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1. Abstract

The presence of particles and crystals in synovial fluid, easly recognizable under
optical microscope, is a common feature in patients with various types of
rheumatic disorders.

Some crystals, such as monosodium urate (MSU), calcium pyrophosphate
dihydrate (CPPD) and basic calcium phosphate (BCP), are certainly linked to

specific disease (as gout, chondrocalcinosis and inflammatory osteoarthritis).

In clinicd practice, crystals identification is based on synovial fluid analysis made
by optical microscopy in transmitted polarized light, which represents an
effective outpatient procedure, relatively simple and cheap. The main
disadvantages of this technique atlee lack of specificity and the presence of
other crystals or particles of different nature, that can create difficulties of

interpretation.

Almost all synovial fluid samples studied during this thesis was extracted from
knee joint by arthrocentesis. Theall samples were diluted and centrifuged
order to obtain a small amounts of crystals from the liquid, that was fixed on a
suitable holder.

The next step consists in synovial fluid crystals analysis by analytical techniques
commonly used by geologistan the mineralogical, petrological and
crystallographic fields, in order to understand their specific role in the
development of the rheumatic diseases. The samples were analyzed by optical
microsopy in transmitted polarized light (OM), scanning electroierascopy
(SEM) equipped with EDS (chemical analysis), faroan spectroscopy,rady
powder diffraction (XRPD) anar&y micrediffraction (XRSC).

The multtanalytical approach applied during this thesis represents a new
analytical tool that will becom useful to study in a very specific way crystals

involved in rheumatic disorders.



2. Introduzione

Le malattiereumatiche, tra le quali gotta e osteoartrite rappresentano solo le piu
note, sono considerate tra le piu comuni e diffuse patologie articolancgpak
causa di dolore cronico e disabilita negli anziani, e vengono affrontate su scala
globale come un serio ed oneroso problema riguardante la salute pubblica
(Goldring M. B. et gl2007).

Il liquido sinoviale, in condizioni normali, riempie la tawdrticolare (come ad
esempio quella del ginocchio) in quantita molto ridotta (finawra massimo di
circa 4ml).

In pazienti affetti da disturbi reumatici di varia natura si riscontra comunemente
nel liquido sinoviale, considerevolmente aumentato in quiantla presema di
cristalli facilmente osservabdi microscopio otticdPascual E. et a22005)

bStflF LINFGAOF OfAYyAOl fQARSYGATAOITAZ2YS
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sinoviale effettuata al microscopio ottico in ludeasmessapolarizata, che
rappresenta una procedura ambulatoriale efficace, relativamente semplice ed
economicaOliviero F.2005) Il principale svantaggio di questa tecnica, pero, € la
mancanza di specificita che pud essere in parte attribuibile ad errori di
interpretal A2y S RSffQ2aaSNBIFG2NBd 5Q f NI LI NIGS A
uno svariato numero di altri cristalli (come colesterolo, ossalati, corticosteroidi,
lipidi, ecc.) ed altre particelle di diversa natura (tra cui diversi tipi di cellule,
emoglobina,fibrina, amido, polvere, ecc.), che in microscopia ottica possono
generare difficolta interpretative anche rilevanti.

Alcuni tipi di cristallitra i pii frequentemente riconosciEi O2 o f Q
monosodico(MSU), ilpirofosfato di calciodiidrato (CPP o (PP e il fosfato
basico di calcigBCP)da tempo oggetto di studio ed e stato dimostrato il loro
diretto legame con specifiche malattie (rispettivamente: artrite gottosa;
pseudogotta, condrocalcinosi articolare, poliartrite; periartrite calcifica,

osteoatrite inflammatoria, infammazioni dei tessuti mol(iyavorskyy A. et al.



2008) E stato osservato che essi correlano con la gravita della malattia e
vengono riscontratianche durante gli stadi iniziali della malattRer quanto
riguarda il loro ruolo alla fase inflammatoria, & statooltre accertatoche nella
condrocalcinosi la crescita di cristalli di pirofosfato di calcio diidrato causa la
rottura della membrana dei lisosomi (organelli adibiti alla digestione di molecole
estranee ingerite dalla ceilla), provocando la fuoriuscita degli enzimi digestivi
presenti nei lisosomi stessi, i quali attaccanglobuli bianchi, incrementando
O2aW f QA y(MandeMYS: 10762 v S

Tuttavia, piu in generale, il significattella presenzadei cristalli nei fuidi
sinoviali, i meccanismi che ne regolano la formazione e il loro ruolo
ySttQSg2t dzl A2y S Rafdora tHetuttd-chiigiti e2iEhdule & lofo2 v
corretta individuazione e identificazione rappresenta un pdssolamentaleper

la diagnosi preoce e corretta delle diverse malattie correlaggper unagestione

ottimale dei pazienti

2.1 Microcristalli

Le due fasi cristalline piu importanti, che non sono normalmente presenti
VSt QFNGAO2t T A2y ST YI  OKBatoMdvrasdedicéel y 2

il pirofosfato di calcidiidrato (Oliviero F.2012) Attraverso il rinvenimento di

a2y
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e possibile fornire una diagnosi rispettivamente di gotta e condrocalcinos
articolare (o pseudogotta)Jaovisidha K. et al2002 eGibilisco P. et gl2009)
Cristalli difosfato basico di calcisono talora riscontrabili in liquidi sinoviali
patologici pur non dimostrando una particolare specificita.

Di seguito vengono eleat e descrittibrevementei principali tipi di cristalli che

si rinvengono in liquidi sinoviali di articolazioni in stato di malattia.



U Urato monosodico (MSU)

| cristalli di urato monosodicdN@GHsN403) hanno una caratteristica forma
aciculare, con undunghezza che puo raggiungere e superare P40x~ Y |

aventispessori assai esigiigural).

Figural: cristalli di urato monosodico osservati al microscopio ottico polarizzatore con il
compensatore inseritqfonte: emlyceum.com,

Spesso sono irdppolati in maglie di fibrinan frammenti di cartilagin® si

possono creare agglomerati sotttborma di ammassi tofaceiAlla luce

polarizzataa nicols incrociatt LILJF A2y 2 O0Al YOKA fdzOSYydAzX YSyi
del compensatoreosso diprimo ordinepresentano una forte birifrangenza

negativa con colori vivati (G N} A f 3 ka preedza & cribtallildi T dzNNE

urato monosodico nel liquido sinoviale permette una diagnosi certa di gotta.



U Pirofosfatadi calciodiidrato (CPP)

| cristlli di pirofosfato di calcidiidrato (CaP,O;w H,0) sono di forma
generalmente prismaticpiu o0 meno allungataon dimensione massima che
puo raggiungere i n  (-iyura2). Al microscopio ottico a luce polaritaa
appaiono bianchi, ma meno luminosi dei cristalli di urato monosodiccoe
il compensatore inseritopresentano una debole birifrangenza positiva,
anche se quando hanno dimensioni molto ridottaon esibiscono

cambiamenti di colore.

Figura2: cristalli di pirofosfato di calcio diidrato osservati al microscopio ottico polarizzatore
con il compensatore inserito.

A causa della loro forma possotadvolta venire confusi comltro particolato
del liquido siviale, comef Q 2 a dilcdlcio & iZortisonici

Il pirofosfato di calcio diidrato si psenta principalmentesecondo due
simmetrie triclina e monoclira, abbreviate rispdivamente come {CPPD e
m-CPPD,tra le quali la seconda& pu diffusa nei casi maggiormente

inflammatori (Aigner T. et al, 2007; oltre a questeesiste una forma di



pirofosfato di calcio tetraidrato (RCPPT)che presenta due configurazioni
polimorfichedenominatem-/ t t ¢ h-/ tSt.@®urante lo studio di questi
cristalli estatainoltre determinata la struttura cristallina per€@PPOMandel
N. S, 1975 e mCPPT.

Il rinvenimento di CPPDel liquido sinovialenon fornisce una chiara

interpretazione sul piano clinico patologico come invece accade con il

ritrovamento di cristalli di urato monosodico. Secristalli di CPPD si

rinvengono in un liquido sinoviale infiammatorio ci sono molte possibilita

che si tratti di una forma acuta di artropatia, la condrocalcinosi o
G&XSdzR23A20G1 ¢ d vdzr yR2Y Ay@SOSE A ONRAGT ]
sinoviale poco inflammatorio si hanno due possibilita: una & che possa

OGN GGFNBRA RSttt FlrasS RKNFOSNOWNN@AEAAEZE f RA f dzNd
si siain presenza di una formaronica di artropatia da CPPD. Tuttavia, il

ritrovamento di questi cristalli risulta ancora dibattuto, sebbene, soprattutto

in casi di pazienti anziani, pare che la loro presenza possa derivare dalla

diminuita capacitadella cartilagine invecchiata o degeata di sfavorirne la

deposiziongPunziL. et al, 2010.

Fosfato basico di calcio (BCP)

Lt GSNXYAYS aF2aFlhd2 ol aao2 RA OFLtOAaAzé¢ & 3S
diverse fasi cristallograficamente e chimicamente distingggruppate in

agglanerati e tra le quali si distinguoné QA R NB &Gap(PQ)HOL), i S

f Q2 00 | Gib (Ce&H(RQ)s® B.O)E il tricalcio fosfatdCa(PQ),) (Svan

A. et al, 1999. Sono cristalli estremamente piccoli, di dimensioni sempre

AY TSNR 20320 b 100m)¥ si aggregano nel liquido sinoviale per

formare degli ammassi di circatbn ,>h€ appaiono come agglomerati

non birifrangenti al microscopio a luce polarizzdta differenziazione tra le

diverse fasi non é possibilemmenoattraverso la microscopialettronica a



i

scansione (SEM) o lapettroscopia vibrazionale Raman, rsalo attraverso
metodologie analitibe di maggior risoluzione come la microscopia

elettronica a trasmissionélrEN).

Altro

Altri cristall e particelle di varia naturpossono essereinvenuti nel liquido
AAY20ALESe LEf €2NB |aLlsSaa2 S tQS@Syld

errori interpretativi. Tra i piu comuni:

U Hbrina e frammenti d cartilagine entrambi si presentano non
birifrangenti al microscopio a luce polarizzata; leifierdi fibrina spesso
intrappolano i cristalli di CPPD e di MSU.

U Qolesterolo hanno una caratteristica forma a plzhe quadrateo
rettangolari con un angolo dentellat@lla luce polarizzatasibiscono
una debole birifrangenza.

U Lipidi cristalli sfericiO2y RALFYSGNR RF ™M | Hn >YZ

polarizzata presentanaina forte birifrangenza positiva & classica
d ONR OS ¢ Rriesemnpid &iriportato iffigura3.

Figura3: crigallo di lipide (immagine al microscopiottico in luce polarizzata con
compensatore).



U Ossalati di calciopresentanofrequentemente le caratteristiche forme
bipiramidale) & 02 @2y S¢ 2 ethantoRaddineéBion&kche NRA & 2 £
Bl N | RI p alld luceo polarizzata e compensata sono
positivamente birifrangenti
U CorticosteroidY &2y 2 F2NISYSYydS OANARTNIYyIASY(IAZ
RFEEEQFEAONR LISNI£S RAYSYyarz2yA S fQlFaLiSiaz
U Polvere e fibre: costituiscono i contaminanti piu comuni, entrambi al

microscopio a lae polarizzatgpossono apparirdirifrangenti(Figurad).

Figurad: fibre (contaminanti); immagine al microscopio polarizzatore con compensatore.

2.2Preparazione dei gapionie procedure analitiche

La maggior parte dei campioni di liquido studiati & stata estratta
RFEfTEQFNIAO2t LT A2yS RSt IAYy200KA2 YSRALYyGS |
sono statti identificatiperlopiu come pirdosfati di calcio; un solo oapione,

invece, provieneR | £ £ | LJ2 Ndnipiddg &ffett® $ld gorl ed @coo in

cristalli diurato monosodico. {tti i campioni di liquido sinoviale sono stati diluiti

e centrifugatiper ottenere un concentrato di cristalli da collocane un suppor

idoneo e venire poi analizaat

10



Come fase successiva alla preparazione dei campiémrsisegito O2y f QF y I f A
RSA ONRAGFEEA FGOUNF OSNER2 f QI meddsdopia2z RA F
ottica a luce trasmessg@olarizzata microscopia eletbnica a scansionéSEM)

con microanalisi (spettrometria EDSpettroscopia vibrazionale micf®aman
diffrattometria a raggi X delle polve(XRPDQ)micro-diffrazione a raggi X delle

polveri Per ognuna delle suddette tecniche analitichengono comunemate

utilizzati supporti portacampioni costruiti in materiali tali da interferire il meno
LI2a3dA0AES RdzNIYyGS fQAYGISNR LINRPOS&az RA
sinoviale (minimi quantitativi da analizzare in successione con le diverse
tecniche) s é cercato di individuare un unico supporto, su cui deporre e far
asciugare il campione liquido, e di un materiale che determinasse la minima
interferenza nel suo uso con le diverse tecniche analiticlssja: trasparente

non birifrangenteal microscom ottico a luce trasmessa, con un basso indice di
assorbimentoe trasparente Ha radiazione Xe che non producesse, quando
irraggiato dal fascio incidente, un segnale tale da disturbare eccessivamente
guello prodotto dal campione in esame.

Di seguito vegono esposte brevemente le metodologie analitiche utilizzate:

1 Microscopia ottia a lucetrasmessapolarizzata € lo strumento utilizzato
nella comune pratica clinica per l'identificazione dei cristalli; ad esso viene
I 2a20A (2 f Qdza 2 Rigthe @ 2cWldrdGigna I(alizmad). S G
' G GNY OSNBR 2 micr@dcapia Jottich 2erd,ReS fossibile soltanto
discriminare le diverse tipologie di cristalli in modon sempre preciso,
osservandone la morfologia e le caratteristiche otticheenza alcuna
specifca chimica e cristallografica.

1 Microscopia elettronica a scansione (SEM) con microanalisi (spettrometria
EDS)questa tecnica permetté Q2 8 A SN T A2y S R St SO (A
singoli cristalli e di loro concentrati mediante elettroni sedan e

retrodiffusi. Simultaneamente, la microanalisi E(EhergyDispersive >Ray

11



Spectroscopypermette di verificare puntualmentda composizione chimica
diciascuncristald I @Sy R2 dzyl NR&a2fdd A2y.S aLd |

1 Spettroscopia vibrazionaleiaono ¢ Raman la tecnica permette di ricavare
informazioni sui modi vibrazionali delle molecole che compongono un
materiale e riuscire quindi a caratterizzarlo con precisione attraverso un
confronto con spettri standardAttraversof QI dza A f & tBcnicR gonolj dzS a
stati quindi ricavati degli spettri dei cristallisuccessivamente analizzati e

comparati con spettri noti pesleterminarnela natura.

Al

t

S

R

 Diffrazionea raggi X delle polveri XRPD)JS NJ LINR OSRSNE [ ff QI yI f A &A

O2y f QI dza A métrd a it X dRla FoekIsaindi state depositate
pit gocce di liquido diluito e centrifugato su di un supporto in silicio
metallico monocristallino (zero background) in modo da concentrare un

quantitativo maggiore di cristalli. Il preparato & stato pohescolato per

SOAGIENB f Q2NASY G T A25n8lizzaDNBFSNByYyT ALfS RSA

1 Micro-diffrazione a raggi X delle polvemetodologiasimile alla precedente,
ma con la peculiarita di eseguir@ I Yy ksuf uk quAntitativo molto ridotto di
aggregato cristiéino (utilizzando tale tecnica si puo studiare una quantita di
materiale di circa 30@00 volte inferiore rispetto alla quantita utikata in
diffrattometria a raggi X da polvere convenziondlepgsedvazione® stata
condotta sia su un agglomerato diistalli di urato monosodico, sia sullo
stesso materiale analizzato attraverso la diffrattometria a raggi X delle
polvericonvenzionale
| diffrattogrammi risultanti sono stati interpretati attraverso il confronto con
pattern di dffrazione standard archiati nel database PDF (powder

diffraction file)

12
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2.3Scopdel lavoro

Lo scopo principale del presente lavoro tesi € la caratterizzazione dei cristalli
LINBASYGA ySt €tAljdzAR2 &AAY20AFES Ay O2YyR
diverse metodologie angiche solitamente impiegate in ambito mineralogico e
cristallografico ma inusuali in ambito medicoTale lavoro si svolge in

O2tft L 62NXYT A2yS O2y fQ!'yAlGEt RA wSdzyl G2
RSt f Q! yAJSNEA Aniguest® fasptolwdde gheigalmeénte & fornire |

campioni di liquidcsinoviale e si inserisce um progettodi piu ampioraggio in

ambito medico e dsalute pubblica, dal momento ch@&onostante da tempo

esista ampio interesse riguardali cristalli ancora molte rimangono leugstioni

aperte relativamente alle cause e alle modalita con cui avviene la loro
deposizione e in merito alla loro correlazione con le diverse fasi della malattia.

Proprio perché le malattie reumatiche colpiscono una grande porzione della
popolazione mondile, &€ importante approfondirée conoscenze slal natura dei

cristalli presenti nei liquidi sinoviali, che, insieme ad dttitori biochimici

02y 02 NNRy 2 I R I dzY Sy i I NB fQSydAdtL F
RStfQFNIAO2ft T A2 y(@Gadi® R.fAJat@&I2008 [ LIINE OOL
multi ¢ metodologico, concretizzato durante questo lavoro di teappresenta

quindiun nuovo metodo di analisi che puo risultare estremamente utiieraire

un quadropit completoriguardole fasi cristalline implica nelQ S @2 f dzl A2y S R

diverse patologie reumatiche

13



3. Metodi sperimentali

3.1 Microscopia ottica

Il microscopio ottico polarizzatore a luce trasmeg§saurab) € uno strumento

che sfrutta la luce podR T T I (b$serviazidg idéafpionisufficientemente

sottili da poter essere attraversati dalla ludeer luce polarizzata sitende un

insieme dionde, anche di diverse frequenzepstrette a vibrare secondo un

unico piano lungo la direzione di pragazione La luce naturale, invece, oltre che

oscillare su frequenze diverse, si muove su tutti i piani perpendicolari alla

RANBI A2y S R A LINRP LI 3T A2YyS
luminosa. Quando la luce naturale viene

fatta passare attraverso un filtro

L2 € F NAT T I Gi;voNEEziodpdeS & (0 Q dzt

onde in base al piano della loro

vibrazione e cio che risulta € un fascio

composto da onde che vibrano solo su di

un piano.

Lt QAY G SNy 2 RSt YAONRA&AO2 LY
polarizzatore sono presenti due filtri che

inducono la polarizzazione della chi
fQFYyFEATTFG2NBT O2ftft20FG2
f Q20ASGGAG2E S At LREFNRTT

Figura5: microscopio ottico polarizzatore.

sorgente di luce e il campioneu@ndo questi due elementi sono orientati a 90°

f Qdzy 2 N & LI6 dainpo vidivd fappardtaiaddnte nero, ossiadin
estinziore¢. Tutto cio risulta necessario per studiare le proprieta ottiche dei
materiali osservati, quando questi presentano il fenomeno della birifrangenza.
Tale proprieta e caratteristica di sost&nzotticamente anisotrope che
permettono lo sdoppiamento di un ggio incidente in due raggi rifratti, i quali si

propagano a velocita divers& sono polarizzati su due piani tra loro

14



perpendicolari. Quindii materiali dotati di birifrangenza deviano la Iyce
polarizzata dal primo filtro scindendola in due radiazignila radiazione
SYSNEBSyY (S Rdiuhger® 2 & Isedorida filtro  ruotata rispetto
FffQ2NASYGFT A2y S 2NAIAYFNRIY f0Q233S002

Il microscopio ottico a luce polareta e largamente utilizzato in eBlogia
y St t Qli stadiAmin2raldgicepetrografici,con lo scopo di identificarke fasi
cristalline presenti
I £ f Ak df (n&roccia.
[ QF Yyl ftAaA aa
adzZ £ Q2aaSNDI I

comportamento della

luce quando attraversa
sezioni sottili di rocce
(Figura 6), ridotte allo
spessre di on m,>

condizione per cui quasi

tutti i minerali si lasciano rigurae: esempio di una sezione sottile di roccia utilizzata negli st

petrografici (fonte: thin-sectionpreparation.com)
attraversaredalla luce.ln

questo modo engono di conseguenzstudiate le proprieta di assorbimento e
propagazione della luce nei cristallipendenti dalla loro composizione, struttura

e orientazione

In ambito reumatological microscopio ottico polarizzatore € adoperato per
condurre analisi di routineella pratica clinica, in quanto e possildlistinguere i

diversi tipi di cristalli che dil2 a a2y 2 GNRGIFINB Fff QAYy(iSNy2
articolazioni in condizioni patologiche @&edurre in modo approssimativo la

quantita di cristalli con dimensid maggioridi X m 1 BDufabte questa pratica,
utilizzataprincipalmente per distinguere i cristalli di CPPD e di M&Ubro e da

corpi secondari un terzo elementoviene inserito tra il polarizzatore e

15



fQFYyFEATTEFGO2NBY S 2 N&iShedmpengatoré(o lamina NR & LIS G 2
ausiliaria) a ritardo fissarosso di primo ording costituito dauna sezione

LINAY OALI €S RA ljdzr NI 2 G 3Udalvditd ins@igaya dzy 2 aLJSa &
laminail campodel microscopio non appare piu nerana rosserosat. | cristalli

di CPPD e di MSU vengono riconosciuti a seconda della colorazione che
esibisconoquando il loro assali allungamentoY'F 33A2NB & LI NI¥ €€ St 2 |
ordinario del compensatole @A Sy S OA28 RSUSNNAYLIFGF f Q2NASY
ellittica delQA y RA OF (i I8& (nScris@lld @AtOt 5 § Ll2adz2 02y f QlF 43
allungamentoLJr NI f £ St 2 | f f QI éssodppaRrDILmedt¥d ISy & | (i 2 NB
cristallo viene ruotato di 90° ass@m una colorazione gialldQ St 2y 3 1 A2y S
positiva(condizione additivd) f QF &a S Y I IRASK2(NBA yYRSATE | QISNRE OASa 8250
LI N £ £ St 2 FffQlFaasS RRerictristdli diyVBU ¥v8ghéd 2 RSt ONAR a
contrario, 8S f QI a4aS RARSH { fOMARIGYIR2 § LI NI £ £ St 2
compensatore, appare giallonentre quando viene ruotato di 90° vira al blu:

IQ St 2 y 3& dedaflvyl Bondizione sottrattiva) f QF 84S YIF3I3IA2NBE RSt
RSt f QAYRAOFGNROS 20GA0F 8§ 2NRASYydlF G2 LISNLISYR

del cristallo

Durante questo lavoro di &si il microscop ottico a luce polarizzata € stato
utilizzatosoprattutto per individuare cristalli di CPPD e MSU aventi morfologia e
dimensioni idoneeper esserepoida 2 G 12 L2 a0A R dzZf GSNAZ2NR |yl fA

altre tecniche analitiche.

Il microscopio polarizzate risulta essere lo strumento piu accessibile ed
economico per indagini clinicheefjuenti, di semplice utilizzo senzighiedee
conoscenze tecniche particolari e complessien € perdo uno strumento che
permette dzy QA RSY G A FA OF 1T precaSh yS aljlidedpnei- 8Ybasdm S
sule caratteristiche morfologiche e di birifrangenza dei cristalli esaminati;
necessitajnoltre, di un operatoreesperto che sappia interpretare correttamente

i campioni presi in esaméa tecnica permette quindli distinguee i cristalli di
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CPPD, MSU e i BCP tra loro e da altri composti secondari, senza pero riuscire a

determinarne caratteristiche piu approfondite.

3.2 Microscopia elettronica a scansione

Il Microscopio Elettronico a Scansione (SEM)bile inFigura7, € uno strumento
eletro2 G G A 02 OKSXZ | GGNFXOSNE2 fQSYA&ZaA2YS
fQFrylFrftA&aA RSA RAOGSNEBA aS3IylrfA HBESNI A

ed il campione preso in esame.

Figura7: microscopio elettronico a scansione (SEM) del Dipartimento di Geoscienze e Georisorse
RSttQ! yABSNBRAGLE RA tI R20®

ISEMé&zy 2 aUGNHzYSyd2 RA&ASAYIF G2 LINAYOALNIfYS:
ed e quindi adatto allotadio del contrato morfologico e composizionale, ma
comunemente viene integrato da un dispositivo che consente di eseguire

simultaneamente anche analisi microchimiche.
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Il SEM é costituito, schematicamente, dalle seguenti componenti:

U il gun la parte sup&dlk 2 NB I oéath BaQdrgerde? dolitamenieostituita
da un cristalloo un filamento(di esaboruro di lantani@ di tungsteng che,
attraversata da una corrente portata ad elevata temperatura, produce
elettroni per effetto termoionico. Gli elettrondella sorgente che hanno
sufficienteenergia termica superano una barriera potenziale alla supesicie
vengono accelerati verso il basso da una differenza di potenziale variabile tra
i 200 eVe i 30 leV andando cosi a formaikfascio elettronicoche amra
quindi ad interagire con la materia

U lacolonn& | (& NJ @S N#og gli Geltfoni ge@ekatidalld sokgente
soprastante;racchiude una serie di lenti elettromagneticlkefenditureche
fanno convergere gli elettroni a formare un sottifasciq focalizzandoli
verso il campione;

U lacamem, nella qualeviene collocato il campione da esaminamecondizioni
di vuoto e in cuie bobine di scansione permettono al fascio di muoversi
scansionandone una porzione

U una serie dirivelatori che acquisiscono idiversi segnali generati
RIff QAy ( SNadmbidng ¢liSrasteliséoiviagli elaboratori;

U varimonitorda dz OdzA @A SYS NRO2AGNHzZAGI f QAYYF3AAYS

18



Cannone elettronico

Apertura
Tubo a vuoto Fascio elettroni
\
Lente elettromagnetica
Awvolgimento di scansione
Camera a vuoto Detector emissione secondaria
Piatto posizionamento campione

Pompa a vuoto

Figura8: schema interno di un SEM.

Nel momento in cui glilettroni del fasciocolpiscono la superficie del campione

questi perdono energia, che viene riemessa sotto diverse fqfueiralO); ogni

tipo di emissione e potenzialmente un segnale da cui si possono ricavare
NUNYSNR &S AYTF2NNITA2YAD 51 ffQSt 02N T A2y¢

estrapolare nozioni di tipo morfologico, ma andiessiturale e composizionale.

Il SEMutilizzatod A G NB @I LINBaaz2 Af S5ALI NOAYSYyG?2

Padoveaed e dotatodi tre rivelatoriper acquisire tre diversi tipi di segnale

U elettroni secondari(Secondary Electrons, SE): appartengono al campione
stesso e vengono emessi daflaa parte piu superficialgprimi nanometri)
successivamente al bombardamentgettronico. | numero di elettroni
espulsi prodotti per elettrone incidente e circa @R, per enegie molto
basse (< 5é4) e/o per un angolo molto basso tra la superficie del campione

ed il fascio elettronico. dle valore non varia molto con il numero atomico.
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La peculiarita di questo
segnale e quella di essers
fortemente suscettibile alla
morfologia del campione,
|j dszRA ft QAYYL

AY NA &I a2
ONARAYSYyaAzyl

(Figura 9)® [ Qdz( A Y AR _
Flgura9: esempio di immagine SEM ottenuta in SE dollini
questa tipologia di segnale @ 1000 ingrandiment{fonte: remf.dartmouth.edu).

.00 kY

rivolto esclusivamente allstudio delle caratteristiche morfologiche di corpi
tridimensionali, le cui immagini possiedono una risoluzione spaziale che puo

raggiungere i 10 nf®  dzy QI YLIA | cad® F2y RAGL RA

elettroni retrodiffusi (Backscattezd Electrons, BSE): al contrario dei
precedenti, sono elettroni appartenenti al fascio incidente, che penetrano
nel campione e riemergono dallo stesso dopo una o piu collisioni. Essi
provengono da una profonditdi qualche micron e sonenormemente piu
energetici degli elettroni secondaiin alcuni casi possono ragggere

f QSYSNHEAI &) La bro anérgi2 e diveftabnkriie proporzionale
Ffft QSYSNHAI RSt FFaoAz2 St atonicdRebiv O2
del materiale che costituisce il campione. La frazione di elettroni incidenti
che riemergono dal campione e infatti fortemente dipendente dal numero
atomico medio, in quanto gli elettroni vengono deflessi nel loro percorso
£ QA Y Sripign2 in P&Ee al Gdo numero atomico medio e tale
deflessione € maggiore per composti con numero atomico medio superiore.
Di conseguenzde porzioni costituite da un materiale di peso atomico medio
piu elevato appaiono piu chiare rispetto alle parti a @etomico medio

inferiore.
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U Radiazione Xaggi Xdi fluorescenza vengono prodottialcampionequando
viene investito dal fascio elettronicnterrompendo il moto di scansione e
posizionando il fascio in modalita stazionaria sul campione é possibile
raccogliere i raggi X prodotti dal mickmlume di campione dove avviene

fQAYGSNITA2YS (NY 3t A $ f eftiran MBdgnki

del fascio e gli atomi che elettroni
¥ Auger
costituiscono il campione & TR *"”fr;
: 8 "“j ' eletironi
stesso in quel preciso =ERLLEE " secondari

o
]

g 1eag s -

punto. Raccogliendo questo

. retrodiffusi
segnale per mezzo di unﬁ
apposito rivelatore, §
2] 0
solitamente uno © '

spettrometro  EDS(Energy
Dispersive Spectroscopy@ FiguralQ: diverse profondita nel campione da cui derivat®

varie tipologie di radiazione acquisite dal SEM.
possibile  risalire alla
composizione chimica del materiale in esameogni suo puntoCio che si
ottiene é infatti uno spettro di raggi Xostituito da una serie di picchi
L2 a A1 A 2 ydissaAda@ dighgmnriaQdecondo le energie corrispondenti
alle specie atomiche che li hanno generati, e la cui intensita (in ordinata) é

LINRLI2NI A2y £S FfflF ljdad yiAdt RSttt QSt SY!

Per essere osservatiediante unSEMche lavora in condizioni di vugt@ome

quello utilizzato per questa Tedi,campioninecessitano di una determinata
preparazionei materidi poco conduttivi non sono facilmente analizzaljliindi

LINA Y RA LINRPOSRSNBE 02y parz@linghtecorfdittiviin§ y S O S
modo daconsentire afj elettroni in eccesso di disperdersi a terra fluensialla
superficie.Per ottenere questo viene preventivamente depositato Gamnpione

uno spessoreli pochi nanometri di un materiale conduttivo (solitamente grafite

od oro) nel processo counemente definitocarbon coating Inoltre, a causa del
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vuoto non é possibile introdurre nella camera sostanze fluide, percio i campioni
in studiodevono trovarsi ircondizioni perfettamente anidre

Duranteil presente lavoro di tesi & stato quindi necessalisidratarele gocce di
liquido sinoviale centrifugato precedentemente postd vetring ricoprendo poi

il campione con la grafiteluttavia, poiché lagrafite depositata sulla superficie

del campionepud rendene difficoltoso lo studio I G (i NI @tiizZxdadt altd Q dz
strumenti analitici, éstato necessarigianificarele analisi al SEM il trattamento

dei campioni tenendo conto di questa possibile complicazione.

Per quanto riguarda i campioni studiatirante ilpresente lavoro dtesilQdzi A £ AT T 2
del SEMsi € reso indispensabilen quanto ha pemesso di osservare ad
ingrandimentielevati(fino a 3000xel caso specifigda morfologia dei cristalé
ricavarne una&omposizione chimica qualitativdaliinformazionj combinate con
guelle derivanti da #ée tecniche hanno permesso diiungere alllentificaziore

dei materiali in studio.

Le analisi SEMEDS eseguite nel presente lavoro di tesi sono state effettuate
utilizzando un SEM CamScan MX2500 equipaggiato con un catadwsienq

un detector BSBE quattro quadranti allo stato solido ed un sistema EDAX EDS per
microanalisi. Le condizioni analitiche sono state le sequpnti:[' H,/ethigsione

del filamento di circan o 51 e enk working distance @7 mm

3.3 Spettroscopiaibrazionalanicro-Raman

La spettroscopia Ramai cui nome deriva dal fisico indiano\C.Ramang una
tecnica spettroscopica basafadzindli€izli un fenomeno fisicada lui scoperto
Nella spettroscopia Raman la sorgente utilizzata ua laser (fascio
monocromatico di elevata intensitda cuif dzy’ 3 K ST 1pud eRsere yamata
RIf f Q2 b3SilNdcitoAnk&osso d vicino ultraviolettg questa tpologia di
radiazione elettromagnetica,nteragendo conil campione, ecata i livelli
energetici vibrerotazionali delle molecolehe lo costituiscondRamarscopri che

una piccola frazionealla radiazione diffusa dallmolecoledel materiale colpito

22



dal laser ta energia diversa da quella della radiazione incidenteshe la

differenza di energia égata alla struttura chimica delle molecole responsabili
RStfl RAFTTFdzAA2YySY (IS efegoRay @ 5 adl (2
Per b sue caratteristichequesta tecnica di analisispesso considerata
complementare alla spettroscopia iaflossa(lR) € comunementeapplicatanei

campi di ricerca delle Scienze della Tedella Fisica, Chimica e recentemente
anchedei Beni Culturaliper condurre analisi chiiche e studi sulla struttura dei

composti chimigicon il grande vantaggio di essere una tecnica non distruttiva e
GLIzy GdzZ- £ S¢ 61yt Aar Hikpdeante ricdrdare éghlat | RA
spettroscopia Raman a differenza della diffrazione a raggi puo fornire
informazioni a livello localesliort rangé suvarietipologie di materialisianoessi

cristallini, amorfj liquidi o gase le informazioni che si ricavanda tale analisi
spettroscopicgpossono essersia di hatura composizional@er quantonon sia

dzy QF y I f A & A dDe&kshrittralel RANB GG 0

La spettroscopia Raman € una spettroscopia di scatte(diffjusione) che
consiste come accennato,nel far incidere sul campione un radiazione
elettromagnetica monocromatica(laser) di intensita e frguenza nota e
raccogliere mediante un rivelatoda radiazione diffusaal materialecolpito dal

laserstesso

[ RAFTTFdzaA2yS 3ISYSNIGE RITEQAYGSNITAZ2YS

del campione puo essere di due tipi:

1 diffusioneRayleighse la diffusione avviem per interazione elastica, ossia
senzaalcunavariazione di energi&ra i fotoni incidenti e quelli diffusie
O2yaraisS ySttQSoSyidz2z LIAG FTNBIdSyas

{ diffusione Ramano effetto Raman se la diffusione avvieneeome
O2 y a S 3dzSy interazidRd analagtioa, che implica, cio, un
trasferimento di energia dal fot@ad una particella o viceversafdtone

diffuso ha energia (generalmente) minoee tale forma di diffusione
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avviene pemun numero molto limitato di eventidirca 1 su 19). [ effetto

RamanRSa ONA @S dzyl @I NAIF 1 A2y Sadigzibriet I f dzy IKST
elettromagnetica utilizzatache si verifica quando un raggio interags

O2y S OGAONITA2YA Y2fSO02fFNA SR § fQSFTSI

nella spettroscopia vibraziahe Raman.

Di conseguenza,ol spettro Raman di una molecola iggiata da luce

monocromatica racchiuddue tipi di segnali:

1 laradiazione Rayleiglthe risulta esseraettamente la piu intensa dello
ALISGONRS | @SyidS 1  &dSa3dela rafidzg@KST T RQ2Y
incidente(K ¢);
1 le linee Stokes ossiai segnali corrispondenti @&linterazioni anelastiche
da cui vengonemessi fotoni ad energia minore di quelli incideftitiy-
hny).

51t f QA Yy (i S Nhaleda? s §enefahoaaDché linee antiStokes ma

solitamentepossiedy 2 dzy QAY 0 Sy aAaidt GNP LRJRuadd aal LISNJ S3
misurabili, vengono normalmente analizzate per ottenere informazioni sulle

variazioni di temperatura a cui puo essere soggetto un campione in esame

Le informazioni che lo spettro Ran di una moleola pud fornirederivanoquasi

esclusivamente dalle line8tokes, mentred radiazione Rayleighon fornisce

alcunaindicazione riguardda natura del campionén quanto possiedda stessa

energia in ogni analign cui viene utilizzato il medesimo fasdaser

Le lineeStokes, invece, sono legatdle vibrazioni molecolari del campione e

vengono percio studiate principalmente per fini identificativi.

NSEtflF ALISGGNRAO2LIAL wl Yisamente@onsdidelatdni 2 |j dzl YOG A G|
quanto la disomogeneitdella superficie analizzata puo inficiareilaroducibilita

di una misura. dttavia, misure quantitative vengonad esempioeseguitesu

inclusioni fluide con lo scopdi determinare le concentraani di fasi, per

esempio, comda CQ.
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[ QSy B yiEa klf Qdzi A fagef d pR) alfd Bekjuenza & in grado di attivare

nel campione transizioni elettroniche non desideratdhe possono generare

fenomeni di fluorescenza e produrre spettri di difficile lettuia particolare

guando si eseguono analisi Ranmmnmolecole organichdnoltre, i laser ad alta
FNBIjdzSy T+ Ll2aazy2 RFEyyS3I3Al NB chk puo OF YLIA
causare un significativo aumento di temperatureuttavia, ilffenomeno della
fluorescenza pucdessere minimizzato attraverso una seriadi tecniche, come

f QdziAt AT T2 RStfF O2yFAIdzNI T A2y S 02y F20L
dzy £ aSNJ I @Sy (S dzyl (Vaigs®Kabd0i3k RQ2Yy Rl Yl

Il principio  di  Raman Spectroscopy s .
funzionamento della ' ﬂh
spettrometria cco
Lens
Notch Filter y
Q Mirror

o | ———TAPP Porphyrin
Powder

vibrazionale Raman

pud essere COSI

Excitatign Light
hromatic)

schematizzato

(Figura 11): una

Software

radiazione laser

Inelastic
Scattered Light

viene fatta incidere

o

Raman Intensity (a.u.)
g

®
e
s

1200 1600

su di una porzione Raman Shift (cm )

del campione, la Figura11: schema di funzionamento della spettroscopia Ranaonte:

. nd.edu).
luce diffusa da

j dzSa i Qdzt GAY2 @GASYS NI OO2ftdGl S ljdZAyRA |y
Il dato ricavato viene Mimlizzato su di un graficdove f oflinata rappresenta

f QAYyGSyaAridt RA SYA a&anmistrgtdl Raman shyifcanh), S Ay
2a8aAl f RAFFSNBYI I Ay ydzYSNA RQ2YyRF (1
incidente.

Gli difts nel Raman coispondono a freganze di vibrazione nel campione, in

pratica ogni banda in uno pettro Raman rappresenta una determinata

vibrazione molecol@. Tali vibrazionsono controllate dalla dimensione, dalla
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vaenza edalla massa atomica delle specie di cui il pgme & composto, dalle

forze di legamera gli atomi e dalla simmetria con cui tali atomi sono vincolati

Tutti questi fattori non influenzancoltanto gli shifts delle bande Raman ma

anche il numero di barelche possonessee osservate, la loro intensitele loro

ampiezze Appare quindi evidente come la spettroscopia Raman sia utile per la

caratterizzazione strutturale su scala locale dei mate(anche non cristallifj

oltre che per determinare la naturghimicadeff Q2 33S G (2 a0 dzRAI (12 @

Uno degli ogacoli pit difficili dagzLJISNF NB y Sttt G§SOYyAOF wlkYly o8

risulta quello di assegnare alle bande ossensyecifiche vibrazioni molecolari.

In particolare, tutte le R

w A Y a

vibrazioni  (quindi il O\</O Q\C(O O\O/O
~N ~ ~

movimento  collettivo deg“ Symmetric Antisymmetric In-plane

. . . stretchin stretchin scissorin
atomi presentl n 9 g g

&
e

un

N . - >
campiane) sono combinazioni N ¢ v v =%
estremamente complicate U,

~ ~
RSttS O2aAiARRSI{ (nGane ¢ @A @iNiplapeq 2 yOptof-plane
rocking wagging twisting

y2nN¥FtAe 2 bt }ggeura'?z:)\esemp\ifdizmyj%brazionmi delle molecole.

delle rispettive molecole e/o

atomi.Lf aY2R2 VyY2NXIfSé¢ & dzy Y2242 O02YLIRadz2 RI:
atomi che compongono la molecola. Quando la mdecabra secondo un

LI NI AO2t F NB daY2R2 y2NXIfSé¢ GdzidA 3IFEA G2YA
frequenza ddh loro posizione di equilibricgssi, cioé, si scostano e ritornano

sulle loro posizioni di equilibrio contemporaneamente in modo sincronam gl

GY2R2 y2N¥IfS¢ O2NNRALRYRS dzyl RSFAYAGlI TN
Tutte le molecole hanno modi di vibrare caratteristi€igural?), che possono

essere classificatiattraverso una pecisa nomenclatura che distinguée

stretching vibrations, le quali possono dividerssimmetriche o asimmetriche, e

le bending vibrations, che possono mostrare numerose configurai@oissoring,

rocking, twisting, ecc.)
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Al fine di identificare correttamente un materiale,necessario il cdinonto degli

spettri misurati coraltri esistenti inun database o in letteratura.

Figural3: spettrometro micrcRamanThermo Scientific DXRonte: masterstones.eu)

La strumentazione utilizzatael presente lavoro di tes il ThermoScientific DXR
e congste di un micreRaman(Figural3) ad alto potere confocale, capace di
NI 33AdzyISNB dzy2 all2i aATabdinkSsioniélfasgidA 2 f |
permettono di ricavarespettri estremamente precise puntuali, anche diggetti

di dimensioni assai ridotte, come alcud®i cristallirinvenuti nel liquido sinoviale
del presente lavorpla cui dimensione massinmreon superava 7-m 51 H Mser
utilizzato € un 780 nm con potenzadica 5 mW per evitare di danneggiare i
campioni. Lo spettrometro micro-Raman utilizzato € combinago con un
microscopio otticoad alto ingandimento (fino a 10%), dotato di un obiettivo
50x a lunga distanza focale che permette una risoluzione spazialecailmm,
mentre la sua risoluzione spettrale & compresa tra 2 e #.chale strumento

consente di individuare con la precisione necessaria la porzione di campione da
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irradiare Durante le riprese e stato utilizzato un reticolo caratterizzato da 900

MAKSKYY S fQSallaAril A2yS | Odza azy2 adalar azid
10 secondi per almeno due accumitifine, di spettri Raman sono stati raccolti

in un range tra 200 e 3550 ¢€m

Nel caso specifico del presentavoro di tesi f Q dzii deflaispdirdnetria

vibrazionale micr&Raman si € rivelatdi grande utilita al fine dtaratterizzareil

particolato presente | £ £ QA Yy i SNy 2 R St patdogidp ddgllB 2 AAY20AL §
articolazioni Nel caso dicampioni particolarmente complessi o non meglio

caratterizzati, come quelli analizzati lhpresente studio, duttavia necesario

affiancare atale tecnica altre metodologie analitiche, che possano fornire
informazionicomplementaricome, ad esempio, il chimisrebementare Unendo

gli spettri Ramaralle aralisi chimicheeffettuate mediantela tecnicaSSEMEDSé

stato possibileraffinare laricercadi spetri Ramaneventualmente esistentin
bibliografiachecorrispondessero guelli risultantidalR A Y Rl 3Ay S A LIS G N2 & O2 LIA

Il vantaggio di poter identificae anche composti amorfi, proprio della
spettroscopiaRaman,si erivelato di fondamentale importanzael contesto di

questo studig in quanto il materiale analizzato, provenendo da articolazioni
umane, contienespessocomposti organici, amorfi o cristallima con struttue

molto disordinate che non produrrebberoalcun segnaleapprezzabile di
diffrazione araggi X e che quindi non potrebbeessere studiatiattraverso

f Ql dzZaAf A2 tRdnicalUdaBtéridr@fdutibré favotevoleche ha indotto

| f fli2adaella spettroscopia Ramamnsistenel fatto che il campione non
necessitadi un iter particolare RA  LINB LJ- NJ fisiA speft®scoficasit QI y | f
realizza attraversoun approccio per nulla invasive QF £ G N2  OF y(i 23 LISNB X
necessario porre estrema atteione alla natura del supporto utilizzato in

quanto, se il campione presenta uno spessore esiguo, il fascio laser colpisce il
supporto stesspche pud a sua volta emettere un segnale Raneala, misura

potrebbe venireO2 YLINR YSa &l & | f f (ahafdliicd 8 quiRdsf € | LINR OS
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opportuno raccogliere ungpettro del supporto utilizzato, oppurselezionarne

uno che presenti picchi estremamente netti.

La maggioredifficoltay St £t QA RSY G A FTAOF 1 A 2sy&Sprededtata O Y LIA
nel momento in cui, una voltattenuti gli spettri Ramamlegli oggetti in studio, Si

e cercato di determinarne Iprecisanatura attraverso il confroto con altri

spettri Raman presenti in bibliografifatti, non essendgresenti in letteratura

database realmente completi e di feeci accesso (e che permettessero

f QARSYGAFAOLIT A2yS RA dzy2 aLISGGNR wl Yy
picchi principali),¢ stato necessario effettuare una ricerca bibliografica basata
soprattutto sulle poche informazioni saomposti in analisiricavate attraverso

f QF dzaAf A 2SEREDSt I SOy AO!

3.4 Diffrazione a ragqgi X da polveri

| raggi X (RXpossono venireprodotti da sorgenti convenzionali o non
convenzionali; alla prima categoria appartengono i tubi a RX e le microsorgenti a

RX, mentre w- 3JISYSNIGA | GGNF OSNER2 I O238ARR
appartengono d una sorgente di tipo non convenzionale.

La radiazione X generatia un convenzionale tubo a RXigural4), adottato

nella maggior prte dei laboratori, viene prodottguando un fasciali elettroni,

accelerato dadzy Q St S @I { I poreiAzEl&, SopiScg Linbergagtivetallico

(chiamato anodo o anticatodo) eiene rapidamente decelerato a causa delle

collisioni multiple con gli atai del metallo colpito.

FINESTRE FILAMENTO DI
D! BERILLIO f TUNGSTENO
~~a 4/4
I
ELETTRONI ))
SISTEMA DI
RAFFREDD. /
- T
— i
~— g
=
ANODO )
\ {
RAGGI X — ™ i@

Figural4: sezioneschematica di un tubo a raggi X (fonte: pubs.usgs.gov).
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| tubi a RX tradizionalsono costituitt | R  dzy Qdaaud R&Bnemolidi >

tungsteno(il catodo) attraverso il quale passa uoarrente di intensitache puo

variare tra 20e 40 mA.ll tubo sitrovain condizi A RA @dz2 (23 |t QAYy (i SNy 2
viene generata una differenza di potenzigheX con valori dR0-50 kV D- £ £ QI f NI
SaiNBYAGLE RSt Gdzo2 & LINBaSydasS fQlyuaAaAoOlFiz2R?2
elettroni accelerati dalla diérenza di potenziale indotta nélibo producendo la

radiazioneX, la quale lascera ibgpo del tubo solo atiaverso quattro finestre di

berillio opportunamente posizionatéSoltanto lo 0.1 % della potenza applicata

ad un tubo é trasformata in raggi X, ikte viene dissipata come calore, percio il

sistema di raffreddamento risulta difondamentale importanza, al fine di

ottenere la massima efficienza possibile

Per quanto concerne la diffrattometria a raggi X delle polveri utilizzata durante il

presente studio e stato utilizzato un taka raggi Xonvenzionaleon anticatodo

di rame

I diffrattometro a raggi X €lle polveri € uno strumento utilizzato per lo studio di

solidi cristallini @ G NI 3SN& 2 QI égydf di Bragyg E2a/ Bcnidc@ St £ | ¢
YFEIIAZ2NNYSYGS dzd A€t ATTFGF LISNI €t QARSYGAFAOIT A2
mineralogiche. Mlla diffrazione dgolveriil campione e costitud da materiale

policristallino in polvere composto da un numero estremamenteelevato di

cristalliti, con taglianediaR St f Q2 NRAY¥S>REBA a4 NAR o daailA Ay Y2R?2
caoticita statistica deglinfiniti¢ cristalliti permette di misurare le diffrazioni di

tutti i possibili piani reticolari simultaneamenteUna volta raccolti idati di

diffrazione si procedenizid YSy i S 02y f QARSYGAFAOIT A2y S RSt
present nel campione in studidJna volta identificata la f& (o le fagipresent

sara possibile ottenereeventualmentei parametri d cella e, in rari casia

struttura cristallinacoordinate atomthe e parametri di vibrazione termica) tal

fine siusufruisc® A dzft 6 SNA2NR YSUi2RAZ 02YS fQlFylfAaAr w

'[ Eyuaione di Bragd2 dyd S¥EN 0 RA Y 2 até i dir€ikr® diRaggi X incidenti e una
direzione di diffrazione, & sempre possibile individuare una serie di piani reticolari (rekaljeli
fra loro, tali che iaggi diffratti si comportino come dessero raggi riflessi.
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La diffrattometia a raggi X da polveri viengrincipalmente utilizzataper

condurre

 Analisi qualitativy O2yaAiradaz2y2 ySftfakritélyidi A TA Ol
LINBaSydA ffQAYGISNY2 RSspacingd erddhez y S &
relative intensita nei pattern di diffrazione da polveri sono funzione della
composizione chimica del materiale e della sua struttura cristallina. I
riconoscimento deé fasi cristalline avviene grazie a database contenenti
piu di 400 mila patterri diffrazionesperimentali di polveri; uno di questi
RFaGlIolFasS 8§ fQLY2NHIYAO [/ Neadlt { GNHzO
ogni fase sono conosciuti con il nome din@er Diffraction File (PDRYel
file PDF sono riportate tutte le informazioni necessarie, quali il nome del
composto, la referenza bibliografica, i parametri di cella, la radiazione
dzG Af AT T Fdl Zn@XYS Sy ORE RISHE X BS Riizgdi Sy a A
del software Highscore Pl{BANalyticalg possibile identificare in modo
dzi2YFGAO2 €S FlFLaia Ay SalyYS FaddNF @SN
contenente circa 244.000 fasi.

A

f Analisi quantitativy NJR & dzf G | Ll2aaAoAfsS

D)<

S SNIYA
differenti fasi presenti in una miscela muttbmponente.
1 Analisi della struttura cristallina

71 Indagini sullamicrostruttura dei materiali

Un diffrattometro a raggi X delle polveri € costituito da una serie di elementi, di

seguito elencati:

U Tubo araggiX
0 Componenti ottichetra cui monocromatori, slitte (fenditure) e slitte
soller.
i Campion¥ O2adAlGdzAG2 RIF dzy YFGSNRIFES Lk

perfettamente piatto. Se il quantitativo di campione non é abbondante é
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possibile riempire un capillara getro rotante e studiarlo in geometria a
trasmissione.
U Rivelatori (detector)si distinguono in base alla loro dimensionalita e si

dividono in puntuali, lineari, areali.

Un diffrattometro a raggi X delle polveri puo presentare due divgesametrie

U Geometria DebyeScherrer(in trasmissione): € una geometria che lavora

con un fascio di RX parallelo o, al megtionvergente. Tale geometria
risulta piu indicata per campioni con basso indice di assorbimento, i quali

vengono generalmente posti in un cdaik o tradue fogli di Kapto®.

U Geometria Bragdrentano (in riflessione parafocalizzante): é la

geometria del diffrattometro utilizzato durante il presente lavoroldsi.

.............

cerchio di
focalizzazione

/ detector

Tuboa raggi X ey

campione

\ cerchio goniometrico

Figural5: schema della geometria Braggrentano(fonte: servicios.fis.puc.cl).
Tale geometria richiede un campionequanto piu piatto, sulla cui
superficie il fasciali RX incedente verra diffratttome se venisse riflesso.
La geometria BragBrentano e costituita da due circonferenz

immaginarie(Figuralb5): la circonferenza goniometrica, su cui si trovano il
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tubo a RX e il rivelatore il cerchio di focalizzazione. Il campione € posto

al centro del cerchio goniometrico lungo la cui circonferenza si muovono
lasorgg 1S S Af RSGSOG2NI 02y dzyl RIFGF @S
Il fascio di RX necessario in questa geometria e divergdate che dopo

aver inciso sul campione i raggi diffratti convergono verso il rivelatore. |

raggi diffratti raggiungond detector quando il erchio goniometrico e |l

cerchio di focalizzazione si intersecano e il detector si trova in questa
intersezione. Durante la misura il raggio del cerchio dali@azazione

varia, in quantccambiaA £ @ f 2 NBSe $i ipSeirfi greNdbzadia

geometra focalizzante i raggi diffratti verrebbero misurati esattamente in

un punto (fuoco), dove si avrebbeonvergenza e maggiore intensit|

fascio diffratta Per realizzare una geometria perfettamente focalizzante il
campione dovrebbe presentare una curvieduche segue quella del
OSNOKA2 RA F20FtATTITA2YSE YI I RIG2
risulta di impossibile realizzazionecco perché la geometria Bragg

Brentano viene definitgparafocalizzante Tuttavia $ ottengono ddle

buone intensita diratte, anche sevengono introdotte aberrazioni, come

fl LRAATA2YyS y3d2fI NS RSA LAOOKA S
verso bassi angolz dzS & 0 Qdzt G A Yl 3IS2YSIONRAIF RSaON.
maggiormente utilizzata ed é stata sfruttata anche medsente lavoro di

Tesi.

Dalla diffrazione di una polvere si ottiene una serie di spot di diffrazione che, se il
numero di microcristalli € assai elevato (idealmente infinito)dispongono a

formare degli anelli, che rappresentand O2y A RA | LISNI dzNI n
RSGSOUG2N® ¢l fA FySttA az2y2 RSYy2YAylFGA a
della diffrazione di un numero infinito di cristalliti orientati caoticamente.
Integrando in direzione radiale agli anelli si ottienediffrattogramma delle

polveri, 0 pattern di diffrazione costituito da una serie di picchi di intensithe

risultano dalla convoluzione del contributstrumentale e del campione. Ess®
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presenta graficamentsu di un piano cartesiano dove in ascisgaovano i valori

Fy3a2f NA wH' S Ay 2diRkogranima dd pSlived weigyg a A Gt d Ly
valutateY f I LI2aAl A2ySs ftQAyildiSyardtr S tQAyGSyarit

Nel caso specifico del presente lavoro di tesi & stato sottoposto a XRPD un solo
camph 2y S |t FTAYS RA O2YyRdAZNNB dzyQl yIFtAaA RA {0,
SaA3TdzZr RA YIFGSNRAIFES ONNiguiddsiefinipging lubgb f QA y (i SNy 2
GSyardadlr fQFyFtAaA GGOGNI OSNB2 Af NASYLAYSyG?2
interno di 7nn AWXY SNHSYR2 [[dzSadQdzZ GAY2 Ay dzyl  LINR
liquido precedentemente diluito e centrifugato e prelevamgaina goccia dalla

porzione concentrata sul fondo della provetta stessa. Il capillare e stato
successivamentkasciatodisidratarein forno per alcune ore adna temperatura

di 40 °C. Infi6> Af OFLAfTEINBE & adlraz2 LkRaidz |t QA
I3S2YSGNRF | dGdN}XavYAaAaaiazysS S TFlLidz2a NHz2GlF NB |
ripresa egguita secondo questa modalitalurata circa 20 nmuti, perd, non ha

portato a risultati soddisfacenti in quanto il segnale del vetmorfo del

capillare é risultato estremamente predomainte rispetto alla diffrazione

prodotta ddla piccolissima porzione il G SNAF £ S ONR &G ffAy2 RSLI2AA
del capillare

Si e percio tentato di prarare diversamente il campione in modo da ovviare

alle difficolta incontrate con il primo tentativd®no state quindi deposte in

modo sequenziale piu gocceldiquido sinovialediluito e centrifugatgsu di un

supporto (denominatoa I S NP2 6 | )CcpsHtMNE daliR énorocristallo di

silicio metallico la deposizione della goccia successiva avveniva solamente una

volta che la precedente era stata completamente disidrafza effetto d sali di

silice Procedendo n questo modo €& stato possibile ottenere un piccolo

concentrato di cristalltale OKS f QI YY2y Gl NB RS3ItA adSaair NRac
f QF OljdzA aAT A2y S RALe nisUre AdRffRNGNd da2 mNdreY Y I @
convenzionale sono state eseguite utilizdarun diffrattometrot | b I £ &3 A Ol f

con una radiazioné dzYehcondizioni di lavoro a 40 kV e 40 mA, equipaggiato
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~ A LA = 7

con un Real Time Mufi ¢ wLt owc¢a{0v RSGSOG2NI o- Q/ S
detector € 2.122° e questiba permessali misurare i segnali di diffrazione in un
ampiorange angolar@ in un tempo molto limitato tra4 e 100AH * = AY Y2 R f
O2y GAydzZ O2y dzy2 & Spel uh tgnips Bthld di orBIA n dnwm
pattern risultante ha presentatoa differenza del precedentaliversi picchi di

diffrazione, chesono successivamente stati elaborati e studiati attraee

f QF dzaAf A2 R&fePlagPANalgticaNB | A 3K {

34.1Micro-diffrazione a raggi X da polveri

Per confermare i risultati ricavati attravertodiffrazione a raggi X convenzionale

é stata codotta una misura di micrdliffrazione a raggi X su una piccola porzione

dello stesso materiale, prelevata

per mezzo di un capillare di vetro
condiametrodila >Y @

DNITAS FffQlFOljdzAaAal A2
strumentazione scientifica a raggi X
(prototipo a livello mondiale)da

parte  del Dipartimento  di
Geoscienze RSt f Q! yAQDBSNAEA (¢t
Padova (Figura 16) & stato infatti
possibileeseguire misure imnmicro-

diffrazione da  polvere. La
descrizione della tecnica e dwitto

analoga a quella trattataper la

diffrazione da polvearnel paragrafo

3.4, con la differenza che la micro

diffrazione permette lo studio di

campioni di taglia mott minore

Figural6: micro-diffrattometro a RXdel Dipartimento di fino a circa 10>m. Lo strumento

Geoscienzealell'Universita di Padova.
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utilizzato per la micraiffrazione da polveri € urprototipo RigakuOxford
Diffraction Supernova equipaggiato con una misosgente a raggi X assemblata
con un area detector Pilatus 200K della Dectris. La rsiergente, con
radiazione N2 Yh = 2LISNI} | pn 1+ S ndétgctorye! 68 [ I
mm. La sorgente assicura una brillanza almeno dieci volte supeoun tubo a
raggi X convenzionale ed é caratterizzatia uro spot di 0.12 mm. Allo stesso
tempo, il detector assicura unaensibilita molto elevata ed un trascurabile
rumore di fondo. Lo strumento e in grado di studiare campioni di dimensioni
estremamente limitate fino a 0.01 mm. | dati di diffrazione da polvere sono stati
raccolti in una modalita sperimentale che simula uaacolta convenzionale in
diffrazione da polverel dati sono statregistratitra 4 e 20° per un tempo totale

di circa 2 ore. Il programma utilizzat@ipla riduzione dei datanche in questo
casoe statof HighScore Plus (PANalytical).

Le misure eseguwet in micrediffrazione sono state effettuate in un range
angolare (420°) molto inferiore rispetto a quello relativo alle misure eseguite in

diffrazione da polvere convenzionale-180°). Tuttavia, € da ricordare che la

micro-diffrazione & stata eseguit® 2 y dzy' | f dzy BER.BID7A A conR 2 Y R |

unal =1.5418 A utilizzata in diffrattometria convenzionale; questo porta ad una

differenza nelle g misurate meno importante (es.: a parita di range angolare,

X<

YAY2NB & fF fdzy3IKST 1 ®KRasalysitie e daindisial 1+ Gt

misurano Gl pit bassi).
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4. Materiali analizzati e trattamento delle campionature

4.1 1l liquido sinoviale

Il liguido sinoviale (LS) normale & comunemente considerato un ultrafiltrato del
plasma, generalmente privo di alcune éefiroteine di elevato pesmolecolare,

ma contenente diverse¥ ONR Y2t SO2f S LINBR2GGS 20! f
ialuronico (Al), responsabile della maggior parte delle caratteristiche chimiche e
fisiche del LS.

3 82004-05

00871

13

REF 368863 [

REF 368863

Y2y

REF 36886

REF 368863 3 82004-05
re re re

Figural?: liquidi sinoviali con caratteristiche macroscopiche diver§ente: Punzi L,.2010)

I LS si presenta viscoso, dblare giallo pallido o incolorgFigura 17),
normalmente noncoagula; relativamente povero in celluene considerato
come un tessuto connettivo dalle caratteristichequliari Tale fluido riempie la
cavita articolareche, in condizioni normali, € virtuale e contiene una quantita

ridotta di LS (< 4ml). Il LS, a differenza del plasma, & privo di fibrinog
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(precursore della fibrina) e contiene minime concentrazioni degli altri fattori
della coagulazione, cio spiega perché il LS non coagula.

Il LS é principalmente prodotto dalla membrana sinoviale, tessuto che ricopre
tutte le strutture intra-articolari, tranne le superfici della cartilagine articolare e
dei menisch(PunziL. et al, 2010) La membrana sinoviale € costituita da cirea 1

4 stratidi cellule, i sinoviociti, che rivestono una matrice che pud essere grassa,
fibrosa, articolare, periostale, aesonda della localizzazione di tali cellule
Ffft QAYGSNYy2 RStfQINIAO2tfFT A2y Sed ¢ €S
contiene vasi linfatici e piccole fibre nervose. Le cellule del rivestimento sinoviale
differiscono da quelle delle altre membranermla mancanza di una membrana
basale limitante che le separi dai tessuti sub sinoviali, percid presentano una
superficie discontinua con ampi spazi tra cellule contigue che agevolano gli
scambi tra i tessuti.

La produzione e il mantenimento del LS dipemolalalle caratteristiche della

membrana sinoviale, che rappresenta una doppia barriera: il flusso di molecole

RFf LXFaYl RS@SsS Ay dzy LINARY2 Y2YSydaz2:

dopodiché passa attraverso la matrice organizzata che circondallldecdel

rivestimento sinoviale.

Il LS svolge funzioni fisiologiche di filtrarriera, meccanica, di nutrimento e
protezione della cartilagine. Queste peculiarita sono garantite soprattutto dalla
presenza di acido ialuronico, al quale sono ricondudiimaggior parte delle
caratteristiche reologiche e delle funzioni del LS stesso. Nella cavita articolare
f QF OAR2 Al fdzNRPYyAO2T aAydaSGATTIG2 RIA
3mg/ml), per cui favorisce la compenetrazione delle moledolemodo da

ottenere una soluzione altamente vis&f | a G A OF @ Lf NHz2f 2

YSY0o NI Y

I GG NI ¢

AAY2Q0A2

RSt f QI OA

azadlyTALES |yOKS LISN tF Fdzyi A2yS YSOOI yAOl
A2LINF Glhdzid2 FOGGNY GSNBR2 dzy QI T A2YyS YY2NIATT L

funziore e svolta soprattutto da ldubricing una glicoproteina normalmente

presente sulla superficie della cartilagine articolare, secreta dai fibroblasti
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sinoviali. Durante il movimento articolare, la capacita lubrificante del LS
inizialmente risulta piv eflic OS O2y € Ql dzYSy 4l NB RSt f I 7T
stesso; successivamente sdute, con il potenziamento dellsua funzione
ammortizzante®® v dzSadl Fdzyl1 A2yS &aFNM¥ziaGlr €S OF N
ialuronico, la cui molecola si ripiega a formaferule in grado di comprimersi se

sottoposte a carico.

In condizioni patologiche la funzione del LS e alterata. Se m@madiin
O2y&aARSNI T A&210® com® heldi i@ patogenesi svolga un ruolo
determinante lo squilibrio metabolico che si crelvallo dei condrociti, le cellule

del tessuto cartilagineo, con una sequenza di eventi che coinvolgono tutta la
struttura articolare(Nalbant S. et a].2003)

La cartilagine e, infatti, un tessuto connettivale altamente specializzato e le sue
proprieta di resistenza al carico dipendono essenzialmente dalla complessa
organizzazione della matrice extracellulare basata essenzialmente su tre
componenti: acido ialuronico, proteoglicani e fibre di collagene di tipo Il. Queste

ultime formano una trabecolatura A Y i NS OOA 20 GNARAYSY&airz2yl
maglie sono trattenuti gli aggregati proteoglicanici. Questi complessi
macromolecolari sono in grado di richiamare e trattenere elevate quantita di
acqua, garantendo al tessuto cartilagineo resistenza aic@aanche se
sottoposto a considerevoli pressioni.

La disposizione tangenziale alla superficie che assumono le macromolecole di
collagene nello strato piu superficiale della cartilagine e la lubrificazione del LS
NI YyGAaOS olFaair SNYRABRSE RRIF MIGAMAG 12T Al2fyT
RAAGNHZ A2yS RA j dzSaGS O2YLX SaasS Yl ON
componente cellulare del tessuto cartilagineo, i condrociti. In condizioni
fisiologiche i condrociti sono in grado di garantire un sia pur lectmbio delle
macromolecole danneggiate. Nelle situazioni di stress ossidativo, di ripetuto
microtraumatismo, di liberazione di citochine proinfiammatorie, il condrocita,

per le sue scarse capacita metaboliche di rigenerare il tessuto cartilagineo,
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subisceun processo di apoptosi non programmata. In ultima analisi si instaura un

danno tissutale non riparabile, che e alla base del processo artrosico. Vi €,
consensualmente undepauperamento del contenuto di lubricin@el LS con

perdita di efficacia dellalubrificazione articolare.l microtraumi riducono

dzt G SNA2NXSY (S fQAYGSANRGL Y2NF2f23A0F S Fdzy'
che dipendono sostanzialmente da un equilibrio tra attivita di sintesi e di

degradazione, che ha lo scopo di rimuovere le moleosl#rate (FrallonardoP,

2014).

Le funzioni principali della membrana sinoviale e del LS sono mirate
prevalentemente R | 3S@2f I NS Af Y2@0AYSyd2 FNIAO2fF I N
organo complesso, strutturalmente composta da numerose componenti, anche

molto diverse tra loro,provviste di una ricca vascolarizzazione/innervazione ed

una complicata rete linfatica, che sostengono sofisticati meccanismi capaci di

garantire sensibilita dolorifica, regolazione di pressione e temperatura-intra

articolari, sorveglianzemnmunitaria, reazione infammatoria.

Infine, il LS svolge una funzione di nutrimento della cartilagine articolare

trasportando ossigeno, glucosio e altre sostanze nutritive dai vasi della

membrana sinoviale alla cartilagine avascolare.

Solitamente lo sidio del LS normale e piuttosto difficile, in quanto la sua

quantita e generalmente minima (da 1 a 4 ml), variabile da soggetto a soggetto e

I aSO02yRII RSftftS RAYSyaizyA RSttS FINIAO2f I T A:
non riesce solitamente ad aspigapiu del 60% della quantita presente, percio gli

studi disponibili sono pochi e talvolta discutibili.
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4.2 Artrocentesi e pratica clinica

4.2.1 Definizione di artrocentesi

[ QF NINROSYyGSaar O2yaraiasS ySt LINBftAS@2:3
un campione di LS articolafBigural8) e per estensionelelle borse e guaine
tendinee. Euna procedura comune nella diagnosi e terapiaartropatie
caratterizzate da versamento (artriti di varia natura, artrosijiene
prevalentemente eseguita dal reumatologo o da altri specialisti che si

occupano di patologie articolari (fisiatra, ortopedico).

Arthrocentesis of the Knee

SynoViaI Membrane
(Around Joint Space)

,,‘Y\\
o Yy

CROSS SECTION THROUGH KNEE
Patella

Synovial
Membrane

Joint Space
and Fluid

Figural8: immagine schematica della manovra di artrocentesi. Nel riquadro in basso sezione

2YyIAGAdZRAYFES RSEfQFNIGAO2t T A2y S RSfpalistmugi2OOKA 2T NI L
periarticolari fonte: Zeller J. L. 2007)

41



M® [ @itesiliphiBédte, principalmenteO2y £ QF ALJA NIdil A2y S RSt
RSO2YLINAYSNE KQf NAAIORR2 T A2yaS\y i2YA RSfEf QAYT
drenare il liquido infetto nelle artriti setticheAttraverso tale procedura é

infatti possibile ridurre la pressione intaticolare e limitare il danno

articolare causato dain processo infettivo in atto.

H® [ LINFGAOF RSEfQFNINROSyiSar RSOS SaaSsSN
diagnosi di unprocesso patologico articolammediante in prima battutg la

valutazione delle carateristiche macroscopichdel campione, qualaspetto,

volume, viscosita,colore.[ QF a LJISG (2 Y I ScaliBfcinaidaliu@iz T 2 N A
relative al grado deellularita einfiammazionedel campione prelevato.

[QFylftA&dA RSt [{X RS@®S SaaSNB SaS3dzadal 7
microscopio ottto a luce polarizzata e compensata LISNJ f QA RSY GATFA O T Az
microcristalli di urato monosodicadiagnostici per la gotta, o di pirofosfato di

OFft OA2 6/ tt 0 yStft QdifddaEntdlelimportaraé la/ tt ® Ly 2f
conta cellulare totale e differend@ del LS per stabilirne le caratteristec

infammatore/non inflammatorie o setticheNelle forme infettive, inoltre,

f QSalFryYS YAONRBOAZ2t23A02 S O2ftdGdzNI €S § SaaSyl
microorganismi patogeni. Il LS pu0 essere testato, iaplper rivelare la

presenza di sangue, proteine e glucosio.

3.] QF NINROSY(GSaA Lilzs | @SNBE dzy Qdzt G SNA2NE @I f
immediato del dolore e gonfiore mediante la decompressione. Infaktfine

RA NARAINNBE § QAY,PUOBXXBENE2¥FABNIAO2F ¥ RBEf QI NI A
FIENXYIO2 OAYFAELOGONITA2yS0 Ay GFENRS FT2N¥YS RA

artriti da microcristalli e nelle fasi lareR St f QF NI N2 & A
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Le sostanze terapeutiche piu frequentemente somministrate mediante

infiltrazione sono:

w Corticosteroidi a lento rilascio: sono farmaci che agiscono localmente come
ant-kA Y FAF YYFG2NRZ NRARRdAzZOSYR2 A aAyidz2yYiA R
alcune citochine proinfiammatorie (interleuchine 1, 6; tumor necrosis factor
alfa) nel microambiente articolareTali farmaciA YA G y2 f QF OOdzY dz
sostanze di degradazione prodotte dalle cellule responsabili del processo
AYVFALYYFG2NR2 € QA Y ( BiNdfizzandg Sitdanho O A
tessutale.] QF T A2y S { SNJI L#Boithilalledto rildRGoAe limitatdNI A O 2 &
nel tempo potendo generare sollievo del dolore soltanto per alenasi; in

alcuni casi possonasultare inefficaci.

w! OAR2 Al fdNRBYAO2Y fdz-oNATFAOLF f QFNIAO2
reologice del LS nella pdbgia artrosicaconsente una piu agevole mobilita
ed allevia i sintomi come il dolore al carico e gli scrosci articolari. 1l beneficio

puo sussisterg@er periodi variabili da 6 al2 mesi.

Nella pratica clinica le artitazioni comunemente sottoposte ad artrocentesi
comprendono ginocchio, cavigligpalla, polso e piccole articolazioni di mani e

piedi. Nel presente lavoro di tesi sono stati studiati 11 campioni di LS prelevati
RFETfQFNIAO2f T A2y S RRBIME {3A yIZ2ONDKMZY SS Rb t ©
5dzN> yiS tQSalyYS 20ASG0AG2% dzy GOSNBEI YSyl
Ot AYAOIFYSy(iS S@OARSYIT ALFLoAtS YSRAIFLYyGS f1
particolare quando vi € una raccolta abbondante di LS. In casuirdime

guantita e/o di piccole articolazioni viene utilizzatatégnica ultrasonografica

6!' {0 LISNI YSGGSNB Ay SGARSyYyiIl Af OGSNAELI YS
ecoguidata(Miksanek Et al, 2015e Grassi Wet al, 2015. Negli ultimi anni la

tecnica US viene impiegata sempre piu frequentemente in campo
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reumatologico per la sua rapida esecuzione, la non invasivita, il basso costo e la
NALISGAOATEAGLD bStt2 &dGdzZRA2 RSEfQFININRAAS AY
IAYy200KA 23 feQidefiziarkISpbiGumeants i cRbiamenti a cui va

incontro la cartilagine, la conseguente riduzione della rima articolare, gli

2A082FAGAST Tt QAYFALYYLIT A2yS S tQS@SyidzatS @SN

bStftl LIN}YGAOF RSEfQFNINROSYGSaAx R2LI2 I @SN
idonea per effettuare il prelievodi fondamentale importanza e la disiafene

I OOdzNI G4+ RSttt OdziS RI Llddzy3SNBE YSRAILyYyGS fQlL
liquido, comeBetading® o Brauno® (polivinilpirrolidone complesso iodico)

mediante garze stdi. [ QF NI NP OSy iSaA @ASyS O2yR20G4GF 44
AANARY Il &AGSNRARES Y2y2dza2 Ydzy A G.lDop®RA | 323 | y(
fQFALIANITAZ2YS RSt [{=X Af YSRAO2 Lldzsz asS yS
intrarticolare.

[ QF NI NB OSy i Srddghe nia&@dapidale miRrbstdpia del liquido

sinoviale, rappresenta una metodica di approccio clitd@gnostico e

terapeutico ormai ampiamente affermata in letteratura, essenziale nella pratica

quotidiana del reumatologo clinico secondo le indicakzitella societa italiana di

reumatologia(Punziet al., 2007).
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4 .3 Trattamento dell&eampiorature

| campionidi liquido sinovialéf 2 NJy A G A RIFf € Q! yAGL RA wSdzyl
RA aSRAOAYI RSt f Gonyg statiemaBoRsériati p& jessetel R2 O |
mantenuti nel lungo periodo ed evitareosi la loro decomposizione e

alterazione

Dal momento che uno studio ntirmetodologico di tale portataiguardante i
cristallipresentl- £ f QA Y G SNy 2 RA | rédti\n@apstato torddttoA LI G
prima, non si € potuto usufruire di un protocollo procedurale consolidatta e

preparazione dei campioni € statasivalutata in base ke tecniche analitiche

utilizzated urjicprocedura che si
e svola secondo le stesse modalit
per tutti i campioni esammati é
quella iniziale che consiste nella
diluzione e centrifugazione de
campioni liquidi

Percio, @@po aver lasciato

scongelare i campioni a

temperatura ambientequesti sono
stati centrifugati una prima volta
senzaalcura diluizioneutilizzando

f UWracentrifuga EPPENDORF 5414

Y

(Figura 19); dopodiché é stato
prelevato loro il sovranatante,
aggiuntoun mezzo diluente (acqua F AT R
o etanolo), con lo scopo di separare f ‘ C@ ' |

la frazione organica mediamente
. L Figural9: Ultracentrifuga EPPENDORF 5414
piu leggera ed evtare o limitare la utilizzata per il trattamento delle campionature

. ) . . _ durante il presente studio.
cristallizzazione del cloruro di sodlic
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I campionj agitati per alcuni minuti sono statposti nuovamentein centrifuga.

Tale pr@edimento e stato ripetuto per saiicli complessividella duratadi 10
minuti ciascunoper i campioniGAL GIB, BUS e PFCentre sono stati
sottoposti aquattro cicli di 5 minuti ciascuno campioniOAS9PELLET, P1, BD,
1IMN, 2PAM, 3PIZ, 4 CPP e 7.4.15.

Quindi, non esistendoun protocollo standardizzatger il trattamento dei
campioni liquididi tale naturai primi due campioniQA59PELLEEIP], sono stati
diluiti utilizzando alcol etilico come solventecome indicato da fonti di
letteratura per il trattamento di campioni contenenti cristalli di urato
monosodico e pirofosfato di calcio diidraf@senthalA. K.et al,, 2001). Prima di
procedere con lgrimadiluizione il campione P1 si presentava come un coagulo
biancorosato completamente privo di una porzione liquida, il quale e stato
RAaA3INBIFG2 O2y QlFAdziz RA dzy |32 LINBOSRSy
OAS9PELLET, invece, appariva inizialmente liquido e, dopoadd&ionato
etanolo si & notata la formazione dinugrande flocculo giallastro, clee stato
asportato. In seguito aisuccessivuattro cicli di centrifuga della durata di 5
minuti ciascuno da campione OAS9PELLET é stata prelevata la porzione
concentrata sul fondo della provetta con un micropipettat@eposta su due
vetrini, OA59 1 e OA52, precedentemente pulittcon alcol etilicoAnche dl
campiore P1lsono stati eseguiti due prelievi deltmrte concentrata e le gocce

sono state distribuite su due vetrini distinti denominati P1la e Pthmpionicosi

preparati sono stati lasciati disidratare a temperatura ambiente.

Il campioneBDeé stato suddivisan due porzionidistinte, che sono stateposte in

due provette e hanno subito trattamenti differenti: urth queste € stataliluita

con alcol etilicdBDETAN)nentre f afira & stata addizionat con acqua ultrapura
Millipore® (BDH2Q)Si € subito ntata una differenza nel comportameniei

due canpionly f QF f O2f S { ménteOtlottcK & flodcaYi& N I G |

campione mentre il campione trattato con acqua ultrapura non ha subito
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variazioni macroscopiche evidenti. Una volta trattato in ultracentriuga
attraverso il procedimentaescrittoin precedenzail campione di liquido &tato
posto su due vetrimdistinti, le cui gocce sono state in segui&sciatedisidratare

in forno a 40 °C.

I campioniGAL BUS GIBe PFCDhanno subito il medesimo trattamentdei
campioni precedentutilizzandoperdo 02 YS &2t @Sy 4SS azft dl ya?2
Millipore®. Posti i campioni in quattro provette uguali e contrassegnate per
distinguerle, & stata eseguitauna prima centrifugasenza alcuna diluizione,
dopodiché e statdolto il sovranatante e addizionatcqua Utrapura Millipore®.
Agitati i campioni manualment8 O 2 yio di @l-agitatdrd per provette sono
stati nuovamente posti in centrifuga per il secondo ciclo di 10 mingi. &
proceduto secondo questa modalita per seicli complessivi, in modo da
garartire un concentrato di cristalli sul fondo deftmovetta quanto piu liberala
residui di materia organica. Ovviamente essendo ogni campione diverso
RFEffQFfGNR | t Coday vesidéologggho piliNE@EicBigpeitd &d

altri.

Una volta completati cicli di centrifugasono state poste, su vetrini distinti e
contrassegnati, una o due gocce per campione prelevate dalla padgoire
RSt fIl LINE @S G dun miGepipettdtofel @uastafopePazioRele stata
eseguita con la massima precisioaeautelain quanto anche solo un piccolo
movimento avrebbe fatto sollevare il micaoncentrato facendolo disperdere
nel solvente.

| vetrini su cui sono stati depositaticampioni liquidi sono stasuccessivamente

posti in forno a 40 °C fino a completaidratazione.

I campione 7.4.15 ha subio lo stesso trattamento dei campioni
precedenemente descritti conf Qaxyiferenza che ha sostenuto quattetcli
di centrifuga da 5 minuti ciascunda scelta del supporto su cui depositare il

campione liquidoe stata a lungo ponderata in quanto si € voluto utilizzare un
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materiale che potesse essere idoneo per il maggior numero di tecniche

analitiche

Di conseguenza sono stati testati diversi materjalstiche comuni (PET, LDPE,

ecc.), tetraborato di litio, araldite, Kaptor® e idrato di cellulosa. La maggior

parte delle plastiche risulta polarizz&ta ONB | yR2 LINRPO6f SYA ySff QARSY
cristalli giaal microscopio ottico, il tetraborato di lith f Q lFeNI-Kapo®i S

presentanoun background in diffrione troppo marcata Y SY G NB f QARNI G2 |
cellulosa ¢ risultato il materialmaggiormenteA R2y S2 aAl LISNJ f Q2 aaSNDI
microscopio ottico polarizzatore cheer le analisi in diffrazione a raggi X. E stato

percio creato un supporto che fosse in gradsadgenere le gocce dcampione

liquido da far disidratare, ritagliando un piccolo @&l da un foglio di acetato su

cui e stato poi fatto aderire un foglio di idrato di celluloga, modo che la

LI2NI A2yS OSY(ONX S NRadzZ (1 adderice@SamJ G+ a2t 41y
quindi utilizzato un capillare del diametnii SNy 2 RA Tnan >Y LISNJ LINBf S¢
goce di campione liquidadalla porzione concentrata sul fondo defleovetta e

fatte depositare su tresupport distinti cosi realizzafiFigura20).

Figura20: il capillare etelaio di acetato su cui é stato fatto aderire un foglio di idrato di cellulosa; la goccia
biancastra sul supporto € il campione di liquido diluito e centrifugato.
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[ 2YS dzf GAYF 2LISNIT A2y S & & dttadiliquidiNS t S a1
O2y OSyidNYiG2 RIfftF LBR2NIA2YyS o6lalrtsS RStf
capillare, che una volta disidratato, € statoanalizzato in geometria a
trasmissione in diffrazione a RX delle poha@rnvenzionalell capillaree stato
lasciatodisidratare in forno per alcunere ad una temperatura di 40 °C, mentre

gli altri tre campioni sono stati lasciati disidratare a temperatura ambiente in un
contenitore chiuso in presenza di sali di silice.

Infine, € stato preparato o ulteriore campione,per condurre analisi in

geometria Bragddrentano al diffrattometro éRX delle polveri convenzionale,

cui preparazione si € svolta come segs@no statedeposte in modo sequenziale

piu gocce del campione di liquido sinoviatkluito e centrifugatg su di un

supporto costituito da un monocristallo di silicio metalligdenominatod I S NP

o I O1 3 NRadnéposizione della goccia successiva avveniva solamente una

volta che la precedente era stata completamente disidratg@anendo Il

campione in un contenit@ chiuso in presenza diali di silice. Procedendo in

guesto modo é stato possibile ottenere un piccalencentrato di cristalli, tale

OKS fQlIYY2y (il N8 RS3ItA &adGdSaanx NR &dzt G &3

diffrattogramma.

Gli ultimi quattro campiontrattati (LMN, 2PAM 3PI1Z 4CPP hanno subito una
procedura di preparazion&ggermente differente & stataaggiuntaun piccola
quantita di ialuronidasi erzima che viene utilizzato per scindere le catene di
acido ialuronico in modo ddiberare i cristdl senza che questi vengano
compromessi(Cheng X. et al, 2009e Bolan L. et al, 2014). Ogni campione &
quindi statosuddiviso in due provette, in una di questeno state aggiunte due
goccedef QSy T A Y I ,ikdudledeNirity lasRidtciakjire peraa 10 minutj
mentre la seconda porzione di campiomen e stata modificata. | campiolbsi
preparai sono quindi stat trattati come descritto in precedenzaitilizzando
f QF Olj dzI  dzf  ®RXodnddzdblventa ésdttbpanedRidiJa quattro cicli di

centrifuga, ognuno della durata & minuti. Terminati i cicli di centrifuga e stato
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prelevato il fondo concentrato di ciascuipaovetta e su ogni vetrindistinto per

ciascun campione sonsetate poste due gocce diquido, una dal campione

addizionato con i@NR yARIF &aA S f QF f G NXI veRihi cojidzSt t 2 y2Vy
preparati sono statcollocatiin un contenitore chiuso a temperatura ambierite

presenza di sali dilicefino a completa disidrataziongel campione

Alcuni campionirattati hanno mantenuto uraccumulodi sostanza organs la

cui consistenza vischiose in alcuni casimpedito allo stessadi staccarsi dalla
base della provetta. Quest@ttore ha rappresentato una difficolta non banale,
in quanto ilcoaguloorganico tratteneva i cristalli inigcoli ammassi, impedendo

loro di disperdersi e ger essere cosi meglio osservati e analizzati
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5. Risultatie discussioni

In questo capitolovengono illustrati e discussrisultati ottenuti dallo studio dei
campionidi LSpresi in esamedurarte il presente lavoro di tesiE opportuno
precisare che nosempretutte le metodologie analitichdlustrate nd capitolo 3
azy2 aidl S dzi Ad diascdunodeiSamipignialcaiisa Idgifferénti a A

problematicke che verranno descritte nel presencapitolo.

51/ I YLIA2YS a1 dndmp €

Il campione@7.4.1% 8 f Qdzy Astatd studit&Gattrdéversotutte le tecniche

analitiche precedentemente descritte.

Figura2l: cristallibirifrangenti individuati comepirofosfati di calcio(immagine al microscopio ottico in
luce polarizzata con compensatore).

Attraverso la microscopia ottica &ipotuto osservare emei cristalli rinvenuti nel

campione in studidosserorelativamente abbondanti, ma di dimensioni ridotte,

con rari casii aistalli aventi dimensione massiméinoaH n  >Y3X 23 & SN ¢
Figura2l.
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/2y tQldzaAfAz2 RSt YAONR A& GShdJgundi Statid A O2
individuati i cristalli da sottoporre a successive anah$iiraverso ulteriori
metodologie analitiche. E tuttavia darecisare che non tutti i corpi cheanno
presentab birifrangenzacorrispondonoai cristalli oggettoprincipaledi questo
studio, infatti molte altre particelle di varia naturapossono esibire questa
proprieta ottica, motivo per il quale solo le successive analisi specifiche
riveleranno ulteriori caratteristiche utili a definirne la vera identita

Le analisi micrdraman condotte su alcuni dei cristalli osservatinia
confermato la natura dei corpbirifrangenti precedentemente individuate
selezionatial microscopio ottico polarizzatore, identificati come cristalli di
pirofosfato di calciadiidrato. Unesempio degli spettri raccolti € osservabile in
Figura2?2 e presenta ipicchi principali a valodi Raman shift di 148, 754, 1182
1125 cm™; tali valori sono perfettamente combacianti con i valori trovati in

letteratura (Figura23) (Chenk. et al, 2008)
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Figura22Y & LISGGNR wl Yy NI OO2t G2 RIF dzy ONR&adGltftz2 OKS
campione 7.4.15.
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Figura23: spettri Raman di (a) una plaacalcificata (b) pirofesfato di calcio diidrato monogho (m-
CPPD), (a3PPD triclindt-CPPD)(d) idrossiapatite(HA)(Chen K. et a).2008)

E possibile constatarelal confronto tra gli spettridi Figura22 e Figura23 chei
picchirelativi d cristallo analizzato combaciano con la maggior parte dei picchi

del pirofosfato di calcio trlao (c) documentato in letteratura

Le analisSEM condotte sul campione hanawidenzi&o la presenzadi numerosi
cristalli, osservabiliellaFigura24, che illustrda stessa porzione del campioire
due immagini acquisite simultaneamente da elettroni secondari eslééroni

retrodiffusi.
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BE! x1000 WD22,83mm 20,00k 10 ym

Figura24: immagine SEMlel campone 7.4.15, a sinistr&Ee a destraBSEgentrambe a 1000
ingrandimenti. Il cristallo cerchiatce analizzato mediante spettrometria EDS (si veéigura25).

~

E possibile notare chg St £ QA Y BIf BAVINPRIA NFidandh&kdeiF FdzaA f QAR
cristalli e facilitata in quanto, come descritto nel capitolo 3.2, i cristalli di fosfato
di calcio, caratterizzati da un numero atomico medio maggiore, appaiono piu

chiari rispetto alla base costituita da materiale organico.

P Ka
CaKa
0 Ka
c
aKb
'-
dnablonaliominat blhsan i wdilsiod o i 4 con be bisaldat c0ie be
2m 400 6.0 8.00 1000 12.00 14.00 16.00 18.00

Figura25: spettro EDS datristallo cerchiato inFigura24.

54



Lo spettro EDSiportato in Figura25 rappresenta in maniera esemplificativa
composizione chimicael cristallocerchiato in giallo inFigura24, che risulta
essere costituito da fosforazalcioe ossigenoln questo campione ao stati

analizzatidiversi altri cristalli simili al precedentee tutti hanno rivelato la

medesima composizionehimica
Per quanto riguarda le analisi in diffrazione a raggi X da polveri, a causa della

guantita estremamente limitata di campione a disposizione, & stato necessario
nonsolof Qdzi At AT T 2 RSTIRPANRNI 2Y 16T Siiddid 8 | @y
molto elevato, per un totale di 84 ore.

Il pattern risultante, riportato inFigura 26 ha evidenziato diversi picchi di
diffrazione, che sono stati trattati e analizzetint QI dzaAf A2 RSt a27¥Fd g
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Figura26: diffrattogrammaottenuto attraversola diffrattometria a RX delle polveri convenzionale

Numerosipicchirisultano appartenere al pattern di diffrazione datofosfato di
calcio diidratg presente nel deabase PDFeon codice di riferimento 040488
confermana le precedentianalisi spettroscopicheTuttavia, alcuni picchi sono
rimasti esclusi da questa identificazione e, malgrado i numerosi tentdtivi

assegnazionenon si € ancora giunti alla determimane certadelle ulteriori fasi
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presenti nello stesso campiondl picco di diffrazione molto intensca circa

H ' 28.4 potrebbe apparteneralla calcite,ma non sono state ottenute altre

evidenze a conferma di tale identificaziorfeer canprovarei risultati ricavati

attraversolj dzS & G Qdzft G A YI Y Sé& faR2conBald wna rhisGidif A G A OF
micro-diffrazione a raggi »u una piccola porzione dello stesso materiale

prelevata per mezzo diunafibRiRA @GSO NR O2y RAgu®3.0NR RA wmnn

tF INRITCAI 8§

Figura27: porzione del campione 7.4.15 analizzato in miatiffrazioneaRXL f f I 42 RS
fQF NBF OAND2fFNBE NI LILINBaSydl FLILINR&AA

| risultati ottenuti, osservabili nel diffrattogramma diFigura 28, hanno

confermab le analisi condotte attraverso il diffttometro da polvere

convenzionale

| due diffrattogrammi acquisitrisultano apparentemente iglersi in quanto il

diffrattometro a RX delle polveri convenzionale utilizzato per ricavare il pattern

di diffrazione dFigura26impiegaf I f dzy 3KST T RQ2yRI RSf NI YS
mentre il diffrattometro perlamicrd®RA FFNI T A2y S  w- &FNMHzG G €|
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RSt Y2t A0RSYy 2 IdolreiYdoii delie tisianze intérptanari sono

leggermente differenti nei due diffrattogrammi per motivi strumentali.
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Figura28: diffrattogramma ottenuto attraversola micro-diffrazione aRX di un insieme di cristaltiel
campione 7.4.15

Attraversof QI y I f A4&A RSt S L2aAilsimifdriuRita LA OO
RSGSNN¥AYIFINB A LI NFYSGNR RA OSttl FddNY
Holland and Redfern (1995). | parametttenuti sono:

a = 7.3656(9)
b =8.2773(21)
C = 6.6865(8)

h ' MAHPYTOHD
j [ THOPPYOHDV
T ppPATOHD
Vol = 379.09(9)

Tali parametri di cella corrispondono a quelli del pirofosfato di calcio diidrato,

comedimostrato in letteratura flandelN. S, 1975.
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Il campioneda D!, ura volta preparato aoe descritto nel capitolo 4.3 stato

osservato al microscopiottico in luce polarizzataS NJ f QA Y RA @A RdzZr T A2y S RA
da studiare successivamenteattraverso le altre metodologie analiticheIn

particolare, lungo il bordo di goccia disidratata etata osservatauna seriedi

cristalli prismatici, allungati e birifrangentitutte caratteristiche proprie dei

pirofosfati di calcioO2y RAYSyaAiAz2yiA OKS NFE@AAHzy 32y 2 | yOK
Un solo dettaglioé apparsoincongruente: la birifrangenza anziché essere

positiva risultaa negativa. Per confermare la presenza di quesstalli & stéa

analizzataanche una goccia di l#o stato liquido,non diluito nécentrifugatq

confermando la loro presenza anche sul campione precedentemente al

trattamento.

Figura29: cristalliprismatici birifrangenti del campione "G 6 A YY Il 3Ay S | f infuseONR &a O2LIA2 203 0GA O
polarizzata con compensatoje

Nella porzione interna della gocgimvece,si sono notatedelle conformazioni

irregolai non birifrangenti di naturapresumibilmente organica (Figura 30),
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contenenti particelle birifrangentidi forma molto meno definita e regolar
rispetto a quella dei cristalli preseritingo il bordodella gocciaTali particelle, di
dimensioni variabilitraid S A Tn >Y3X #dauyabito@dr INpidi i S NA T

tondeggiante e con una birifrangenzan colori variabile non omogeneasulla

particella(Figura31).

Figura30: conformazionidorganiche irregolari contenenti piccoli corpscolibirifrangenti (immagine al
microscopio ottico in lucepolarizzata con compensatoje

Figura31: corpi tondeggiati con colori di interferenza variabilfimmagine al microscopio ottio in luce
polarizzata con compensatoje
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t SNJ LINE OSRSNEB Odfffazidn&d RXhd d& aristallifogservath i NP
Hgura29 é stato quindi montatour condifficolta) su di una fibrali vetro del
diametro dim n n . EaYprincipalecomplicazioe nel prelievo di un singolo
individuo si e rivelata essere la durezza estremamente bassaristalli questi
infatti si frammentavano al primo contatto coil capillare utilizzatoper
raccoglierli dal supporto. Tale comportamento € sembrat@malo in ganto i
fosfati di calcio possiedono una durezza piuttosto elevaia quindi proceduto
applicando una goccia di acqua ultrapura MilligBreu una piccola porzione del
campiore, in modo tale che i cristalandassero in sospensione e fosse cosi
possibilerecuperarli senza rischiarne tattura; la tensione superficiale troppo

St SO I , petdfha npeditp dila fibra di vetro diaggiungere cristalli
stessi! Y ydzz @2 GSyidl GA @2 § akdidtiiceet RBIOSHRYISE2 dzi A
perlaloro minore tensione superficialena purtroppoi piccolicristalli a contatto

con questi fluidisi sono disciolti completament&s pochi secondi. S quindi
tentato nuovamentequesta operaziondd 2 y f (Hétta §licekina,l |2 quale
oltre ad aver portatoin sospensione in cristalli, ha svolamche la funzionali

collanteper il cristallo sulla fibra di vetrmsservabile ifrigura32.

Figura32: cristallomontato sullafibra di vetro utilizzandola glicerinaimmagine al microscopio otticin
luce polarizzata con compensatoye

60



Successivamente la fibra con il cristallo é stat@ntata al diffrattometro da
cristallo singolger microdiffrazione ed e stat@seguita una misura prelimina
dalla qude, pero, non é risultato alcunspot di diffrazione. Questo risultajmer
certi versi inaspettatoha portato aformulare diverse ipotesi a) nonostante

f QFroAlG2 S fl matedialeNhakzibto yich @ ristallino) il cristallo ha
uno spessore troppo esigue per quanto la strumentazione sia estremamente
sensbile non é riuscitaa rilevare alan segnalec) il segnale di diffrazione del
cristallo potrebbe essere stato troppo debole, venendo totalmente assorbito dal
vetro della fibra) la radiazione X ha danneggiato irreversibilmente il cristallo in

pochi secondi.

Al fine di spiegare le osservazioraccolte damicroscopia ottica e micro
diffrazione i cristalli sono stati analizzati attraverso la spettroscopia micro
Raman. Le misureanno fornito spettri caratterizzati da un numero molto
elevato di bande. In particolare, i principali picchi sono posizionati a valori di
Raman shift di169, 1328, 539, 677 ¢hfFigura33). Tali picchi nosono isultati

appartenerea nessuno dei compostggetto di studio del presente lavoro di tesi.

E stataquindid Sy G G f QAYGSNIINBGIT A2y S RSt A 2
microwl Yy 02y f Ql dzZaAf A2 RS a2Fdol NB h a
impedito QA Y RA @GARdzZE T A2y S R $fquatd®nonireséng inl y I £ A

alauno dei database consultati

Tuttavia #Ble analisi ha confermato che i cristalli prismatici e birifrangenti
osservati al microscopio ottico polarizzatore in realta non sono pirofosfati di

calcio, come invecerano statiinterpretati in un primo momento.
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Figura33: spettro Raman raccolto da un cristallo prismatico e birifrangeiel campioned BLE ©®

Per confermare ulteriormente che i cristalli osservati non sqpicofosfati di
calcioe stato analizzato lo stesso campione al S&ilaverso cui si € notata una
tonalita scura dei cristallagli elettroni retrodiffusi Figura34). Inoltre, gli stessi
sono risultatiessere corposti prevalentemente da carbonio e ossigeno, eom
dimostra lo spettrdEDS irFigura35. Nel medesimo spettropicchi del #icio, del
calcioe del sodo sono generati dal vetrinsottostante utilizzato come suppto

per depositare il campione.

E stao quindi ipotizzato che taliparticellg osservaé in questo campiong
possano rappresentaredei compostiorganici forsederivanti dafarmaci utilizzati
nel trattamento delle artropatie durante le infiltzgoniinsegh G 2 | f £ QF NI NR OSy (1 S

Tuttavig none ancora stata accertata la loro vera natura e genesi.

- .. ' - =
! »
o ¥ "J ‘ 4
= ¢ &

. *
Y -
-
Figura34: immagine SEMiel campionedGAIE = | dttényita ia 8 destrain BSEentrambea 500

ingrandimenti.
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Figura35: spettro EDS delle particellehe appaiono scuin Figura34.

| cristalli di pirofosfatodi calcio sono statcomunque individuati attraverso
successivesservazioni al SENh particolarein immagini acquisé da elettroni
retrodiffusi (Figura36). Lo spettroEDSdei pirofosfati di calcio &iportato in

Figura38.

Figura36: immagine SEMiel campionedGAIE = | @ttanyita ia 8B4 destrain BSEentrambe a 160
ingrandimenti.

Inoltre i cristalli di fosfato di calcisono stati osservati anchsotto forma di

ammassicompostida numerosissimi cristalli, osservabili iingura37, i quali non
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sono stati riconosciuti come tali durante le osservazioni condotteie@ascopio

ottico polarizzatore, in quanto erano visidilif f Q Adya@gedafi dirifrangenti

piuttosto che come singoli cristalli.

Figura37: immagine SEMlel campionedGAIE = | ditényita i 8B4 destrain BSEentrambe a 100
ingrandimenti.

P Ka
CaKa
0 Ka
akh
Lidll g g ,d L ettt hae e e
2.00 4.00 6.00 §.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00

Figura38: spettro EDS dei cristalli di fosfato di calcio.
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[ I O2YLX SaaailtidSgveStochanhpionglastid iéngele fqiadto
uno studio approfonditodei cristalli presenti inLS di articolazioni patologiche
non possasvolgersiO2 y Q lunlaiséldteaniaafalitica ma & necessario
f QdziAt AT T 2 @etodoldgigperiif@nireRuka cdritedizzazione il pil

possibilecompleta e corretta.

53/  YLIA2YS a. ! {¢

Lt O Y LJA andli@zatcal. micfoscopio ottico pokizzatore, si & dimostrato
assai povero di cristalprismatici birifrangenti. | raresemplari osservatianno
presentaib dimensionridotte, fino ad un massimo ¢i m3>in Figura39, indicato
dalla freccia, e possibile osservare un esempio di comera@epi pochi cristalli

di questocampione

———

Figura39: un cristallo birifrangente indicato dalla frecciagel campionedBUSZ (immagine al microscopio
ottico in luce polarizzata con compensatore
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Al fine di chiarirela natura dei cristalli birifrangenti osservati al microscopio
ottico sono state codotte delle analisi attraverso la spettroscopia mi¢taman.
Qi spettri acquisitirelativi ai cristallsono risultatiesserecaratterizzatida bande

molto nette, collocae avalori diRaman shift di 1067, 1385, 724 Cifrigura40).

1067.35

1385.02

-r-ma 38

3000 2500 2000 1500 1000 500
Raman shift (cm-1)

Figura40: spettro Raman dei piccoli corpuscoli birifrangenti individuati nel campione BUS.
Il risultato ottenuto attraversode analisi condotte coa spettroscopia micro
Raman si @ichostrato inaspettato embiguo. Etato quindi necessario utilizzare
il SEMEDSal fine diottenere informazioni chimichen modo tale da rendere la
ricerca degli spettri piu specifioa comprendereal megliola natura di questi
cristalli
Da immaginiSEM ssono potutinotare diversicristallidalle forme prismatiche e
tozze Figura4l), ma ai BSEono appasi scuri € nonduminosé come ci Si
sarebbe aspettatodai fosfati di calcio.ln Figura42 & possibile osservare un
ONRA&adGlff2 SadNBY!Il YS dtiterlelta®adi igdmoiol £  QF 6 A G2 LIN
Inoltre, QI y IEDS\ suidcristalli osservati haelato che essi sono costituiti

principalmente da sodio e ossigerfadquras3).
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Figura42Y AYYlI 3AyS {9a RSt O ¥Wuaia §ESa désird if BSE, ertramibd a®® a (i NI 2 { |
ingrandimenti.
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Figura43: spettro EDSlei cristalli diFigura41.
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Una volta ottenuto il chimismalei cristalli & stato piu semplidaterpretare gli
spettri Ramarprecedentementeacquisiti programmando la ricerca in base alle
informazioni chimichettenute dagli spettri EDS

Grazie al confronto degli spettri Raman acquisiti sperimentalmente con altri
spettri presenti in letteraturaKigura44) (RoussealD. L. et al.1968e Nakamoto

K. et al, 2008 si econcluso che i cristalli osservaigultanoessere costituiti da

nitrato di sodio(NaNQ).

1067.35

u_}k‘,‘,‘i_,- e - I =
(1068)
20X
724
(1385) RN
—t— t ; ot 1 } i
1200 800 400

FREQUENCY (cm*t)

Figurad4: confronto tra spetro Ramanottenuto in questo studio(in alto) e quellodel nitrato di sodio
documertato in letteratura (in basso) RoussealD. L. et al. 1968 eNakamotoK. et al, 2006)

La presenza di nitrato di sodio in un campione di liquido sinoviale patologico
potrS06S RSNAGIFNB RIff Il idu®dD 6 di2udfaimhaso? y S
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AYASGOEr GA EIXHINGIMYORSENYI2A 2 RSE | aS3dzA G 2

pero,non sonoancorastate confermate

54/ I YL 2VyS 4&DL. ¢

haaSNBI G2 | R 2 00 KA zha@Enodre und dorzidhe ofdailica y' S
biancastra che nonostante le ripetutediluizioni non si &€ completamente
disgregata Al microscopio ottico polarizzatore con il compensatore inserito
questa porzione prevalentemente costituita da materiale organjcsi €
presentda molto irregolare ericca d corpi tondeggiantiKigura45) aventicolori

di interferenzavivaci, talvolta dispost croce di Maltaidentificati come cristalli

di lipidi. In particolare, ingo il ordo sinistrodella goccia disidratataono stati
osserva numerosi corpuscolbirifrangentidi forme molto varie taluni prismatici

regolai, altri pit irregolari, le cui dimensioni variaR I mn  [Figwade). > Y

Figura45: porzione organica detampionedGIE a bassangrandiment (immagine al microscopio ottico
in luce polarizzata con compensatore).
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Figura46: corpuscolibirifrangenti di diverse morfologe (immagine al microscopio ottico in luce
polarizzata con compensatore).

Successivamentei cristalli sono stati analizzati utilizzando Il#ecnica
spettroscopica micrdRaman Anche in questo campione, come nel caso di

aD!' [ ¢ €2 &aLIS{dNRo dNRundrdsd lbandeGigura 47,02 a G A G dz
comprese soprattutto tra alori di Raman shift di 200 e @8 cm’. In particolare,

i picchi principali sono posizionati a valori di Raman shift 1657, 1604, 1168, 1138,

1327 cni. Tuttavia, non & da trascurare la regione a circa 3008 mguanto

almeno 34 bande sono ben visibili ed una in particolare mostra intensita

importanti (es.: banda a 2938m™).
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Figurad7: spettro Ramardei cristalli irregolaribirifrangenti osservate netampionedGIE @&

Attraverso QI y I € A a A Rbird42eé statbIGoinio bldde pssikioni delle
bandecompresetra 200 e 1500 cthcombaciao perfettamente conquelledello

spettNP NJ OO02ft (2 RdzNI yiS fQFylfAaiigRSt OFY
48,

1400 - 1
1200 -

10001 | ‘

Raman Intensity {(cps)

" . . Ay . . . v . . v ' Y v v . = . v . . . —
1400 1200 1000 800 600 400 200
Raman shift (cm-1)

Figura48 & LISG G NRA  wl Yy RSA ONXR & | inele edagucdiNdddampioney St OF Y LIA
a D LEin rdsso.

Inoltre, in aggiunta agli spettri appena descritti, sono statcadtt ulteriori spettri
costituiti da bande diverse rispetto ai primigd én particolare i picchi principali
risultano posizionati a valori di Raman shift di 1085, 280 eci2(Figura49).

Tali valori corrispondono normalmente a quelli della calcite.
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Figurad49: spettro Raman di alcuni cristalli irregoldpirifrangenti2 & 8 SNBIF G A y St OF YLIA 2y S aDL. é

AlfinS RA O2 y FSNYI NBgli $p&th RengniiatqligiiDdarhpfodey S R S
aDL. ¢ & adalkid2 2aaSNII G2Sié duschilawbBarel 2 QI dza A f |
esattamente la stessa area gia esamirgtanicroscopio otticodi conseguenzai

sono potute studiae le caratteristiche di ogni cristallo osservéoguras0).

S

ISEl x150 WD22,37mm 20,00k 50 um

Figura50:A YY I 3AYy S {9a R$EC O WAWA ¥ 8 bl dedrai it BSE,daitramba 305 { 9
ingrandimenti.

Comed A 2 & & ilMadinea yeStfa difyuras0 & possibile notare che alcuni
cristalli presentano una tonalita scurajentre altri presentano una tonalita

chiara;tale caratteristica indicaevidentementeche le due tipologie dicristalli
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sono composizionalmente differenfi. Q I y' I thando&tra®che{i cristalli scuri
sono costituiti prevalentemente da carbon® ossigenp come riportato nello
spettro di Figura 51, mentre quelli chiari sono risultati composti quasi
interamente da calcip carbonio e ossigengFigura 52). Combinando le
informazioni di spettroscopi @A O NI T A2y f & stfo pdssibiey’ I A & A

affermare corunacertasicurezzache i cristalli chiari siano costituiti da calcite.

CKa

Ka

me-»uu-o.—n.. Sometd et ban i1 Aiblides st 8 peimily fe  s1m v . :
2m ian (%1 L] 1080 1200 1400 16.00 150

Figura5l: spettroEDRRSA ONR &Gt € A OKS | LILJI A 2F6@as@ OdzNA  y St t QA

CakKa

e T —

6.00 LAl 1000 1200 14.00 1600 18.00

Figura52 spettro9 5{ RSA ONRX &ail tt A OKS | LILJFigArgse. OKA Ll NR y St
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In Fgura53 sono riportati ulterori cristalli che mostrano la stessa composizione
riportata ddlo spettro EDSn Figura52. Come appare evidentd, cristalli di
calcite presenti nel campione studiatmostrano diverse morfologie, daiccoli

cristalli squadrati ad aggregati irregolari fintomdeggianti.

Fgura53A YY I 3AyS {9a R$EC O WAWA VS bl de&rai it BSE,daitramba 305 { 9
ingrandimenti.

t dzZNJ R2O0dzYSydF Gl Ay NINAR OFair ocabtef Q2NAFYAAY

FEEQAYGSNY 2 RA ofidod dA 8¢T @Ry @ MR | 628 LNH2YSy (2

ulteriori approfondimenti

55/  YLIA2YS 64t C/ 5¢

£t QAYGSNY2 RSt sta@LREABAYS  §t RQIARS NI NBzZ 02y f
microscopio ottico polarizzate, diverse masse opachdé@regolari contenti

dzy’ Q §d duahtita di cristalli birifrangentRl £ £ QF 6 A 12 LIN®aYlF G§AO2 | ft
dimensioni relativamente ridottein media atorno agliy  XFYgura54). Inoltre,

lungo il bordo della goccia disidratataesbsservaa una moltitudine di cristalli

che presentano una morfologia quasi rotondeggiante, dalle dimensioni assai

ridotte, osservabili come puntini birifrangentriguras5).
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Figuras4: cristalliprA & Y G A OA OANARFNI yISYdA it QAYIESNYy2 RA dzyl Y
(immagine al microscopio ottico in luce polarizzata con compensatore).

Figura55: cristalli birifrangentiosservati lungo il bordo della goccRA & A RNJ G F G y St OF YLIA 2Y
(immagine al microscopio ottico in luce polarizzata con compensatore).
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Successivamenfesu alcuni cristallisono sate condotte analisimicro-Raman.

' YyOKS Ay [[dzSaG2 OFYLA2YyS:E 0O02YS vt OF YLIA2Y S
costituiti da bande assai nette, posizionate a valori di Raman shift 1067, 1385,

724 cm. Confrontando gli spettri Raman acquisiti da questo campione con quelli

RSt Ol YLIA2YS a. ! {¢ S | (RQubskalD. LAef&.4986\ Rdzl G A Ay f
e Nakamoto K. et al, 2009, viene confermata la presea di nitrato di sodio

(NaNQ) anche in quesi campione.

1067.28

1384.93

724.26

el

3000 2500 2000 1500 1000 500
Raman shift (cm-1)

Figura56Y & LISGGNE wl Yy RA Ff OdzyA ONRAGEEEA LINRAYLFGAOA G211

Per confermare irisulta® G 0 Sy dzi A A f  @dtas laialzatd BEM. C/ 5 £

In Figura578 L2 3daA0AfS 23aSNUINB  QStSIlFaAaarYyYl
Fff QAYGSNYy2 RSt OFYLA2YS atC/ 56 [S Y2NF2f2
assai varie, da globulaé a Ay 32t S>> R2LIIIAS 2 4Gl YIydzNAR2ES

ad aciculari, spesso aggregati a ciuffi e covoni
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Figura57Y AYYlF 3AyS {9a RSt | OlaVLoMAayiDla desi@ Id BSE, daiiree 50 { 9
ingrandimenti.

Lacomposizione chimicdei cristalli osservati in questa porzione del campione
a t C/ofienuta attraverso la tecnica EDS risultata essere pevalentenente

calcio, carbonio e ossigen9,2 YQS§ LIR2aaAoAt S O2rgadsd G NB R

CpKa

——————— e e - e bad s -
Loe 00 in 100 5.0 6.00 ALl 800 900 1000 1000 1280 1300 14®0

Figurab58: spettro EDSlei cristalli osservabili ifFigura57.

Inoltre, n Figura59 & possibile osservare f OSy (4 NP R ffiliraQA Y Y I 3
organica(molto scura ai BSE), quasimpletamene ricoperta dacristalli, che
risultano essere costituiti prevalentemente da cal@ome risulta dallcspettro

riportato in Figura60.
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Figura59¥ AYYlI 3AyS {9a RA dzyl FAONI 2NHFYAOF NAO2LISNII
a t C |/ askistra ottenuta in SE a destra in BSE, entrambe aGthgrandimenti.

CaKa
NaKa aKb
0Ka  pka
st b b st ot b BT T
2.00 4.00 6.00 g.00 10.00 12.00 14.00 16.00 15.00

Figura60: spettro EDS dei cristalli che ricoprono la fibra organicéidjura59.

Oltre a queste tipologiali cristalli sono stati osservati rari esempldi cristalli
con abito prismatico allungatouno di questi cristalli e&erchidgo in gialloin

Figura6l.
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BEI x1500 WD22,10mm 20,00 w5 Um

Figura6l. immagine SEM ottenuta in BSE a 1500 ingrandimetristallo cerchiatoe stato analizzato
mediante spettrometria EDS e il relativo spettro e ragsentato inFigura62.

Analisi EDS condotte su questo cristallo hanno evidenziatprdaalenzadi
fosforo e calcio, risultato chéa confermao la presenza, seppur limitatadi
LANRF2aFF G2 RA OFfOA2 ffQAYGISNYy?2

CakKa

PKa

0Ka

CakKb

1 |

b by sl b bl A LAl A e e Wb Bede fiie b 8 e e b o shn e b ade ot e
Lo 2.0 in a0 5.00 6.00 7.0 E A1 900 1080 1100 1200 1300 M4m0

Figura62: spettro EDS del cristallo cerchiato kigura61.
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Ulteriori cristalli analizzati sono risultati essere composprevalenzala sodioe

ossigeno(Figura640 @ ¢ £ A ONRaGl ffAX RA OdzA dzy S&aSYLIA
cerchio in Figura 63, hanno presentad un abito prismatico tozzo. La

composizione chimica di tali cristalli, ricavata attraverso la teclExs,ha

confermdo i risultati degli spettri Raman precedentemente acquisiti

dimostrando che tali cristalli sono costituiti da nitrato di sodiosilicio nello

spettro EDS appartiene al vetro del supporto su cui giace il campione.

Figura63: immagire SEMR St O Y LIA aagidistraiaiteDutabit SE a destra in BSE, entramlze
1000 ingrandimenti.ll cristallo cerchiato é stato analizzato mediante spettrometria EDS e il relativo
spettro € rappresentato irFigura64.

SiKa

NaKa

0O Ka

CaKa

Lottt kit il s b Lo JBBLLL b il s ol vt sl il reninte bt i e b

2.00 4.00 6.00 §.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00

Figura64: spettro EDS del cristallo cerchiato ffigura63.
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Come descritto precedentemente nel capitolo 4.3 il campione 1MN e stato
suddivisoindé LINRP@SGUOSSE Ay dzyl RSttS ljdzSttS |
ialuronidasi. Nonostante la diversa preparaziprne campioni, osservati la
microscopio ottico polarizzatore, non hanno mostrano differenze evideifrti.

entrambi i canpioni sié potuto ossevare una fitta magliadi fibrina el altri

composti organiciOKS Kl NB&a2 |adalA RAFTFA@RE G2al
cristalli Il quantitativo dicristalli birifrangentipresenti nel campmine si € rivelato
decisamentescarsoe questj osservabilicg RAFFAO2f Gt yStf QAYY
Figura65 indicati dalle frecce giallesi trovanoA y & NJ LILI2 f | { Afittd £ £ QA Y (

rete di materiale organico

Figura65: immagine al microsgpio ottico polarizzatore, a nicols paralleli a sinistra e a nicols incrociati e
con compensatore inserito a destra; per dettagli sui cristalli evidenziati dalle frecce vedere testo.

Dalle successivanalisicondotte attraverso la spettroscopia micRamandei
cristalli osservati al microscopio ottiemno stati ricavati spettrcaratterizzati da
picchi estremamente ampi, tipici di sostanza amorfa, che ricalcano quasi
perfettamente altri spettri acquisiti in porzioni dello stesso campione costituite
da solasostanza organicé-igura66). Purtroppoé risultato mpossibile estrarre

cristallidalla fibrinaper ottenerne uno spettro
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Figura66: spettro Raman della fibrina (in rosso) e deistallo (in blu).

| cristalli sono quindi stati ulteermente analizzatattraverso iISEM al fine di

OKAFNANYS I yIFddz2NF® ¢dzidlr @Al | yOKS G0N
f QAYRAGARdzZE T A 2y SdiffiRciosa abalkazdél gréandeantititivaNR & dzt G+ 4 |

di materia organica fibrosa presente nel campipr@me appare evidente

RIEf f QA Y Yig@a6y. Slcui ristalli con abito prismatico piti 0 meno

allungato, sono stattuttavia individuati attraverso le immagini @ elettroni

retrodiffusi (Figura 68) ed identificati come pirofosfati di calcio mediante la

microanalisi EDS

ek

BEI x50 WD22,89mm 20,00kV 200 pm

Figura67: immagine SEM in elettroni retrodiffusi a 50 ingrdimenti delle maglie di fibrina nel campione
amMabé¢ o
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BEl x1000 WD22,88mm 20,00 s 10 UM

Figura68: immagine SEM in elettroni retrodiffusi a 1000 ingrandimenti dei cristalli di fosfato di calcio

In Figura69 risulta chiarocome anche le analisi chimiche condotte attraverso la
tecnica ED&bbianocoinvoto inevitabilmentela materia organica circostante ai
cristalli. Nello spettro infattie possibile osservarésforo, calcio e ossigenp
propri dei cristallijl carbonio @rivante dalla materia organica e il silicibsodio

e parte del calciappartenent al vetrino.

CKa

b bolesamamadns sl colaaimatn °

LR 140 210 280 350 0 49 5.60 6.30 1.00 7.1

Figura69: spettro EDS di un cristallo di fosfato di calcio; il carbonio appartiene alla materia organica
attorno al cristalla
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57/  YLIA2YS GHt! aé

' YyOKS Af Ol CLIAGYSBS Ghstadoledi&Eo in due provette

I RRAT A 2eyizimé Ratironida3i adina delle due.Anche in questo caso

osservando campioni almicroscopio otticgoolarizzatorenon sonostate notate

differenze, mnostante la diversa preparazionstudialR2 A f OF YLIA2Yy S daut! aé
nicols paralleli estato possibile notare alcuni corpuscoli prismatici allungati

(Figura 70), che pero a nicols incrociati nonhanno presentabt alcuna

birifrangenza Con ilcompensatore inserito, invece, € possibile osservana

serie di cristallmolto pit piccolj con abitoprismaticotozzo,visibilicome puntini

birifrangentiin Figura71.

Figura70Y AYYIl 3AYyS | f YAONR&AO2LIA2 20GA02 LRE(MRT T Gi2N8 I yAld2
dettagli su cristalli cerchiativedere testo).
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Figura7l: immaginedella stessa porzione di campione di
Figura70, al microscopio ottico polarizzatore con il compensatore inserito; indicati dalle frecce una serie
di piccoli cristalli birifrangenti (per dettaglsui cristalli evidenziati dalle frecceedere testo).

| cristall osservati attraverso il microscopio otticgmno poi stati studiati per
mezzo ddh spettroscopia micreRaman Dalle analisi spettroscopiche éag
ricavata una see di spettrii cuipicchiprincipali risultangposizionati a valori di
Raman shiftli 1049, 756, 35m™*(Figura72). Questi tre picchi sono caratristici
anche dello spettro @ pirofosfato di calcio diidrato Higura 23). Le bande
presenti nel range divalori di Raman shiftompresotra 2800 a 3100 cihe
alcuni dei picchi presentad altri valori di Raman shitippartengono molto
probabilmente alla materia organica che pud venireirraggiata dal laser in

quanto i cristalli studiati presentargpessori e dimesioniridotti.
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Figura72 spettro RamarRA dzy ONR a Gl ft 2 RSt OFYLAZ2YS Gut! agd

Per coifermaref | y I G4 dzZNF RSA ONR&AGI € AGREAEASNDI GA | €
sono state condotteanalisiSEM.Osservandde immaginiacquisite attaverso |l

SEMIil campione apparstraordinariamente ricg in cristallj come si puo notare
RFETfQAYYIF3IAYS Ay BiduSiskeNBwaxsd INSoihNBRA FFdzaA RA
possibile osservare un cristallo di pirofosfato di calcio isolBateabbondanza di

cristalli non era stata riconosciutasservando il campione per mezzo del

micros@pio ottico polarizzatorgin quanto le loro dotte dimensioni hon hanno

permesso percepne la loro caratteristica birifrangenza. Tdiattore sottolinea

f QA YLI2 NI I y 1 itvariBainpidniy B 6t NI 5 NB 2i0 hefdelogid AT 1 2 RA LI

analitiche differenti
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Figura74: immagine SEM in elettroni retrodiffusi a 1000 ingrandime®iA dzy'l T 2yl RSt QAYYLl
Figura73.
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Figura75: immagine SEM di un cristallo di fosfato di calcio, a sinistra ottenuta in SE e a destra in BSE,
entrambe a 2000 ingrandimenti.

Analizzando i cristalli osservati attraverso la techica EDS@s3iisultati essere
composti prevaéntemente da fosforo, calcio e ossigeno (Figura 76),

confermando i risultati ottenuti attraverso la spettroscopia mi¢taman.

068 1.20 1ee 24 i 160 420 480 5.4 600 660

Figura76: spettro EDS dei cristalli osservati nel campiomed t ! a € ®
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58 | YLIA2YS dot L ¥%E

Come i precedenti due campioni ancheadmpionea BlZ § adl G2 G NI G0
f QSYT AYLF A llef dieNPofzom hod hannd presentato differenze
YIfaANIR2 Af RAGSNREZ2 GNI GGl YSyG2da ¢dzidF
YAONR&O2LIA2 200A02 LREIFINARTTIG2NE LIAG Ay
trattati analogamenteInfatti, osservandto al microscopipsono stati individuati

numerosi cristalli prismatici, da allungatitozzi,birifrangenti a nicols incrociati

quali hanno mostratouna birifrangenza positiva con il compensatore inserito
(Figura77). Tuttavia, anche in questo campione & presente una senmatjlie di
FAONAYI OKS GNIGOiSyazyXaxiNONRAVE T LIS NS d:

precisa attraverso altre tecniche analitiche.

Figura77: cerchiati alcunicristalli che presentano birifrangenza positifanmagine al microscopio ottico
in luce polarizzata cosompensatorg; per dettadi vedere testa

Tali cristalli birifrangentisono stat successivamentanalizzatiin spettroscopia
micro-Raman. Gli sp#i risultanti presentano una serie di picchi, tra cui i
principali sono collocati a valori di Raman shift di 1049, 755, 36fRigura79),

i quali risultano appartenere allo spettro Raman del pirofosfato di cdiaioato.
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/| 2YS 2a2aSNBI G2 yS3ItA &aLISGGNR NI O02f GA RI
spettri sono presenti band&a 2800 e 3100 cihed in altri valori di Raman shift

dello spettro non corrispondenti a quelle del pirofosfato di calcio. Come dedotto

LISNI Af OF YLIA2YS Gut! aé¢ ljaies dellaSmatériay RS a2y 2
organica che e stat@nevitabilmente irradiata dal raggio laser aausa delle

ridotte dimensioni dei cristalli.
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Figura78Y & LISGGNR wl Yy RA dzy ONRaiGltft2 RSt OFYLAZ2YS

Al fine di confermare i risultati ottenuti in spettroscopia Raman sui cristalli

analizzati sono state eseguite anafiBM. ! y OKS | f f crkpjoned by B 1R S f

e stato possibileosservae unaquantita importante di cristalli caratterizzati da

abito prismatico allungato. In Figura 79 €& possibile constatarecome

Yy St QA YYlsitaik ¢létrorti $2tjoddari i cstalli siano pressochiévisibili,

ricoperti da una patinadi materia organica che li occultmentrey St f QA Y Yl 3Ay S

in elettroni retrodiffusi i cristalli appaiono chiaramente visibili.
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Figura79A YY I 3Ay S {9a RSt OFYLA2yS dotL%és | aAYyAaldNI
ingrandimenti.

Come dimostrazione dei risultati ottenuti attraverso la spettroscopia micro
Raman,analisi ED$®anno confermano che i cristalli studiasono costuiti da
fosforo, calcio e ossigeno Il carbono presente nello spettro appartienalla

materia organica che inviluppa i crist@ftiguraso).

0_ Ka

s oo sl
060 1.20 180 740 i 360 420 180 540 .00 6.60

Figura80: spettro EDS dei cristalliprésy G A y St Ol YLIA 2y S dot L%é o
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Lf OFYLAZ2YS an/tté NFLLNBaSydal fQdzZ G6aAY2 RSt
f QS y falurdhidasied I Yy OKS |j dzS & (i Q dztalfriA té2campi@ YS 3t A
precedenti, non ha mostrato differenze malgrado il daetrattamento a cui é

stato sottoposto.Al microscopio otticgolarizzatoreil campioned €PR appare

moderatamente ricco in cristalli e piu povero di fibrinaspetto agli altri

campioni In Figuira 81 e possibileosservarealcuni cristalli a nicols paralleli

caratterizzati da abito prismatico pit o meno allungato, i quali appaiono

birifrangentipositivia nicols incrociati e con il compensatore inserf@(irad?2).

Figra8lY AYYlI 3AyYyS It YAONR&AO2LMAZ2 200GA02 LRBEFINATTFG2NE | yAO
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Figura82: immagine della stessa porzione del campioneritiura 81, al microscopiwmttico polarizzatore
con il compensatore inserito.

Al fine di ottenere maggiori informazioni relative ai cristalliftangenti osservati

al microscopio ottico il campione e stato studiato in spettroscopia miRaman.

Gli spettri ottenuti sono carattezrati da una serie di picchi assai siaitjuelli
acquisiti RIF £ £ S Tyt AaA O2yR20GS ad OF YLIA2Y
principali sono collocati a valori di Raman shift di 1049, 754, 535, 3% Féqura

83), i quali sono caratteristici dello spettro Raman del pirofosfato di calcio
diidrato. Inoltre, allo stesso modo degli spettri dei campioni precedenti, si
osservano delle bande comprese tra 2800 e 3100 ethin altre porzioni dello

spettro, caratteristiche della materia organica presente in prossimita dei cristalli.
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Figura83 & LISG G N2 wl Yy RA dzy ONRadltft2 RSt OFYLAZ2YS dan

Attraverso immagini SEMottenute tramite elettroni retrodiffusi & possibile
osservare numerosiristalli prismatici contraddistinti da una tonalita chiara
(Figura84), caratteristichegia osservate in cristalli di pirofosfatti calcio Lo
spettro acquisito attraverso laéecnica DS ha confermato chiecristdli osservati
sono costituiti dafosforo, calcio e ossigeno(Figura 85). Il pica relativo al
carbonio nello spettro EDS appartienalla materia organica psente in

prossimita dei cristalli

BEI x800 WD22,19mm 20,00k =i 10 pum

Figura84Y AYYIlI 3AyS {9a RSt OFYLA2YS an/tté¢ 200Sydzit Ay . {9
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510/ F YLIA2Y S &t mé

Il campione P1, alifferenza di tutti gli altri liquid esaminati,proviene dlla

LI2NI A2y S RSt ORI YQIANSGHASINAdoibl AACRKYSS

Al microscopio ottico a luce polarizzatan il compensatore inserite possibile

osservare una serie di cristalli aciculafiequentemente raggruppati in tofi,
fortemente birifrangenti e di segno negativassai humerosi ma di dimensioni

ridotte, sebbenesiano presenti anche cristalli che raggiungono una lunghezza di

n n > Figuiés6 e Figurag87). Noto cheil liquido LINE @A Sy S Rlefinf QF @I Y
basealle caratteristiche otticheosservate & verosimile che cristalli presenti in

guesto campioneiano diurato monosodico.
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Figura86: insieme di cristalliche presentano birifrangenza negatianmagine al microscopio ottico in
luce polarizzata con compensatore).

Figura87: insieme di cristalli che presentano birifrangenza negat{immagine al microscopio ottico in
luce polarizata con compensatore).
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t SNJ YST12 RA dzyl FAONI RA @GSiGNR 02y RA
piccolo agglomerato di cristalliFigura88) su cui & stata condotta una misura in
micro-diffrazione a raggi X. diffrattogramma risultante, riportato irrigura89, é
O2adGAddzad2 RI RAGSNBA LAOOKA RA RAFTTN
software HighScore Plus. La maggior parte dei picchi ottenuti € risultata
appadNli SY SNE | f  Q dNiNaQ)apReBeht©rl datdbakk FDE cod

codice di riferimento 0311.890.

Tuttavia, alcuni dei picchi acquisiti non risultano appartenere alla fase cristallina
individuata e, nonostante diversi tentativi di assegnaziorm si € ancora giunti

It QARSYGAFAOIT A2YS RA dzZf GSNA2NR FlFaa O

Figura88: LJ2 NI A 2y S RSt an@libztoiirRigreRA G FMET A2y S | w-® Lt tl1 G2 R
fQF NBF OAND2ft F NI NAIDLINSF S B0 I QIF NEBNE & AN RAF G RI ¢
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Figura89: diffrattogramma ottenuto attraverso lamicro-diffrazione a RX di un agglomeratwistallino del
OF YLIA2YS a4t mé o

Attraverso successive analisi condotte in spettroscopierayiRaman sono stati

acquisiti detj spettri costituiti da numerosebande i cui picchi principali sono
posizionati a valori di Raman shift di 619, 1052, 1001, 579 &mal confronto

dello spettro raccolto dal campione analizzatoon gli spettri RSt f QdzNJ { 2
monosodicarinvenut in letteratura(BolanL. et al, 204 e McMahonG, 2009 &

stataosservata la perfettaovrapposizione di quegfrigura90).
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Figura90: spettro Raman del campiong y a i dzRA2 oAy Ffd20 S aLISGINR wl Y
articolazioni umane documentato in letteraturaBolanL. et al, 2014) (in basso).

Perverificarela natura dei cristallanche sulle base G G N> GSN&E 2 f QI Ol dz
loro chimismo sono inale state eseguite analisii SEM. Irmagini acquisite da

elettroni retrodiffusi dimostrano come i tofi che al microscopio ottico sono

risultati completamente opachi in realta siano costituti in gran parte da cristalli

(Figura9l).
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