
10

portata [ml/s]

0 40 80 120 160 200 240

pressione [mmHg]

Grafic.1: In red, the data flow of regurgitation in the
baseline configuration, in blue after the first cut, in
green after the second cut and in purple after the third
cut.

The values of the prolapse areas of
theposteriorvalvemembrane, specifically
thecentral ~ patch  (P2),arereported in
thefollowing histogram.

Superfici di prolasso normalizzate
rispetto all'area di P2
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

superfide

26| 27|28 29|30| 31

H Area_Prolass

0
/Area_p2 |0:110.150.310.190.230.14

Histogram.1: Areas of prolapse are normalized with
respect to the total area of the scallop P2 of the
posterior leaflet.
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Considering the analysis done on the fluid
samples, realized in the laboratory, we have
obtained the following results.

Temperature Viscosity Viscosity Viscosity
[°C] C_1.m[cP] C_2.m[cP] C_3.m[cP]
20 299+£0.01 214001 198x0.01
37 352+0.15 2.86+0.05 2.56+0.07
40 456+0.14 3.08+£0.02 2.83+0.02

Abstract

vary from 0.33 + 1.26 ml/s to 14.89 + 1.8
ml/s. Also for the second cut, despite the
similarity anatomical, there are no comparable
data between them; flow rates ranging from
0.56 + 0.10 ml/s to 81.11 + 0.35 ml/s. For the
third cut has highlighted a similarity
anatomical specimens for the samples C_26,
C_29 e c¢_30but at the same time it isn’t true
for the data acquire (Table.3).

Table.2: Average values of the dynamic viscosity of the
samples in the Grafico.3.4.

Through the preliminary assessmentabout the
realized fluid, the flowrates setby thepump are
compared to the flow rate values calculatedby
therecorded Doppler signal(Histogram.2).

Portate medie misurate tramite
ecoDoppler

9,00
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

portata [L/min]

M portata
imposta

B portata
misurata

Histogram.2: Comparison between the flow rates
measured with two different measurement systems.

Discussion

Despite the similarities  anatomical
encountered in the last 7 samples the results
of flow of regurgitation are not comparable
between them following the cutting of the
first rope we have a range of flow rates that

SAMPLE FLOW RATE_3 [ml/s]
C 26 39.78 £ 0.98
C_29 121.5+2.08
C_30 20.17 + 3.87

Table.3:The anatomical similarity is not confirmed by
data.

The same is valid for to the reverse reasoning
in fact, if we consider first the data, in
particular those relating to the third cut, we
could consider similar to each other in terms
of flow rate of regurgitation samples C_27,
C 28 e C 31,0 C 27 e C_30 but these one
have the tendinous cords of A2 completely
different in terms of anatomical structure.So
we can confirm that an anatomical similarity
does not imply the repeatability of the data
and that at the repeatable data does not match
an anatomical similarity.

From the Histogram.1 we deduce that the
samples C_29 and C_30 are comparable in
terms of the prolapsed area. It is true also for
the samples C_27 and C_31. This similarity,
however, is not confirmed in terms of flow
rate, in fact for the sampleC 29 the
regurgitant flow rate, about cut 2 to a
pressure value of 100 mmHg, is 81.11 + 0.35
ml/s while for the sample C_30 the value is
2.61 £ 0.25 ml/s. For the sample C_27 the
value is 1.89 + 0.25 ml/s whilefor the sample
C_31thevalue is 47.11 = 1.55 ml/s.

From the analysis of the viscosity of the fluid
samples we deduce that if the experimental
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tests will be made at the 20 °C we use the
samples characterized by the following
composition:

- 30 % of glycerol, 70 % of distilled
water with dynamic viscosity of 2.78
+ 0.02 cP;

- 30 % of glycerol, 70 % of distilled
water and 1 % ofcorn starch with
dynamic viscosityof 2.99 + 0.01 cP.

If the experimental tests will be made at the
37 °C we use the samples characterized by the
following composition:

- 30 % of glycerol, 70 % of distilled
water with dynamic viscosity of 3.52
+0.01 cP;

- 35 % of glycerol, 65 % of distilled
water and 1 % of corn starch with
dynamic viscosity of 2.86 + 0.05.

Looking at the Histogram.2 it is clear that the
flow rates measured by the speed signal
detected by the Doppler probe is comparable
with those measured by the flow meter.

The images recorded by the probe Doppler
confirm the validity of the use of the fluid
made in the laboratory. In fact, thanks to a
correct positioning of the probe you are
unable to delineate, through the color map,
the regurgitant jet.

Conclusion
The protocol adopted to simulate the mitral

Abstract

valve prolapse has provided satisfactory
results only in terms of strategy to play the
valvular insufficiency.

The fluid can make two improvements in

future experimental protocols:

1. Lays the groundwork to be able to
investigate in vitro cardiac structures
under experimental conditions that
more faithfully replicate their real
working conditions;

2. Allows semi-quantitative investigation
of the functionality of the equipment
in the lab with an essential tool for
cardiovascular diagnosis, such as
echo-Doppler.

The repeatability and control in getting the
pathological model are limited, with the
regurgitant flow rates highly variable from
sample to sample in spite of the controlled
cutting of the tendinous cords. A strategy to
try to increase the repeatability and
monitoring the achievement of valvular
disease may lie in producing the pathological
model with control of flow: cutting in
succession  appropriate cords in a
experimental set-up prior to the real
experiment that allows to test directly the
effect of each cut on the resurgence.The
experimental set-up used for this work has
provided the stationary flow rate, moving
away so much from pathophysiology.
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Introduzione

Introduzione

Numerose patologie cardiache alterano direttamente o indirettamente il
funzionamento fisiologico della valvola mitrale (1). Le principali patologie a carico
della valvola mitrale possono indurre stenosi (la caduta di pressione diastolica a
cavallo della valvola aumenta a causa di una incompleta apertura della valvola
stessa), o insufficienza (definita come 1’imperfetta chiusura della valvola dovuta ad
una incompleta coaptazione dei foglietti o al danneggiamento strutturale degli stessi,
che comporta un retroflusso sistolico). | principali approcci terapeutici prevedono la
sostituzione valvolare con protesi, o la riparazione della struttura nativa, tramite la
tecnica di resezione triangolare (2-4) o quadrangolare (5,6) o tramite 1’inserzione di
neocorde in politetrafluroetilene (7-10). Nell’ultimo decennio la riparazione della
valvola mitrale € stata preferita rispetto alla sostituzione della stessa, grazie anche
all’introduzione di nuove tecniche chirurgiche (2-4), nuovi strumenti e dispositivi
progettati per ripristinare la funzionalita della valvola, quali gli anelli per
annuloplastica (5,6) o le MitralClip® (11,12). Per migliorare la conoscenza degli
effetti delle patologie sul funzionamento della valvola mitrale e per ottimizzare gli
approcci chirurgici volti alla sua riparazione o sostituzione, gli studi in vitro e in vivo
costituiscono uno strumento indispensabile. L’approccio in vitro pud basarsi
sull’utilizzo di banchi prova costituiti da un circuito idraulico, che permette la
riproduzione delle principali caratteristiche del sistema cardiocircolatorio, e da un
alloggiamento per il cuore porcino o per la sola valvola mitrale o aortica. Un esempio
di circuito idraulico e alloggiamento del cuore porcinoe dato dal banco prova ideato
da Leopaldi et al. (13) mostrato in Figura.l, dove possiamo distinguere:
- la pompa volumetrica a pistone (PD), connessa all’apice del ventricolo sinistro
tramite un connettore (APC), capace di riprodurre con accuratezza la forma

d’onda del flusso sistolico e diastolico (14);
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- un simulatore dell’impedenza idraulica di ingresso della circolazione
sistemica(SIS) (15);

- un serbatoio di precarico.

Figura.l: Circuito idraulico: A) fotografia del circuito. B) Schema del circuito idraulico.

Un esempio di circuito idraulico e alloggiamento della sola valvola é dato dal banco
prova utilizzato da Pavesi et al (16) mostrato in Figura.2. Possiamo distinguere le
stesse componenti presenti nel banco mostrato in Figura.l con 1’aggiunta del sistema
di alloggiamento per la valvola mitrale e le strutture sub-valvolari: corde tendinee e
muscoli papillari.

La possibilita di alloggiare I’intero cuore porcino o la sola valvola cardiaca €
indispensabile dovendo studiare in vitro le emergenti tecniche riparative della valvola
stessa. | test preliminari in vitro consentono la riproduzione in laboratorio di aspetti
limitati del complesso funzionamento cardiovascolare, ma hanno il vantaggio di
essere controllabili e ripetibili. I risultati di questi test possono limitare il successivo
ricorso a modelli animali. Quest’ultimi sono tipicamente costosi complessi da gestire,
controllare e replicare, in piu richiedono 1’utilizzo di un essere vivente. Uno dei

principali limiti degli approcci in vitro sopra descritti e la scelta di utilizzare strutture
2
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Figura.2: A) Pompa volumetrica a pistone; B) simulatore dell’impedenza idraulica di ingresso
della circolazione sistemica; C) serbatoio di precarico; D) alloggio per la valvola mitrale e le sue
sub-strutture.

biologiche di origine animale, che sono solo simili a quelle umane. Un altro limite si
riscontra nella difficolta di riprodurre un modello patologico che sia ripetibile e
controllabile e che permetta di eseguire le varie tecniche di riparazione in condizioni
il pit possibile simili a quelle reali.

Alcuni studi hanno riprodotto in vitro lo stato patologicodella valvola mitrale, come
ad esempio quello di Schwammenthal et al. (17) per quanto riguarda la stenosi,
progettando una camera ventricolare caratterizzata da una particolare geometria della
parete interna (Figura.3) o come quelli di Vismara et al. (18-20) dove é stato
analizzato il rigurgito mitralico funzionale,agendo sulla dislocazione dei muscoli

papillari in determinate direzioni tramite dei sistemi di afferraggio (Figura.4).



Introduzione
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Figura.3: Rappresentazione di un modello trasparente in Plexiglas, lavorato in modo da
riprodurre al suo interno una cavita ellissoide con la tipica forma e dimensioni del ventricolo
sinistro affetto da cardiomiopatia ipertrofica. Due aste in metallo permettono di variare la
posizione dei muscoli papillari. Il fluido impiegato nel circuito idraulico entra per via apicale ed
esce attraverso il disco protesico della valvola aortica o attraverso [’orifizio della valvola mitrale
nell 'uscita atriale.

Figura.4: A) Schema del banco prova: P: pompa a pistone; V, A: rispettivamente sono la camera
ventricolare e la camera atriale; I: sistema che simula la resistenza del circolo sistemico; R:
precarico). B) Valvola mitrale alloggiata in un sistema di supporto e i muscoli papillari ancorati a
dei sistemi di afferraggio (freccia rossa).

In vitroé stato analizzato anche il prolasso mitralico, ad esempio Arita et al. (21) ha
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riprodotto tale patologia utilizzando il banco prova mostrato in Figura.5, sempre

tramite la dislocazione dei muscoli papillari (Figura.6).
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Figura.5: La valvola mitrale é alloggiato in una struttura che permette di fissare ['annulus e
ancorare i muscoli papillari a dei sistemi di afferraggio mobili.

Figura.6: Questa immagine mostra il prolasso mitralico in fase di sistole. (A) condizione normale
(B) condizione patologia ottenuta tramite la dislocazione di 5mm verso [’atrio dei muscoli
papillari.

In questo lavoro di tesi si vuole definire un approccio ripetibile che permetta di
riprodurre in vitro, il prolasso mitralico secondario a rotture delle corde tendinee
native (22) (Figura.7).
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Figura.7: Stato fisiologico e patologico della valvola mitrale. Il prolasso mitralico puo essere lieve
(billowing), moderato (prolasso), grave (flail).

A differenza di Arita et al. si impiega I’intero cuore porcino ¢ non solo la struttura
valvolare e non si agisce sulla dislocazione dei muscoli papillari ma sulle corde
tendinee. Il protocollo individuato prevede di tagliare due corde tendinee che dal
muscolo papillare anteriore si inseriscono sul margine libero, della porzione centrale,
del foglietto valvolare posteriore (P2), ed una corda tendinea che dal muscolo
papillare anteriore si inserisce sul margine libero, della porzione centrale, del
foglietto valvolare anteriore(A2).

Il protocollo sperimentale per la verifica preliminare del modello patologico prevede:
-una prima raccolta di dati sperimentali di tipo prettamente fluidodinamico (pressione
e portata) per quantificare in condizioni stazionarie il retroflusso ottenibile con il
modello patologico;

- la realizzazione di un fluido che sia in grado di riprodurre le caratteristiche
reologiche del sangue umano in termini di viscosita e densita, e che comprenda la
parte corpuscolata;

- una terza parte che prevede la caratterizzazione del modello patologico della valvola
mitrale tramite il fluido che replica la reologia del sangue e 1’eco-Doppler.

Questo lavoro di tesi é organizzato in cinque capitoli:
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il primo capitolo descrive in generale 1’anatomia della valvola mitrale, la
fisiopatologia del prolasso mitralico e i metodi terapeutici per correggerla,
nonché gli obiettivi di questo elaborato;

nel secondo capitolo saranno descritti: i banchi prova e la strumentazione
Impiegata per I’acquisizione della portata di rigurgito, della pressione ¢ della
velocita del flusso di rigurgito; i protocolli definiti per la misura della portata
di rigurgito, per la realizzazione del fluido che replichi alcune caratteristiche
reologiche del sangue ed infine per la valutazione qualitativa, tramite eco-
Doppler, del modello patologico di insufficienza mitralica;

il terzo capitolo presenta i risultati ottenuti dai tre protocolli;

il quarto riporta i commenti dei risultati;

il quinto presenta le conclusioni, i limiti e gli sviluppi futuri.



CAPITOLO 1 Anatomia della valvola

CAPITOLO 1: Anatomia

In questo capitolo saranno descritti:
- D’anatomia della valvola mitrale, specificando la sua funzione e le parti
caratterizzanti la valvola stessa;
- il prolasso mitralico e le tecniche chirurgiche utilizzate per correggerlo,
suddivise in tecniche di resezione e non-resezione.
Alla fine del capitolo un commento riassuntivo spieghera perché si e scelto di

svolgere questo studio e gli obbiettivi da raggiungere.

1.1 Anatomia della valvola mitrale

La valvola mitrale e una valvola bicuspide che regola il flusso sanguigno tra I’atrio e
il ventricolo sinistro. In diastole si ha il passaggio del sangue dall’atrio al ventricolo
sinistro, in sistole evita il rigurgito in direzione retrograda.

Essa ¢ composta dall’annulus, dai foglietti valvolari e dalle sub-strutture: corde

tendinee e muscoli papillari.

1.1.1 L annulus mitralico

L’annulus mitralico rappresenta il limite dell’orifizio valvolare ¢ il profilo su cui si

Figura.1.1: Vista anatomica: forma a ‘D’ dell’annulus mitralico;, la porzione appiattita
dell/’annulus include la porzione che rappresenta la continuita mitro-aortica (linea rossa). Ao =
valvola aortica, AoL = foglietto valvolare anteriore, ML = foglietto valvolare murale (posteriore).
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inseriscono i lembi valvolari. Esso € in continuita con il miocardio circostante e
separa la parte atriale da quella ventricolare. In una vista 2D 1’annulus appare piu con
una tipica forma a D che circolare (23) (Figura.1.1) con il diametro

intercommissurale piu lungo di quello antero-posteriore (Figura.1.2).

AP

cOM

Figura.1.2: Nella figura sono indicati:il diametro antero-posteriore (AP), il diametro
intercommissurale (COM), la commissura postero-mediale (Cp), la commissura antero-laterale
(Ca), la valvola aortica (AV), la distanza tra trigoni (IT). E’ anche indicata la suddivisione del
lembo anteriore nelle sue tre parti (A1, A2 e A3) e quelle corrispondenti al lembo posteriore (P1,
P2 e P3).

Invece se consideriamo una vista 3D si nota che I’annulus mitralico possiede una

A

Figura.1.3: Vista ecocardiografica: la forma 3-D della valvola mitrale e di tipo a sella con il punto
pit alto indicato come A, situato lungo la parte anteriore dell’ annulus verso [’atrio sinistro e il
punto piu basso, indicato come P nel mezzo dell’ annulus posteriore in profondita verso il ventricolo
sinistro.

forma a sella (Figura.1.3) o piu precisamente di un paraboloide iperbolico (24), con il
9



CAPITOLO 1 Anatomia della valvola

punto piu alto lungo la parete anteriore dell’anello e quello piu basso a livello delle
commissure. L’annulus mitralico normale ¢ una struttura dinamica che subisce dei
cambiamenti della sua area durante ’intero ciclo cardiaco di circa 23-40 % (25),
raggiungendo il massimo in tele diastole (7.1+1.8 cm?) e il minimo in telesistole
(5.2+1.6 cm?), cosi da agevolare sia il riempimento del ventricolo sinistro che la

chiusura della valvola.

1.1.2 I lembi della valvola mitrale

La valvola mitrale & caratterizzata da due foglietti valvolari identificati come
anteriore e posteriore, anche se sarebbe piu corretto definirli come antero-superiore e
postero-inferiore, in accordo con una piu appropriata descrizione della loro
orientazione che tiene conto della forma a sella dell’annulus mitralico (26). Lo
spessore dei leaflets normali & di circa 1-2 mm, con nessun cambiamento legato
all’eta (27). Il leaflet anteriore e una struttura compatta e semicircolare che non
presenta grosse irregolarita lungo il suo margine libero. E’ composto in gran parte da
una zona liscia la quale é priva di corde tendinee e da una parte che comprende gli

attacchi di quest’ultime, chiamata zona rugosa (Figura.1.4) (28).

Figura.1.4: La zona ruvida (RZ) é la zona marginale dove le corde tendinee si inseriscono. La
porzione rimanente piu larga e denominate zona liscia (SZ).

La zona rugosa comprende la zona di coaptazione, dove i foglietti valvolari

combaciano per una lunghezza verso il ventricolo sinistro di 4-6 mm determinando la
10
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chiusura della valvola. Il leaflet anteriore partecipa in maniera passiva al meccanismo
della chiusura della valvola. Infatti la sua inserzione include tutti i tessuti fibrosi
dell’annulus mitralico, il quale non partecipa al cambiamento dell’area della valvola
mitrale durante il ciclo cardiaco (29). | foglietti valvolari, anche se molto differenti
per forma, hanno un’area piuttosto simile. Il leaflet posteriore rispetto a quello
anteriore e caratterizzato principalmente da tre lembi i quali sono nominati
procedendo dalla commissura antero-laterale a quella posterolaterale rispettivamente
P1 P2 e P3 (Figura.1.5) (28).Per ragioni pratiche, anche se nel leaflet anteriore non
sono identificabili dei lembi, le porzioni in corrispondenza di P1, P2 e P3 vengono

denominate rispettivamente Al, A2 e A3 (I).

Figura.1.5: A) Il foglietto valvolare posteriore € costituito da tre scallops, chiamati, dalla zona
anterolaterale a quella posteromediale P1, P2 and P3. B) Sono raffigurati i tre scallops posteriori
il foglietto valvolare anteriore e le due commissure ALc e PLc.

Il foglietto valvolare posteriore € la struttura chiave nella chiusura della valvola.
Quando I’annulus posteriore si contrae, prima gli scallops coaptano tra di loro, poi
I’intero leaflet si muove verso quello anteriore, coordinando il processo di chiusura
della valvola. Questo meccanismo determina la completa chiusura (coaptazione) e la

corretta apposizione (overloap simmetrico) di entrambi i leaflets, essenziale per pre-
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venire un rigurgito mitralico (27).

1.1.3 L’ apparato sub valvolare : i muscoli papillari e le corde tendinee

Il ruolo svolto dalla valvola mitralica é garantito dal supporto delle strutture sub
valvolari formate dai muscoli papillari e dalle corde tendinee. Quest’ultime sono
ancorate nella parte inferiore, alle punte dei muscoli papillari, e nella parte superiore
ai bordi dei leaflets.

Diversi autori nei loro studi hanno definito una classificazione per le corde tendinee
come Muresian (30) o Lam et al. (31) che nel 1970 le hanno classificate in base alla
loro inserzione sui leaflets. Le corde tendinee vengono indicate come primarie se si
inseriscono sul bordo libero dei foglietti valvolari (Figura.1.6). Tra di loro possono

essere identificati le corde commissurali le quali hanno una disposizione a ventaglio.

Corde Basali

Corde
Strutturali

Corde della
Zona

Rugosa

Figura.1.6: Le corde tendinee della valvola mitrale: evidenza dei punti di ancoraggio ai muscoli
papillari e di inserzione delle corde tendinee ai foglietti valvolari. In base alla loro collocazione le
possiamo suddividere in marginali, secondarie e basali. Pur potendo effettuare una classificazione
le corde appartenenti ad una stessa categoria possono presentare delle differenze anatomiche tra
vari soggetti.
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Tutte quelle corde che non si inseriscono nel bordo libero vengono dette del secondo
ordine e garantiscono che le superfici di coaptazione si incontrino durante la chiusura
sistolica. Quelle che si inseriscono nel leaflet anteriore, se inspessito, sono chiamate
corde di supporto. Generalmente queste spuntano dalla punta di ciascun muscolo
papillare e sono, rispetto alle altre, piu resistenti. Infine, alcune corde hanno origine
dalla parete parietale del ventricolo e sono vincolate alla faccia del ventricolo del
leaflet murale,le cosiddette corde basali. I muscoli papillari oltre ad essere il sito di
ancoraggio per le corde tendinee compensano i cambiamenti geometrici della parete
del ventricolo sinistro. Questo meccanismo permette di mantenere costante la
distanza papillari-annulus durante il ciclo cardiaco. Al contrario la distanza tra i
muscoli papillari e I’apice del ventricolo sinistro varia molto (32).La ragione per cui
la distanza papillari-annulus durante il ciclo cardiaco si mantiene costante e
probabilmente da imputare alla presenza delle corde del secondo ordine. Queste
corde sono direttamente in contatto con i trigoni attraversofibre di collagene, in
direzione del carico. Quanto detto suggerisce che le corde del secondo ordine
connettono, sotto tensione, i muscoli papillari ai trigoni. Le corde del secondo ordine
rimangono tese durante I’intero ciclo cardiaco facendosi carico durante la sistole, di
una tensione tre volte maggiore di quella a carico delle corde primarie, quindi sono
identificate come le principali vie per la trasmissione di forza durante 1’eiezione del

ventricolo sinistro.

Figura.1.7: Muscolo papillare anteriore (MPA) e posteriore (MPP), lembo posteriore della valvola
mitrale suddiviso nelle sue tre porzioni P1, P2 e P3. Il campione si riferisce ad un cuore porcino.
13
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1.2 1l prolasso mitralico

1.2.1 Fisiopatologia

Il prolasso mitralico e un’insufficienza valvolare che determina una incompleta
chiusura della valvola mitrale durante la sistole ventricolare determinando una
ridondanza dei lembi con prolasso (protrusione di almeno 2 mm al di sopra
dell’annulus mitralico, durante la sistole ventricolare) (33) o sbandieramento verso

I’atrio sinistro (Figura.1.8).

Yalvola normale

Prolasso della valvola
mitrale

T -
= Circolo
sanguigno

Prolasso
) 4

sanguigno

Figura.1.8: A) Rappresentazione della posizione della valvola mitrale all’interno del cuore. B)
Corretta apposizione dei foglietti valvolari (evitano la presenza di un retroflusso durante la
sistole). C) flusso di rigurgito (freccia gialla) in seguito alla rottura di una corda tendinea
marginale.

Questa patologia si verifica in seguito alla dilatazione del ventricolo sinistro con
conseguente dislocazione dei muscoli papillari, o a causa di alterazioni delle

caratteristiche delle corde tendinee, dovute ad endocardite infettiva (anche reumati-
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che), cardiopatia ischemica, o a causa di alterazione delle caratteristiche del collagene
che puo indurre la rottura di alcune corde come avviene piu frequente nella forma
mixoide. Il foglietto valvolare pit comunemente intaccato € quello posteriore (P2) ma
si puo verificare anche il caso di un doppio coinvolgimento (P2-A2) o del solo
foglietto valvolare anteriore. Quanto detto, trova riscontro nei lavori redatti da Suziki
(34), Biaggi et al. (35), Delabays (36), Perier (37) o Murashita et al. (38). In
quest’ultimo articolo, piu recente rispetto agli altri, sono riportate le seguenti
percentuali: prolasso del leaflet anteriore in 76 pazienti (11.6 %), di quello posteriore
in 346 (52.9 %) e di entrambi in 232 pazienti (35.5 %). Questa patologia porta quindi
ad un aumento del volume di rigurgito verso I’atrio sinistro ¢ di conseguenza un
aumento della pressione a livello del circolo polmonare e una diminuzione dello
stroke volume. Per avere un’idea del rigurgito che si puo verificare possiamo fare
riferimento allo studio di Arita (21) che evidenzia un rigurgito di 5.6 mL/battito, che

corrisponde al 40 % in piu di quanto osservato in condizioni normali (4.0 mL/battito).

1.2.2 Tecniche chirurgiche di riparazione

Esistono diverse e consolidate tecniche chirurgiche per la riparazione di tale
patologia, principalmente classificate in: di resezione o non-resezione. Negli ultimi
anni si sono evolute, variando approccio interventistico, affinché si possa preservare
il piu possibile la fisiologia e 1’anatomia della valvola mitrale. Come tecniche di
resezione possiamo citare quella quadrangolare o quella triangolare. La classica
tecnica di resezione quadrangolare (Figura.l1.9), inizialmente proposta da Carpentier
per trattare il prolasso del foglietto valvolare posteriore e divenuta uno standard, ed &
tuttora ancora molto usata (5). Un esempio ne € lo studio di Johnston et al. (6) dove
vengono riportati i dati di 3.383 pazienti, sottoposti ad intervento chirurgico per
correggere il prolasso mitralico del foglietto valvolare posteriore. Per 3.074 pazienti,
il 97 % del totale, & stata eseguita la tecnica di resezione quadrangolare con

annuloplastica e si e registrata una sopravvivenza media di 6.5 £ 4.5 anni e di reinter-
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vento di 4.0 £ 3.9 anni. Questa tecnica € comunemente combinata con altre

applicazioni che coinvolgono I'annulus mitralico, come 1’annuloplastica mobile (39-

41).

Figura.1.9: A) Individuazione del foglietto prolassato e della zona da ritagliare a forma
quadrangolare. B) Suture che uniscono i nuovi lembi ricavati dalla tecnica chirurgica ed adozione

dell’anello per annuloplastica.

La resezione triangolare (Figura.1.10) del foglietto valvolare posteriore € stata

Figura.1.10: a) Individuazione dell’area da ritagliare in forma triangolare. b) Taglio della
zonaindividuata. ¢) Sutura tra i nuovi lembi cosi generati;d) risultato finale.

presentata come una tecnica chirurgica alternativa, che riduce significativamente la
16
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zona di resezione e quindi elimina di gran lunga la necessita dell'applicazione di un
annulus o di un annuloplastica mobile, tecniche come detto precedentemente
aggiuntive in caso di resezione quadrangolare (2-4). Anche se molto sicure ed
efficaci,queste tecniche non rispettano lI'anatomia della valvola mitrale ed il ruolo
fisiologico del foglietto valvolare posteriore (42). Come tecnica di non-resezione,
possiamo citare la riparazione della valvola mitrale tramite I'impianto di neocorde in
politetrafluroetilene (PTFE). Questa tecnica e stata proposta come un‘alternativa
chirurgica a quelle precedentemente descritte. Sicura ed efficace, la riparazione
tramite I’impianto di neocorde in PTFE presenta una bassa morbosita e mortalita a
breve e lungo termine (7-9). Essa trova impiego in quei casi dove si verifica il
prolasso di uno dei foglietti valvolari in seguito all'allungamento o rottura di una o

piucorde tendinee native (Figura.1.11).
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Figura.1.11: La figura rappresenta la tecnica di “respect rather than resect” per la riparazione
della valvola mitrale grazie all’inserzione di corde in PTFE tramite la tecnica “ a loop”. A)
Patologia degenerativa della valvola mitrale con il prolasso del foglietto valvolare posteriore (P2)
B-C) Inserzione delle corde nel margine libero di P2 e nella parte terminale, fibrosa del muscolo
papillare. D) Riparazione completata con I’aggiunta di un anello per annuloplastica. Notare che in
questa tecnica si impiega un anello piu largo e che si ottiene una superficie di coaptazione piu
larga (dettaglio nell ingrandimento).

La tecnica di “non-resezione” presenta alcuni vantaggi potenziali, quali ad esempio
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la possibilita di preservare la mobilita dei foglietti valvolari; ottenere una superficie
di coaptazione piu larga; evitare un cambiamento nella geometria dell’annulus e la
possibilita di impiantare un anello protesico per annuloplastica piu largo. L'approccio
“respect rather than resect”puo quindi trovare un diffuso impiego nel prossimo futuro
dirigendosi verso un approccio chirurgico che promuove il rispetto della disposizione
anatomica dei tessuti, evitando la resezione, per mantenere i collegamenti dinamici
tra le strutture. Questo approccio migliora la coaptazione tra i foglietti valvolari e
permette l'impiego di un anello per annuloplastica sovradimensionato, cosi da
permettere un movimento dei foglietti valvolari piu fisiologico. Uno dei limiti di
questa procedura, come descritto da Perier . et al. (43) € quello di impiegare, per
errore, delle corde troppo corte. Infatti nonostante ci siano vantaggi come quelli
precedentemente citati, vi sono, tuttavia delle precisazioni da fare. L'uso di corde
artificiali in PTFE richiede un lungo apprendimento della tecnica, da parte del
chirurgo, anche a causa dell'estrema variabilita dei campioni. Per quanto riguarda la
riparazione tramite I’impiego di neocorde nel contesto di malattie degenerative, sono
state proposte diverse tecniche chirurgiche (44), con particolare attenzione volta a
definire la loro corretta lunghezza (45). Il problema di questa tecnica risiede nella
determinazione della lunghezza delle corde da inserire, infatti questa € impostata
utilizzando come guida le caratteristiche delle corde appartenenti al foglietto
valvolare non prolassato (46). Se si impiantassero neocorde con una lunghezza
Inappropriata, queste comprometterebbero il corretto movimento del foglietto
valvolare e potrebbero esercitare una tensione maggiore su quest’ultimo o sul
muscolo papillare facilitando la rottura a livello degli attacchi delle neocorde stesse.
Oltre alla lunghezza delle neocorde, bisogna anche tener conto di altri punti critici: le
suture effettuate a livello dei muscoli papillari e dei foglietti valvolari, le proprieta
meccaniche del materiale delle neocorde in PTFE e la loro affidabilita. Un insuccesso
della riparazione pu0 essere dovuto ad una mancata attenzione nel considerare i

suddetti punti critici.
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1.3 Obiettivodel lavoro di tesi

Esistono diverse tecniche chirurgiche per poter correggere il prolasso della valvola
mitrale, ma ognuna di esse e caratterizzata da limiti che possono portare
all’insuccesso dell’operazione, con conseguente necessita di un re-intervento, o
addirittura possono causare la morte del paziente. Di conseguenza e necessario
sviluppare nuove tecniche di riparazione che siano semplici, efficaci e affidabili.
L’obiettivo di questo lavoro e quello di sviluppare un protocollo che permetta di
riprodurre in vitro il prolasso mitralico e di realizzare un fluido avente viscosita
controllata e simile a quella del sangue al fine di poter valutare il modello patologico
sviluppato anche con strumenti familiari al clinico, quali I’eco-Doppler. Il protocollo
prevede 1’utilizzo del sistema di diagnosi eco-Doppler in quanto & lo strumento
generalmente utilizzato dai clinici. Il protocollo permetterebbe ai chirurghi di poter
eseguire training chirurgico o sperimentare nuove tecniche nonché dispositivi

medicali.
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CAPITOLO 2: Materiali e Metodi

In questo capitolo si presentono gli strumenti e le metodologie adottate per riprodurre
in vitro il prolasso mitralico e misurare la portata di rigurgito. In particolare il
capitolo si suddivide nei seguenti paragrafi:
- il banco prova e la strumentazione utilizzata per la misura della pressione,
portata e velocita del fluido;
- la procedure di preparazione del campione (cuore porcino);
- il protocollo utilizzato per I’acquisizione della portata di rigurgito tramite

flussimetro;

- il protocollo utilizzato per la valutazione della portata di rigurgito tramite eco-
Doppler;
- il protocollo per realizzare un fluido avente viscosita di 3cP;

- il set-up sperimentale per misure preliminari con il fluido realizzato;

2.1 1l banco prova e la strumentazione impiegata per la misura
della portata di rigurgito

Durante la campagna sperimentale si sono utilizzati due banchi prova. Entrambi
permettono di simulare il prolasso mitralico, ma in uno la portata di rigurgito viene
misurata tramite flussimetro, nell’altro viene valutato, in maniera qualitativa, tramite

la strumentazione eco-Doppler.

2.1.1 | banchi prova
Il banco prova utilizzato nella prima parte della campagna sperimentale € composto
da una pompa centrifuga, da una pompa peristaltica e da un contenitore di 10 L

(Figura.2.1) utilizzato per contenere il fluido che riempie il circuito idraulico e per
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sostenere in parte il peso del cuore. Il fluido contenuto & semplice acqua

demineralizzata.

Figura.2.1: A) Pompa peristaltica, B) Pompa volumetrica, C) Flussimetro, D) Traduttore di
pressione, E) Cuore porcino.

Nella seconda parte della campagna sperimentale (Figura.2.2) viene invece utilizzato

Figura.2.2: Il campione non € pitu immerso ma appoggiato al sostegno indicato dalla freccia. Nella
figura si vedono anche: il trasduttore di pressione (4) e la sonda dell ’eco-Doppler (B).

un banco prova dove, a differenza di quello precedente, il campione é appoggiato su
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un sostegno e si utilizza un recipiente di 4L per contenere il fluido che fuoriesce
dall’atrio sinistro.Il fluido ¢ una soluzione composta da acqua demineralizzata,
glicerolo vegetale e amido di mais; viene impiegato sia per simulare la viscosita del
sangue (3cP) che per migliorare il segnale dei dati rilevati tramite la sonda dell’eco-
Doppler (47).

Per entrambi i banchi prova la pompa centrifuga, preleva il liquido contenuto nel
contenitore e lo riversa per via retrograda, attraverso la radice aortica, nel ventricolo
sinistro favorendo la coaptazione dei lembi della valvola mitrale. La pompa
centrifuga permette di impostare la pressione nel ventricolo sinistro. La pompa
peristaltica, utilizzata solo nel primo banco prova, viene impiegata in due momenti:
-all’inizio di ogni sessione, per asportare il fluido presente in atrio sinistro ed
individuare tramite un’indagine visiva le possibili incontinenze della stessa;

- durante lo svuotamento del ventricolo sinistro per permettere il taglio della corda

tendinea di interesse.

2.1.2 1l flussimetro ed il trasduttore di pressione

Per quanto riguarda la misura di portata si utilizza un flussimetro a tempo di transito

Figura.2.3: Il flussimetro & posizionato a cavallo del tubo in ingresso alla pompa centrifuga in
modo che la freccia riportata sul flussimetro indichi il verso del fluido.
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Transonic Systems HT110R (Ithaca, NY, USA) con il sensore di portata posizionato
a cavallo del tubo in ingresso alla pompa centrifuga (Figura.2.3).

Per la rilevazione della pressione viene impiegato un trasduttore di pressione
Honeywell Micro Switch (Morristown, NJ, USA; modello 143PCO0O5D) posto in

prossimita del recipiente (Figura.2.4).

Figura.2.4: Il trasduttore di pressione (A) é collegato al connettore del campione (B) tramite un
tubicino.

E’ possibile avere una rappresentazione grafica delle misure rilevate tramite 1’utilizzo
del programma Labview® che permette anche la calibrazione del flussimetro e del

traduttore di pressione.

2.1.3 L’eco-Doppler

In questo lavoro si sceglie di affiancare alla strumentazione impiegata prettamente in
ambito ingegneristico, uno strumento di misura che invece & comunemente impiegato
in ambito ospedaliero quale appunto 1’eco-Doppler”.

Si attua questa scelta per un duplice motivo:

! In Appendice A si riportano alcuni concetti relativi ai principi e alle modalita di funzionamento dell’eco-Doppler.
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- per poter inserire all’interno del protocollo uno strumento di misura che € ben
conosciuto dai medici in quanto impiegato per effettuare la diagnosi del
prolasso mitralico o in generale delle patologie che interessano le valvole
cardiache.

- per verificare in maniera qualitativa se le informazioni ottenute con questo
strumento di diagnosi e il fluido appositamente realizzato siano coerenti con

I’atteso clinico.

2.2 Procedura di preparazione del campione

In questo studio vengono impiegati 33 cuori porcini dal peso medio di 547 + 85g.

Una volta in laboratorio i cuori vengono lavati con acqua ed eparina per poter
eliminare eventuali coaguli presenti. Il lavaggio viene effettuato a mano esercitando
una pressione lungo le coronarie cosi da far uscire il sangue che altrimenti resterebbe
all’interno. Il giorno dei test si procede alla rimozione di tutte quelleparti in eccesso
presenti attorno alla radice aortica, si mette in evidenza la vena polmonare e se ne
taglia la parte in esubero, infine si toglie il tessuto situato attorno alle coronarie come

mostrato in Figura.2.5.

Figura.2.5: Vista dall’alto del miocardio porcino. A) radice aortica, B) coronaria sinistra, C)
pinza utilizzata per mostrare come la coronaria sia stata ripulita dal tessuto circostante.
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In questa configurazione si procede alla misura del peso del campione tramite una
bilancia da laboratorio. Dopo la registrazione del peso si procede al taglio di un
lembo della valvola aortica, per permettere il flusso retrogrado attraverso la stessa, e
all’asportazione della parete dell’atrio sinistro, eseguendo un taglio circolare al di
sopra del piano valvolare. L’atrio sinistro viene tolto per poter eseguire una pulizia
piu accurata della valvola mitrale e del ventricolo sinistro grazie all’utilizzo di
comuni pinze chirurgiche.
La rimozione di eventuali coaguli di sangue o trombi situati dietro i foglietti valvolari
0 attorno le corde tendinee e un punto cruciale nella preparazione del campione per
un duplice motivo:

- coaguli e trombi possono influenzare negativamente il comportamento della

valvola mitrale, causando una coaptazione errata dei lembi valvolari;
- una pulizia non eseguita correttamente puo inficiare la qualita delle immagini

video ottenute tramite ecocardiogramma o eco-Doppler.

Finita la pulizia del campione si passa all’inserimento, a livello della radice aortica, di

Figura.2.6: A) Pompa peristaltica, B) Pompa volumetrica, C) Flussimetro, D) Tubo in uscita dalla
pompa volumetrica, E) connetore.
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un connettore che permettera il collegamento del cuore porcino al banco prova
impiegato nelle sessioni sperimentali (Figura.2.6). La scelta del connettore da
Impiegare dipende dalle dimensioni della radice aortica.

Il connettore viene ancorato alla radice aortica tramite tre suture poste in

corrispondenza della giunzione sinotubulare (Figura.2.7).

Figura.2.7: La linea tratteggiata indica la giunzione sinotubulare. La freccia indica il patch
utilizzato per rafforzare il sito di ancoraggio della sutura.

Per rendere piu stabile il sito di ancoraggio viene impiegato un “patch” per ogni

sutura. | fili impiegati sono in polipropilene o in poliestere (Ti-Cron™ 2-03 metic)-

Figura.2.8: Nella figura sono indicati il connettore (A), i fori del bordo del connettore dai quali
passano i fili di sutura (B) e i nodi realizzati per garantire il fissaggio del connettore alla radice
aortica (freccia).
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Una volta passati attraverso la parete della radice aortica e i patches, vengono inseriti
nei fori presenti sul bordo del connettore, quindi si eseguono i nodi impiegati
comunemente in cardiochirurgia per garantire il fissaggio del connettore (Figura.2.8).
Per assicurare la tenuta del connettore si adoperano una o due fascette. Questo € un
punto della preparazione del campione poiché in caso di perdite a livello del
connettore, si potrebbero avere misure di portata falsate.

Si sono occluse le coronarie tramite due clamps (Figura.2.9).

Figura.2.9: Clamp utilizzata per occludere la coronaria.

2.3 Protocollo per I’acquisizione della portata di rigurgito

Una volta che il campione e pronto, si procede alla sua connessione al tubo in uscita
della pompa volumetrica. Affinché la misura della portata di rigurgito non sia
influenzata dal flusso del liquido nelle le coronarie, quest’ultime vengono occluse
tramite 1’utilizzo di clamps chirurgiche.

Per definire il protocollo finale che permette di simulare in vitro il prolasso della
valvola mitrale sono state apportate delle migliorie nell’approccio sperimentale,
passando da campioni a cui e stata tagliata una sola corda tendinea (senza avere una
configurazione basale di riferimento), a campioni in cui sono state tagliate tre corde
tendinee. Quindi la portata di rigurgito viene misurata in quattro condizioni
sperimentali:

- basale;
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- taglio_1;
- taglio_2;
- taglio_3.

Prima di effettuare la misura della portata di rigurgito, si procede con una fase di
precondizionamento del campione: per ogni configurazione si attuano tre cicli di
carico e scarico del campione partendo da una pressione in ventricolo di 60 mmHg
per arrivare ad una pressione di 220 mmHg con un passo di 40 mmHg. Questo serve
per adattare il campione ad ogni nuova configurazione ed ottenere delle misure che

non siano influenzate dalla nuova condizione anatomica.

2.3.1 Basale

Un’analisi del campione in questa configurazione permette di avere a disposizione
dati riguardanti il cuore integro e poter definire uno stato basale dal quale individuare
la configurazione di partenza. Ultimata la fase di precondizionamento si procede
all’acquisizione delle portate registrate in un range di pressione che varia da 60
mmHg a 220 mmHg con un passo di 20 mmHg. La sequenza di pressurizzazione e le

conseguenti misure di portata vengono ripetute tre volte (Tabella.2.1).

Cuore 26
BASALE
Pressione[mmH(g] Media_p  Errore orizz Portata[ml/s] Media_b Dev.st b
60.5 59.5 60.5 60.17 0.17 0.17 0.17 0.00 0.11 0.10
80 80.5 80.5 80.33 0.33 0.17 0.17 0.17 0.17 0.00
100.5 100 100.5 100.33 0.33 0.17 0.17 0.17 0.17 0.00
120 120 120 120.00 0.00 0.67 0.33 0.33 0.44 0.19
140.5 140 140 140.17 0.17 0.83 0.33 0.33 0.50 0.29
160 160.5 159 159.83 0.17 0.83 0.33 0.50 0.56 0.25
180.5 181 179 180.17 0.17 0.67 0.50 0.50 0.56 0.10
219 220 220.5 219.83 0.17 1.00 0.67 0.67 0.78 0.19

Tabella.2.1: Valori delle pressioni impostate nelle tre prove e corrispondente valore medio ed
errore orizzontale. Valori medi di portata con deviazione standard in corrispondenza dei valori di
pressione impostati.
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2.3.2 Taglio_1

Dopo la prima acquisizione si procede al taglio della corda tendinea per simulare il
prolasso della valvola mitrale. Per facilitare questa operazione si svuota il ventricolo
sinistro con Iausilio della pompa peristaltica. Come riportato nel Capitolo 1il lembo
posteriore centrale (P2) e spesso interessato da fenomeni di prolasso secondari a
rotture di corda tendinea. Da qui la scelta di andare a tagliare la corda congiungente il
margine libero di P2 al muscolo papillare posteriore o anteriore. Nella prima parte
della campagna sperimentale sono stati eseguiti 13 tagli delle corde appartenenti al
muscolo papillare posteriore e 20 tagli delle corde appartenenti al muscolo papillare
anteriore. Negli ultimi 6 campioni si agisce solo sulle corde congiungenti il margine
libero di P2 al muscolo papillare anteriore poiché si e avuta la possibilita di effettuare
un taglio ripetibile, visto che si & riscontrata una sola tipologia di struttura anatomica:
come si vede in Figura.2.10 vi € una corda sottile senza diramazioni nella porzione

centrale di P2.

Figura.2.10: A) Con la freccia blu é indicata la corda sottile. B) Con la freccia gialla € indicata la
forma di corda alternativa che si puo riscontrare, piu spessa con delle ramificazioni a livello
dell’inserzione su P2.

In seguito al taglio della corda tendinea si procede al precondizionamento e

all’acquisizione della portata di rigurgito come precedentemente descritto
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2.3.3 Taglio_2

Per simulare il prolasso della valvola mitrale si sono adottate diverse strategie, infatti
dopo una prima campagna sperimentale dove si sono impiegati 17 campioni si €
eseguito il taglio di un’altra corda. La corda scelta per il secondo taglio € sempre una
corda marginale congiungente il margine libero di P2 al muscolo papillare anteriore o
posteriore, ma posizionata accanto alla prima corda tagliata. In questo modo si ha la
possibilita di confrontare sullo stesso campione, senza cambiare le condizioni di
misura, gli effetti dei due tagli. La procedura di raccolta dati e identica a quella
seguita per il Taglio_1.

Il secondo taglio é stato eseguito su 15 campioni. Non si € proseguito oltre in quanto
al protocollo si € aggiunto un terzo taglio affinché si potesse simulare il prolasso

mitralico che interessa entrambi i lembi dei foglietti valvolari (P2 e A2).

2.3.4 Taglio_3

In questa ultima configurazione si e deciso di tagliare la corda congiungente il

margine libero di A2 al muscolo papillare anteriore (Figura.2.11).

Figura.2.11: La freccia indica la corda tagliata che congiungeva il margine libero di A2 al
muscolo papillare anteriore (MPA).

Cosi facendo si é rispettato il protocollo seguito fino al Taglio_2 e si e aggiunta la

possibilita di simulare un’altra forma della stessa patologia. Per effettuare il taglio e
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I’acquisizione dati, si ¢ adoperata la stessa procedura seguita per il Taglio_1 e il
Taglio_2. Il terzo taglio é stato effettuato su 7 campioni. Con questi ultimi sette
campioni si conclude questo lavoro di tesi.

Di seguito si riporta una tabella riassuntiva che indica le modalita con le quali si e

simulato il prolasso in vitro.

Campione BASALE TAGLIO_1 TAGLIO_2 TAGLIO_3
o - s
C2 - . _ -
e
C 4 - . ~ _
s T
C6 - . _ -
ST T
C8 . . _ _

C_lO A 0 — _

C_12 A 0 — _

C 14 . . — -

C_16 . . - -

C 18 . . . -

C 20 . . . -

C_2 2 A ) . _

C_24 . . . -

C_26 . . . .
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C 28 . . . .
C 29 . . . .
C_30 . . . .
C 31 . . . .
C 32 . . . .
C_33 . . . .

Tabella.2.2: C_n rappresenta il campione n_esimo al quale é stato eseguito il/i tagliof/i.

Per i campioni C_26, C_27, C_28, C_29, C_30 e C_31 ¢ stata fatta anche un’analisi
anatomica quantitativa dell’area di prolasso del lembo centrale del foglietto valvolare
posteriore. La porzione che prolassa e situata al di sopra dell’inserzione delle corde

tendinee tagliate e risulta piu rossa rispetto al resto del lembo centrale (Figura.2.12).

Figura.2.12: La linea gialla evidenzia [’area di prolasso.

L’area di interesse ¢ stata calcolata tramite il programma ImageJ® e i risultati ottenuti
sono stati normalizzati rispetto al valore dell’area totale di P2. L’area totale ¢ quella
porzione delimitata ai lati dalle commissure, in alto dalla linea che identifica

I’annulus mitralico e in basso dal margine libero di P2 (Figura.2.13).
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Figura.2.13: la linea gialla evidenzia I’area totale di P2.

La procedura di misura dell’area di prolasso € stata gia impiegata nello studio di
Zazzaroni et al. (48).

2.4 Protocollo per la realizzazione di un fluido avente viscosita di
3cP

Nel seguente paragrafo si descrive il protocollo e i materiali utilizzati per sviluppare
il fluido con viscositacontrollata. Il paragrafo é strutturato come segue:
- descrizione del viscosimetro a capillare Cannon-Fenske;

- descrizione del protocollo di preparazione del fluido;

- descrizione del protocollo di misura della viscosita;

2.4.1 Viscosimetro a capillare Cannon-Fenske

In questo lavoro si é utilizzato il viscosimetro a capillare Cannon-Fenske grazie al
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quale & stato possibile misurare la viscosita® cinematica [m/s] e calcolare cosi la
viscosita dinamica [cP]. Insieme allo strumento di misura viene rilasciato un
documento che riporta le istruzioni di utilizzo ed il valore del coefficiente K utile per

calcolare la viscosita cinematica. Nel nostro caso il suo valore ¢ di

K = 0,003836 [mm?/s?] (1)

quest’ultimo dipende dalle grandezze geometriche del viscosimetro e dalla densita
del liquido in esame.

Quindi calcolando la viscosita cinematica come segue

v =K - At [m?/s] (2)

Si risale alla viscosita dinamica.

u=v-p[mpPa/s] (3)

Il viscosimetro (Figura.2.14) e fatto in vetro e si possono distinguere le seguenti parti:
1) tubo dal quale si aspira il fluido;

2) tubo nel quale si immette il fluido da esaminare;

3) sfera che funge da volume di riserva;

4) sfera di precarico;

5) sfera di passaggio;

6) tubo con capillare di diametro di 0,46mm;

M1) marker superiore per indicare il punto in cui si avvia il cronometro;

M2) marker inferiore per indicare il punto in cui stoppare il cronometro;

2 11 concetto di viscosita e le sue proprieta sono spiegate in Appendice B.
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Figura.2.14: Viscosimetro a capillare CANNON-FENSKE. Con le linee rosse sono evidenziate le
posizioni dei marker circolari (M1 eM2).

Per rilevare la misura della viscosita cinematica si riempie, attraverso il tubo n°2, il
viscosimetro con il fluido desiderato (12 ml), si aspira quest’ultimo tramite una
siringa dal tubo n°1 e si misura il tempo che il pelo libero del campione impiega a
percorrere la distanza esistente tra i due marker M1 e M2.

Nel momento in cui si cambia fluido da esaminare si deve pulire il viscosimetro per
precondizionare lo strumento di misura. Durante questi test si € proceduto come
segue:

- si e tolto dal viscosimetro il fluido esaminato;

- si € riempito il viscosimetro con acqua distillata e si sono effettuati due lavaggi,
cambiando I’acqua distillata ad ogni lavaggio;

- si e riempito il viscosimetro con il nuovo fluido per un volume di 15 ml e si sono
effettuati due lavaggi;

- infine, una volta eliminato il fluido utilizzato nel punto precedente, si e riempito

nuovamente il viscosimetro con il fluido da esaminare (12 ml).
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2.4.2 Protocollo di preparazione del fluido

Per realizzare un fluido avente viscosita simile a quella del sangue umano ci sono
diversi metodi tra cui I'utilizzo di acqua distillata, glicerolo e amido di mais
(Tabella.2.3), o di una sospensione acquosa di particelle di poliammide ultrafine
(Orgasol ELF Atochem,Paris,France) di diametro di 10 um, come indicato da

Ramnarine et al (49) e utilizzato nel lavoro di tesi di Pilloni (47).

Acqua distillata [%] Glicerolo [%] Materiale corpuscolato

Thomas 81 19 48 600 microsfere di

Buck(52) polistirene/mL
Alessandro 90-70-50* 10-30-50* 0,5g di amido di mais
Giardini(53)

Annalisa 70 30 1%
Quaini(54)

Annalisa 70 30 1%
Quaini(55)

*Per ottenere un range di viscosita che va da 1~5cP.

Tabella.2.3: Composizioni scelte dai vari autori per realizzare un fluido che permettesse di
simulare in vitro la viscosita del sangue. | lavori elencati sono stati pubblicati rispettivamente nel
2000, 2008, 2011 e 2012.

In questo studio si e scelto di utilizzare acqua distillata, glicerolo vegetale e amido di

Figura.2.15: A) Acqua distillata. B) Glicerolo vegetale. C )Amido di mais. D) Siringa con tubicino
in silicone utilizzato per prelevare il glicerolo dal flacone.
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mais (Figura.2.15) per i seguenti motivi:

- costi contenuti del materiale;

- facilita di rimozione della parte corpuscolare dell’amido di mais che si deposita nei
componenti costituenti il banco prova;

- non vi & formazione di schiuma;

Per realizzare il fluido desiderato si sono preparati sei campioni da 100 mL composti

come descritto nella seguente Tabella.2.4.

Acqua distillata [%] Glicerolo [%] Amido di mais [%0]

Campione_1 70 30 -
Campione_2 65 35 -
Campione_3 60 40 -
Campione_4 70 30 1
Campione 5 65 35 1"
Campione_6 60 40 1

* La percentuale dell’amido di mais ¢ assunta rispetto al volume totale del campione.

Tabella.2.4: Campioni realizzati ed analizzati.

2.4.3 Protocollo di misura della viscosita

Una volta preparati i sei campioni si procede con la misura della densita [Kg/m®] e
della viscosita cinematica [m?/s], grazie alle quali si ricava in un secondo momento,

la viscosita dinamica [cP].

u=p-vmba/s] (4)

Grazie all’utilizzo di una bilancia si & misurato il peso di un volume noto (10 ml) del
campione di interesse, e dal rapporto del peso e del volume si € calcolata la densita.
Sapendo che la viscosita cinematica dipende dalla temperatura alla quale si effettua il
test, le misure di questa grandezza fisica sono state fatte, per ogni campione, in tre
condizioni diverse:

- temperatura ambiente (20 °C) alla quale si trova il banco prova;
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- temperatura di 37 °C impostata per simulare la temperatura del sangue;

- temperatura di 40 °C impostata per avere un riferimento sperimentale ad una
temperatura maggiore di quella fisiologica.

Per ottenere queste temperature si € utilizzato il set-up sperimentale mostrato in
Figura.2.16.

Figura.2.16: A) Vista laterale del set-up sperimentale per rilevare la viscosita cinematica. B) Vista
dall’alto del set-up sperimentale.

In Figura.2.16 si riportano gli elementi principali del set-up sperimentale:
- sensore per rilevare la temperatura dell’acqua e per impostare quella desiderata
(freccia rossa);
- termostato immerso nel contenitore d’acqua (freccia blu);
- una pompa centrifugaper il ricircolo del fluido (freccia verde);
- sostegno per sorreggere il viscosimetro a capillare e poterlo tenere perpendicolare al
piano per non alterare i risultati.
Per effettuare la misura della viscosita cinematica dei fluidi contenente solo glicerolo
vegetale e acqua distillata, alle temperature di 37 °C e 40 °C, si é definito il
protocollo seguente:

1. riempire il viscosimetro con il campione di interesse (12 ml);

2. lasciare il viscosimetro per 10 minuti immerso nell’acqua affinché anche il
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campione raggiunga la temperatura impostata (37 °C o0 40 °C);

3. aspirare il campione, dal tubo avente il capillare nella parte inferiore, fino a
meta della sfera di precarico;

4. togliere il sistema di suzione ;

5. avviare il cronometro nel momento in cui il profilo del fluido passa dal primo
marker;

6. fermare il cronometro nel momento in cui il profilo del fluido passa dal
secondo marker;

7. ripetere dal punto 3 al punto 6 tre volte, cosi da ottenere in ultima analisi un

valore mediato sulle tre misure, come indicato in letteratura.

Il cronometro si avvia e si stoppa nel momento in cui solo la parte centrale del
profilo di avanzamento del campione,come mostrato in Figura.2.17 € a contatto

con il marker.

Figura.2.17: Il modo corretto per rilevare il passaggio del fluido ¢ indicato nell immagine C. A e B
sono shagliati.

Per effettuare le misure a 20 °C il viscosimetro e posto al di fuori del contenitore
d’acqua (Figura.2.18).

Per effettuare le misure di viscosita dei campioni contenenti anche I’amido di mais la
procedura e simile. Quello che cambia é il punto 7, infatti prima di ripetere la misura
E necessario togliere il viscosimetro dal sostegno e agitarlo. Questo & necessario in
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Figura.2.18:. In figura & presente anche il sistema di suzione tramite il quale si porta il pelo libero
del fluido fino al livello indicato dalla freccia rossa.

Quanto al termine di ogni prova parte dell’amido di mais si deposita sul fondo del
viscosimetro. Se non si effettua quanto detto nel momento in cui si va ad aspirare il
fluido, si avra che il campione che attraversa il capillare avra una percentuale di mais

minore e la misura risultera alterata.

2.5 Valutazione preliminare della portata di rigurgito tramite eco-

Doppler

Su un singolo campione si sono acquisite delle immagini della portata di rigurgito
tramite 1’eco-Doppler. Per simulare il prolasso mitralico e stato utilizzato il
protocollo definitivo che prevede il taglio di due corde tendinee appartenenti al
margine libero del lembo centrale del foglietto valvolare posteriore (P2) e di una
corda appartenente al margine libero del lembo centrale del foglietto valvolare

anteriore (A2). L’atrio sinistro non ¢ stato tolto. In questo modo in seguito al prolasso
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il fluido, prima di riversarsi nel contenitore in cui € alloggiato il cuore porcino,

riempie P’atrio. Cosi si facilita I’acquisizione del segnale tramite la sonda dell’eco-

Doppler. Per eseguire la valutazione qualitativa si € proceduto come segue:

1.

attuazione del protocollo definitivo per riprodurre il prolasso mitralico,
lasciando integro ’atrio sinistro;

precondizionamento del campione;

Impostazione, tramite la pompa volumetrica, della pressione ventricolare
desiderata;

posizionamento della sonda ecocardiografica, in asse lungo, in corrispondenza
dell’annulus mitralico;

verifica della posizione della sonda tramite osservazione dell’out-put video
settato in modalita B-Mode;

una volta trovato il distretto anatomico di interesse attivare la modalita colore e
se la risoluzione della mappa colore e soddisfacente procedere con
’acquisizione doppler, in caso contrario settare in maniera opportuna /’angolo

di incidenza del fascio ultrasonico, il guadagno doppler e la scala del colore.

Le immagini sono state acquisite alle seguenti portate fluenti attraverso il modello

di valvola mitrale incontinente: 0.5 L/min, 0.8 L/min, 1.3 L/min, 1.5 L/min, 1.8
L/min, 1 L/min, 2 L/min.

2.6 Set-up sperimentale per la valutazione preliminare del fluido

particolato tramite eco-Doppler

Questo set-up sperimentale é utilizzato per i seguenti motivi:

verificare che durante 1’utilizzo del fluido realizzato, non vi sia formazione di
schiuma;

verificare che il particolato introdotto, ovvero I’amido di mais, sia adatto per
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essere impiegato come materiale di scattering per migliorare la qualita del
segnale eco-Doppler;

- verificare che la portata ricavata dalla misura del profilo di velocita del fluido,
tramite eco-Doppler, sia uguale o il piu possibile simile a quella impostata
tramite pompa centrifuga;

- verificare che con semplice acqua si possa eliminare 1’amido di mais

depositatosi nei tubi del set-up sperimentale.

2.6.1 Set-up sperimentale
Una volta identificato il fluido che permette di simulare in vitro la viscosita dinamica
del sangueé necessario eseguire una sua prima valutazione. Il set-up sperimentale per

questa sessione sperimentale & mostrato in Figura.2.19.

Figura.2.19: Set-up sperimentale per una prima valutazione del fluido.

In figura si evidenziano:
- la pompa centrifuga (A) che ci permette di impostare la portata nel circuito;

- il volume di riserva (B);
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- il flussimetro (freccia rossa);

- il tubo dove effettuare la misura (C).

Il tubo che viene impiegato per questa prima valutazione € un tubo in MPA rigido. La
sua lunghezza e di 50 cm il diametro esterno é di 26 mm e quello interno e di 22 mm.

Queste misure sono state prese tramite un calibro digitale (Figura.2.20).

Figura.2.20: Calibro digitale 0-150 mm
Per acquisire il segnale doppler generato dal flusso del fluido particolato, la sonda

viene fissata come mostrato in Figura 2.21. In questo modo si ¢ eliminato 1’errore

operatore dipendente.

Figura.2.21: La sonda dell’eco-Doppler, sorretta da un sostegno, é stata fissata tramite una
fascetta in plastica.
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2.6.2 Protocollo di acquisizione del segna doppler

Per eseguire la misura della velocita si segue il seguente protocollo:

1.

Si preparano 3 L di fluido composto per il 30 % da glicerolo vegetale, per il 70
% da acqua distillata e per 1’1 % da amido di mais.

Si misura la viscosita dinamica e ci si assicura che sia di 3 cP circa.

Il fluido cosi realizzato si mette nel banco prova appositamente ideato. Si avvia
la pompa centrifuga e si inizia una procedura di debollaggio.

La sonda dell’eco-Doppler viene appoggiata al tubo secondo 1’asse lungo.

Per ogni portata imposta si acquisiscono tre tracciati di velocita di 10 secondi
ciascuno.

Tramite ImageJ® si rilevano le velocita registrate®.

Tramite Microsoft Excel® si eseguono i calcoli necessari per risalire dalla

velocita misurata (cm/s) alla portata (L/min).

La sonda dell’eco-Doppler € posizionata ad una distanza di 20 cm dall’ingresso del

tubo. Questa distanza € minore rispetto a quella necessaria affinché il moto del fluido

sia completamente sviluppato (Figura.2.22). Per calcolare la distanza di riferimento

lesi sono usate le seguenti formule:

l

£=006Re (5)

Dove D ¢ il diametro del tubo [cm] per il flusso laminare ;

o~

£ =044Re’s (6)

per il flusso turbolento.
Portata impostata [L/min] Reynolds Lunghezza di sviluppo [cm]
14 517.84 68.35
2 739.77 97.65
3 1109.66 146.47

% La procedura di calcolo & discussa nell’Appendice C.
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4 1479.54 195.30
5 1849.43 244.12
6 2219.31 292.95
7 2589.20 341.77
8 2959.08 390.60

Tabella.2.5: Le lunghezze riportate nella terza colonna sono piu grandi rispetto alla lunghezza del
tubo utilizzato.

Regione del flusso in ingresso Moto completamente sviluppato
. Strato limite D
Nucleo non viscoso / l

’

(1) (2) ]
- ¢ X

e

Figura.2.22: Sviluppo dello strato limite idrodinamico in un flusso laminare interno a un tubo
circolare. D) diametro,l¢) lunghezza di sviluppo.
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CAPITOLO 3: Risultati

3.1 Risultati: portate misurate tramite flussimetro

| risultati riportati in questo paragrafo si riferiscono a tutti quei campioni ai quali €
stato applicato il protocollo definitivo che prevede il taglio di tre corde tendinee. Per
definire se le portate di rigurgito siano soddisfacenti o meno si é fatto riferimento allo
studio di Arita (21) che evidenzia un rigurgito di 5.6 mL/battito, 40 % in piu di
guanto osservato in condizioni normali (4.0 mL/battito).

3.1.1 Gruppo_2

I campioni che fanno parte di questo gruppo sono C 26, C_ 27, C 28, C 29,C 30 e
C_31. | risultati sono stati organizzati usando il programma Excel® ed in una prima
analisi sono stati definiti dei grafici che permettono di rappresentare, per ogni
campione e per ogni taglio eseguito, gli andamenti ditutte le portate di rigurgito in

funzione della pressione (Grafico.3.1).

Cuore_27: portate registrate in seguito al
taglio della terza corda tendinea.

40,00 ¢ primaprova_C.27
35,00 B secondaprova_C.2
30,00 / terza prova_C.27
— ——Poli. (pri .
@ 2500 oli. (prima prova_C.27
E, ——Poli. (seconda prova_C.2
g 20,00 Poli. (terza prova_C.27
S 15,00
8 Q// y = 0,251x
10,00 R2=0,989
y =0,237x
5,00 R2=0,994
0,00 y = 0,215x
0 30 60 90 120 150 180 210 240 R2=0,971

pressione [mmHg]

Grafico.3.1: Le portate, per ogni pressione, vengono misurate tre volte.
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I valori per questo campione sono riportati nella seguente tabella:
CAMPIONE C_27

Pressione.1 Pressione.2 Pressione.3 Misura.l  Misura.2  Misura.3

[mMmHg] [mMmH(g] [mMmH(g] [ml/s] [ml/s] [ml/s]
60 59.5 60.5 14.17 13.00 13.67
99.5 99.5 100.5 21.33 20.50 19.00
140.5 139 139.5 26.17 25.17 23.50
179.5 180.5 179 30.00 29.67 27.67
219 220.5 220 34.83 34.17 34.33

Tabella.3.1: Per ogni pressione si sono effettuate tre misure.

Successivamente sono state calcolate le medie e le deviazioni standard per ogni

misura ed i valori di portata sono stati rappresentati in dei grafici come il sequente®.

Cuore_27: portate medie

40,00
37,50 ¢ basale
35,00

32,50 = tagliol
30,00
27,50 taglio2
25,00
22,50 x  taglio3
20,00 ¥

17,50 Poli. (basale
15,00
12,50 Poli. (tagliol
10,00
7,50 Poli. (taglio2
5,00
2,50 L 5 Poli. (taglio3
0,00 e—t—= ;

0,00 40,00 80,00 120,00 160,00 200,00 240,00

portata[ml/s]

R2=0,87 R2=0,956 pressione [mmHg] R2=0,072 R2?=0,987

Grafico.3.2: Sullo stesso grafico vengono riportati i valori medi registrati in configurazione
basale, in seguito al primo, al secondo e al terzo taglio.In basso da sinistra verso destra si leggono
i coefficienti di correlazione delle linee di tendenza (basale, taglio_1, taglio_2 e taglio_3).

* | grafici che si riferiscono agli altri 5 campioni sono riportati in Appendice D.
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CAPITOLO 3 Risultati: portate misurate tramite flussimetro

| valori di portate [ml/s] e pressioni [mmHg] medie del campione ventisette sono

riportati nella seguente tabella:

CAMPIONE C_27

59.83 +0.17 0.39+0.10 0.50 £0.00 1.06 £0.54 13.61 +0.59

100 £ 0.00 0.67£0.00 1.33+£0.17 2.61+£0.35 2494 £1.35

139.50 £ 0.50 0.83+0.00 3.67£0.17 5.11+£0.25 34.44 £0.35

179.83+0.17 1.11+£0.19 - - -

Tabella.3.2: Valori dei dati riportati nel Grafico.3.2.

Per avere un quadro d’insieme dei risultati ottenuti si sono riportato in un unico

Portate nelle tre configurazioni
140
120 T
100
7
= 80
5}
g 60
o
o
40
0
C_26 c_ 27 C 28 C_ 29 C_30 C 31
m basale 0,17 0,67 0 0,39 1,22 3,94
mtaglio_1 0,33 0,89 0,39 1,06 1,61 14,89
mtaglio_2 37,17 1,89 0,56 81,11 2,61 47,11
mtaglio_3 39,78 20,28 116 1215 20,17 111,89

Istogramma.3.1: Le portate riportate sono state misurate con il protocollo definitivo.
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CAPITOLO 3 Risultati: misura della viscosita dei campioni di fluido realizzati

Per I campioni appartenenti a questo gruppo si sono misurate anche le aree di
prolasso del foglietto valvolare posteriore, nello specifico del lembo centrale (P2).

L’istogramma seguente ne riporta 1 valori.

Superfici di prolasso normalizzate rispetto

all'area di P2
0,35

0,30

0,25
0,20

0,15

superficie

0,10

0,05

0,00
26 27 28 29 30 31

m Area_Prolasso/Area_ P 0,11 0,15 0,31 0,19 0,23 0,14

Istogramma.3.2: Vengono riportate le aree di prolasso normalizzate rispetto all’area totale del
lembo P2 del foglietto valvolare posteriore.

3.2 Risultati: misura della viscosita dei campioni di fluido

realizzati

Per simulare in vitro la viscosita del sangue si é scelto di realizzare sei campioni che
possono essere suddivisi in due gruppi da tre campioni ciascuno:

- Gruppo_1: i tre campioni appartenenti a questo gruppo si differenziano per la
percentuali di glicerolo vegetale e acqua distillata e non e presente I’amido di
mais;

- Gruppo_2: i tre campioni appartenenti a questo gruppo si differenziano per le
percentuali di glicerolo vegetale e acqua distillata ed in ognuno di essi vi é

I’amido di mais (1% del volume totale del campione).
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CAPITOLO 3 Risultati: misura della viscosita dei campioni di fluido realizzati

3.2.1 Gruppo_1

| campioni appartenenti a questo gruppo sono composti da glicerolo vegetale e acqua

distillata.

La composizione delle soluzioni ¢ indicata nella seguente tabella.

CAMPIONE ACQUA DISTILLATA [%] GLICEROLO VEGETALE [%)]

1
2
3

70 30
65 35
60 40

Tabella.3.3: Percentuali delle componenti che caratterizzano ciascun campione.

| tre campioni son stati testati a differenti temperature, da quella ambiente fino ai 40

°C. Il grafico seguente rappresenta in maniera sintetica i risultati ottenuti.

5,00
4,50
4,00
3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00

viscosita dinamica[cP]

Viscosita medie in funzione della quantita di
glicerolo

¢ viscosita_20C

/ ® viscosita 37C

P viscosita_4€C

‘/
—— Poli. (viscosita_2(C)

y = 0,006%- 0,251x + 4,794

——Poli. (viscosita_3T)

y = 0,005%- 0,285x + 5,63
Poli. (viscosita_4T)

y = 0,002%- 0,070x + 1,74

20 25 30 35 40 45 50

glicerolo[%]

Grafico.3.3: Sono riportati i valori medi di viscosita a tre temperature(20 °C,37°C,40°C).

La tabella seguente riporta i valori numerici dei dati riportati nel Grafico.3.3.
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CAPITOLO 3 Risultati: misura della viscosita dei campioni di fluido realizzati

Temperatura [°C]  Viscosita C_1[cP] Viscosita C_2 [cP] Viscosita C_3 [cP]

20 2.78 + 0.02 2.12 + 0.02 1.87 +0.01
37 3.52+0.01 2.52 +0.02 2.33+0.01
40 4.56 +0.03 3.19+0.01 2.92 +0.02

Tabella.3.4: Valori medi della viscosita dinamica dei campioni presenti nel Grafico.3.3..

3.2.2 Gruppo_2

| campioni appartenenti a questo gruppo sono composti da glicerolo vegetale, acqua

distillata e amido di mais. La composizione delle soluzioni e indicata nella seguente

tabella.
CAMPIONE ACQUA DISTILLATA [%] GLICEROLO VEGETALE [%] AMIDO DI MAIS [%]
1.m 70 30 1
2.m 65 35 1
3.m 60 40 1

Tabella.3.5: Percentuali delle componenti che caratterizzano ciascun campione.

| tre campioni son stati testati a differenti temperature da quella ambiente fino ai

40°C. Il grafico seguente rappresenta in maniera sintetica i risultati ottenuti.
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CAPITOLO 3 Risultati: valutazione iniziale del fluido realizzato

Viscosita medie in seguito all'aggiuntadi amido di mais

5,00
4,50
4,00
3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00

viscosita dinamica[cP]

(1% del volume totale)

* viscositaa 2C
/ * ® viscositaa 3T
viscosita a 4TC

—— Poli. (viscosita a 2Q)

/ J— —— Poli. (viscosita a 3T)
/'/ Poli. (viscosita a 4Q)

y =-0,023x2 + 1,763x29,26

y =-0,010% + 0,800% 12,79

y =-0,006% + 0,514% 7,927

20 25 30 35 40 45 50

glicerolo[%]

Grafico.3.4: Sono riportati i valori medi di viscosita a tre temperature (20 °C,37°C,40°C).

La tabella seguente riporta i valori numerici dei dati riportati nel Grafico.3.4.

Temperatura [°C] Viscosita C_1.m [cP]  Viscosita C_2.m [cP]  Viscosita C_3.m [cP]

20 2.99+0.01 2.14+0.01 1.98 £ 0.01
37 3.52+0.15 2.86 +0.05 2.56 +0.07
40 456 +£0.14 3.08 +0.02 2.83+0.02

Tabella.3.5: Valori medi della viscosita dinamica dei campioni presenti nel Grafico.3.4.

3.3 Risultati: valutazione iniziale del fluido realizzato

Misurata la velocita del flusso e la dimensione del diametro interno (22 mm) del tubo,

si sono calcolate le portate al variare delle velocita massime registrate. | risultati sono

stati organizzati come mostrato nel seguente istogramma dove si mettono a confronto

le portate

registrate dal flussimetro e quelle calcolate dalla misura della velocita mas-
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CAPITOLO 3 Risultati: immagini qualitative del rigurgito mitralico

sima tramite eco-Doppler.

Portate medie misurate tramite ecoDoppler

9,00
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

portata[L/min]

1 2 3 4 5 6 7 8
H portata imposta| 1,4 2 3 4 5 6 7 8
W portata misurata 1,63 | 2,05 | 3,11 | 3,79 | 501 | 599 | 6,71 | 6,96

Istogramma.3.3: Confronto fra le portate misurate con due differenti sistemi di misura.

3.4 Risultati: immagini qualitative del rigurgito mitralico

Di seguito vengono riportate le immagini che mostrano il flusso del rigurgito
mitralico acquisito tramite eco-Doppler:
1 rigurgito mitralico che si manifesta in seguito ad una portata impostata di 0.5

L/min. La pressione registrata durante 1’acquisizione e di 55 + 0.02 mmHg.

L12-5 38 CVas/Car 4.33.04 I/ He 48 cm

240
Map2 . ':4:
160dB/C3 82 + 19
Parsistenza Basso . 54

O, 20:Gen

Col 59% Mapb

FP Basso

FRI 3000 Hz

OIL Tlusso: V Med

Figura.3.1:Portata di rigurgito. Le frecce indicano le corde tendinee, le linee marcano il profilo
del getto di rigurgito.

53



CAPITOLO 3 Risultati: immagini qualitative del rigurgito mitralico

9 rigurgito mitralico che si manifesta in seguito ad una portata impostata di 1
L/min. La pressione registrata durante 1’acquisizione ¢ di 58 + 0.05 mmHg.

L12-6 308 CVas/Car

Map2

1560dB/C3
Parsistenza Basso
O, 20:Gen

Col 63% Mapb
FP Basso

FRI 3000 Hz
OIL Tusso: V Med

Figura.3.2: Portata di rigurgito. Le frecce indicano le corde tendinee, le linee marcano il profilo
del getto di rigurgito.

1 rigurgito mitralico che si manifesta in seguito ad una portata impostata di 1.5

L/min. La pressione registrata durante I’acquisizione ¢ di 60 = 0.07 mmHg.

2-56 38 CVas/Car 16:22:05 14 Hz 59 c¢m

27

Map2 :

160 dB/C3

Porsistenza Basso

O, 20:Gen

Col 69% Maps

FP Basso

FRI 3000 Hz

OIL, Thusso: V Med

Figura.3.3: Portata di rigurgito. Le frecce indicano le corde tendinee, le linee marcano il profilo
del getto di rigurgito.
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CAPITOLO 4 Commento: risultati della portata di rigurgito misurata tramite flussimetro

CAPITOLO 4: Commenti dei risultati ottenuti

In questo capitolo vengono riportati i commenti relativi ai risultati presentati nel
capitolo precedente. Si evidenziano i dati simili tra di loro, per stabilire se vi & una
ripetibilita del risultato, ma anche quelli discordanti per vedere se vi sono stati errori
durante 1’acquisizione dei dati stessi. S1 commentano anche gli andamenti dei risultati
a sostegno di ipotesi fatte a monte o a conferma di determinate condizioni

sperimentali.

4.1 Commento: risultati della portata di rigurgito misurata tramite
flussimetro

4.1.1 Gruppo 2

I campioni di questo gruppo che hanno riportato una portata di rigurgito superiore a 5

ml/battito sono elencati nella seguente tabella.

Campione Portata taglio_1 Portata taglio_2 Portata taglio_2

[ml/battito] [ml/battito] [ml/battito]
C_26 - 11.15+ 0.38 11.39 +0.29
C_27 - - 6.08 £ 0.35
C_28 - - 34.8 £ 1.60
C_29 - 24.33+0.11 36.3+0.34
C_30 - - 6.05 £+ 0.62
C 31 4.48 £0.54 14.13 + 0.46 33.58 £ 1.61

Tabella.4.1: Valori registrati alla pressione di 100 mmHg.

In seguito al primo taglio nessun campione riporta una portata maggiore di 5

ml/battito. In seguito al secondo taglio tre campioni riportano una portata maggiore
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CAPITOLO 4 Commento: risultati della portata di rigurgito misurata tramite flussimetro

Di 5 ml/battito. In seguito al terzo taglio tutti i campioni presentano una portata
maggiore di 5 ml/battito.

Osservando la Figura.4.3 possiamo affermare che:

Figura.4.1:In verde sono indicate le corde tagliate al primo taglio, in giallo quelle tagliate al
secondo taglio e in blu quelle tagliate al terzo.
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CAPITOLO 4 Commento: risultati della portata di rigurgito misurata tramite flussimetro

- Tutti e sei i campioni presentano similitudini anatomiche infatti possiamo
evidenziare per il lembo posteriore, ed in particolare per P2, la presenza di due
singole corde una posta piu centralmente ed una posta, guardando la figura, piu
verso la commissura P2-P3;

- Per i campioni C_26, C 29 e C_30 e stata tagliata la stessa corda appartenente
ad A2.

Nonostante queste similitudini i risultati di portata di rigurgito non sono confrontabili
tra di loro.In seguito al taglio della prima corda tendinea abbiamo un range di portate
che variano da 0.33 + 1.26 ml/s a 14.89 + 1.8 ml/s. Anche per il secondo taglio,
nonostante la similitudine anatomica, non si registrano dati confrontabili tra di loro;
le portate variano da 0.56 = 0.10 ml/s a 81.11 + 0.35 ml/s. Per il terzo taglio si é
evidenziata una similitudine anatomica per i campioni C_26, C 29 e ¢ 30 ma lo

stesso non vale per i dati registrati (Tabella.4.2).

CAMPIONE PORTATA_3 [ml/s]
C 26 39.78 £ 0.98
C_29 121.5 + 2.08
C_30 20.17 + 3.87

Tabella.4.2: La similitudine anatomica non trova conferma nei dati.

Lo stesso vale per il ragionamento inverso infatti se si considerano prima i dati, nello
specifico quelli riguardanti il terzo taglio, potremmo considerare simili tra di loro in
termini di portata di rigurgito i campioni C 27, C 28 e C 31,0 C 27 e C_30 ma
questi le corde tendinee che si inseriscono su A2 completamente diversi in termini di
struttura anatomica. Quindi possiamo affermare che una similitudine anatomica non
implica la ripetibilita del dato e che ad un dato ripetibile non corrisponde una

similitudine anatomica.

57



CAPITOLO 4 Commento: risultati della viscosita del fluido realizzato

4.1.2 Area di prolasso

Per vedere se vi fossero delle similitudini tra i vari campioni si € fatta un confronto
fra le superfici di prolasso che sono risultate simili e ’anatomia o 1’entita di rigurgito
Dall’Istogramma.3.4 si deduce che i campioni C_29 e C_30 sono confrontabili in
termini di superficie di prolasso cosi come i campioni C 27 e C_31. Questa
similitudine pero non trova conferma in termini di portata, infatti per il C 29 si
registra una portata di rigurgito, al taglio_2 a 100 mmHg, pari a 81.11 £0.35 ml/s
mentre per il C_30 si ha un valore pari a 2.61 = 0.25 ml/s. Per il campione C_27 si ha
un valore pari a 1.89 £ 0.25 ml/s mentre per il campione C_31 si ha un valore pari a
47.11 £ 1.55 ml/s.

4.2 Commento: risultati della viscosita del fluido realizzato

Dai risultati ottenuti deduciamo che se si prevede di eseguire il test sperimentale a 20
°C utilizziamo i campioni caratterizzati dalla seguente composizione:
- 30 % di glicerolo vegetale, 70 % di acqua distillata con viscosita dinamica di
2.78 £ 0.02 cP;
- 30 % di glicerolo vegetale, 70 % di acqua distillata e 1 % di amido di mais con
viscosita dinamica di 2.99 + 0.01 cP.
Se si prevede di eseguire il test sperimentale a 37 °C utilizziamo i campioni
caratterizzati dalla seguente composizione:
- 30 % di glicerolo vegetale, 70 % di acqua distillata con viscosita dinamica 3.52
+ 0.01 cP;
- 35 % di glicerolo vegetale, 65 % di acqua distillata e 1 % di amido di mais con

viscosita dinamica di 2.86 + 0.05.
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CAPITOLO 4 Commento: risultati delle immagini qualitative del rigurgito mitralico

4.3 Commento: risultati della valutazione del fluido realizzato

Osservandol Istogramma.3.3 si deduce che dalle misure delle velocita rilevate tramite
la sonda eco-Doppler si sono ricavate delle portate confrontabili con quelle misurate
tramite flussimetro. Dopo i 5 L/min il valore del numero di Reynolds € maggiore di
2100 (moto di transizione)e la misura effettuata tramite il programma ImageJ® risulta
meno accurata in quanto il segnale registrato non e piu netto, ma e affetto da rumore,

cosi i valori di portata misurati sottostimano quelli impostati.

4.4 Commento: risultati delle immagini qualitative del rigurgito

mitralico.

Le immagini registrate dalla sonda eco-Doppler confermano la validita dell’impiego
del fluido realizzato in laboratorio. Infatti grazie ad una corretto posizionamento della
sonda si riesce a delineare, tramite la mappa dei colori, il getto di rigurgito. In
particolare e possibile evidenziare il profilo divergente che il flusso assume
allontanandosi dall’orifizio del prolasso, quello convergente che il flusso assume nel
ventricolo in prossimita dell’orifizio e la vena contracta. L’impiego del particolato
non inficia la qualita delle immagini e non crea schiuma durante il suo utilizzo.
L’unico problema legato al suo utilizzo ¢ quello che tende a depositarsi sul fondo

delle componenti del banco prova.
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CAPITOLO 5: Conclusionti, limiti e sviluppi futuri.

5.1 Conclusioni

Questo lavoro ha permesso di delineare un approccio sperimentale per studiare in
vitro I’incontinenza della valvola mitrale, impiegando un banco prova con cuore
porcino. Il protocollo adottato per simulare il prolasso mitralico ha fornito dei risultati
soddisfacenti solo in termini di strategia adottata per riprodurre 1’insufficienza
valvolare. Lo sviluppo e I’impiego di un fluido particolato, a viscosita controllata e
simile a quella del sangue, potra apportare due migliorie nei protocolli sperimentali
solitamente adottati nell’ambito dell’attivita di ricerca svolta presso il ForCardioLab:

3. pone le basi per poter investigare in vitro le strutture cardiache in condizioni
sperimentali che replicano piu fedelmente le loro condizioni di lavoro reali;

4. permette un’indagine semi-quantitativa in laboratorio della funzionalita degli
apparati cardiocircolatori con uno strumento fondamentale per la diagnosi,
quale I’eco-Doppler.

Il basso costo e la facile reperibilita dei materiali individuati per la realizzazione del
fluido particolato incrementano le potenzialita di utilizzo del fluido stesso in
laboratorio.L’impiego di questo fluido con il modello patologico di valvola mitralica
delineato nella prima parte del lavoro ha fornito, benché in condizioni sperimentali
fortemente semplificate, risultati preliminari incoraggianti nella valutazione della

patologia con eco-Doppler in vitro.

5.2 Limiti e sviluppi futuri

Come atteso in considerazione della variabilita anatomica dei campioni biologici, la
ripetibilita e il controllo nell’ottenere il modello patologicosono limitati, con portate
di rigurgito fortemente variabili da campione a campione nonostante il taglio
controllato delle corde tendinee. Una strategia per cercare di aumentare la ripetibilita

e il controllo dell’ottenimento della patologia valvolare, ma che complicherebbe il
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protocollo sperimentale in vitro, potrebbe risiedere nel produrre il modello patologico
in controllo di portata: tagliando cioé in successione opportune corde tendinee in un
set-up sperimentale preliminare all’esperimento vero e proprio, che permetta di
verificare direttamente 1’effetto di ciascun taglio sul rigurgito.

Il set-up sperimentale utilizzato per questo lavoro ha previsto la portata stazionaria,
allontanandosi quindi notevolmente dalla fisiopatologia. Questa scelta & legata al
carattere preliminare del lavoro e alla conseguente necessita di realizzare un set-up
sperimentale semplice da controllare ¢ gestire. Sara indispensabile, nell’immediato
futuro, ricorrere a modelli sperimentali con portata pulsatile, anche per verificare il
verificarsi di prolasso del lembo mitralico in atrio durante la sistole, come talvolta

accade nella realta clinica.
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APPENDICE A

Di seguito vengono riportati 1 principi fisici di funzionamento dell’eco-Doppler.Le
misurazioni della velocita di flusso ematico nel cuore si basano sull’effetto Doppler,
descritto dal fisico austriaco Christian Doppler nel 1842, per il quale un’onda sonora
varia la sua frequenza, o la sua lunghezza d’onda, se incide su un oggetto riflettente;
in particolare la frequenza aumenta se 1’oggetto si avvicina alla sorgente, diminuisce
se si allontana.La variazione tra la frequenza incidente fo e quella riflessa f, e detta
variazione Doppler (Af=f— fo) ed ¢ funzione della frequenza dell’onda incidente,
dell’angolo di incidenza 6 dell’onda sonora sull’oggetto riflettente, della velocita v
della particella in movimento e della velocita ¢ del suono nel mezzo secondo la
relazione:
2fy - v cost
C (1.A)

Af =

Nel sistema cardiocircolatorio 1’elemento mobile ¢ rappresentato dai globuli rossi, la
cui velocita, ricavabile dall’equazione riportata sopra, ¢ fortemente dipendente
dall’angolo di incidenza dei raggi e, conseguentemente, da come viene effettuato

I’esame ecografico (Figura.l).

Figura.A.1: Disegno schematico per dimostrare I'effetto Doppler.

Attualmente 1’ecografia Doppler viene svolta in tre differenti modalita:

- Doppler pulsato (PulsedWave - PW);
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- Doppler continuo (ContinuosWave — CW);

- Color Doppler (CD).

Il PW-Doppler e il CW-Doppler vengono visualizzati su un piano cartesiano, in cui in
ordinate é riportata la velocita (espressa in cm/s, o in m/s) mentre ’asse delle ascisse
rappresenta il tempo.

Nel PW-Doppler (Figura.A.2) i cristalli della sonda ecografica funzionano sia da
emettitori dell’ultrasuono, con una determinata frequenza d’impulso, che da ricevitori
degli echi generati dai globuli rossi. Al crescere della frequenza d’impulso aumenta la
velocita massima calcolabile fino a un limite massimo di velocita, in corrispondenza
della frequenza di Nyquist, oltre il quale il PW-Doppler e limitato dal cosiddetto
fenomeno di aliasing e non consente la misura.

II CW-Doppler non ha limitazioni sul valore massimo di velocita misurabile ma esso
non ¢ in grado di discriminare la profondita dell’eventuale disturbo di flusso perché il
fascio ultrasonoro non é focalizzato come nel PW-Doppler; nel CW-Doppler, infatti,
alcuni cristalli sono deputati alla produzione e altri solo alla ricezione degli echi
(Figura.2).
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Figura.A.2: Nel PW-Doppler, a sinistra, il trasduttore trasmette e riceve gli ultrasuoni che
vengono focalizzati in un volume campione. Nel CW-Doppler sono presenti sia cristalli emittenti
che riceventi.

Il Color Doppler, terza modalita citata, sfrutta la tecnologia del PW-Doppler ma
anziché visualizzare il fronte di avanzamento dei globuli rossi, con i suoi picchi e le
sue depressioni, rappresenta il flusso, con la media delle sue velocita, permettendone
la visualizzazione come una mappa di colore sovrapposta all’immagine 2D. Il colore
e codificato, di solito, in maniera tale che il rosso rappresenta un flusso in
avvicinamento alla sonda, mentre il blu in allontanamento. La modalita Color
Doppler ha il vantaggio di essere di intuibile interpretazione pero non fornisce
informazioni quantitative ma esclusivamente qualitative sul flusso. Puo essere
particolarmente utile nella fase iniziale della misura di velocita per individuare picchi

di velocita o I’eventuale presenza di turbolenze.
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APPENDICE B

La viscosita ¢ una grandezza fisica che descrive ’attrito interno di un fluido, liquido
0 gassoso, che si oppone allo scorrimento relativo tra gli strati molecolari del fluido
stesso. Se consideriamo un fluido confinato tra due lastre piane parallele di aria A e
distanza H tra di loro, vedremo che dovremmo applicare una forza F affinché la lastra

superiore si possa muovere con una velocita costante V (Figura.1.B).

Forza di spinta | 2mina in movimento

=

Velocita di scorrimento .~

A\ 4

Piano fisso

Figura.1.B: Gli spessori che delimitano il fluido sono due lastre di cui quella inferire fissa e quella
superiore mobile. Da notare che la lastra superiore si muove sotto una certa forza di spinta che
dipende dalla resistenza offerta dal fluido stesso. Le frecce in rosso all’interno del fluido
rappresentano la velocita di scorrimento dei vari strati che come si vede diminuisce allontanandosi
dal piano di scorrimento.

Questo si verifica poicheé il fluido vicino alla lastra superiore esercita su quest’ultima
una forza viscosa che si oppone al moto. In questo processo lo strato del fluido
adiacente alla lastra in movimento acquisisce la stessa velocita della lastra.
Allontanandosi dalla lastra in movimento la velocita di ogni strato componente il
fluido in esame scorre con una velocita sempre piu bassa. La causa di questo
fenomeno puo essere trovata nelle forze di coesione che contrastano la reciproca
dislocazione degli strati stessi. Quindi la velocita varia linearmente con la quota, in
modo che la velocita del fluido vicino alla lastra alla quale e applicata la forza F, sia

pari a V mentre quella vicino alla lastra inferiore sia nulla:
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—y.
V=H A (1.B)

Dove p ¢ il coefficiente di viscosita.
Per definire il coefficiente di viscosita e necessario descrivere lo sforzo di taglio e il
gradiente di velocita. Il primo é definito come il rapporto tra la forza tangenziale F

applicata sulla superficie libera e ’area A della superficie:

_F
T=- (2.B)
Il secondo e definito come segue:
. _ d
y=2, (B

Dove dv rappresenta la differenza di velocita tra le lamine costituenti il fluido e dy
rappresenta la distanza tra quest’ultime. In accordo con la legge di Newton il
coefficiente di viscosita cambia proprieta in base al fluido che stiamo considerando.
Infatti per i fluidi newtoniani abbiamo che la viscosita é costante nel campo di moto,
cioé non dipende dal gradiente di velocita e dallo sforzo di taglio:

T=u-y (4.B)
Per i fluidi non- newtoniani invece la viscosita dipende dalla distribuzione delle
velocita.
Tra questi fluidi abbiamo:

- dilatanti: 1l coefficiente di viscosita aumenta all’aumentare del gradiente di
velocita;

- plastici:il flusso del fluido inizia solo dopo uno sforzo di taglio minimo. Al di
sotto del punto oltre il quale il fluido inizia a cedere la sostanza si comporta
come un materiale solido.;

- pseudoplastici: queste sostanze sono caratterizzate da un comportamento
newtoniano per bassi valori di sforzo di taglio, invece per alti valori di
quest’ultimo il coefficiente di viscosita aumenta all’aumentare dello sforzo di

taglio.
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Per alcuni materiali il coefficiente di viscosita e lo sforzo di taglio, oltre a

dipendere dal gradiente di velocita, dipendono anche dal tempo di applicazione

della forza applicata. Queste sostanze si suddividono in:

- tissotropici: diminuiscono il loro coefficiente di viscosita, a sforzo di taglio
costante, all’aumentare del tempo;

- reopeptici: il coefficiente di viscosita aumenta, a sforzo di taglio costante,

all’aumentare del tempo.

Considerando i liquidi, a differenza di quanto accade per i gas, il coefficiente di
viscosita dipende anche dalla temperatura . All’aumentare di quest’ultima si registra
una forte diminuzione esponenziale della viscosita, secondo la legge di Arrhenius si
ha

AE,1 1

W= pgrer T o (5.B)
Dove g € la viscsita a Ty, AE e la cosiddetta energia di attivazione ed R ¢é la costante
universale dei gas. La temperatura va espressa in gradi Kelvin e, se 1’energia di
attivazione € misurata in cal/mol, R assume il valore di 1.9872 cal/mol K.
Nel sistema internazionale S.I la viscosita si misura in

1.

kg-m*t-s'=Pa-s

Nel sistema c.g.s invece si esprime in

1.s71 = Ppoise

g-cm-
Nella seguente tabella sono riportati alcuni esempi di come la temperatura influenza

In maniera diversa liquidi e gas.

u(cP) 0°C 20°C 60 °C
Aria 0.0171 0.0184 0.0198
Acqua 1.8 1.00 0.65
Glicerina 10000 1410 81

Tabella.1.B: Notare come per il gas all’aumentare della temperatura non si ha una diminuzione
della viscosita. Invece per i fluidi si ha una diminuzione esponenziale. L’unita di misura della
viscosita e il cP.
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La misura della viscosita e delle altre proprieta reologiche avviene mediante
apparecchiature piu 0 meno complesse, chiamate reometri. Questi dispositivi possono
essere suddivisi in due grandi gruppi, quelli rotazionali e quelli non rotazionali. |
reometri rotazionali sono costituiti da due cilindri, uno fisso I’altro in movimento, tra
i quali e interposto il fluido. Un motore permette di imporre un’assegnata velocita di
rotazione ad un cilindro, che determina un flusso di scorrimento all’interno del fluido
in esame. Un secondo dispositivo(trasduttore) provvede a misurare la coppia
necessaria a mantenere in movimento il cilindro. Dalla misura della coppia €
possibile risalire allo sforzo applicato al fluido, mentre dalla misura della velocita di
rotazione al gradiente di scorrimento. Cio porta alla determinazione della viscosita
del fluido. In base a quale cilindro &€ in moto possiamo avere il viscosimetro di
Coiette-Hatschek (ruota il cilindro esterno), principalmente utilizzato per misurare la
viscosita di fluidi a viscosita relativamente bassa (sospensioni, soluzioni) e il
viscosimetro di Stormer (ruota il cilindro interno). Quando & necessario misurare
fluidi a viscosita elevata, 0 ne sono a disposizione piccole quantita, la configurazione
alternativa a quella precedentemente citata e quella a cono piatto. In questo caso il
liqguido e compresso tra un piatto piano e un cono, uno dei quali viene posto in
rotazione. Esiste anche il reometro a piatti paralleli, questo viene impiegato raramente
per misurare la viscosita ma a vantaggio di quello cono piatto risulta relativamente
piu semplice caricare il fluido e si ha la possibilita di variarne lo spessore. In piu la
geometria piatto-piatto € ideale per misure su fluidi viscoelastici. Un altro tipo di
reometro rotazionale € quello ad intercapedine larga che a differenza di quello ad
intercapedine stretta puo essere impiegato nello studio della reologia di sospensioni di
particelle grosse (terreni,fanghi), o per liquidi a viscosita elevata. Un ultimo esempio
di viscosimetro rotazionale € il viscosimetro di Brookfield molto diffuso in ambito
industriale, per la sua comodita e rapidita d’uso. Questo ¢ generalmente dotato di un

certo numero di giranti standardizzate, costituite da dischi di diverso diametro. Dischi
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pil grandi permettono la misurazione di viscosita decrescenti. Possono essere
impostate diverse velocita di rotazione e leggere il valore della coppia resistente o
direttamente attraverso una scala graduatao (nei modelli piu recenti) attraverso una
lettura elettronica digitale del valore della coppia resistente, in modo da determinare
la viscosita del fluido a diversi regimi di rotazione. Per le sue caratteristiche, viene
spesso utilizzato per una rapida stima della viscosita dei fluidi e in applicazioni in cui
si debbano eseguire misure comparative o controlli di qualita. Tutti questi sistemi
sono affetti da limitazioni. Uno dei principali limiti deriva dalla loro principale
caratteristica, in quanto il flusso e di tipo rotazionale. Infatti, a velocita di rotazione
elevate, gli effetti inerziali, che determinano 1’insorgere delleforze centrifughe,
diventano importanti, fino a causare 1’insorgere di moti secondari che alterano la
misura della viscosita. Questo limite viene superato dai reometri non rotazionali.l
viscosimetri non razionali prevedono il passaggio del fluido attraverso un condotto
rettilineo per un tempo finito. Un limite puo essere riscontrato nel tempo di transito
finito, perché pud accadere che il fluido passante in quell’asse di tempo non sia a
regime stazionario. D’altra parte 1’assenza di forze centrifughe legate alla rotazione
permette di effettuare misure reologiche a valori del gradiente di scorrimento ben piu
grandi di quelli raggiungibili in un reometro rotazionale. Un altro vantaggio e dato
dal fatto che il fluido rimane all’interno del reometro per tutto il periodo di misura
evitando gli effetti di bordo come I’evaporazione o la shear fracture. Tra i
viscosimetri non rotazionali possiamo citare quello a caduta di sfera e a capillari.l
reometri a capillari si suddividono in tre principali modelli (Figura.2.B):
-UBBELOHDE;

-OSTWALD;

-CANNON-FENSKE.
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Figura.2.B: Nella figura sono rappresentati i tre viscosimetri precedentemente citati. Notare che
tutti e tre presentano un capillare di misura. L ‘unica differenza sta nel numero, forma e posizione
delle sfere di precarico e misura.

Di seguito viene introdotto il principio di funzionamento di questi viscosimetri.

Sotto le condizioni ideali di:

-flusso isotermo laminare;

-condizione di flusso stazionario;

-fluido newtoniano;

-viscosita indipendente dalla pressione;

-liquido incomprimibile;

-influenza del flusso in ingresso ed in uscita trascurabile per una sufficiente
lunghezza;

il fluido scorre in strati coassiali verso la zona a pressione minore attraverso il
capillare cosi da definire un profilo di velocita parabolico.Alla base del

funzionamento dei viscosimetri a capillari vi € la legge di Hagen-Poiseuille (47-50):

Q:

Per quanto riguarda la misura della viscosita, questa legge si traduce in due diversi

n-R4-Ap

8:Lv (6.B)

principi di misura fondamentali:
-misura della differenza di pressione ad un volume di flusso costante del campione

attraverso il capillare;
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-misura del volume di flusso attraverso il capillare data la differenza di pressione.
Dalla relazione precedente si puo risalire alla viscosita ricordando che:

Q =V/At (7.B)
con V uguale a volume e
(8.B)
con p; densita del liquido e g = accelerazione di gravita, infatti sostituendo la (7.B) e
la (8.B) nella (6.B) si ottiene

Ap =p;-g-Ah

v=K-At (9.B)

p1-g-Ah-m DAt
128-L-V

Allora la viscosita cinematica del liquido risulta proporzionale al tempo misurato At

ConK =

tramite una costante K che dipende dalle caratteristiche geometriche del viscosimetro
e dalla densita del liquido.ll tempo misurato indica in pratica, il tempo impiegato dal
fluido a percorrere la distanza definita tra due linee di demarcazione.La misura del
tempo puo essere eseguita in maniera automatica o manuale. Nei reometri automatici
si richiede I’impiego di sensori capaci di rilevare le diverse proprieta descrittive
dell’aria e del liquido in esame, nel momento del passaggio del fluido dai punti
corrispondenti alle linee di demarcazione. Nella seguente tabella vengono riassunti i

vantaggi e gli svantaggi dei vari sistemi di misura automatici.

Vantaggi

Svantaggi

Sensori ottici

Sensori di conducibilita

Set-up sperimentale semplice;
applicazione versatile.

Set-up sperimentale semplice;
possono essere impiegati
liquidi colorati od opachi.

Non possono essere impiegati
quei liquidi altamente colorati
od opachi,specialmente se
aderiscono fortemente alla
parete dello strumento di
misura.

Il campione deve essere
elettroconduttivo;
le linee di alimentazione dei
sensori devono essere protetti
dalla penetrazione dell'acqua
se si usano termostati a
liquido.
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Sensori di termo-
conducibilita

Sensori ad ultrasuoni

Rilevazione tramite
scarica elettrica e gas
ionizzato

Il segnale di misura generato e
indipendente dal
colore,trasparenza e
conduttivita del campione

Il segnale di informazione &
indipendente dalle altre
proprieta del campione;

non e necessaria nessuna
sigillatura.

La misura é possibile per i
liquidi opachi.

Produzione piu impegnativa a
causa dell’impianto dei sensori
tramite fusione;pericolo di
incrostazioni e contaminazione
in caso di decomposizione
termica del campione.
Difficolta nella produzione
tecnologica e
nell’accoppiamento delle
testine che emettono
["ultrasuono, grande carico del
signal-processing e prezzo
alto.

Il processo di misura non puo
essere impiegato in presenza di
minima traccia di acqua nel
campione;é richiesto un alto
voltaggio e per questo un
opportuno isolamento.

Tabella.3.B: Vantaggi e svantaggi dei principali sistemi di misura automatici.
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Per calcolare la portata dalla misura della velocita si e utilizzata la formula seguente:
Q=v-A (1.0

Dove v & la velocita espressa in m/s e A & la sezione espressa in m?. | calcoli sono

stati fatti usando il software Microsoft Excel® mentre la misura della velocita

registrata tramite il software ImageJ® (Figura.1.C).
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Figura.1.C: La figura mostra I'immagine analizzata tramite ImageJ®.

Per calibrare il sistema di misura si & selezionata una distanza nota (indicata dalla
freccia rossa) si € selezionato dalla barra degli strumenti la voce Analyzee quindi Set
Scale. Una volta calibrato il sistema si € tracciata una linea orizzontale come indicato
in Figura_22 e tramite il comando pennello si € segnato il punto di intersezione tra la

retta verde tracciata e 1’asse delle velocita.
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Figura.2.C: Con il cerchio rosso € indicato il punto di intersezione tra la linea verde tracciata

dall’operatore e [’asse delle velocita.

Una volta tracciato il punto di interesse si procede con la misura della velocita

(Figura.3.C).
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Figura.3.C: Infigura e riportata la distanza misurata(freccia rossa), la barra degli strumenti (A) e

la finestra di dialogo dove e riportata la misura della velocita di nostro interesse (cerchio rosso).
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Di seguito sono riportati i grafici delle portate medie in funzione delle pressioni

impostate, dei campioni a cui € stato applicato il protocollo definitivo.

portata[ml/s]

Cuore_26: portate medie
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Grafico.1.D: In basso da sinistra verso destra si leggono le equazioni delle linee di tendenza

(basale, taglio_1, taglio_2 e taglio_3).
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Cuore_28: portate medie
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Grafico.2.D: In basso da sinistra verso destra si leggono le equazioni delle linee di tendenza
(basale, taglio_1, taglio_2 e taglio_3).
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Cuore_29: portate medie
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Grafico.2.D: In basso da sinistra verso destra si leggono le equazioni delle linee di tendenza
(basale, taglio_1, taglio_2 e taglio_3).
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Cuore_30: portate medie
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Grafico.4.D: In basso da sinistra verso destra si leggono le equazioni delle linee di tendenza
(basale, taglio_1, taglio_2 e taglio_3).
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Cuore_31: portate medie
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Grafico.4.D: In basso da sinistra verso destra si leggono le equazioni delle linee di tendenza
(basale, taglio_1, taglio_2 e taglio_3).
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