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1. INTRODUZIONE
1.1 Nanotecnologia e Nanomedicina

Il termine “nanotecnologia” include un vastissimulato di ricerca e di
applicazioni accomunate dal fatto che le dimensidai materiali
coinvolti rientrano nel range dei 0,1-1000 nanomé8ahoo and
Labhasetwar2003]. Proprio in virtu di queste dimensioni talateriali
possiedono proprieta peculiari; infatti, le canagsteche chimiche e
fisiche dei materiali possono cambiare in modoaaeéi quando la loro
dimensione si riduce a un livello pari a quellaudi aggregato di atomi.
Dimensioni piccole implicano arrangiamenti spazigpecifici degli
atomi di superficie dai quali dipendono le progxiehimico-fisiche del
“nano-oggetto” in esame.
Ad oggi la nanotecnologia € un campo in rapida mspae e coinvolge
diversi settori, tra i quali, I'ingegneria, I'elathica, le scienze dei
materiali e la biomedicina. Pertanto, non e sombeate che con la
convergenza di numerose discipline scientifiche siano molte
interpretazioni dei termini "nanobiotecnologie”, afromedicina” e
"nanomateriali”.
I campo della "nanomedicina” € distinguibile pachcorrelato
unicamente con la medicin@anotecnologie al centro del paziente

A seguito di numerose discussioni la Fondazionepaa della scienza
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(FSE) Forward Look Nanomedicine ha definito, tramtbnferenza di
consenso, la nanomedicina nel seguente modo:

“La Nanomedicina e quella disciplina che utilizzausnenti di
dimensioni nanometriche per la diagnosi, la prevemez e il trattamento
di malattie e per avere una maggiore comprensioee abmplessi
meccanismi fisiopatologici che sono alla base dellgattie. Pertanto,
I'obiettivo finale e migliorare la qualita dellata.”
L’'applicazione dei benefici della scienza colloglal(nano) é
riconducibile a diversi secoli fa. | primi pioniediell'era moderna sono
stati Faraday, che nel 19° secolo ha riconoscititopbrtanza del
“rubino” oro colloidale fFaraday, 1857], llya Metchnikov e Paul Ehrlich,
che nel 1908 hanno ricevuto il premio Nobel perntadicina. In
particolare, Metchnikov ha contribuito molto allalerizzazione della
fagocitosi [Cooper 2008], mentre Ehrlich ha sostenuto il concetto di
diagnostica cellula-specifica e terapie cellulanrate. Quest'ultimo,
infatti, & stato il primo a sostenere il concettmahomedicina coniando
la frase"pallottola magica"”,cioé quel sistema capace di trasportare |l
farmaco nella cellula bersaglio in modo da non eagiulle cellule
circostanti.
Anche il '900 e stato un secolo estremamente inapbet sia per lo

sviluppo dei polimeri sintetici che per l'ingressell’'uso clinico di
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routine delle prime nanostrutture come vettoriadnfaci.

Invece, negli ultimi decenni e cresciuto notevolteerinteresse
nell’utilizzo di nanoparticelle superparamagnetiafieossido di ferro
(SPIONSs) come drug delivery systemMdhmoudi et al 2011].

Cio che ha spinto molti ricercatori ad approfondioestudio di tali
sistemi e stato il fatto che gia negli anni '3anoparticelle di ossido di
ferro erano state utilizzate in clinica sotto forchanfusione parenterale
di soluzione di ferro per il trattamento dell'ananjMarchasin et al
1964, Silverstein et a] 2004], e che gia negli anni '90 venivano
utilizzate come agenti di contrasto nella risonammagnetica per

immagine (MRI) Bean et al 1959;Ferrucci, 1991].

1.2 Nanovettori nel drug delivery system
Gli strumenti utilizzati in nanomedicina come carsi di altre molecole
sono dettinanovettori L'utilizzo di questi come trasportatori di farmac
e oggi I'epicentro delle moderne strategie di diegvery.
Diverse tipologie ddrug delivery systemd@DS) sono state sviluppate
con lo scopo di minimizzare la perdita e la premaulegradazione del
farmaco in seguito a disattivazione chimica e/draatica, aumentare la

biodisponibilita del farmaco, ridurne gli effettioltaterali dannosi,
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incrementando la frazione di farmaco accumulataina determinata
zona dell’'organismofT[orchilin, 2001].

Tali DDS possono essere realizzati in modo da eteedei sistemi con
proprieta ben definite, ad esempio: una lenta diEgane
nell’organismo che permette di prolungare il tengpgpermanenza nel
torrente ematico; la possibilita di essere somrtratisper qualunque via,
(orale, nasale, oftalmica, endovena); capacitatdaaersare le barriere
fisiologiche, ad esempio la barriera ematoencefale la barriera
oftalmica; la reattivita a determinati stimoli quaariazioni di pH o di
temperatura. Inoltre, & possibile ottenere sisteh@ garantiscono un
rilascio specifico in un particolare tessuto metida coniugazione sulla
superficie di molecole direzionanti, sfruttandolegame di queste a
specifici recettori cellulari caratteristici deltea di interesseMuller,
1991;Torchilin, 1996].

Per ottenere i DDS sono stati proposti diversi ntedi partenza, tra
cui lipidi, polimeri e materiali inorganici, ottendo cosi dei sistemi con
differenti proprieta chimico-fisiche che ne perroati quindi differenti
applicazioni Liggins and Burt2002;Paciotti et al.,2006].

Visti i numerosi vantaggi associati all'impiegotdli sistemi innovativi,

nella letteratura internazionale sono stati prapdsftersi vettori per i
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farmaci, tra cui microparticelle, microcapsuleplkpmi, nanoparticelle e

micelle.

1.2.1 Sistemi direzionati
L'obiettivo dei “targeted drug delivery systemé quello di veicolare e
direzionare il farmaco verso un organo o un tesbatsaglio, sfruttando
le differenze biochimiche e metaboliche fra celltiealate” e cellule
“sane”, e di rilasciarlo in maniera prolungata teehpo.
Il direzionamento del principio attivo puo esserépmb attivo o passivo.
Targeting passivo
Il targeting passivo consiste nel trasporto, paerveaione o diffusione
passiva, dei nanocarriers, attraverso gli spazi adguillari fenestrati
tumorali, nell'interstizio del tumore e nelle céiyHaley et al, 2008].
La convezione si riferisce al movimento delle molecall'interno dei
fluidi. Questa avviene attraverso pori di grossaeatfisioni e dovrebbe
essere il meccanismo di trasporto predominantelgpenaggior parte
delle molecole di grosse dimensioni, quando la ai&lo netta di
filtrazione €& pari a zero. Al contrario, compostnc basso peso
molecolare, come l'ossigeno, sono principalmentasportati per
diffusione, definito come un processo di traspalitanolecole attraverso

la membrana cellulare secondo un gradiente di cdre@one, e
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pertanto, senza apporto di energia cellulare. Vigttapoiché la
convezione attraverso linterstizio dei tumori earse, a causa di
un’ipertensione interstiziale, il principale mecismo di trasporto dei
farmaci e la diffusionelanhier et al, 2010].

L’accumulo selettivo dei nanocarriers e del farma&eecolato avviene
tramite l'effetto Enhanced Permeability and Retention efféEPR)

[Haley et al.2008]. Alla base di tale fenomeno vi sono le caradtiche

strutturali fisiopatologiche di un tessuto (figurp in particolare sistemi
a lunga circolazione, contenenti farmaci o aggtregeicromolecolari,
possono accumularsi lentamente in siti patologion cendotelio

vascolare discontinuo e permeabilita alterata, camnee tumorali,
inflammate o infartuate, e indurre o aumentardabkcio del farmaco in

gueste aredaeda et al.2000;Maeda et al2009].
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A. Normal tissue

R Sy oy
Nanocarrier *
g

Figura 1. Rappresetazione schematica delleifferenze fisiopatologichetra un
tessuto normale &morali chedeterminano I'accumulo dei sistemi colloidali |
effetto EPRA. Tessuto normale con vasi sangu lineari tenuti irsieme dai peciti.
Nella matrice extracellulare sono presdibre di collagene, fibroblasti e macrofa
Sono, inoltre, presenti i vasi linfati B. Tessuto tumorale con vasi sangui
difettosi e altamente fenestrati. La matrice exdHiatare contiee molte piu fibre d
collagenefibroblasti e macrofa; mancano i vasi linfatici.
L'effetto EPR sara ottimale seé nanovettoririescono a sfuggire |
sistema immunitari@ pertantaircolare per un lungo periodin questo
modo oncentrazionilocali molto alte di nanosistenfarmacc-caricati
possono accumula a livello tumorale; per esempientro -2 giorni Si
possono riscontrare concentrazicl050 volte superiore rispetto
tessuti normali Iyer et al, 2006)]. A tal fine,sono particolarmeni
importantialmeno tre proprieta dei nanosiste

1- | nanosistemdovrebbro avere dimensioni comprese 10 e 100

nm. In realta perun efficiente estravasaziortalle fenestratur

dei vasi, 1 nanosistemdovrebberoavere dimensioni inferiori
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400 nm. D'altra parte, per evitare la filtrazionenale, i
nanosistemi devono essere piu grandi di 10 nm, nre@etr evitare
la cattura da parte del fegato i nanosistemi devesgere piu
piccolo di 100 nm.

2- La carica delle particelle dovrebbe essere neutrnegativa per
evitare I'eliminazione da parte dei reni.

3- | nanosistemi devono sfuggire al sistema reticaloésliale, che
distrugge qualsiasi materiale estraneo attravepsmrozzazione
seguita da fagocitosMalam et al, 2009;Gullotti and Yed®009].

Poiché il targeting passivo dipende dal grado dscekarizzazione
tumorale e dall'angiogenedBde, 2009)], 'accumulo dei nanosistemi
variera col tipo di tumore e dei siti anatomici.r Ressempio, l'alta
pressione del fluido interstiziale dei tumori solidduce l'uptake e
'omogenea distribuzione dei farmaci nel tumokeldin et al, 2004].
Invece, l'alta pressione del fluido interstizia# thmori associati ad uno
scarso drenaggio linfatico spiega come siano inaptetle dimensioni
del sistema per avere un buon effetto EPR: namosigirandi e a lunga
permanenza nel circolo sistemico (100 nm) sonotnaitienuti a livello
del tumore, mentre le molecole piu piccole diffondofaciimente

[Pirollo et al., 2008] (Figura 2.A.2).
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A. Passive targeting

1 Small molecule
° MNanocarrier
(@ Endothelial call

% Tumor cell

B. Active targeting

+ Ligand
" Receptor
ﬂ‘u Targeted nanocarriers
@) Endothelial cel %@{Q
|TT@

&% Tumor cell pd —

O o ¢

Figura 2. A. Targeting passivo d nanosistemi. (1) hanosisten raggiungono
selettivamente itumore attraverso il sistema vascolare discontitmehe circonda.
(2) Rappresentazione schematica della influenzka di#nensionenella ritenzione
nel tessuto tumorale.farmaci da oli diffondono liberamente dentro e fuori i ve
sanguigni del tumore a causa delle loro piccole edsioni e quindi la lor
concentrazione efficace ntumore diminuisce rapidamentvece, i nanosistemi
carichidi farmaco non possono diffondere indietro nesso sanguigno a causa de
loro grandi dimensioni, con cceguente progressivo accumuleffetto EPR.B.

Strategie di targetingtt@vo. | ligandi legati sulla superficie deanosistemi si legar
ai recettori sopraspressi dle (1) cellule tumorali o (2) dalleetlule endotelial

angiogeniche.
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Targeting attivo

Il targeting attivo si ottiene coniugando sulla edigie esterna dei
sistemi carrier molecole direzionanti (ligando &ngg) [Gao et al.,
2005], che legano appropriati recettori espresssit@ targeting (Figura
2.B). Nel caso in cui si vuole veicolare un farmaamatitumorale il
ligando viene scelto in maniera tale che si legli uan recettore
sovraespresso dalle cellule tumorali o dai vasionain e non espresso
dalle cellule normali. Inoltre, i recettori targdvrebbero essere espressi
omogeneamente su tutte le cellule bersaglio. Cié tiiluenza la
penetrazione a livello tumorale e I'affinita didege dei ligandi.

Alcuni esempi di‘targeted drug delivery systensono riportati in figura

3.

10
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A Antibody
b

\nﬁ S St

B. Immunoconstructions
Toxin : immnotoxin

W Radioisotope: radioimmunotherapy
Drug: immunocconjugates
\\, :u

D

C. Targeted-nanocarriers
1. Immuno-ligand 2. non-antibody-ligand

Drug. ku

™ Targerting ligands

Figura 3. Rappresentazione schematica di alcuni esempiadyéted drug delivery
system”.A. Gli anticorpi targeting sono generalmente immualogline monoclonali
g (IgG) (a) o frammenti Fal{b) o frammenti F(al (c). B. Gli immunocostrutti
sono formati dal legame tra anticorpi o frammerniti atiticorpi con molecole
terapeuticamente attiv€. | nanosistemi targeting sono nanovettori che eneso
in superficie un ligando targeting. Il ligando pessere un anticorpo monoclonale o
frammenti di anticorpo (immuno-nanocarrier) o lidami tipo peptidico e non;

inoltre, tali nanosistemi contengono un farmaco.

Tra i possibili ligandi vanno ricordati anticorgdorzioni zuccherine,
transferrina e residui di folato. Gli ultimi duengpattualmente adoperati
nel direzionamento di principi attivi a cellule tamali, poiché la
maggior parte di esse presenta una sovraespressitbadéoro superficie
di recettori specifici per il folatoLjcciardi et al., 2008] e per la
transferrina Jule et al.,2003; Dash, 2000]. Mentreper un possibile

direzionamento attivo al sistema nervoso centr@dd) si sono avuti

11
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esiti molto interessanti funzionalizzando la sujgef dei sistemi
colloidali con tensioattivi idrofili come i1 Polisbati 20, 40, 60 e 80,

capaci di interagire con I'endotelio cerebrddeduter et al., 1997].

- | polisorbati come agenti direzionanti al SNC
Risultati interessanti per un possibile direzionatoeattivo al SNC si
sono avuti funzionalizzando la superficie dei smtecolloidali con
tensioattivi idrofili come i poloxameri (conosciudinche con il nome
commerciale di Pluronic), i polisorbati 20, 40,680 ( conosciuti anche
con il nome commerciale di Tween), capaci di irgeecon I'endotelio
cerebraleKreuter et al. 1997].
Una delle interpretazioni di tale interazione ngeche cio sia dovuto
alladsorbimento di proteine plasmatiche, comepelipoproteine (Apo),
sulla superficie di sistemi rivestiti con PolisaiddPS) quando questi
vengono somministrati per via endovena. Lutkdk, 1997] osservo,
infatti, 'adsorbimento di Apo E sulla superficiei dianoparticelle
rivestite con Polisorbato 20, 40, 60 e 80 in plasimano.
In particolare, in uno studio condotto da Kreuter osservo che
nanoparticelle di polibutilcianoacrilato (PBCA) awein superficie |l

PS0, erano capaci di attraversare la barriera ematedelnca (BEE) per

12
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interazione di tali sistemi con 'Apo E e per swssiea endocitosi
mediata dal recettore del complesso cosi fornt&tedter et al. 2002].

Le Apo sono proteine anfipatiche, costituenti daieproteine, in grado
di legare i lipidi e aggregati molecolari deputati trasporto di
colesterolo e trigliceridi nel sangue. L’apo E iargcolare, interagendo
con un tipo di lipoproteine, le lipoproteine a kmsensital(ow Density
Lipoproteins LDL), forma un complesso che viene riconosciugouto
specifico recettore, il quale €& espresso copiostanenl versante
luminale delle cellule endoteliali che formano |EB In seguito
all'interazione del recettore e del complesso LDheAE si assiste ad un
processo di endocitosi che garantisce al SNC rettor apporto di lipidi
[Dehouck et al.1994 Meresse et al1989].

Numerosi studiin vivo hanno dimostrato che il BJresente sulla
superficie delle nanoparticelle costituisce un dittegame per le Apo B
e le Apo E. Le nanoparticelle diventano cosi irdgrdi interagire con il
recettore per le LDL prima di essere internalizzadéraverso un
processo di endocitosi mediata da recettore, dellale endoteliali del
microcircolo cerebraleKreuter et al., 1995 Alyautdin et al.,2001].
Appare evidente percio che le nanoparticelle riteesion P& mimano
le LDL adsorbite sull’Apo E, proteina che e moltspeessa nei tumori

cerebrali Murakami et al.,1988].

13
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- L’acido folico come agente direzionante ai tumori
L’acido folico (Figura 4), un ligando ad elevatéirgta per i recettori del
folato, € uno tra i ligandi target proposti con miag successo per il
drug delivery tumore-specifico.
Un importante caratteristica dell'acido folico eeatpuando derivatizzato
0 coniugato attraverso il suo gruppearbossilico mantiene inalterate la

sua capacita a legarsi ai recett@ayjallaro et al, 2010].

HO 0
o
N
H
o
OH NH
OH N
NF | =
)\ =
H,N N N

Figura 4. Struttura dell’acido folico.

L’'acido folico € una vitamina a basso peso molaeoléchiesta dalle
cellule eucariote, in quanto e coinvolto in alcwme metaboliche nella
sintesi di nucleotidi.

Poiché l'acido folico € essenziale per la biosintiedasi nucleotidiche,

la vitamina € consumata in elevate quantita dadidule proliferanti,

14
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nonostante le cellule animali manchino della viashitetica del folato.
Per questa ragione, le cellule normali trasportésmlogicamente i
folati attraverso la membrana plasmatica tramitegieraper il folato
ridotto e recettori per il folato (FRE[nakat and Ratnanm2004;Antony
2004].

Il primo meccanismo, potenzialmente presente ietdé cellule,
coinvolge una proteina transmembrana a bassataffiche trasporta i
folati ridotti direttamente nel citosol delle cd#ue costituisce la
principale via responsabile dell’'uptake dei fofatiologici.

Il secondo meccanismo si trova principalmente saéiule epiteliali
polarizzate e sui macrofagi attivaldkashima-Matsushita et.all999];
tali recettori FR, glicoproteici ad alta affinitegano e internalizzano
preferenzialmente i folati ossidati attraverso ensi mediata da
recettore Antony 1992; Leamon and Low1991; Leamon and Low
1993;Shen et a) 1994].

Piccole concentrazioni di acido folico sono su#fidi affinché il
recettore per il folato ridotto fornisca il giusapporto di folato alla
maggior parte delle cellule normali; invece I'FR frequentemente
sovraespresso nelle cellule tumorali umane, prdin@bite consentendo

alle cellule maligne di competere per la vitamila acarseggiare delle
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risorse (Garin-Chesa et a] 1993;Ross et al] 1994;Toffoli et al.,1997;
Wu et al.,1999;Bueno et al 2001].

La presenza degli FR in molte cellule cancerosefatto, identifica
questa classe di recettori come un potenziale ttgrge molti sistemi
terapeutici direzionabili al tumoré&funer and Weitmanl998;Leamon
and Low 2001;Lu and Low 2002].

Inoltre, gli FR presentano una peculiarita che giaie ulteriormente
qualificare questo recettore come target tumoreiBpe: generalmente
diventa accessibile ai farmaci somministrati pea wndovenosa
solamente dopo trasformazione maligna. Infatti, m@mente, gli FR
sono selettivamente espressi sulla superficie Epaala membrana di
alcune cellule epiteliali e, pertanto, sono inasit®$ alle sostanze
presenti nel sangue, quindi non disponibile aesmtterapeutici diretti
verso i recettori FR. Di contro, poiché le cellwiteliali maligne
perdono la polarita espongono al flusso ematioecettori FR, i quali
diventano accessibili ai sistemi target circol@bti and Low 2002].
Quindi, come ampiamente descritto in letteratumache i recettori FR
sono sovraespressi in un gran numero di celluleotaln maligne
(Tabella 1), I'acido folico e diventato una dellel popolari molecole

per il drug-targetingalle cellule tumorali.
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Tabella 1. Recettori per I'acido folico sovraespressi nei cundell’'uomo.

Tipologia di cancro umano % dei casi di tumore con
sovraespressione di FR
Ovarico 90 %
Mammario 50 %
Cerebrale 75 %
Endometriale 66 %

Renale 43 %
Polmonare 37 %
Mesoteliale 73 %

Colon-rettale 18 %

L'uso dell'acido folico come agente targeting étittrmente supportato
dal suo legame ad alta affinita (K 10'°M), bassa immunogenicita,
facile manipolazione, piccola dimensione,(#441.4), stabilita durante
la conservazione, compatibilitd con solventi orgaei acquosi, basso
costo e facile reperibilitajeddy and Low1998].

La coniugazione dell’acido folico a macromolecoleadrug delivery
systemcolloidali puo essere facilmente ottenuta attivandgruppi
carbossilici dell’acido folico per farli reagire o gruppi basici primari
presenti nella macromolecola d’interesSayallaro et al, 2010].

Dati sperimentali hanno dimostrato che se la foramez dei coniugati

avviene per reazione tra il gruppecarbossilico dell’acido folico e la
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macromolecola di interesse il coniugato che si fopuo interagire con i
recettori FR [eamon and Low;]991; Wang et al.,1996], viceversa
I'associazione con il recettore FR e fortementepromessa. Tuttavia,
ci0 non rappresenta un problema reale, poiché varsii studi & stato
dimostrato che, seppure le reazioni di derivatizaee possono avvenire
sia a livello del gruppa- o a-carbossilico dell’acido folico, si ha una
resa di attivazione dell'80% del gruppecarbossilico e del 20% del
gruppoa-carbossilico $hukla et al.2003,Wang et al. 1996,Leamon et

al., 1999].
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1.3 Micelle polimeriche
Le micelle polimeriche come carrier di farmaci s@tate introdotte da
Ringsdorf nel 1984Bader et al.,1984] e I'impiego di tali sistemi ha
suscitato nel mondo scientifico particolare attenei per le peculiari
caratteristiche dei polimeri adoperati, quali biopatibilita,
biodegradabilita e molteplicita di gruppi funziongotenzialmente
utilizzabili per la coniugazione con molecole dicgmnti [Andrianov
and Payne1998].
Le micelle sono delle dispersioni colloidali apeaknti ad una grande
famiglia di sistemi dispersi, formati da materigbarticellare (fase
dispersa), distribuito all'interno di un mezzo disgpente (fase continua).
Tra le dispersioni colloidali, normalmente divigetie gruppi principali,
liofile, liofobe e colloidi di associazione, le mite appartengono al
gruppo dei colloidi di associazione o colloidi ditifi.
In particolare, le micelle polimeriche sono ottenud partire da
copolimeri costituiti da unita monomeriche sia fileo che idrofobe.
Diversamente dagli omopolimeri costituiti da unithonomeriche
identiche, i copolimeri presentano due o piu tipudita monomeriche,
che differiscono per la loro polaritd. Questi dsietipi di gruppi

monomerici possono essere organizzati in una cateliraerica in modi
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differenti dando origine a copolimerandom blockso graft (Figura 5)

[Zhang ancEisenber,, 1995].

Omopolimero XXXXXXXXXXXXXX

(non forma micelle)

Copolimero Random XOXXOXX00XO0XXX

Copolimero Block
di-block XXXXXXX0000000
tri-block XXXXO000000XXXX

Copolimero Grafli XXXXXXXXXXXXXX

O 0
O 0
0 0

(0]

Figura 5. Principali tipologie strutturali di copolime (X = idrofilo, O = idrofobo.

Generalmente, quando il segmeridrofilo € piu lungo de¢ block
idrofobico le micelle assumono una forma sfericapertanto ese
risultano composte da Lcore di blocksidrofobici, stabilizzato da ur
corona,shell di catene polimeriche idrofi (Figura 6) Lin et al.2009].
Mentre, se aumenta la lunghezza della porzionefadeo rispetto a
segmento idrofilo si possono form strutture con una morfologia nc
micellare (non sferics, ma del tipo ad aste a lamell [Zhang and

Eisenberg,1995].
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3 testa idrofila

Figura 6. Schematizzazione di una micella in ambiente acquoso

1.3.1 Micellizzazione e concentrazione di aggregazione
critica (CAC)

Le micelle polimeriche sono delle strutture connuk&ro compreso
normalmente tra 5 e 100 nm, ottenute dall’assomnezispontanea in
soluzione di copolimeri anfifilici, in seguito aaggiungimento di una
certa concentrazione (detta concentrazione di gggrene critica, CAC)
e ad una data temperatura (temperatura criticadlimzazione, TMT).
Il processo di micellizzazione e un fenomeno regola
termodinamicamente, infatti, la forza che spingmlimeri anfifilici ad
auto-assemblarsi € la diminuzione di energia lilmkrlasistema, dovuta

alla rimozione dei frammenti idrofobici all'inteidaia con il solvente
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acquoso, al ripristino dei legami a idrogeno tranielecole di acqua e
alla formazione di interazioni tra la porzione ifileo del polimero e il

solvente; tale fenomeno e favorito anche dall'instesi di forze di Van
der Waals tra i gruppi idrofobi all'interno del w@ma, le quali
permettono di ottenere un ulteriore guadagno eteoy¢Jones and
Leroux,1999;Martin, 1993].

Un parametro chiave nel processo di formazioneedsilcelle € la
concentrazione di aggregazione critica o CAC, dcippresenta la
concentrazione di un copolimero anfifilico in satuze alla quale le
micelle iniziano a formarsi e sono in equilibrioncgli unimeri, mentre |l
numero delle singole molecole che formano le mecell chiamato
numero di aggregazione delle micelle. Ai valoriGAC o leggermente
al di sopra le micelle sono ancora poco compatteortengono
dellacqua nelcore [Gao and Eisenberg]l993]. Allaumentare della
concentrazione del copolimero anfifilico nel mezzequilibrio tra

unimeri e micelle si sposta a favore della formaeialelle micelle, le
quali diventano piu compatte e stabili, perdoneoesiduo di solvente

presente natore e diminuiscono le proprie dimensioni.

22



INTRODUZIONE

Figura 7. Rappresentazione schematica di polimeri anfifilcacqua: a valori di

concentrazione: al di sotta)( uguale ) e al di sopra della CAQ).

Piu basso e il valore della CAC per un dato copetoranfifilico, piu
stabili sono le micelle, anche ad una bassa corazone del
copolimero nel mezzo. Cio conferisce alle micelidimperiche stabilita
alla diluizione. Questo € un parametro di fondamlenimportanza dal
punto di vista farmacologico dato che, in seguita diluizione in un
grande volume, come puo essere il torrente ematalo,le micelle con
un basso valore di CAC sono ancora presenti, méminacelle con un
alto valore di CAC possono dissociarsi in unimeitilero contenuto puo
precipitare nel compartimento ematicikwon and Kataokl,995;
Muranishi et al.,1981;Gao and Eisenberj993;Marques,1997].

| copolimeri anfifilici genericamente mostrano dealori di CAC
dellordine di 10°-107 M, contrariamente a quanto si verifica per le
micelle di tensioattivi a basso peso molecolareua concentrazione

critica di aggregazione & in genere dell'ordind&@-10* M.
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Il valore della CAC é condizionato dalle porzioiudfile delle micelle
polimeriche poiché, allaumentare della lunghezeh ldocco idrofobo
rispetto a quella del blocco idrofilo, si ha gemmente una notevole
diminuzione dei valori di CAC, a cui fa seguito meremento sensibile
della stabilita micellarejwon andKataokg 1995].

Esistono vari metodi per determinare il valore @&llAC per un dato
composto anfifilico; tra i vari metodi si ricordananalisi HPLC (High-
performance liquid chromatography), la determinazio delle
dimensioni delle nanostrutture mediante light scatgy “small-angle” e
la spettroscopia a fluorescenza. Quest’ultimo me#d piu sensibile e
preciso Turro and Chung,1984; Astafieva et al.1993], ed e basato
sulla tendenza di alcune sonde fluorescenti, comeane, ad associarsi
con le micelle piuttosto che con la fase acquosayl datto che la loro
fluorescenza varia in dipendenza dell'intorno cleioncircostanteJones
andLeroux 1999].

Altro importante parametro che descrive il procedismicellizzazione é
la Temperatura Critica di Micellizzazione o CMT. dil sotto di questa
temperatura, i polimeri anfifilici sono presentina® unimeri, mentre al
di sopra sono gia presenti nel sistema sia comenarniche come

aggregati.
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1.3.2 Metodi di  preparazione delle micelle e
incorporazione di farmaci al loro interno

In base alle caratteristiche chimico-fisiche dgbaomero di partenza e
del farmaco che si desidera incorporare, per atterle micelle
polimeriche si possono applicare due principaliadetli preparazione
[Allen et al, 1999].
Il primo metodoa dissoluzione direttasi applica quando il copolimero
scelto e relativamente solubile in acqua, e camsistl’aggiunta di una
soluzione organica di principio attivo ad una saoe di copolimero
disperso in acqua, facendo evaporare successivaiaefase organica.
Mentre il secondo metodo, utilizzato per copolinggre hanno una bassa
solubilita in acqua, prevede la dissoluzione delotimnero e del farmaco
in un solvente organico, come ad esempio dimetilssido (DMSO),
dimetilformammide  (DMF), tetraidrofurano (THF), &oee,
dimetilacetammide (DMA), e successiva rimozione dmlvente
organico.
| solventi organici miscibili con l'acqua possonagsere allontanati
dializzando la miscela contro acqua, il lento abmamento della fase
organica attiva la micellizzazione.
In alternativa, si puo applicare il metodsolution casting”, che

comporta I'evaporazione della fase organica coméaione di un film
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polimerico, il quale favorisce [linterazioni polimefarmaco. La
reidratazione del film polimerico con solvente ausp caldo determina
la formazione delle micelle cariche di farmaco.

L’incorporazione fisica del farmaco idrofobico passere ulteriormente
ottenuta attraverso un’emulsione olio in acqua (/YWrocesso che
comporta l'uso di un solvente organico volatile nomscibile con
'acqua (come diclorometano, etilacetato). L'evazoone di tale
solvente determina la formazione delle micelleateidi farmaco.
Recentemente, € stata proposta un’innovativa puraetbne-stef,
basata sulla dissoluzione del polimero e del faomisic una miscela
acquatert butanolo (TBA) con successiva liofilizzazione delvente.
Solubilizzando il liofilizzato in un opportuno veilo iniettabile si avra la
formazione delle micelle cariche di farma@ufresne et a).2003].
L’incorporazione di farmaci apolari all'interno ¢kelmicelle viene resa
possibile dall’orientamento caratteristicaore-shell assunto dai

copolimeri (figura 8).
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Figura 8.Struttura coreshell di una micella e disposizione d@maco al suo intert.

L’efficacia dell'incorporazionedi farmaci poco solubilda parte dell
micelle dipendefortement: dal tipo di interazioni tra il farmac
solubilizzato e le catene idrofobiche formancore[Allen et al.,1999],
ma puo anche essere influenzato dalle interaziomi ilt farmacc
solubilizzato de catene idrdliche che costituiscono Ishel, cosi come
anche dalle interazioni interfacciali til farmaco e il solvente acquo
[Nagarajan and Gane;, 1989].

Recenti studi Xing and Mattic, 1998] hanno dimostrato che l'inizia
solubilizzazione avviene per sdauzione delle molecole di solvente
core micellaree successivo accumulo delle molecole di farmacta
zona piu centrale della mice, spingendo vide catene idrofobiche ¢
quest’area. Cigouo determinare un aumento della dimensione
micella in seguito all’espansione de¢«ore che contiene il famaco

solubilizzato all'intern. L'esito finale del processanoltre pud essere
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influenzato dalle dimensioni delle catene lipofdee danno origine al
coree dalle dimensioni delle porzioni idrofile formaitdishell[Allen et
al., 1999]. Nel primo caso, piu grande € la catemafadhica maggiore
sara la dimensione debre e quindi sara possibile incorporare maggiori
qguantita di principio attivoAllen et al.,1999], ed inoltre, aumentera la
capacita del sistema di trattenere il farmaco whafo, dato che le
interazioni idrofobiche sono le principali forze imeolte nella
solubilizzazione micellare di farmaci poco soluimliacquaZhang et al.,
1997]. Nel secondo caso, un aumento nella lungheletia catena
idrofila determina un aumento del valore della CAGindi, ad una data
concentrazione del copolimero anfifilico in soluz solo una piccola
frazione di questo copolimero sara presente neliad micellare e di
conseguenza diminuira la quantita di micelle camé&co incorporato.
L’incorporazione del farmaco nelle micelle puo avive non solo a
seguito di interazioni di tipo fisico con le pomio polimeriche
idrofobiche, ma anche in seguito ad un legame eowaldel principio
attivo alla macromolecola polimerica.

Se il farmaco e legato covalentemente calre idrofobo, la sua
incorporazione all'interno delle micelle procedmsitaneamente con la
formazione del sistema; il rilascio del principitiivao, quindi, risultera

controllato dal processo di penetrazione dell’acqeécore lipofilo,
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dalla dissociazione micellare e dalla finale ratdel legame farmaco-
copolimero.

Se lincorporazione del principio attivo avvienevéte attraverso
interazioni fisiche, il suo rilascio dal sistemaeidera dalla sua velocita
di diffusione dakore micellare e dalla disaggregazione delle micelle.
La disposizione spaziale del farmaco da solubitezal’interno delle
micelle dipende dalla sua polarita. In un sistermguaso, le molecole
polari vengono adsorbite sulla superficie delle el [Attwood and
Florence,1983], le molecole non polari vengono incorporate cafe
idrofobico, mentre le molecole con polarita intedmaesi distribuiscono
lungo le molecole del copolimero in determinateiziosi intermedie

(figura 9).

Figura 9. Schema di una possibile associazione del farmacolaomicella in
dipendenza dell'idrofobicita del farmaco (la pormoin nero della molecola del
farmaco rappresenta l'area idrofobica, mentre lezipoe in bianco simboleggia
I'area idrofila).
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1.3.3 Vantaggi delle micelle polimeriche
L'utilizzo delle micelle in campo farmaceutico peesa molteplici
vantaggi, sia per quanto riguarda le metodiche ré@pgrazione che
risultano essere semplici e riproducibili, sia da punto di vista
farmacologico. Infatti, I'associazione di un farrmacon un qualunque
carrier determina un assorbimento ritardato, una ristretta
biodistribuzione, un ritardo nella clearance ed wamainuzione della
velocita di metabolismo del farmaddWwang1987].
Un’importante proprieta delle micelle e la loro aaja di incrementare
la solubilita di principi attivi poco solubili in ezzi acquosiflworthy et
al., 1968;Attwood and Florencel983]. Infatti, la bassa solubilita di un
farmaco puo determinare uno scarso assorbimentaineliquna bassa
biodisponibilita, soprattutto per quanto riguarda domministrazioni
orali [Lipinski et al.,2000]. Inoltre, nel caso di somministrazione par v
endovenosa, potrebbe verificarsi I'aggregazione d@maco in
nanocristalli, determinando embolia, per 'ostrimaodi un’arteria o di
una vena, oppure un accumulo di tali aggregati nnsiio specifico,
associato ad effetti tossici locali e ad una dim@uiodisponibilita
sistemica.
L'utilizzo delle micelle, grazie alloshell idrofilo esterno, il quale

garantisce anche la dispersione in acqua dellesestedetermina la
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protezione del farmaco incorporato da possibilittimazioni chimiche
e/o enzimatiche dovute all'ambiente biologico oheirconda [houe et
al., 1998].

Altro vantaggio delle micelle € il loro piccolo di@tro (5-100 nm); tale
caratteristica determina una riduzione della cleegae di conseguenza
una maggiore permanenza delle micelle nel torremtetico. Tali
sistemi, infatti, sono sufficientemente grandi datage |'escrezione
renale (> 50kDa) e allo stesso tempo abbastanzalpi{e 200nm) da
bypassare la filtrazione da parte delle celluleegtrate interendoteliali
della milza Kwon 2003].

Le micelle, pertanto, somministrate per via pana&hg incrementando la
biodisponibilita e il tempo di permanenza dei facmzella circolazione
sistemica, aumentano la probabilita che i prin@givi si possano
accumulare nel sito bersaglio e contribuiscon@imtodo alla riduzione
di effetti secondari indesideratiJdnes and Leroux1999 Torchilin,
20021, Kwon and Kataokal995].

Le piccole dimensioni delle micelle, inoltre, rigurlo essere vantaggiose
per i processi di sterilizzazione associati alladpizione farmaceutica,e
qguindi possono essere facilmente ed economicanstrtdizzate per

filtrazione.
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1.3.4 Stabilita delle micelle polimeriche
La stabilita fisica dedrug delivery systera di fondamentale importanza
al fine di prevenire, dopo l'ingresso nella ciratme sistemica, la loro
dissociazione ed il prematuro rilascio del farmacworporato.
Generalmente le proteine plasmatiche tendono a rladso sulla
superficie di sostanze idrofobiche, incrementandaniero clearence e
quindi determinando la loro eliminazione dal toteeamatico. Tuttavia,
le micelle sono organizzate in modo tale che laedige esterna,
esposta all’'ambiente acquoso circostante, siataitatida porzioni che
interagiscono difficilmente con i componenti dehgae o dei tessuti, in
maniera tale da consentire a questi sistemi di peeme nel sangue o nei
tessuti per un periodo sufficientemente lungo, aesssere riconosciute
da proteine o da cellule fagocitichédller, 1991; Torchilin,1996].
Grazie a questa caratteristica, le micelle possssere utilizzate anche
come agenti diagnostici. Infatti, agenti diagnasta circolazione
prolungata sono di primaria importanza per indagimgnostiche
vascolari mediante traccianti radioattiwinslow et al 1996].
Diversi studi hanno dimostrato che la stabilitalelehicelle dipende
dalla natura e composizione dei copolimeri di pa&e[loncheva et al.,

2003].
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Uno dei polimeri sintetici piu utilizzati per laakzzazione della corona
esterna idrofilica e il poliossietilenglicole (PE@®)largo impiego di tale
polimero e frutto delle sue molteplici proprietalubilita eccellente in
soluzioni acquose, elevate flessibilita delle catpolimeriche, minima
influenza sulle proprieta biologiche dei prodo#rrhaceutici modificati
[Calvo et al.2001, Moghim,2007.

Inoltre, il suo uso, per somministrazioni pareniem stato approvato
dalla Food and Drug Administration (FDA) in virtuelte sue
caratteristiche, quali biocompatibilita, bassissitoasicita, assenza di
immunogenicita e antigenicita.

Le catene di PEG in un ambiente acquoso, comeidifliologici,
richiamano molecole di acqua formando wthell altamente idrofilo
che conferisce stabilita termodinamica alla micstkesse. Tale effetto e
ottenuto sia attraverso una diminuzione dell’ereelidgera di superficie
che attraverso la riduzione delle interazioni idlmthe intermicellari
[Adams et a] 2003;0tsuka et al 2003].

In aggiunta, la presenza sulle superficie esteelke anicelle di PEG
conferisce a tali sistemi propri€tstealth”, cioe impedisce le interazioni
tra i componenti del sangue e la superficie deesisrivestiti, riduce |l
legame delle proteine del plasma con le partid@i&hilate previene le

interazioni del vettore con le opsonine e ne rédida rapida cattura da
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parte del sistema reticolo endoteliale (RES); ih nedo si ha un
prolungamento del tempo di permanenza di tali sisteel circolo
ematico ptorm et al.1995;Kwon,2003].

Generalmente vengono utilizzate catene di PEG @so pnolecolare
compreso nel range che va da 1 a 15 KDa, anchiewa atudi hanno
dimostrato che allaumentare della lunghezza deldtena del PEG
aumenta la flessibilita delle loro catene ed antkenivita delle

particelle Adams et aJ 2003].

1.3.5 Composizione delle micelle polimeriche

Da tutte queste osservazioni si evince che un raioiale nel conferire

le proprieta alle micelle € giocato dalla compasizai chimica del
copolimero di partenza. Sono stati proposti nuneertipologie di
polimeri utilizzati per la costituzione di molecafifiliche in grado di
formare micelle e, in particolare, recentementessiati proposti diversi
sistemi micellari ottenuti a partire da poliammiowia [Cavallaro et al.,
2004b;Licciardi et al, 2010]. Questi materiali pensati appositamente per
il drug delivery sono substrati biocompatibili e biodegradabili che
vengono opportunamente coniugati con porzioni itrad idrofobe a

seconda della necessita.
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Per la porzione idrofila sono frequentemente watzi PEG con un peso
molecolare compreso tra 1 e 15 kDéwpn 2003]. Altre valide
alternative ai PEG sono il poli(N-vinil-2-pirrolide) (PVP), dotato di
un’alta biocompatibilitaJohnsoret al.,1992 Benahmegkt al.,2001]; il
poli(vinil alcol) e il suo copolimero poli(vinilatd-co-viniloleato), gia
usati per preparare micelle che incrementano lam@azione
transcutanea del retinil palmitatiouppi et al.,2002].

Le porzioni lipofile delle micelle sono normalmentmstituite da
composti ottenuti dalla polimerizzazione di L-liaiNKatayose and
Kataokal99g, acido asparticoYokoyamaet al., 1990 Harada and
Kataoka, 1999, acido D,L-lattico (PLA) Ramaswamyet al., 1997] e

spermina Kabanov and Kabano,99Q.
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1.4Nanoparticelle superparamagnetiche

Si definiscono nanoparticelle superparamagnetichpauticolare tipo di
nanoparticelle costituite da elementi magnetici eoferro, nichel,
cobalto e loro derivati, che sono in grado di riggere a campi
magnetici esterni.

Con un opportuno rivestimento superficiale, le nmarbcelle
magnetiche, possono essere disperse in un adesplaémte, formando
una sospensione omogenea, chiamegao-fluido. Questo tipo di
sospensione puo interagire con un campo magnesieone ed essere

direzionate in una specifica area.

1.4.1 Cenni sul magnetismo
Schrédinger formuldo nel 1926 una teoria nota comecaanica
guantistica o0 meccanica ondulatoria, che permettedekcrivere
matematicamente le proprieta ondulatorie delleigel® microscopiche
ed in particolare dell'elettrone. Egli associoeidttrone una funzione,
detta funzione d'ond®(x,y,z) tale che, il suo quadrat®(k,y,z)f da la
probabilita di trovare la particella in un puntdldespazio di coordinate
(x,y,2). La funzione d'onda di un elettrone in woenao & chiamata
orbitale atomico, il quale pud essere descrittditfiimamente come la

regione dello spazio attorno al nucleo dove € nwgda probabilita di
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trovare l'elettrone. Quest’ultimo si comporta cose fosse una sfera
carica in rotazione (attorno al proprio asse) eeom dipolo magnetico
(di fatto un piccolo magnete) nella direzione dsie magnetico e con
verso determinato dalla regola della mano destedo [@he I'elettrone
puo ruotare solo in due direzioni, il numero quamfpuo assumere solo
due valori: + Y2 e — V5.

In base alla struttura elettronica posseduta, erai sono caratterizzati
da differenti proprieta magnetiche e da una divendarazione con
campi magnetici esterni.

Inserendo materiali di tipo diverso all’internoudi solenoide e possibile
evidenziare gli effetti della magnetizzazione. p®senza mostra che
alcuni materiali vengono respinti debolmente dainga magnetico
prodotto dal solenoide (diamagnetismo), altri ver@o attratti
debolmente (paramagnetismo) e altri ancora vengtinatti in maniera
molto forte dal solenoide (ferromagnetismo).

Il fenomeno puod essere spiegato a livello microexgalla presenza di
dipoli magnetici microscopici entro la materia, dn&ialmente sono
disposti in maniera casuale. Applicando un campgneaco esterno
guesti dipoli tendono a orientarsi parallelamemnteaanpo, cioé si hanno
fenomeni di polarizzazione magnetica i quali generan momento

magnetico di dipolo diverso da zero.
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Pertanto, un materiale pud avere dal punto di visggnetico tre
comportamenti: diamagnetico, paramagnetico e magnea seconda
che gli atomi della struttura abbiano o0 meno un ewim magnetico non
nullo e in base all'orientazione dei momenti magmet
Il materiale magnetico é differenziabile in ferramatico (con gli spin
tutti allineati nella direzione del campo), antisianagnetico (con gli
spin anti-paralleli e di valore uguale, che si cemgano esattamente), o
ferrimagnetico (con gli spin anti-paralleli, ma chen si compensano
esattamente), quest’ultimo avra un momento magmgtermanente,
anche senza I'applicazione di un campo magnetico.
Cosi come i materiali, anche le particelle di ossdi ferro sono
classificate in base alla loro risposta ad un campgnetico esterno. In
particolare, la descrizione dell'orientamento delnmento magnetico in
una particella aiuta ad identificare i diversi tgpimagnetismo osservati
in natura.
Le proprieta magnetiche delle particelle possonseres descritte in
dipendenza dell'induzione magnetica (M) rispettaccanpo magnetico
applicato (H).
In molti materiali la relazione tra M ed H e linear

M= puH

doveyp € la permeabilita magnetica delle particelle.
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Le particelle di ossido di ferro mostrano paramagn® sep > 1,
diamagnetismo sg < 1. Nel vuotqu = 1.

In alternativa € usata la suscettivita magnetigh ¢ome stima
dell’efficienza della risposta della magnetizzaedi) del materiale ad
un campo magnetico esterria)(

Essa puo essere definita copre 6M/oH oppure come = u-1,ed € una
grandezza adimensionale.

Le particelle paramagnetiche hanns 0, particelle diamagnetiche< 0
e nel vuotgy = 1 [Chen C 1986].

Particelle con gli spin elettronici spaiati sialano spontaneamente cosi
che il materiale puo esibire magnetizzazione séapglicazione di un
campo magnetico esterno e vengono chiamate p&tieefomagnetiche.
Nello studio delle proprieta magnetiche sono imguait proprio |
diagrammi M vs. H che rappresentano le curve dirési magnetica

(figura 10).
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Figura 10. Ciclo di isteresi.

Un comportamento irreversibile nella magnetizzagzi@n indicato dal
fatto che una magnetizzazione residuaprmane nel campione, anche
quando viene rimosso il campo magnetico (H) estepss un certo
tempo che dipende dalla velocita di decadimentta aeagnetizzazione,
tipica del particolare materiale. L'area comprebanterno della curva
rappresenta I'energia necessaria per invertiredgnatizzazione. Me la
magnetizzazione di saturazione che si ottiene quamti gli spin sono
allineati rispetto al campo esterno; &lla coercitivita, cioé I'intensita di
campo che deve essere applicata per portare daenagnetizzazione

residua del campione.
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1.4.2 Proprieta magnetiche da” bulk a nano’
All'interno di un materiale magneti in bulk si possonmdividuare uné
moltitudine di domini, ciascuno dei quali émposto da un gruppo
elettroni con spin che puntano nella stessa direzione e agi
contemporaneamen(figura 11).La formazione di tali domini é lega
alla minimizzazione dell’energia del sistema. Laolalimensione ¢
infatti, dettata dalla compzione tra I'aumento di energia imposto
campo magnetico esterno e la spesa di energiaesiehiper I
formazione delle “pareti” che circoscrivono i domiiQueste ultime
pOSsSoNno essere spostate applicando un campo nwgasterno. Il lor
movimento omporta I'aumento della dimensione del dominio rmago
nello stesso verso del campo magnetico applicai® @rigine alla curv
d’isteresi magnetica. La dimensione caratteriddeiadomini dipende d:

materiale; di solito & nell’'ordine della decinananometri.

CAMPO MAGNETICC
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Figura 11. Domini magnetici nei materiali macroscoj.
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Quando le dimensioni dei cristalli diventano picqale di un singolo
dominio, esse si comporteranno da singoli domingmeéci, poiché la
formazione di ulteriori sottodomini diventa sfaveoe. Tali materiali
possiedono caratteristiche chimico-fisiche diversgetto al materiale di
partenza in bulk Babes et al] 1999]; infatti, le piccole dimensioni e
'elevata area superficiale delle particelle maget portano ad un
radicale cambiamento delle proprieta magnetichee,esssendo dei
singoli domini magnetici, esibiranno fenomenisdiperparamagnetismo
[Goya et al.2003].

Nei sistemi superparamagnetici I'applicazione diaampo magnetico
esterno determina una forte magnetizzazione, maeguite della
rimozione del campo magnetico esterno nessuna foazmetica residua
rimane tra le particelleupta and Gupta2005a].

Le nanoparticelle superparamagnetiche, dette SPIOMsstrano
un’elevata  magnetizzazione di  saturazione, coeitéti e
magnetizzazione residua nulle (figura 1Bpfmann-Amtenbrink et al

2010].
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Y=

Figura 12. Magnetizzazione di particelle superparamagne.

Diversi tipi di materiali magnetici, come per esempssidi di ferrc
(FeOse FgQ,), leghe metalliche (Fe, Co e Ni), leghe di ferroobalt,
sono stati ampiamente stud per il “Magnetic drug delivery syst¢ .
Tra questi materiali la magnetite 30,4, singoli domini di -10 nm), il
comune ossido di ferro magnetico, risulta esse candidato pit
promettente per la sua biocompatibilita e biodegidida
[Schwewrtmann et ., 1991].

E stato, infatti,dimostrato chele SPIONs dopo somministrazione

Vivo, possono essere metabolizzie che gli ioni ferro rilasciati vanno
sommargalla quantita di ferro presente nell’organismoiecorporars
nellemoglobina degli eritrociti, e pertanto degaidlungo il normale

percorso di riciclaggio del fer [Weissleder et al1989].
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1.4.3 Applicazioni delle SPIONs in campo biomedico e
tecnologico

Per la prima volta, nel 1970 Freeman e il suo goupp ricerca
introdussero il concetto di magnetismo in campo inefFreeman et
al.,1960]. Da allora la ricerca ha permesso di otteriversi tipi di
particelle magnetiche e vettori.
Oggi I'obiettivo & quello di ottimizzare le proptdedelle nanoparticelle
magnetiche al fine di incrementarne la concentrazioei vasi sanguigni,
ridurne I'eliminazione precoce dal torrente cir¢oféo, minimizzarne le
interazioni con siti non specifici ed aumentarngpiake nelle cellule
bersaglio cosi da ridurre la dose di farmaco necesplahmoudi et al
2001;Douziech-Eyrolleset al2007].
Le SPIONs sono particelle sintetiche costituiterdaghemite \-Fe,05),
magnetite (F,) ed hermatite o(-Fe03); esse posseggono un core di
diametro compreso tra 10 e 100 nm e presentanavastimento sul
guale o all'interno del quale, viene caricato rhf@aco.
La peculiarita di questi sistemi e quella di poessere veicolati al
tessuto bersaglio attraverso I'applicazione di lagnete esterno. Come
suggerisce l'acronimo SPIONs, sono dotate di swgvarpagnetismo;
guesta caratteristica, come gia detto sopra, lkgeremagnetizzabili fino a

saturazione, in presenza di un campo magneticacappldall’esterno;
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quando il campo verra rimosso, le nanoparticella poesenteranno
alcuna magnetizzazione residua. Questa propriet@wngione della
dimensione delle nanoparticelle e di norma subgugravalori di almeno
10-20 nm di diametro. Al di sotto di questi valbigsistema non presenta
I domini multipli che sono invece presenti in tutthagneti piu grandi ed
al contrario si comporta come un “super spin siogalon elevata
suscettivita magnetica. Nei sistemi superparamagndopo rimozione
del campo, le nanoparticelle si ridisperdono, reddemeno probabile la
formazione di aggregati, che potrebbero costituirdimite al tempo di
emivita del sistema in quanto esso verrebbe pilnfaate fagocitato ed
eliminato se si trovasse sotto forma di aggredatbltre, escludere la
formazione di aggregati, permette di escludere arahformazione di
eventuali trombi.
Le SPIONs, per le loro proprieta fisiche, chimichiermiche e
magnetiche, si prestano bene a un gran numeraehzgali applicazioni
biomediche quali:

a) Marcatura delle cellule/separazione cellulare

b) Riparazione tissutale

¢) Immagine di risonanza magnetica (MRI)

d) Ipertermia

e) Magnetofection
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f) Trattamento dell’artrite

g) Drug delivery

Marcatura delle cellule/separazione cellulare

La marcatura delle cellule con sostanze ferro/pagm@tiche € un
metodo utilizzato per la separazione di celluleiro e per far si che le
cellule marcate siano individuate per mezzo delRi.M

Le tecniche di marcatura e separazione delle eellulvivo utilizzano
due approcci: fissaggio delle nanoparticelle maghetsulla superficie
delle cellule Handgretinger et aJ 1998] o internalizzazione delle
nanoparticelle magnetiche biocompatibili attraveesamlocitosi in fase
fluida [Schoepf et al 1998], endocitosi mediata da recettori
[Cuatrecasas and Rqtth983] o fagocitogiWeissleder et al1997].

Una strategia per un’efficace e specifica marcatoedlulare con
nanoparticelle magnetiche consiste nel modificaresuiperficie delle
nanoparticelle con specifici ligandi, in manieréetahe la cellula non
solo riconosca il sistema ma lo internalizza atrag endocitosi mediata
dal recettoreQuatrecasas and Roth983;Bilbao et al.,1998].

Allo scopo di facilitare I'endocitosi delle partite sulla loro superficie
sono stati coniugati diversi ligandi, tra i quahtiaorpi monoclonali

(Mabs). Altri agenti targeting come transferrinagtbferrina, albumina,
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insulina e fattori di crescita, sono riconosciudi I@cettori sovraespressi
frequentemente sulla superficie delle cellule denmiferi. Questi
recettori, non sono solo marcatori cellulari, masanche in grado di
internalizzare molecole legate ad essi. Inoltreltingh questi ligandi,
sono stabili e generalmente poco immunogenici.

In assenza di sistemi che inibiscono I'endocitosaolte nanoparticelle
sono endocitate dalle cellule ed infine, inglobatevacuoli digestivi.
Una volta che le particelle vengono endocitatepgabdmente vengono
staccate dal recettore superficiale, diventandottadli effetti inattive.
Di conseguenza, le cellule sono ad alto rischiapdiptosi, a causa di un
carico eccessivo di queste particelle al loro mierSe a quest’ultime
viene pero impedito di lasciare la superficie de#ula, esse resteranno
in contatto con il loro specifico recettore, sesmhire endocitosi. Infatti,
si e visto che nanoparticelle superparamagnetictrivatizzate con
diverse proteine targeting come lactoferrina, temisa, ceruloplasmina,
ecc.., si legandosi fortemente ai recettori supeitii ed inibiscono la

fagocitosi (figural3) [Gupta et al, 2003;Gupta et al.2004a].
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Figura 13. Schema di derivatizzazione delle SPION con ligatadgeting quali

lactoferrina (Lf) o ceruloplasmina (Cp) per il ditenamento ai fibroblasti umani.

Le SPIONSs, opportunamente funzionalizzate con noddeorganiche,
che li rendono anche diperdibili in acqua, posstumgere da marker di
specifiche cellule in vivo; possono essere usats, gsempio, per
individuare zone tumorali soprattutto del fegatdeelinfonodi.

Un’altra applicazione si avrebbe funzionalizzane &PION con leganti
specifici per alcune biomolecole; in tal modo pbbrero, ad esempio,

fungere da marker del DNA per individuare sequénbagliate”.

Riparazione tissutale

La riparazione dei tessuti prevede il trapiantaeliule staminali in un
tessuto leso, le quali accrescendosi, proliferaedalifferenziandosi
riparano il danno tissutale. In questo campo leOBRl sono state

proposte come strumenti che fungano da sostegne pelule staminali
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e che ne permettano il rilascio nei siti desideiad le cellule staminali
vengono marcate con le SPIONs si rende piu sempiideacciarle
all'interno dell'organismo utilizzando, per esempia MRI. Cosi
facendo, infatti, si potra sequire il percorso @ekllule staminali in vivo
senza utilizzare tecniche invasivi@ute et al., 2011; Jendelova et al.,
2003].
L’aumentato uso delle SPIONs in tale campo € poaloiente dovuto ai
vantaggi che l'utilizzo di tali sistemi offrono; ipro tra tutti € la loro
biocompatibilita, come e dimostrato dal fatto cllizzo delle SPIONs
come agenti di contrasto € stato approvato dalladFand Drug
Administration; in secondo luogo, la suscettibilithagnetica delle
nanoparticelle rende l'intero sistema un buon agelntcontrasto per la
MRI. In piu le SPIONs possono subire modifiche stip@li al fine di
permettere 'ancoraggio di diversi tipi di cellid@mminali; cid puo essere
realizzato attraverso diversi metodi:
1. le cellule staminali e le nanoparticelle ferromage vengono
incubate insieme fino a quando non si ha l'accunpalssivo delle
SPIONs all'interno delle cellule. Con questo metodon si

ottengono grandi risultati poiché allaumentarelalejuantita di

nanoparticelle all'interno delle cellule aumentaattivita
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macrofagica che limita il successivo uptake¢he de Laquintane
et al.,2002].

2. alla superficie delle SPIONs vengono legati ageméir la
transfezione, come Superfect®, poly-L-lisina, pnot@aa e
Lipofectamine®, in modo tale da migliorarne I'imafizzazione
delle nanoparticelle nelle cellule staminalidilander et al.,2008;
Frank et al.,2003;Miyoshi et al.,2005 ].

3. la permeabilita della membrana delle cellule staiviene
alterata con l'aiuto di un campo magnetico che algelingresso
delle SPIONSs all'interno delle cellul&falczak et al.2005]

Come gia accennato, la risonanza magnetica puaruiile per seguire
il decorso delle cellule staminali in vivo, al fime comprendere come
esse migrino, attecchiscano e si trasformino nwtipi desiderati a
livello del tessuto bersaglio. Chiaramente, al fin@ttenere una buona
marcatura delle cellule staminali con le SPIONseéessario modificare
la superficie di queste ultime. A tal proposito, relo et al hanno
preparato delle nanoparticelle rivestite con mamnosnediante il
metodo della coprecipitazione, per poi marcare esse le cellule
staminali. Successivamente, attraverso la microacagitica ed a
trasmissione elettronica, hanno appurato che iemistvenivano

internalizzati nelle cellule dello stroma del midobsseo di rattoHorak
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et al., 2005]. Un altro esempio e quello di Babic e il syroippo di
ricerca, questi hanno voluto valutare come la pdisina a diverso peso
molecolare possa influire nelluptake delle SPIOMNslle cellule
mesenchimali del midollo osseo di ratto. Essi gawasalla conclusione
che il polimero ad alto peso molecolare sia in grall ottimizzare
I'internalizzazione; infatti, alcune delle nanopaetle ferromagnetiche
testate furono ritrovate all'interno di lisosomi mtee altre all’interno di
endosomi. In linea generale, da questo studio es¥igto che l'uptake
dipende dalla concentrazione di polimero usata pedificare la
superficie delle SPION®Rbic et al.,2008].

Le nanopatrticelle ferromagnetiche, oltre che percar@ le cellule
staminali, possono essere utilizzate anche comeindezrasporto per
gueste ultime e per consentirne il rilascio nesuéisbersaglio. Infatti,
Yang et al hanno funzionalizzato le SPIONs in mbd@lente: da una
parte hanno coniugato un ligando specifico per ddule staminali,
dall’altra un ligando per il tessuto miocardico arttiato. | risultati
ottenuti hanno dimostrato che le SPIONs, guidate utia campo
magnetico esterno, riescono a condurre le celli@misali nella zona

cardiaca lesa [Yang et al., 2008].
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Immagine di risonanza magnetica (MRI)

Nanocristalli superparamagnetici di ossidi di fenpossono essere
utilizzati come agenti di contrasto nella MRl (Magje Resonance
Imaging), una tecnica usata in ambito medico cheuraiil rilassamento
di spin nucleare protonico nei tessuti, riuscendmsformare il segnale
in immagine. Particelle magnetiche micrometrichemplessi chelati di
loni magnetici iniettati nei tessuti fungono da mtyeli rilassamento
protonico, poiché contribuiscono a ridurre i terdprilassamento degli
spin nucleari protonici {(tempo di rilassamento spin-reticolo) @ T
(tempo di rilassamento spin-spin). In particolade agsidi di ferro
superparamagnetici, riducendo, Tpiu che T, determinano un
oscuramento dell'immagine li dove essi si accunmlan

| nanocristalli magnetici avrebbero come vantaggidatto di poter
circolare nel sangue per un tempo maggiore risgetigstalli piu grandi,
di poter attraversare le pareti dei capillari egiaggere i linfonodi e di
essere anche promotori di rilassamento protonic@fiicaci [Gupta and

Gupta,2005a].

Ipertermia
L'uso dell'ipertermia (calore) nel trattamento dintori maligni € una

tecnica molto antica. Gia Ippocrate, il padre defledicina, sosteneva
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che i tumori superficiali potevano essere cautatizgpplicando un ferro
caldo. Ai giorni nostri, diversi metodi (bagno aclgaa calda, pirogeni
come tossine batteriche miste, radiazioni ad akgulenza, ipertermia
dei fluidi metallici) vengono impiegati per riscal@ e distruggere i
tumori.

Il campo magnetico non viene assorbito dai tesguéinti e puo essere
applicato a regioni profonde del corpo.

Quando Igarticelle magnetiche sono sottoposte ad un canggmetico

alternato, viene generato calore a causa dellaitperdagnetica di

isteresi. La quantita di calore generato dipendia datura del materiale
magnetico e dai parametri del campo. Le particatlagnetiche

incorporate all’interno delle cellule tumorali smgbste ad un campo
magnetico oscillante, si riscaldano, raggiungenda temperatura che
dipende dalle proprieta magnetiche del materiadéa dorza del campo
magnetico, dalla frequenza di oscillazione e daflapacita di

raffreddamento del flusso sanguigno nel sito inecpresente il tumore.
Pertanto, poiché le cellule tumorali sono sensikdlie elevate

temperature verranno distrutte quando la temperataggiunge valori

prossimi o superiori ai 43°C, mentre, le cellulamali, piu resistenti

all’'elevate temperature, sopravviveranr@ofdon et al, 1979] (figura

14).
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Figura 14. Iperteria magnetica.

Magnetofection

La magnetofection €& wuna tecnica in cui le nanopelld
superparamagnehe associate con vettori di DNA sono trasfei
all'interno delle cellule attraverso I'applicaziodeun campo magnetic
esterno. Per questo scopo le nanoparticelle suenggnetiche devor
essere rivestite con policationi, come per esengmbetilerimmina
(PEI) [Scherer et a] 2002]

In un recente studio, & stato dimostrato ¢ complessi DN/PEI-
SPIONs attraverso ilproton sponge effectriescono adevadere la
barriera endosomiale, ed a rilasciare il gene tBrasse nel nucle

Utilizzando mageti permanenti o altern. le nanoparticelle sarani

costrette a seguire il campo magnetico evitala libere diffusione
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all'interno del citoplasma, e determinando una nmagg efficacia di
transfezione. E stato inoltre dimostrato che i cesgi DNA-PEI-

SPIONs sono meno tossici dei complessi PEI-DBtijtz et al.2007].

Trattamento dell’artrite

| corticosteroidi rappresentano un capo saldo rtetkpia contro I'artrite.
Essi vengono iniettati direttamente nelle articmaz colpite; sebbene
riescano a trattare i sintomi di questa patologiyngo andare possono
provocare la formazione di cristalli che causanfezioni articolari.
Recentemente sono stati sviluppati dei sistemi selbdi SPIONs e
corticosteroidi, ed e stato dimostrato come esss@ao essere utili per
risolvere il problema sopra detto.

Attraverso l'applicazione di un campo magneticerst, questi sistemi
possono essere trattenuti nelle capsule articelatando le iniezioni
ripetute e I'eliminazione dovuta all'attivita maéagica e dei sistemi
drenanti Butoescu et al.2009]. A tal proposito, SPIONSs rivestite con
polivinilalcol ed i loro analoghi fluorescenti sonetati iniettati
direttamente in zone periarticolari di alcune pecagper poi essere
direzionate tramite campo magnetico ester@ohilze et al.2005]. i
risultato dell’esperimento ha dimostrato che | egigt sono

biocompatibili e permangono nella zona di intergsse cinque giorni;
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questa evidenza li rende potenzialmente utili pagdie ad azione

prolungata.

Drug delivery

Un’importante applicazione delle SPIONs prevede dlatribuzione
specifica del farmaco, drug delivery systems (DDf#), sito d’azione.
La funzionalizzazione della superficie delle SPIONSsrende ottimi
vettori di farmaci che vengono in tal modo direabnnell’organo
bersaglio e li rilasciati. Infatti, applicando uangpo magnetico esterno
sara possibile direzionare il farmaco veicolataumsito ben specifico,
riducendo cosi le dosi da somministrare e i potdneifetti collaterali
dannosi Langer and Peppas2003;Langer,1998;Peppas 2004].
Carriers opportunamente progettati possono espgtea in numerosi
campi farmaceutici, per la somministrazione orgber il rilascio
sostenuto, per ildrug targeting in siti specifici, e per la
somministrazione parenterale di farmaci antitumoraPer tale
applicazione, sono molto importanti la dimensidaearica e la chimica
superficiale delle particelle magnetiche, in quanftuenzano il tempo
di circolazione nel sangue e la biodisponibilitdedparticelle all'interno

del corpo.
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1.4.4 Caratteristiche chimico fisiche essenziali per il dig
delivery

Forma la morfologia delle nanopatrticelle magnetichenffuenzata da
diversi fattori tra cui le condizioni di reazione&l @ reagenti chimici
utilizzati.
Huang et al si occuparono di scoprire in che midardorma delle
nanoparticelle potesse condizionare il comportamant vivo; essi
scoprirono che biocompatibilita, biodistribuzionelearance dipendono
fortemente dalla loro forma. Questi si accorsere th nanoparticelle
con forma leggermente allungata, pit 0 meno sferishaccumulano nel
fegato; mentre, le nanoparticelle piu allungate atcumulano
principalmente nella milza. Inoltre, scoprirono deenanoparticelle piu
corte, subiscono una rapida eliminazione sia parrenale che per via
intestinale, se comparate con le nanoparticella daima piu allungata
[Huang et al., 2001].
Con buona probabilita, le nanoparticelle dalla farallungata, rispetto
alle nanoparticelle sferiche, resistono maggiormemiel torrente
circolatorio perché stimolano in minor misura it dei fagociti
[Fadee) 2010].
Ad ogni modo, le nanoparticelle magnetiche hanre superficie che si

presta bene a subire diverse modifiche utili sralpésestimento che per
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le strategie di targeting. Mahmoudi et al dimostnar come la forma
delle SPIONs eserciti una diretta influenza sulleotassicita; essi,
notarono che le nano-perle, i nano-serpentelli mal®o-sfere sviluppano
una azione citotossica maggiore rispetto alle narimelle leggermente
allungate o ai clusters di nano-cristalli colloidfMahmoudi et al.,
2009a].

Dimensioni alla grandezza delle nanoparticelle € direttamennhnessa
la loro emivita nonché la loro permanenza nel tagecircolatorio
[Chouly et al. 1996]. Particelle con diametro minore di 10 nmiscdno
filtrazione glomerulare e conseguente eliminaziatteaverso le urine.
Mentre, se le loro dimensioni superano i 100 nra, accumulano nella
milza o subiscono fagocitosi; in entrambi | casngiuna netta riduzione
della concentrazione plasmatica del sistema. Ssqus considerare
ottimali dimensioni comprese tra i 10 ed i 100 mmfetti, nanoparticelle
con gueste dimensioni mostrano una maggiore emiuvita maggiore
capacita di eludere il sistema reticoloendoteledeinoltre riescono a
permeare attraverso i capillari piu piccoBypta and Wells2004b]
accumulandosi nei tessuti tumorali attraversoéidf EPR.

Essendo le proprietd magnetiche delle SPIONs atnetite connesse
alle loro dimensioni, tale parametro risulta esaemante importante non

solo per il drug delivery, ma anche per le altr@li@azioni mediche,
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come la risonanza magnetica e lipertermia. Tutid fa si che il
controllo delle dimensioni delle nanoparticelle, rahte la loro
preparazione, costituisca un punto di fondamemap®rtanza.
Proprieta’di superficie:la carica superficiale delle nanoparticelle rende
conto della loro stabilita come sistema colloiddie. particolare, le
nanoparticelle con elevato potenziale zeta (pasitiy negativo)
costituiscono sistemi dispersi stabili che non fanm aggregati e non
danno precipitazioni neppure dopo conservazioneari&a di superficie
risulta importante anche per la biodistribuziond diestema e per
'uptake dello stesso nelle cellule bersaglio. imracente studio e stato,
infatti, dimostrato che le SPIONs vengono inteamdie nelle cellule
con meccanismi di endocitosi che variano al varigiéa superficie delle
nanoparticelle Gupta and Gupt2005b]: Per esempio, si € visto come le
SPIONs con carica positiva subiscono un maggioaketia parte delle
cellule di tumore alla mammella rispetto alle SPE3én potenziale zeta
negativo Mahmoudi et al.2011].

Le nanoparticelle rivestite con superfici idrofdiéichanno una clearance
plasmatica eccessiva dovuta ai processi di opsarimze e digestione
da parte dei macrofagygiseh et al.2010] Al contrario, nanoparticelle
ingegnerizzate con rivestimenti idrofilici, come rpeesempio

polietilenglicole, riescono a superare il sisteraficnloendoteliale non
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subendo digestione da parte dei macrofagi; cid cotapun aumento del
tempo di permanenza del sistema nel plasma e daipdissibilita che si
sviluppi I'effetto biologico Harris et al.,2003].

Formazione del corel metodi piu usati per preparare nanoparticelle
superparamagnetiche in soluzione sono il metoda debrecipitazione

e quello della microemulsion&drtaj et al.,2005].

Il metodo della coprecipitazione pud essere aplicgecondo due
diversi procedimenti; il primo, messo a punto dagiBwto et al
[Sugimoto andMatijevic 1980], consiste nel preparare una sospensione
di idrossido ferroso che verra parzialmente ossiddtraverso l'uso di
nitrati. La seconda metodica di coprecipitazion@stste invece nel
preparare una soluzione acquosa df €€ in rapporto 1:2, alla quale
verra addizionata una base in un ambiente priv,dMassart et al.,
1981]. Quest’ultimo metodo, e stato scelto da Masgaal i quali hanno
cosi ottenuto un precipitato nero di nanoparticelagnetiche dalla
forma sferica e dalle dimensioni di circa 20 nmgigwto et al invece,
hanno ottenuto nanoparticelle con diametro maggammpreso tra 30 e
200 nm. Questa differenza € dovuta al pH ed alfaafaonica della
soluzione in cui avviene la precipitazione; e stattatti, dimostrato che

le dimensioni delle nanoparticelle diminuiscondaalinentare del pH e

della forza ionica del mezzo di reazione. In regliasti due fattori non
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influenzano soltanto le dimensioni delle nanopati&cma anche il loro
potenziale elettrostatico di superficie che risutla fondamentale
importanza per la stabilita dell’intero sistema.

Utilizzando la tecnica della microemulsione, seaiono nanoparticelle
piu piccole ed uniformi. Questi sistemi si ottengoaggiungendo
microgocce di fase acquosa alla fase continua ajemsun secondo
momento, addizionando un tensioattivo, si formaakednicelle inverse
le quali ingloberanno le micro gocce. Le microenmuls A/O appaiono
trasparenti, sono isotropiche e termodinamicamstatgli in fase liquida.
[Tartaj et al.,2005]. Questa tecnica offre un enorme vantaggioetio
alla prima in quanto le microgocce vengono sfrattaime se fossero dei
nanoreattori in grado di formare uno spazio bemdefall’interno del
quale si formeranno le nanoparticelle. Per fare Ea&Cl e FeC{,
precursori del ferro; vengono precipitati nell’esiohe: il ferro che
entra nel core acquoso si ossida, il ferro che namim fase organica
invece e inerte. Cosi facendo sara possibile clterteosia le dimensioni
delle nanoparticelle che la loro superficie.

RivestimentoDopo aver prodotto il core delle SPIONS, si proceaie il
suo rivestimento. Questo passaggio € di fondaneirtgdortanza perché
in funzione del polimero scelto variano le carastethe delle

nanoparticelle nonché il loro possibile uso ediibldirezionamento.
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Rivestire le SPIONs e essenziale per diversi mativmenta la stabilita
e la possibilita di disperdere il sistema, la sfiper e protetta
dall’ossidazione, si creano siti di ancoraggio p@iecole direzionanti,
si aumentano le possibilita di uptake, si riducelémrance plasmatica, si
aumenta la biocompatibilitd e quindi si riducondotssicita ed
interazioni non specifiche. Per esempio, € stateervato come la
presenza di gruppi amminici nel rivestimento contipon aumento
delluptake dei sistemi nelle cellule di melanonRefri-Fink et al.,
2005].

La superficie delle nanoparticelle puo essere nmuadd attraverso la
creazione di alcuni strati atomici costituiti dalimeri organici, metalli
inorganici (oro) o superfici di ossido (silice dumhinio), utilizzati per la
funzionalizzazione e I'attacco di molecole bioat[Berry et al, 2003].
Durante la preparazione di nanoparticelle in foooloidale, la stabilita
del colloide € di massima importanza.

| ferrofluidi sono sospensioni colloidali di nanopeelle magnetiche
(Fe&O, o FeOs3) che risentono dell’'effetto di un campo magnetico
esterno, mantenendo la loro fluiditBdiley, 1983; Khalafalla and
Reimers 1980].

In assenza di un rivestimento superficiale, le panicelle

superparamagnetiche presentano una superficie oldoaf, con un
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elevato rapporto area superficiale/volume. Quegter effetto di

interazioni idrofobiche, tendono ad aggregarsi em#éobe clusters,
incrementando le dimensioni delle stesse nanopddicinoltre, tali

clusters, attratti reciprocamente da forti intevazimagnetiche di tipo
dipolo-dipolo, assumeranno un comportamento di fgroomagnetico
[Hamley ,2003].

Quando due grandi cluster di particelle si avviom#a loro, ognuno di
essi penetra nel campo magnetico dell’altro. Olffirecremento delle
forze di attrazione tra le particelle, ogni parteerovandosi nel campo
magnetico del cluster adiacente acquista un’ulterimagnetizzazione,
comportando in ultima analisi un aumento delle petgp di

aggregazione.

Pertanto durante la preparazione delle nanopdetiamlagnetiche e
indispensabile aggiungere alcuni stabilizzatorimeo tensioattivi o
colloidi protettori, al fine di prevenire I'aggregjane dei particolati
nanometrici.

Molti di questi polimeri aderiscono alla superfigie modo substrato-
specifico.

Il rivestimento delle nanoparticelle magnetiche pessere effettuato

direttamente durante la loro sintesi, oppure mediassorbimento in un
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secondo step; in entrambi i casi si ottengono reisteniformemente
rivestiti.

Purtroppo e stato dimostrato che la presenza dshbeth polimerico, per
esempio di natura polisaccaridica, riduce le peiprimagnetiche delle
SPIONs Amstad et al.2009]. Un’eccessiva riduzione di questo valore
comporterebbe I'impossibilita di direzionare le SRIs al sito specifico
attraverso I'applicazione del campo magnetico asterPertanto e
necessario rivestire le nanoparticelle con un’ojyy@ struttura che
garantisca le medesime proprieta delle SPIONs nude.

Inoltre, la presenza del rivestimento polimericanremlo stabilizza le
nanoparticelle, ma fornisce anche gruppi funzioativi utilizzabili per
la coniugazione di farmaci e specifici ligandop et al, 2010].

Oggetto di studio di vari gruppi di ricerca sonmoparticelle di ossido
di ferro rivestite con opportuni materiali, otteden per esempio
vescicole polimeriche Wei et aj 2010], nanoparticelle magnetiche
[Yang et al 2011], liposomi magneticiBothun et al 2011, e
nanoparticelle lipidiche magnetich¥ifg et al, 20113, utilizzate per il
drug delivery.

Inoltre, si & visto che nanoparticelle magneticton mivestite sono
significativamente citotossiche in quanto inducomazioni cicliche

redox e reazioni catalitiche secondo Fenton, emsido una sostanziale
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risorsa di specie reattive dell'ossigeno (ROS) sistemi biologici
[Gupta et al.2004b].

Per il rivestimento di nanoparticelle magnetichegpessono utilizzare
diversi tipi di materiali inorganici o di naturalpoerica [Salzman1983;
Liz-Marza'n and Kamat2003],che a loro volta possono essere sintetici
o naturali.

Alcuni esempi di polimeri sintetici usati nel rivesento delle SPIONs
sono: il poli(etilene-co-vinil acetato), il poliifvlpirrolidone) (PVP), il
poli(lattico-co-acido glicolico) (PLGA), il poli(denglicole) (PEG), il
polivinilalcol (PVA), etc. Miller et al., 1983;Ruiz and Benojt1991].
Mentre tipici esempi di polimeri biocompatibili naali, utilizzati per
aumentare la stabilita, il tempo di permanenzatoreénte ematico e la
biodistribuzione delle SPIONSs, sono la gelatinalestrano, il chitosano
e il pullulano Gupta and Gupta2005a;Li et al., 1997;Massia et al.,
2000] Diversi tensioattivi, come il sodio oleato, la éodamina e la
sodio carbossimetilcellulosa, sono utilizzati ahefi di aumentare la
dispersione delle SPIONs in mezzi acquésijizot et al.,1999].

Tra i polimeri naturali il destrano, polimero bigopatibile, puo essere
utilizzato come agente di rivestimento delle SPIOMgandolo
covalentemente ai nuclei delle nanoparticelle, wmarqo tende a

dissociarsi se adsorbito solo fisicamerta et al.,2008].
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Un ulteriore funzionalizzazione delle nanopartieeltivestite con
destrano pud essere ottenuta coniugando molecolardé natura ai
gruppi ossidrilici del destrano.

Un altro polimero naturale € il chitosano, un padisaride lineare che
consiste di unita ripetitive di N-acetil-D-glucosiaua e D-glucosamina,
formato da una parziale N-deacetilazione del potigade chitina
[Muzzarellj 2005].

Il chitosano, essendo un polimero con proprieta adesive e
biocompatibile, ha applicazioni nell’industria feaaoeutica e viene
utilizzato come carrier di farmaci, promotore d@¥smento e agente
chelante di metalli.

Lee e collaboratori hanno preparato SPIONs rivestit chitosano
dimostrando il loro uso come agente di contrastd’MiRl su un
modello di coniglio Lee et al, 2005].

Tra i polimeri di sintesi il polietilenglicole (PEGe stato usato come
rivestimento per stabilizzare le SPIONs. La sup&fricoperta di PEG
minimizza o elimina I'assorbimento di proteine auBuperficie delle
nanoparticelle, permettendo loro di sfuggire al RE& immobilizzare il
PEG sulla superficie delle SPIONs sono comunemesdé degli agenti

siolanici, come il 3-aminopropiltrimetossisilaniim et al,2002].
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Anche i copolimeri ottenuti a partire dall’ossido gblietilene (PEO),
polimero biocompatibile e non biodegradabile, sarihizzato come
materiali di rivestimento per stabilizzare le SPE)Njuesti hanno
caratteristiche vantaggiose quali lidrofiia e laresistenza
allassorbimento di proteine, aumentando la permaaenel circolo
ematico.

Anche il polivinil alcol (PVA) e un ottimo polimerali sintesi che
previene la coagulazione e da vita a nanoparticeilenodisperse
[Pardoe et al 2001].

Il rivestimento delle SPIONs pu0 essere effettimtohe con molecole
inorganiche, come per esempio la silibefmer et al, 2005].
Recentemente parecchi autori hanno riportato lapgoezione di
nanoparticelle di ossido di ferro rivestite d’otbrivestimento con oro
non solo offre alta stabilita e previene la comwasi e I'ossidazione del
nucleo di ossido di ferro, ma mostra anche un’attiiocompatibilita. I
principale vantaggio del rivestimento d’oro e chguscio d’oro puo
reagire facilmente con molecole tiolo-terminantirni@ando legami
covalenti e offrendo la possibilita di funzionakzzone chimicallyon et
al., 2004].

Drug loading: L'incorporazione del farmaco all'interno delle SRN®

deve avvenire in modo tale da non alterare la forionalita e da
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garantire che al sito bersaglio giunga la corrgtiantita di principio
attivo necessaria ad esplicare I'effetto terapeudiesiderato.

Il farmaco puo essere caricato in diversi modi: pasere fatto adsorbire
sulla superficie delle SPIONs oppure lo si pud aggere durante |l
processo di fabbricazione del core, prima anco@edre il rivestimento
delle nanoparticelle.

Quando si sceglie di adsorbire il farmaco sullaesfige delle SPIONS,
si va incontro o alla formazione di legami chimicovalenti o a
interazioni fisiche di diversa natura. Nel primasaal farmaco reagisce
con gruppi amminici o idrossilici esposti sulla stfie delle
nanoparticelle; mentre, nel secondo caso il farn@eroadsorbirsi sulla
superficie delle nanoparticelle sfrutta la suandfi verso eventuali
residui elettrostatici oppure crea interazioni iasé alla sua natura
idrofilica o idrofobica.

La formazione dei legami covalenti € particolarneemtdicata per tutti
quei farmaci di natura peptidica che risultanolfaente ossidabili.

Per quanto riguarda le interazioni fisiche, se osspno formare di varia
natura. Alcune SPIONs, per esempio, sono statestiige con
polietilienimmina, ossia un polimero cationico che heso le
nanoparticelle in grado di interagire con il DNAliello dei suoi siti

carichi negativamente; grazie a questo tipo dira#iene, le SPIONs
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possono essere sfruttate per le terapia getat et al.2007]. Altre
nanoparticelle superparamagnetiche sono statetitereson polimeri
idrofobici in modo tale da far adsorbire un farmatr@fobico.
Nonostante gli svariati vantaggi offerti dalla asgezione del farmaco
alla superficie delle SPIONs esistono anche diviarsti; uno dei piu
grandi e rappresentato dalla scarsa capacita 8BlleNs di intrappolare
farmaci sulla loro superficie. Un secondo svantagderiva dalla
formazione dei legami covalenti che, seppure staiho il farmaco,
potrebbero essere responsabili del suo mancasziola livello del sito
bersaglio. In piu le procedure di adsorbimento weagcondotte in
presenza di catalizzatori come il rame che, se n@mgono
opportunamente allontanati, possono causare csiottzs
Recentemente, per ovviare al limite della scarsantiia di farmaco
caricabile sulla superficie delle nanoparticelle,s&@ato proposto di
funzionalizzare la superficie stessa con appadg@inidi, che aumentino
le capacita delle SPIONSs di intrappolare princtfiva

Un approccio di drug loading diverso € quello cheevpde Il
caricamento del farmaco durante la formazione d&HEONS, prima del
loro rivestimento. Questo metodo pone rimedio siprablema della
scarsa capacita delle SPIONSs di intrappolare fanmette a quello della

stabilita del principio attivo.
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Recentemente sono stati creati dei sistemi chedprenil nome di
magneto-liposomi. Essi sono formati da un core dnaparticelle
ferromagnetiche avvolto da un doppio strato fopfdico; hanno
dimensioni nanometriche, riescono ad accogliererelis quantita di
farmaco, risultano molto stabili e mantengono leppieta magnetiche
delle nanoparticelle nud&kouras et al.2011]. La presenza del bilayer
fosfolipidico offre numerosi vantaggi tra i quali:

¢ una maggiore biocompatibilita del sistema.

e una maggiore protezione del farmaco dalla possitslgradazione
in vivo.

» la possibilita di apportare modifiche superficiali fine di far
raggiungere il sistema al tessuto bersaglio.

» la possibilita di avere un maggior numero di nambgelle
magnetiche all'interno del sistema; ci0 garantistaggiori
proprieta magnetiche pur mantenendo le dimensianometriche
[Mulder et al.,2004.

Quando i magneto-liposomi vengono esposti a canggnetici forti e
costanti, si assiste ad un allineamento delle ramicplle magnetiche
all'interno del doppio strato fosfolipidico. Ne s@gue un’aggregazione
dei magneto-liposomi, nonché una loro fusione dtasaio di farmaco

in Situ.

70



INTRODUZIONE

1.4.5 Strategie di targeting per le SPIONs
| sistemi superparamagnetici possono raggiungetessuto bersaglio
sfruttando tre diversi meccanismi di targeting:
Passivo Effetto EPR
Attivo: il sito bersaglio viene raggiunto conoscendodet®ri in esso
sovraespressi ed ingegnerizzando la superficie ahelhoparticelle con
delle strutture che abbiano elevata affinita perstjuecettori.
Magnetico le SPIONs si accumulano nel tessuto bersagliaigralla
presenza di un gradiente magnetico intorno allaazmteressata. |l
gradiente viene creato utilizzando un magnete rstfEdobson,2006].
Modulando la forza del campo magnetico applicatpugi modulare il

rilascio di farmaco dalle nanoparticelle.

1.4.6 Assorbimento, distribuzione, metabolismo ed
escrezione delle SPIONs
Affinché un sistema farmaceutico innovativo possaees sfruttato a
scopo diagnostico o terapeutico € necessario chieia ablelle
caratteristiche farmacocinetiche ottimali. Proguar questo motivo, gli
studi di assorbimento, distribuzione, metabolismd escrezione
assumono importanza primaria quando si vuole pasiata ricerca da

banco alla sperimentazione clinica.
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Uptake e biodistribuzione in differenti citotipi

In letteratura sono riportati svariati esempi diemalizzazione e
biodistribuzione delle SPIONs in funzione di divesistemi cellulari. E
noto che, quando somministrate per endovena, |eopaaticelle
superparamagnetiche subiscono riconoscimento ecifago da parte
delle cellule del sistema reticoloendoteliale pnésenel fegato, nella
milza e nel tessuto linfaticoCprot et al., 2006; Barry, 2008].
Somministrando il sistema superparamagnetico ia,dalprima barriera
che si prospetta dinnanzi alle nanoparticelle @digelio vascolare;
affinché il sistema raggiunga il sito bersaglieenidotelio deve essere
superato. Hanini et al, utilizzando la microscopianfocale, hanno
studiato l'interazione tra le nanoparticelle di;Be e le cellule
dell’endotelio umano. In particolare, le celluledeteliali della vena
ombelicale umana sono state incubate insieme adleoparticelle
superparamagnetiche (1@ mr); 'uptake & risultato soddisfacente e si
e notato un aumento di fluorescenza a livello titsmatico. Questo
esperimento ha dimostrato che le nanoparticellerpapamagnetiche
possono essere internalizzate con un semplice meooa di
micropinocitosi e non necessariamente attraversocessi che

coinvolgano la formazione di vescicole proteicHaiini et al.,2011].
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Wang et al invece, hanno approfondito lo studidadblodistribuzione
delle SPIONs servendosi della spettrofotometria agsorbimento
atomico. Questa tecnica d’'indagine ha permessodbszoprire che le
nanoparticelle riescono a distribuirsi in svar@atgani bersaglio tra cui
cuore, reni, polmoni, intestino e midollo osseankaggiore distribuzione
si sviluppa pero a carico di fegato e milza, il demde le SPIONs
particolarmente adatte per terapie dirette a quegtni Wang et al.,
2010].

| fattori che piu determinano le caratteristichenfacocinetiche, nonché
la tossicita delle SPIONs, sono le dimensioni,ipbtdi rivestimento
utilizzato e le cariche superficilaChouly et al. 1996].

E stato visto che nanoparticelle con diametro n@rdir50 nm riescono
ad evitare il sistema di opsonizzazione, aumentahdaro tempo di
permanenza nel torrente circolatorio. Queste natiopbe verranno
fagocitate gradualmente dalle cellule del sistermficaloendoteliale
presenti nel fegato, nella milza e nel midollo @ssAl contrario, i
sistemi con dimensioni maggiori di 50 nm subiscamwa rapida
eliminazione da parte delle cellule di kupffer s a livello epatico
[Barry, 2008].

La degradazione dei sistemi superparamagnetici reeocael fegato

dipende fortemente, oltre che dalle loro dimensianche dal materiale

73



INTRODUZIONE

usato per il rivestimento. In generale, quando sano materiali
idrofobici, che limitano I'accesso dell’acqua alemnagnetico, si ottiene
una minore degradazione dei sistemi e quindi uneatondella loro

emivita plasmatica.

Un altro parametro fondamentale € la carica esprdafla superficie
delle nanoparticelle. Quando la superficie € ridcaariche positive, i
sistemi interagiscono in maniera aspecifica conemiv citotipi; cio

dipende dal fatto che le membrane cellulari sontatdadi molti residui

carichi negativamente. Quando, invece, le nanaeddi espongono
cariche negative le interazioni diventano piu st nei confronti

delle cellule epatiche con un conseguente aumegita degradazione

dei sistemi Briley-Saebo et al2004].

Eliminazione delle SPIONs dai sistemi biologici

Un drug delivery systems viene considerato ottingalando, in seguito
al rilascio del farmaco nel sito bersaglio, essengi completamente
eliminato dal sistema biologico senza che si syinp effetti dannosi
per l'organismo. Affinché le nanoparticelle supegmaagnetiche
possano essere utilizzate in sicurezza e necessarapprofondimento

sulle loro caratteristiche farmacocinetiche, sdptat per cido che
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riguarda il loro metabolismo e la loro eliminazipne modo tale da
poter chiarire eventuali aspetti tossici.

L'uptake, la distribuzione, il metabolismo e l'eszione del ferro
introdotto con la dieta, sono fenomeni altamentgolai nel nostro
sistema biologico. Si €& visto che i meccanismi mEpezati alla

regolazione dei livelli di ferro nel nostro orgamis sono anche coinvolti
nei processi di degradazione delle nanoparticeifgegparamagnetiche.
In letteratura viene riportato che le SPIONs vemg@nincipalmente
degradate dai lisosomifbab et al.2005,Levy et al, 2010].

Gu et al hanno proposto tre diversi meccanismi conle SPIONs
vengono degradate dalle cellule macrofagiche. Cagmena cosa
notarono che durante la replicazione mitotica 1¢OBR internalizzate
venivano cedute alle cellule figlie. In un secomammento notarono che
le SPIONs internalizzate subivano degradazionepaaodel pH acido
lisosomiale e lo ione ferro, liberato nel citoplasmveniva conservato
grazie all’aiuto di proteine specializzate come ferritina e la

emosiderina. Come terzo meccanismo questi stugiagiosero che le
SPIONs venissero direttamente attaccate dai magrofema non

riuscirono a supportare la loro tesi con eviderpsrimentali (Gu et al,

2011.
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Escrezione

La via ottimale per eliminare le SPIONs e la viaale; in questo modo,
infatti, le nanoparticelle subiscono un minore rhetsmo cellulare
rispetto a quanto avverrebbe nel fegato, riducelad@robabilita di
creare specie reattive dell'ossigeno che possadorne tossicita. Per
fare in modo che le SPIONs subiscano eliminaziemale, € necessario
che la loro superficie, il raggio idrodinamico ddivestimento, siano

appropriati.

1.4.7 Limiti dell'utilizzo delle SPIONs come Drug Delivery
System

Creare un gradiente di campo magnetico
Affinché le nanoparticelle magnetiche si accumulimo un tessuto
bersaglio e vengano internalizzate dalle celluleeeessario esporle ad
un opportuno gradiente di campo magnetico. Il Bussanguigno
arterioso e venoso si oppone all’attuazione detligrde; pertanto, per
avere accumulo, € necessario che le forze appleaperino questa
resistenzaNjlahmoudi et al.2011].
| vasi sanguigni e gli organi piu interni del nastorganismo non
possono essere raggiunti applicando campi magnesigrni. Infatti,

allaumentare della distanza tra il magnete edsstito target la forza del
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campo magnetico sul tessuto bersaglio diminuisée.c@mporta che

soltanto le aree superficiali del nostro organismpossano essere
raggiunte tramite targeting magnetico. Per supegaesto limite, si e

pensato di utilizzare dei magneti superconduttdre aiescono ad
esercitare una forza magnetica molto elevata. ¥dts®n questi potenti
magneti si € riusciti ad ottenere una penetrazitenasistemi attraverso la
cute fino a 20 mm di profonditd @keda et al.2007].

Ultimamente sono stati proposti anche degli impiardétents magnetici
che inseriti in loco possano aumentare I'accumwtednanoparticelle
nel tessuto bersagli@€hen et al.2005;Yellen et al.2005;Rosengart et

al., 2005]. Cio che limita fortemente I'utilizzo di tampianti € la ridotta

compliance del paziente, in quanto sono necessi@tventi chirurgici

d'impianto ed espianto dei sistemi.

Burst effect

Un altro limite delle SPIONs € rappresentato diasgio massiccio di
farmaco caricato sulla superficie delle nanopdtécddealmente, le
SPIONs dovrebbero rilasciare tutto il farmaco ipocvato a livello del

tessuto bersaglio. Purtroppo, quando la superfige sistemi non é
opportunamente modificata, il prematuro rilasciol d@maco puo

indurre tossicita. Questo effetto, pud essere diitcreando sulla

superficie delle SPIONs dei legami crociati con anyni polimeri. Si é
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visto, infatti, che nanopatrticelle rivestite con@GHRimarato riescono a
ridurre il rilascio massiccio di farmaco fino al %1 rispetto alle
nanoparticelle contenenti tamoxifene che non ptasenlegami crociati
nel rivestimentolahmoudi et al.2009b].

Mahmoudi et al Mahmoudi et al.2010], hanno utilizzato dell’amido
per rivestire microsfere poliuretaniche conteneé®®IONs cariche di
teofillina. Questi, hanno notato una considerevaazione del rilascio
massiccio di farmaco, probabilmente dovuta al fatte le catene di
amido ad alto peso molecolare si intrecciano gobliuretano, formando
una barriera che si oppone alla libera diffusioekfdrmaco nei fluidi
circostanti.

Bassa biodisponibilita’

La via di somministrazione scelta per le SPIONsuellg endovenosa.
Sebbene attraverso tale via si raggiunge una tpodibilita del 100%,
'uptake nelle cellule bersaglio risulta limitatocausa di un uptake non
specifico da parte del sistema reticoloendotekatk un interazione non
specifica con le proteine plasmatiche. Tuttaviagegnerizzando la
superficie delle SPIONs con opportuni ligandi, esgbile aumentare
'uptake nel tessuto bersagliM@hmoudi et al.2011;Gupta and Wells,

2004b;Veiseh et al.2010]
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1.4.8 Tossicta’

Le SPIONs sono note per essere eliminate dal nostganismo
attraverso le vie metaboliche del ferro. Liu etha@nno valutato la
tossicita di singole dosi e di dosi ripetute di GRbE dopo
somministrazione, attraverso iniezioni sottocutamedei topi. | risultati
ottenuti hanno confermato un basso potenzialesdhio associato alle
nanoparticelle superparamagnetiche, nessuna Giotas e nessun
effetto clinico rilevante. Inoltre, gli studi istafwlogici non hanno
rivelato alcuna presenza di pigmenti riconduciblle SPIONs, né nei
macrofagi, né in organi maggiori quali fegato, mjlzeni, polmoni,
cervello o cuore. Nonostante tutte queste evideazani studi riportano
una certa tossicita dovuta all’'uso delle SPIONgrima causa plausibile
e quella dellaccumulo del ferro nel tessuto bdisagQuando il
rivestimento delle nanoparticelle viene degradalioglli citoplasmatici
di nanoparticelle di R®, aumentano a tal punto da alterare 'omeostasi
cellulare. Tutto cio puo portare ad alterazionlalesposta da parte delle
cellule con conseguente danno a carico del DNApst infammatorie,
stress ossidativo, mutazioni geniche, disorganienazdel citoscheletro
e quindi morte cellulare. Inoltre, € noto che leaoyarticelle nude di
Fe;04 possono essere attaccate dai lisosomi e digdt#eoumente fino

a liberare il catione ferro. Questo, reagendo cerogsidi o ossigeno,
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puo dar vita a specie radicaliche altamente regttesponsabili di effetti
genotossici Yeiseh et al.2010;Liu et al., 2008; Toyokuni, 1996]. E’
stato anche evidenziato che le SPIONs sono in gilathr progredire il

ciclo cellulare dalle fase G2 alla fase Mgdhmoudi et al.2009c].

1.4.9 Prospettive future

Il concetto di drug delivery per mezzo di nanogaite magnetiche, trae
beneficio dal fatto che la nanotecnologia ha ragigiwno sviluppo tale
da rendere possibile, non solo la produzione diopariicelle
magnetiche con proprieta superparamagnetiche nange molto stretto
di dimensioni, ma anche di strutturare la supexfai queste particelle,
per riuscire a trasferire farmaci in siti specifica magnetite grazie alle
sue forti proprieta magnetiche, é stata utilizzatana in biologia, quindi
in medicina, per la separazione magnetica di ptodmtiogici e cellule,
e quindi per l'orientamento dei sistemi particellarper il trasporto di
farmaci in siti specifici. La dimensione, la cari@ la chimica
superficiale delle particelle magnetiche sono iadgr di influenzare la
loro biodistribuzione.

Le SPIONs vengono considerate come dei sistemi @itemti per
svariati motivi. Innanzitutto sono semplici da paegre ed il loro profilo

tossicologico € molto buono; in secondo luogo p¢tane il targeting
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magnetico senza per questo escludere la possitlildgere al contempo
anche il targeting passivo o attivo. In piu risntiaapplicabili sia per
scopi diagnostici che terapeutici, soprattutto lpecura di tumori molto
vicini alla superficie corporea, per i quali si puidlizzare il gradiente di

campo magnetico.
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2. SCOPO DELLA TESI

Tenuto conto di quanto detto nella parte introdatsull'importanza
dei carrier nanostrutturati quali vettori per Iagcio di molecole attive
ai siti bersaglio, il presente lavoro di ricercas&to rivolto alla
preparazione e alla caratterizzazione di diversiesmi colloidali
polimerici potenzialmente applicabili in ambito biedico per la
veicolazione di farmaci. Tali sistemi sono stagpmarati a partire da
differenti derivati polimerici, ottenuti a partirdalla a,3-poli(N-2-
idrossietil)-D,L-aspartammide (PHEA), un polimero sintesi a
struttura poliamminoacidica, altamente solubileaitqua e nei piu
comuni solventi organiciGiammona et al.,1987], e dall'inulina,
polimero naturale a struttura polisaccaridica.

Il PHEA (Figura 15) e di norma sintetizzato attnageuna procedura
standardizzata € messa a punto nel gruppo dovevdito sl mio
lavoro di ricerca. In breve, in seguito ad una @@ di
policondensazione termica dell'acido asparticoptsiene una poli-
succinimide (PSI), insolubile in acqua. Quest'udiinsubisce una

reazione di amminolisi totale con etanolammina.
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Figura 15. Struttura chimica deldtt,3-poli(N-2-idrossietil)-D,L-aspartammide
(PHEA).

Caratteristica fondamentale del PHEA & la presedzagruppi
ossidrilici in catena laterale, mediante i qualipéssibile legare
covalentemente abackbonepolimerico molecole di varia natura
portanti opportuni gruppi funzionali e che possogoindi, conferire
al PHEA le caratteristiche desiderate. Inoltre, edsv studi
farmacologici e tossicologici hanno dimostrato lacbmpatibilita e
'assenza di tossicita acuta e sub-acuta di tdienpoo che e stato gia
proposto in diversi lavori scientifici come macrdeunla di partenza
per ottenere innovativDrug Delivery Systemscome: profarmaci
macromolecolari Cavallaro et al, 2004a], idrogeli Pitarresi et al,
2007], nanoparticelld jcciardi et al.,2013] e micelle Craparo et al.,
2008;Licciardi et al.,2010;0gnibene et a 2011].

Viste le ottime caratteristiche di reattivita chomie di tollerabilita

biologica del PHEA e I'enorme versatilita degli apgci di grafting
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per la costruzione di copolimeri, obiettivo del niéworo di dottorato
e stato quello di valutare la possibilita di otteneuovi copolimeri di
tipo graft da usare come drug delivery system. gotimeri di tipo
graft sintetizzati sono stati ottenuti mediante dueersi approcci; in
alcuni casi e stato utilizzato il grafting onto, vevo I'attacco
covalente di catene gia precostituite al backbaviengrico; in altri
casi il grafting from, mediante atom transfer ratlipolymerization
(ATRP).

Come ampiamente descritto nella parte introduttivastemi di tipo
micellare, che si ottengono dall'auto-aggregaziaini copolimeri
anfifilici, mostrano una serie di caratteristichecpliari (tra cui le
nanodimensioni, la tipica strutturaore-shel] la facilita di
manipolazione chimica della superficie, la semfiadi produzione)
che li rendono ottimali come carriers per il ril@sai farmaci.
Numerosi studi riportati in letteratura, hanno ewvidiato che un
possibile direzionamento attivo al SNC pud essetéenoto
funzionalizzando la superficie dei sistemi colldidaon tensioattivi
idrofili come i Polisorbati 20, 40, 60 e 80, capdciinteragire con

I'endotelio cerebraleireuter et al., 1997].
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In considerazione di ci0, sono state preparateaeatterizzate
micelle polimeriche direzionate al SNC grazie atfoduzione nel
backbone polimerico del PHEA di residui di Polisaid80 (P&).

Allo scopo di sintetizzare i copolimeri necessdta @reparazione
delle micelle polimeriche, il PHEA é stato fattagée inizialmente
con etilendiammina (EDA), al fine di legare un dato idrofobico
aldeidico a struttura squalenoidica (Sq), ottenefdaopolimero
anfifilico PHEA-EDA-Sq. Successivamente, il copcdimm PHEA-
EDA-Sq e stato fatto reagire con il 84l fine di introdurre I'agente
direzinante per il SNC, ottenendo il copolimero ifdido PHEA-
EDA-Sg-PSo.

Il derivato squalenoidico e stato scelto, in qudatmro, in quanto €
un composto naturale, presenti in diversi oli ahtae (olio di squalo
e olio di oliva) e precursori endogeni nella sintkd colesterolo.

A causa dei numerosi benefici che apporta quansion&s attraverso
I'alimentazione e grazie alla sua biocompatibillsqualene é stato
spesso usato come eccipiente in diverse formulaomaceutiche.
Inoltre, lo squalene agisce da agente protettivdyce gli effetti
collaterali causati dallassunzione di farmaci cheerapici ed
inibisce la proliferazione delle cellule tumor&diHi et al.,2002;Reddy

et al.,2009].
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Ad oggi il suo principale impiego € quello di adiunte immunologico
nei vaccini, in quanto stimola la risposta immurnggWintsch et al
1991;Reddy et aJ 2009].

Inoltre, diversi autori, hanno sviluppato il cortoet di
“squalenoylatiofy indicando una procedura sintetica che prevede,
attraverso la formazione di legame chimici tra eridello squalene

e analoghi nucleosidici, di migliorare le proprid&macologiche di
quest'ultimi. Pertanto, lasjualenoylatiohe stata proposta come una
nuova tecnologia per produrre sistemi farmaceuatriostrutturati con
migliori potenzialita [Reddy et al., 2009].

Il copolimero ottenuto, PHEA-EDA-Sg-B5Se stato caratterizzato
mediante analisiH-NMR. La formazione delle micelle & stata studiata
attraverso I'analisi spettroscopica a fluorescenaaalisi 2D'H NMR
NOESY.

Per confermare la formazione di nanostrutture atdlo in mezzo
acquoso, sono state eseguite misure di Dynamict L8gattering
(DLS) al fine di valutare le dimensioni medie, DPe il potenziale
zeta delle micelle ottenute.

Inoltre, sono stati effettuati studi di rilascio éondizioni fisiologiche
simulate a pH 7,4 e studi di stabilita in plasnmdinke, e stata valutata

la biocompatibilita in vitro delle micelle su cdkudi neuroblastoma
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murino (Neuro2a) e la capacita delle micelle carich farmaco di
penetrare all'interno delle Neuro2a.

Negli ultimi decenni, la moderna tecnologia farmaa=a ha
rivolto notevole interesse verso Iimpiego di naadizelle
superparamagnetiche di ossido di ferro (SPIONs)ecdrmg delivery
system.

Questi sistemi, come ampiamente descritto nelldepatroduttiva,
sono utili strumenti versatili nella diagnosticeegpoce Gupta and
Gupta,2004b], nel trattamento dei tumori attraverso it [Gao et
al., 2012] e possono agire come veicolo di distribuzidnarmaci, al
fine di direzionarli, tramite applicazione di unngao magnetico
esterno, ad organi o specifiche cellule, minimizicare in tal modo
gli effetti secondari sistemici negatiR@nkhurst et al.2009].

Caratteristica dei sistemi superparamagneticilérd comportamento
magnetico: questi si magnetizzano fino a satura&ziam presenza di
un campo magnetico applicato dall’esterno e alaopb quando il
campo verra rimosso le nanoparticelle non presamber alcuna
magnetizzazione residua. Cio rende meno probabifermazione di
aggregati, che potrebbero costituire un limiteeahpo di emivita del
sistema in quanto esso verrebbe piu facilmentecfeago ed eliminato

se si trovasse sotto forma di aggregati. Inoltseluglere la formazione
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di aggregati, permette di escludere anche la foonazdi eventuali
trombi.

In virtu delle grandi potenzialita offerte da talistemi, sono state
preparate e caratterizzate nanoparticelle superanaetiche rivestite
con differenti copolimeri anfifilici, come sistenpotenzialmente
utilizzabili per la diagnosi e il trattamento diori.

In particolare, una parte del lavoro sperimentafgeganto consistita
nella preparazione e caratterizzazione di nanagdigi magnetiche,
costituite da una matrice polimerica biocompatibzientenente un
certo numero di domini superparamagnetici di ossidéerro di 10
nm, potenzialmente sfruttabili per Magnetic Targetinge il Drug
Delivery. A tale scopo tali nanoparticelle sono state esgicon la
Flutamide, un farmaco antitumorale la cui azionestgie nell’inibire
e prevenire il legame tra il testosterone e i tecethe si trovano
sulla superficie delle cellule tumorali. Il polineeutilizzato per la
produzione di queste nanoparticelle e il copolimgraft idrofobico
PHEA-IB-poly(ButMA), ottenuto mediante tecniche di
polimerizzazione radicalica a trasferimento atom{@dRP) e, Il
metodo utilizzato per la produzione delle stessestato quello
dellomogeneizzazione e successiva evaporazione sidvente.

L’ATRP € una tecnica che presenta molteplici vagitaganto per le
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blande condizioni di reazione che la rendono fagilte eseguibile,
quanto per la versatilita che la caratterizza, malmento che essa
permette di polimerizzare una grande varieta dionwari per ottenere
copolimeri con composizioni differenti e dalle @uariate topologie
[Coessens et al 2001]. Essa inoltre fornisce un controllo sulla
reazione, non attuabile tramite la polimerizzazionadicalica
convenzionale, che consente la realizzazione dioloopri con
strutture ben definite cui sono associate propro¢tianico-fisiche e
meccaniche particolari. Pud essere condotta invanata di solventi
e condizioni, compresi acqua e temperatura ambientellera vari
gruppi funzionali. Le condizioni di polimerizzaziene i parametri
possono essere variati per migliorare il contrdldla cinetica di
reazione.

Sono state realizzate tre differenti tipi di nantipalle: nanoparticelle
superparamagnetiche (MNPs), nanoparticelle supsmEgnetiche
caricate con flutamide (FLU-MNPs) e nanoparticadlericate con
flutamide non magnetiche (FLU-NPSs).

Le nanoparticelle superparamagnetiche cosi prepasaho state
ampiamente caratterizzate dal punto di vista clodigico. Le
dimensioni medie delle nanoparticelle, I'indicepdiidispersita (PDI)

e il potenziale zeta sono state determinate medliBhS. Al fine di
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confermare le dimensioni e valutare la forma delsnoparticelle
ottenute, sono state condotte anche analisi TEMomhportamento
magnetico delle nanoparticelle & stato confermatdiamte misure di
magnetizzazione in presenza di un campo magnestern®. Le
nanoparticelle superparamagnetiche hanno mostrat@ndioni di
circa 300 nm con una limitata distribuzione di dnsieni, un
caratteristico comportamento superparamagnetico reelevata
suscettivita di attrazione rispetto a un campo retign esterno.

Sono state valutate, inoltre, la quantita di fludene di FgO,

incorporata all’intenro delle nanopatrticelle.

Il profilo di rilascio del farmaco €& stato deteraio in tampone
fosfato a pH 7,4.

Attraverso studi in vitro sulle cellule di carcinarprostatico (LNCaP)
e state valutata sia lattivita antitumorale deflatamide caricata
all'interno delle nanopatrticelle rispetto alla fanlibera, che la
capacita delle nanoparticelle di essere internatiézz

Infine, allo scopo di valutare la potenzialita dli thanoparticelle di
agire come Magnetic Drug Delivery Systémper il “Magnetic
targeting sono stati condotti studi di biodistribuzionewvivo su ratti,

dopo l'applicazione di un campo magnete esterno.
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Un’ulteriore parte del lavoro sperimentale e cditsisnella
preparazione e caratterizzazione di nanoparticelle
superparamagnetiche rivestite con un copolimerdfilaod contente
residui di acido folico, potenzialmente sfruttalstmedual targeted
delivery systenper la diagnosi o il trattamento dei tumori atéeso
ipertermia.

Le matrici polimeriche utilizzate per la preparamo delle
nanoparticelle superparamagnetiche sono state utétdegando al
PHEA catene di acido polilattico (PLA) e catendNéi,-PEG-FA o di
PEG-NH.

| copolimeri ottenuti PHEA-PLA-PEG-FA e PHEA-PLA-BEsono
stati opportunamente caratterizzati mediante arf&lisNMR, FT-IR e
SEC.

| domini di magnetite (F©,) sono stati rivestiti con PHEA-PLA-
PEG-FA, ottenendo le nanoparticelle MNPs-FA, e BH{EA-PLA-
PEG, ottenendo le nanoparticelle MNPs, attraversoetodo della
nanoprecipitazione in solvente organico.

Le nanoparticelle cosi preparate sono state ampignearatterizzate
dal punto di vista chimico-fisico. Le dimensioni de delle
nanoparticelle, I'indice di polidispersita (PDl)lgotenziale zeta sono

state determinate mediante Dynamic Light ScattefdigS); inoltre,
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al fine di confermare le dimensioni e valutare larnfa delle
nanoparticelle ottenute, & stata condotte una stoa elettronica a
scansione (SEM). E stata anche determinata la itguadit FeO,
incorporato, mentre il comportamento magneticoedaefinoparticelle
e stato confermato mediante misure di magnetiznazio presenza di
un campo magnetico esterno.

La citocompatibilita, sia delle nanoparticelle matijche rivestite con
il copolimero contenente I' FA (MNPs-FA), che dellanoparticelle
magnetiche senza acido folico (MNPs) e stata vi@uia vitro su
cellule di carcinoma mammario umano (MCF7) e celuell’ epitelio
bronchiale umano (16HBE).

Inoltre, per valutare la potenzialita di tali naadgelle di
discriminare cellule cancerose da cellule non tanog stata valutata
la capacita delle nanoparticelle di essere intearatie dalle linee
cellulari MCF7 e 16HBE attraverso studi di uptake.

E stato anche visualizzato al microscopio ottieptake intracellulare
delle MNPs-FA nelle cellule MCF7, utilizzando un gnate posto
esternamente al pozzetto, al di sotto della caltura

Infine, sono stati condotti esperimenti di micrgseo confocale,

marcando i copolimeri con la sonda fluorescentex@leTali studi
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hanno confermato ulteriormente che il ligando FA gliora
I'accumulo delle MNPs-FA nel citoplasma cellulare.

Infine, sono state preparate e caratterizzate paatioelle
superparamagnetiche rivestite con un copolimerdilaad a struttura
polisaccaridica, potenzialmente utilizzabili per Vaicolazione di
farmaci tumorali attraverso‘iMagnetic Targeting”.

Il nuovo copolimero e stato ottenuto derivatizzantioulina,
polisaccaride naturale, biocompatibile, non tossideconomico, con
un derivato dello squalene e polietilenglicole.eTabpolimero € stato
utilizzato per rivestire nanoparticelle superpargnaiche di FgO,.
Sono state preparate nanoparticelle superparanthgnéMNPs) e
nanoparticelle superparamagneiche cariche di Dixcna base
libera (MNPs-Doxo). | sistemi ottenuti sono statmmamente
caratterizzati dal punto di vista chimico-fisicoe dimensioni medie
delle nanoparticelle, I'indice di polidispersitadP e il potenziale zeta
sono state determinate mediante DLS. Al fine difeonare le
dimensioni e valutare la forma delle nanoparticettenute, sono state
condotte anche analisi SEM. Il comportamento magmetlelle
nanoparticelle e stato valutato qualitativamenpglieando un campo

magnetico esterno ad wuna dispersione di nanopéeticd.e
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nanoparticelle magnetiche, oggetto di tale lavdranno mostrato
dimensioni di circa 50 nm con una limitata distalmne dimensionale.
Sono state valutate, inoltre, la quantita di dokarima e di FgO,
incorporata all’intenro delle nanopatrticelle.

Il profilo di rilascio del farmaco €& stato determaia in tampone
fosfato apH 7,4 e a pH 5,5.

Attraverso studi in vitro sulle cellule di carcinanal colon umone
(HCT116) e state valutata sia [lattivita antituneradella
doxorubicina caricata all’interno delle nanopafteerispetto alla
forma libera, che la capacita delle nanoparticetle essere
internalizzate. Inoltre, allo scopo di valutare datenzialita di tali
nanoparticelle di agire come DDS per Midgnetic targeting e stato

valutato 'uptake cellulare delle MNPs-Doxo in prga di un campo

magnetico esterno.
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3. SISTEMI NANOSTRUTTURATI CONTENENTI
DERIVATI SQUALENICI PER IL DIREZIONAMENTO
DI FARMACI AL SISTEMA NERVOSO CENTRALE

Allo scopo di creare dei sistemi in grado di diog&re in maniera
attiva farmaci al SNC, si e sintetizzato e cargrato un nuovo
copolimero anfifilico a partire dal PHEA, funzioidato con P,

utilizzabile per la preparazione di micelle polimée potenzialmente
sfruttabili come Drug Delivery Systems'’infatti, come descritto nella
parte introduttiva, si & visto che un possibileedionamentoattivo al
SNC puo essere ottenuto funzionalizzando la supertiei sistemi
colloidali con tensioattivi idrofili come il Ry capace di interagire

con I'endotelio cerebral&feuter et al., 1997].

3.1 Sintesi e caratterizzazione del copolimero PHEEDA-
Sg-PSo
Allo scopo di sintetizzare un nuovo derivato ahéé, il PHEA-EDA-
Sg-P%o, potenzialmente in grado di aggregarsi in mezzpaso per
formare sistemi micellari, il PHEA é stato, inizi@nte, parzialmente
funzionalizzato con 'EDA, ottenendo il PHEA-EDA.iEciardi et al;

2006], con un DB di 30,0 £ 0,5 mol%. Questa reazione di
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funzionalizzazione permette di inserire in cataatarble al PHEA dei
gruppi amminici disponibili per un’ulteriore dertvazazione.

Il PHEA-EDA é stato infatti, successivamente, famalizzato con il
derivato squalenoilico SqQCHO, al fine di introduwe opportuna
guantita di porzioni idrofobiche al copolimero ifll@ PHEA-EDA.
Tale reazione éestata eseguita in miscela organiqgarasenza di un
componente acido al fine di catalizzare la reazitmeil derivato
aldeidico dello squalene e il gruppo amminico dedtena polimerica
e, pertanto, la formazione del legame imminico. gilado di
derivarizzazione in SQCHO(DJ) e stato determinato in accordo con
quanto riportato in letteratur®fnibene et al.2011]. In particolare,
stato calcolato comparando l'integrale dei picefativi ai protoni &
1,40-1,61 e 1,94-2,35, attribuibili rispettivamerdge CH; e ai ChH
allilici dello squalene e i segnali&a2,79 e 4,55 assegnati ai protoni
del backbone del PHEA; ed € risultato essere paf & 0,5 mol%.
Infine, il copolimero PHEA-EDA-Sq e stato funzioizalto con P,
utiizzando BNPC per attivare i gruppi idrossilidel PS, Questo
tensioattivo € stato scelto per la sua ben notatagbattribuita a
nanoparticelle ricoperte in superficie con poligad) di trasportare |l
farmaco caricato attraverso la BEKr¢uter, 2001; Schroeder et al.;

1998].
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Il copolimero PHEA-EDA-Sq-Pss opportunatamente purificato e
stato caratterizzato attraverso analisi spettrdsadpl-NMR, la quale
ha confermato [l'introduzione di catene di sPSul backbone
polimerico di PHEA, e ha permesso di calcolare rihdg di
derivatizzazione in Ry (DDpsgg. Il grado di derivatizzazione in B&S
(DDpsgg € stato calcolato comparando I'integrale deilmicelativi ai
protoni as 1,24 e 3,50 attribuibili rispettivamente ai £68H,- e
CH,-CH,-O- del P&, € i segnali & 2,79 assegnati ai protoni del
backbone del PHEA,; ed é risultato essere pari at1(R03 mol%
rispetto alle unita ripetitive di PHEA. Come eseajplia struttura

chimica del PHEA-EDA-Sg-Rge mostrata in figura 16.
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Figural6. Struttura chimica del copolimero PHEA-EDA-SqsP&+y+z+n=20).
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3.2 Preparazione e caratterizzazione delle micelth PHEA-

EDA-Sq-PSocontenenti Rivastigmia
Data la sua peculiare natura anfifilica, il copanm PHEA-EDA-S(g-
PSo a contatto con un mezzo acquoso € in grado didamicelle.
Esse, dunque, avranno Utecore” costituito dalle catene idrofobiche
dei derivati squalenici e catene di polietilengikcodel PSSy
aspartamide sulla superficie esterna, a contattalanezzo acquoso,
formanti lo“shell” idrofilo.
La formazione delle micelle e stata studiata mddiapettroscopia a
fluorescenza utilizzando il pirene come sonda f#soente idrofobica.
Il pirene, trasferendosi dalla soluzione acquosanwtleo interno
idrofobico meno polare delle micelle, cambia le gweprieta foto-
fisiche, infatti il rapporto di intensita/l; del pirene cambia da 1.8
in acqua a~ 0.6 in solventi non polari come I'esanGHhen et al.;,
1999].
In figura 17 sono riportate due curve, attribuililirapporti 4sg/l33, €
l,/l,, ottenute rispettivamente dallo spettro di ecciae e di
emissione del pirene, registrati a 25°C, contrdodaritmo della

concentrazione del copolimero.
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Figura 17. Grafico del rapporto tra le intensita dei picczsdlss2€ h/ls, calcolate
rispettivamentealallo spettro di eccitazione e di emissione detrp; in finzione

della concentrazione del copolim..

Il valore dellaconcentrazione critica di aggregaziorCAC) delle
micelle é stato determinato dall'intersezione d&lagente alla curv
nel punto di flesso con la tangente orizzontale ioterpola la part
piana inferiore della curva, ed & risultato esseregpé,25 mg m™.

Un ulteriore approccio utilzato pe studiare la formazione del
micelle & stata I'analisi 2['H NMR Nuclear Overhater effect
spectroscopy (NOESY Tale tecnica permette di identare le
interazioni e le relative correlazioni spaziali itirotoni delle porzion

del copolimero implicati nella formazione delle elie [Licciardi M.
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et al; 2010]. In figura 18 é riportato il contour ploiagvo all'analisi
NOESY delle micelle di PHEA-EDA-SQq-RB$

Dallo spettro 2D si possono distinguere divensiss-peakgelativi
alle interazioni intermolecolari e intramolecolath particolare, €
possibile evidenziaredross-peakga) tra i protoni metilici (0,9 ppm)
e il metilenici (1,2-1,5 ppm) dello Sq, attribuibé interazioni sia di
tipo intramolecolari che di tipo intermolecolaratte porzioni della
catena squalenoilica, implicate nella formazine dete micellare.
Inoltre, particolarmente importanti sonocioss-peakdra i protoni
delle catene di polietilenglicole del 8Sa 3.6 ppm e i protoni
metilenici dello Sq a 1,2-1,5 ppm (b), probabilngnattribuibili
all'instaurarsi  di interazioni intermolecolari trae porzioni
squalenoiliche, formanti il core micellare, e lerponi di PSg in
catena laterale del copolimero. Cio implica cheribcesso di self-
assembling del copolimero PHEA-EDA-SqgsgSesponsabile della
formazione di micelle polimeriche, riduce fortenenb spessore
interfacciale tra il core idrofobico, presumibilmenformato dalle
porzioni squalenoiliche idrofobiche, e il backbgm@imerico. Infine,
come ci si aspettava, sono presentcross-peaksattribuibili a
interazioni di tipo intramolecolari tra i due difésti protoni del

PHEA (2,8 e 4,6 ppm) (c).
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Figure 18. Contour plot dello spettro 2 BH NMR NOESY delle micelle
polimeriche di PHEA-EDA-Sq-Rgregistrato ad un valore di with mixing time di
350 ms.

In accordo con la tecnica del NOESYgrioss-peaksntermolecolari
osservati nello spettro del PHEA-EDA-SgsP®igura 18) indicano
che la distanza tra i protoni associati ad agoss-peak® inferiore a
5 A. Cid significa che i protoni associati ad ognoss-peaksono
sufficientemente vicini da giustificare la formaze di cluster
molecolari, quali le micelle polimeriche.

Infine, per confermare la formazione di nanostmattgolloidali in
mezzo acquoso, sono state eseguite misure di Dgndnght

Scattering (DLS) sulle micelle di PHEA-EDA-Sqg-{3Sandandone a

101



RISULTATI E DISCUSSIONE

valutare le dimensioni medie, il PDI e il poteneiateta. Come
riportato in tabella 2, il diametro medio delle slle PHEA-EDA-SQ-
PSS, € risultato inferiore a 30 nm, con una stretta rifligzione
dimensionale dimostrata dai bassi valori del PDI.

Inoltre, al fine di valutare la capacita delle nlieepolimeriche di
PHEA-EDA-Sqg-P%& di solubilizzare molecole con bassa solubilita in
acqua, la rivastigmina base libera € stata scelteedarmaco modello
attivo a livello del SNC. La rivastigmina, utilizzaper il trattamento
dellAlzheimer, essendo scarsamente solubile in uagcqviene
somministrata come rivastigmina idrogeno tartarakssa,dopo
somministrazione orale, viene rapidamente e coplente assorbita,
ma la sua biodisponibilita € molto bassa 36%), con un elevato
effetto di primo passaggio epatiddiliams et al,2003]

Il farmaco é stato caricato all’interno nelle mieadi PHEA-EDA-Sq-
PSo secondo il metodo riportato nella parte sperimenBrevemente,
guantita note di copolimero e farmaco sono staseahte, ottenendo
una miscela solida, e solubilizzate in DMF, soleem cui sia il
copolimero che il farmaco sono solubili. La miscelatata seccata a
pressione ridotta al fine di ottenere un residualsolLa progressiva
aggiunta di aliquote di acqua porta al self-assamlidel copolimero

in aggregati micellari, e successivamente all'ipcoazione delle
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molecole di farmaco all’interno del core idrofobida dispersione e
stata mantenuta tutta la notte sotto agitaziorecedsso di farmaco e
stato rimosso dal sistema attraverso filtraziortdizzando filtri in
cellulosa di 0,45um. La procedura di incorporazione del farmaco ha
permesso di ottenere un buon grado di incapsulaziorfatti, la
quantita di farmaco incorporato all'interno dellécelle polimeriche,
determinata attraverso analisi HPLC, é risultatsers pari al 20 +
0,3% (p/p) rispetto alla quantita di copolimeriale.

In tabella 2 e possibile notare come le micelleicbar di farmaco
presentano un diametro leggermente maggiore ris@dle micelle
vuote, cio e probabilmente dovuto alla presenzamdiecole di
farmaco all'interno del core micellare. Tuttavia,e@ntrambi i casi le
particelle hanno dimensioni abbastanza piccole,d@lpoter essere
utilizzate per tutte le vie di somministrazione,clusa la via
parenterale. Inoltre, le dimensioni nanometrichenosouna
caratteristica positiva per tali sistemi, in quanpermettono |l
prolungamento della loro permanenza nel torrenteolatorio,
sfuggendo al processo di fagocitosi da parte daglani del RES, e
'accumulo in organi o tessuti irrorati da vasi ghresentano endoteli
con ampie fenestrature, come per esempio a livlaumori solidi

(effetto EPR).
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Tabella 2 Diametro medio, indice di polidispersita (PDIpetenziale zeta delle
micelle di PHEA-EDA-SQ-P&.

Campione Diametro medio PDI Potenzialef
(nm) (mV +S.D.)

Micelle vuote 28,7 0,26 -18,2 £ 6,35

Micelle cariche 34,05 0,35 -18,1+5,5

di rivastigmine

3.3 Saggi biologici in vitro
Al fine di valutare la citotossicita delle micef@limeriche di PHEA-
EDA-SQ-P3Q, sia vuote che cariche di farmaco, sono stati ctind
studi di citotossicita in vitro mediante il sagddTS su cellule di
neuroblastoma murino, linea cellulare ampiamentézzdta per
testare eventuali proprieta neurotossiche di naomposti. Le cellule
sono state incubate con dispersioni acquose dillmipelimeriche
vuote e cariche di farmaco a tre differenti con@ioni, pari a 1, 0,5
e 0,25 mg mt, per 6, 24 e 48 ore. Le cellule incubate conriinfaco
libero a concentrazione pari a 0,2, 0,1 e 0,05 ri§j (Goncentrazioni
pari alla quantita di farmaco incorporato all'imter delle micelle)
sono state utilizzate come controllo positivo. dutiati sperimentali,
espressi in termini di vitalita cellulare %, somgortati in figura 19, e

dimostrano l'assenza di effetti citotossici sial@ahicelle di PHEA-

104



RISULTATI E DISCUSSIONE

EDA-Sg-P3, che delle micelle di PHEA-EDA-Sqg-Bscariche di
farmaco; infatti, la vitalita cellulare si mantiersempre superiore

all'85%.
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Figura 19. Vitalita cellulare delle cellule Neuro2a dopo @& da), 24 ore (b) e 48
ore (c) di incubazione in presenza di rivastigmiibera (Riv), di micelle di
PHEA-EDA-Sg-P$ (mic) e di micelle di PHEA-EDA-Sg-R$ cariche di

rivastigmina (mic-Riv).
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Poiché i sistemi testati non hanno mostrato nesffietto citotossico,
si € deciso di valutare la capacita di tali sistemicellari ad

attraversare le membrane neuronali; pertanto statocendotti studi
di uptake in vitro sulla linea cellulare Neuro2a.t#{ proposito, le
cellule Neuro2a sono state incubate per 6 ore @nmicelle

polimeriche cariche di rivastigmina, alle stessencemtrazioni di

farmaco utilizzata per gli esperimenti di citotegsi. In figura 20 é
riportato il grafico in termini di ng di rivastigma per cellula (libera o
caricata all'interno delle micelle), in funzionelldeconcentrazione di
farmaco.

La quantita di rivastigmina internalizzata dallélde € stata valutata
mediante analisi HPLC; in particolare, come e pmissivedere dal
grafico, la quantita di farmaco presente nel lisasg¢tiulare ottenuto
dopo incubazione con le micelle di PHEA-EDA-Sgf”&ariche di

farmaco € maggiore (circa il doppio) rispetta ajlentita di farmaco
trovato nel lisato cellulare ottenuto dopo incubaei con il farmaco
libero; inoltre, come ci si aspettava, l'uptake di@rmaco e

direttamente proporzionale alla concentrazione edetlicelle nel

mezzo d’incubazione. Tale dato suggerisce che &eltaidi PHEA-

EDA-Sq-P%o facilitano l'uptake delle rivastigmina da partellde

cellule neuronali, rispetto alla rivastigmina lineProbabilmente cio e
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da attribuire alla presenza del gpSulla superficie delle micelle
polimeriche, infatti come descritto nella parteraauttiva € ben nota
capacita di trasportare carriers attraverso le mangbdelle cellule
neuronali. Sfortunatamente, non € stato possibdeagonare la
formulazione con micelle prive del rivestimentaR&s, (PHEA-EDA-
Sq), in quanto il copolimero PHEA-EDA-Sq non hackpacita di

auto-aggregarsi per dar luogo a strutture di tipzetare.
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Figura 20. Uptake della rivastigmina libera (Riv) e dellaastigmina caricata
allinterno delle micelle polimeriche di PHEA-EDAgGSP S0 (mic-Riv) dopo 6
ore di incubazione con le NeuroZ2a.

Inoltre, al fine di valutare la stabilita della astigmina in condizioni
mimanti I'ambiente fisiologico, sono stati condattudi di stabilita in

plasma umano. Dopo incubazione dei sistemi in pdasimano, la
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stabilita del farmaco € stata valutata medianteli@an&PLC,
analizzando la quantita di farmaco intatto o lasprza di suoi
metaboliti. | risultati sperimentali espressi inrméni di % di
rivastigmina rispetto al tempo d’incubazione soipontai in figura 21
e mostrano che la concentrazione plasmatica distigraina
diminuisce quando incubata in forma libera; infattca 1'80% (p/p)
di rivastigmina e stata degradata dopo 48 orealiiazione. Mentre,
la rivastigmina rimane intatta, per tutto il templo incubazione,

qguando € caricata all'interno delle micelle di PHEBA-Sqg-P So.
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Figura 21. Profilo di stabilita della rivastigmina caricatiiaterno delle micelle

di PHEA-EDA-Sg-P&, dopo 6, 24 e 48 ore incubazione in plasma umano,
rispetto alla rivastigmina libera.
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Tale risultato suggerisce che i nuovi sistemi ntecesono in grado di
rallentare la degradazione del farmaco ed evitdre it farmaco
caricato, presumibilmente localizzato all'internel @ore idrofobico

micellare, possa legarsi alle proteine plasmatiche.
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4. CONCLUSIONI
Negli ultimi anni la ricerca farmaceutica, grazieracenti sviluppi
tecnologici, ha mostrato notevoli interessi verstilizzo di materiali
polimerici come carrier di farmaci, in grado di migliorare la
biodisponibilita. Tra talicarrier, le micellle polimeriche presentano
grandi potenzialita e risultano essere dei sisiengrado di ottenere
un potenziale direzionamento al SNC. Per tale regimggetto di tale
lavoro e stata la sintesi e la caratterizzazionendieriali polimerici
biocompatibili, potenzialmente utilizzabili comebstrati di partenza
per la preparazione di sistemi colloidali pednlig delivery
In particolare, in questo lavoro, e stato sintetiaz con successo, un
nuovo copolimero anfifilico a partire datlB-poli(N-2-idrossietil)-
D,L-aspartammide (PHEA), legando al backbone palitoe sia
catene di polisorbato che catene squalenoilichénaldi ottenere un
nuovo copolimero chiamato PHEA-EDA-Sg#SLa capacita di
auto-aggregarsi spontaneamente, in mezzo acquagtita studiata
attraverso I'analisi 2O0H NMR NOESY. Tale tecnica ha dimostrato
che, in mezzo acquoso, il copolimero PHEA-EDA-SgoRSn grado
di auto-assemblarsi in strutture di tipo micellaeeche al fine di
formare il core micellare € necessario che si veagad instaurare

interazioni di tipo idrofobico tra le catene alathle della porzione
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squalenoilica. Studi di spettroscopia a fluoresaentilizzando |l
pirene come sonda fluorescente idrofobica, hannomesso di
calcolare il valore di CAC delle micelle di PHEA-BESQ-PS,.

| sistemi micellari ottenuti, caratterizzati dalrmpo di vista chimico-
fisico in termini di dimensioni medie, PDI e potale zeta, mostrano
dimensioni medie nell'ordine di poche decine diagraetri, una stretta
distribuzione dimensionale e carica superficialgatiea.

Le micelle hanno mostrato una buona capacita aatpocare farmaci
idrofobici, in particolar modo la rivastigmina bd#eera; ed il sistema
ottenuto € in grado di mantenere stabile il farm@moorporato dopo
incubazione con plasma umano. Infine, le micell®ldEA-EDA-SQ-
PSo vuote e cariche di farmaco sono state carattddazaache dal un
punto di vista biologico mediante test di citotogai e studi di uptake;
nelle condizioni sperimentali scelte, i dati ottenevidenziano
I'assenza di effetti citotossici ed inoltre, le elle cariche di farmaco
vengono internalizzate da cellule neuronali, comptake del farmaco
dipendente dalla concentrazione micellare.

Alla luce di tutte queste osservazioni, i risultattenuti in questo
lavoro di ricerca incoraggiano I'impiego delle nleedi PHEA-EDA-
Sqg-P3, come possibili“Colloidal Drug Delivery Systems”per |l

direzionamento di farmaci al Sistema Nervoso Céntra
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5. NANOPARTICELLE SUPERPARAMAGNETICHE PER
IL DIREZIONAMENTO DI FARMACI ANTITUMORALI

Una delle maggiori sfide nella moderna terapia priaettazione di
piu efficaciDrug Delivery System (DDSINegli ultimi anni, sempre di
piu linteresse € stato rivolto verso lo studio danosistemi
superparamagnetici potenzialmente sfruttabili pexagnetic Drug
Delivery System.Pertanto, allo scopo di realizzare dei sistemi
superparamagnetici in grado di veicolare un farmanbtumorale,
verso un organo bersaglio, in presenza di un camggnetico esterno,
sono state preparate e caratterizzate nanopagticekhgnetiche,
costituite da una matrice polimerica biocompatibtentenente un
certo numero di domini superparamagnetici di ossidéerro di 10
nm, potenzialmente sfruttabili per il magnetic &ngg e il drug
delivery. A tale scopo tali nanoparticelle sonotestearicate con la
Flutamide, un farmaco antitumorale la cui azionestgie nell’inibire
e prevenire il legame tra il testosterone e i tecethe si trovano

sulla superficie delle cellule tumorali.
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5.1 Preparazione e caratterizzazione delle SPIONsvestite

di PHEA-IB-p(BMA)
Il PHEA-IB-p(BMA) e un copolimero con caratteridtie strutturali e
idrofobiche tali da renderlo idoneo per la prepamae di DDS.
Alcune di queste caratteristiche, come per esengicapacita in
ambiente acquoso di auto-assemblarsi in struttuceofibrillari, sono
state gia studiateCjavallaro et al.,2009].
In realta, molte caratteristiche di questo copotoméipendono dalla
sua struttura chimica e dalla sua idrofobicitajtg@o anche minime
variazioni di queste caratteristiche, potrebberdliffzare la capacita
di auto-assemblaggio; per esempio, un aumento whfablicita,
potrebbe portare preferenzialmente alla formaziaheaggregati
nanoparticellari in un mezzo acquoso.
A tal proposito le condizioni sperimentali adott&tequesto lavoro,
per la sintesi del copolimero PHEA-IB-p(BMA), sosiate modificate
al fine di ottenere un significativo incremento idrofobicita del
copolimero graft finale PHEA-IB-p(BMA) e quindi pettenere un
copolimero insolubile in acquaitciardi et al.,2012].
Infatti, un numero medio di sette monomeri di BMArmgni catena
di poli(BMA), sembra essere sufficiente per rendgr®HEA-IB-

p(BMA) facilmente solubile in solventi non polaricome il
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cloroformio. Cido rende possibile la formazione dpggeegati
nanoparticellari in mezzi acquosi.
Le condizioni di reazione utilizzate per la sintekl copolimero

PHEA-IB-p(BMA) sono riportati in tabella 3.

Tabella 3 DDg% * = (residui BIB legati/ unita ripetitive PHEA) x @0
(mol/mol).

Il grado di derivatizzazione (DD) dei copolimeri BA-BIB ottenuti, e stato
determinato attraverso analt$i-NMR in DMSO-ds, paragonando l'integrale del
picco corrispondente ai protoni a 1,88 ppm, asdegraa gruppi metilici
appartenenti al BIB legato, con I'integrale delqaicelativo ai protoni a 2,7 ppm,
assegnato al CHappartenente al PHEA.

n® = numero medio di monomeri per ogni catena di pABM

Temperatura di Tempo di
reazione reazione (h) bD BIBa n° Mw c
. [mol%] [kDa]
[°C]
50 20 30 7 380

La struttura chimica del PHEA-IB-p(BMA) e riportatafigura 22.

115



RISULTATI E DISCUSSIONE

|HiC |7

PHEA- 1B3o-p(BMA);

Figura 22. Struttura chimica del copolimero graft PHEA-1BEMA).

Il copolimero sintetizzato € stato utilizzato pardreparazione di tre
differenti  nanoparticelle: nanoparticelle magnetich(MNPSs),
nanoparticelle magnetiche caricate con flutamideUdMNPS) e
nanoparticelle caricate con flutamide (FLU-NPS).

La preparazione delle nanopatrticelle e stata esegumulsionando
una fase organica costituita dal copolimero gr&fER-1B-p(BMA),
dalle nanoparticelle di E®, e/o dalla flutamide, dispersi in
cloroformio, attraverso l'omogeneizzazione in urasef acquosa
contenente polivinilpirrolidone (PVP) come staldhnte e Pluronic
F68 come tensioattivo. L'evaporazione del solvest#to pressione

ridotta, determina la formazione delle nanoparigelle cui
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dimensioni dipendono dalle dimensioni dell’emulggorimaria o/w
ottenuta.

Le immagini TEM delle nanoparticelle liofilizzaterso mostrate in
figura 23. Nessuna differenza significativa e statservata nella
forma e nelle dimensioni tra i campioni di nanopaite MNPs (a) e
FLU-MNPs (b). La maggior parte delle nanoparticetlsservate in
questi due campioni, mostrano una forma sferica diametro medio
di 300 nm. Invece le nanoparticelle di FLU-NPs (mpstrato
mediamente una forma sferica e valori di dimenscampresi tra 250

e 300 nm.
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Figura 23. Immagini TEM (a, b, c) e caratterizzazione DLS€df): delle MNPs
(a, d), FLU-MNPs (b, €) e FLU-NPs (c, f).
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Le misure di Dynamic Light Scattering (DLS), ottémdisperdendo le
nanoparticelle in acqua, mostrano valori di dimenisidel diametro
idrodinamiche in accordo con le dimensioni osservattraverso
'analisi TEM, in particolare, il diametro idrodimaco medio e
risultato essere pari a 290 nm (PDI 0,21) per leRdN320 nm (PDI
0,32) per le FLU-MNPs e 300 nm (PDI 0,35) per |[&JANPs. Tutte le
dispersioni acquose di nanoparticelle hanno un nzake zeta
negativo, ed in particolare con valori compresi &,8 mV per le
MNPs e -8,5 mV per FLU-MNPs e FLU-NPs (tabella 4).

La diminuzione dei valori del potenziale zeta negltimi casi

potrebbe essere dovuto alla presenza di molecoldlutamide

parzialmente esposte sulla superficie delle nanicpde, che

determinano uno schermaggio della superficie carica

Tabella 4 Valori di diametro medio, PDI e potenziale zetdlel MNPs, FLU-
MNPs e FLU-NPs.

Campione Diametro medio PDI Potenziale
(nm) Zeta (mV)

MNPs 290 0,21 -15,8+4,7
FLU-MNPs 320 0,32 -8,5+2,8
FLU-NPs 300 0,38 -8,6+ 3,3
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Allo scopo di verificare I'avvenuto rivestimento ligenanoparticelle

superparamagnetiche dijJ&g con il copolimero PHEA-IB-p(BMA),

e stato effettuato un’analisi FT-IR; in particolarsono stati

confrontati gli spetti FT-IR della magnetite delpotimero e delle

MNPs. Gli spettri sono riportati in figura 24.

Lo spettro FT-IR del campione solido di MNPs mosir@ampia

banda caratteristica dello stretching Fe-O a 579, @he & assente
nello spettro del copolimero PHEA-IB-p(BMA).

Questo dato evidenzia la presenza di magnetitecasipione di

nanoparticelle MNPs. Inoltre, confrontando lo spetET-IR delle

nanoparticelle di ossido di ferro (magnetite) careltp del polimero

di rivestimento, sono anche chiaramente visibilbéade vibrazionali
attribuibili agli stretching C=0 (1651 e 1727 ¢lel polimero. Tutto

ci0 e coerente con l'esistenza di domini di madeetivestiti da

matrice polimerica.
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Figura 24. Spettro FT-IR della magnetite, MNPs, copolimercdA-IB-p(BMA)

e ingrandimento della banda vibrazionale compnes&a0 e 400 cih

5.2 Determinazione del contenuto di magnetite e u#hzione

del comportamento magnetico delle MNPs rivestite ¢o

PHEA-IB-p(BMA)
Il numero dei domini magnetici (10 nm), incorporalfliinterno della
matrice polimerica di PHEA-IB-p(BMA) delle MNPs eslte FLU-
MNPs, é stato calcolato indirettamente attravessaldterminazione
della quantita totale di ossido di ferro per unda massa di
nanoparticelle. A tal proposito, le nanoparticslimo state disperse in
una soluzione di HCI e riscaldate a 60°C per 2 @lefine di
disaggregare le nanoparticelle e solubilizzareogi ferro. In seguito,
gli ioni ferrosi presenti nella soluzione sono istasidati a ioni ferrici
con perossido d’idrogeno; la soluzione ottenutaaéadrattata con il
sale di tiocianato per formare il complesso ferostanato di colore

rosso porpora. La concentrazione del complesso uaque, Il
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contenuto di ferro nelle nanoparticelle € statedmrinato attraverso
analisi spettrofotometrica. Il contenuto di ossido ferro nelle
nanoparticelle e risultato essere pari a 1,5 %nplfe MNPs e 3,4 %
p/p nelle FLU-MNPs. E stato calcolato che un gramindVINPs
contiene 3,37-18 domini magnetici di ossido di ferro e pertanto iogn
nanoparticella polimerica contiene circa 30 donmaignetici. Questi
dati sono stati ulteriormente confermati dalle mesudi
magnetizzazione.

Il comportamento magnetico delle MNPs e gia evidgaozall’effetto
macroscopico di un campo magnetico esterno apgplicat una
dispersione acquosa di MNPs. Nella figura 25 (db)esi possono
osservare le fotografie della dispersione di MNPla @islocazione
delle nanoparticelle dopo applicazione di un magesterno. Come si
puo notare, inizialmente le MNPs sono disperseaniara omogenea,
mentre tendono a concentrarsi in prossimita del ey nel
momento in cui la dispersione di MNPs viene pogatptta la notte
sotto I'applicazione di un campo magnetico estefpuesto risultato
dimostra che le MNPs preparate contengono dominomatrici di

Fe0,.
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Figura 25. Fotografie della dispersione acquosa di MNPs arif@@) e dopo

I'applicazione di un campo magnetico esterno pa fa notte (b).

5.3 Misure magnetiche
Le proprietd magnetiche delle MNPs e delle FLU-MMPsOno state
studiate in funzione del campo magnetico a 3005eKa Le misure
sono state eseguite sia sulle dispersioni acquosandparticelle che
sui campioni liofilizzati, e non € stata osservatssuna differenza
significativa. Cio ha suggerito che le proprietagmetiche delle
nanoparticelle non sono influenzate dall’ambientgadle interazioni
fisiche con le molecole di farmaco. Le curve M contH a
temperatura ambiente (figura 26a) delle MNPs eedEILU-MNPs
sono perfettamente sovrapponibili € non mostranerotvita,
confermando che le nanoparticelle hanno un compenéo

superparamagnetico. Il valore di magnetizzaziongatlirazione (I,
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dato dalla legge empirichl :Ms+ﬁ+l

2 )

e risultato essere 0,9

Am?%kg [Gittlemann et al. 1974]

Il valore di My ottenuto, € piu basso di quello osservato per la
magnetite in bulk (~60 Afkg; figura 26¢) $chieber,1967]: questa
riduzione € comunemente osservata nelle nanopheticegnetiche

ed € attribuita alla presenza di uno strato di gpsordinato sulla
superficie Millan at al,. 2007], dovuto ad un aumento del rapporto
superficie/volume. Le curve M contro H registrateassa temperatura
(5 K), riportate in figura 26b, mostrano un cicloisteresi con un
basso campo coercitivggHc = 7 mT, mentre il valore di Me pari a

1,1 Anf/kg.

M

La magnetizzazione residubll = M
5T

, calcolata come rapporto tra il

valore di magnetizzazione a 0 e 5 T, e risultasemspari a 0,23.
Questo valore e leggermente piu basso del valdseafiribuito a

nanoparticelle uniassiali, dove gli assi sono aatnsotropicamente,
confermando la presenza di nanoparticelle moltacgiéc che si

rilassano piu velocemente delle altre. Questa wvazEme € congrua
con la presenza di un film polimerico tra i domthimagnetite, che
aumenta la distanza media tra le nanoparticelle,ut@ conseguente

riduzione significativa delle interazioni dipolarQuesta ipotesi e
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anche in accordo con la riduzione della temperatlirdloccaggio

osservata negli esperimentzero field coolingZFC) e dield cooling
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Figura 26. Curve di magnetizzazione delle MNPs a 300 K (&)t (b), e della

magnetite in bulk (c).

Anche nel caso delle curve di magnetizzazione a grRCFC, non é
stata evidenziata nessuna differenza tra i modelMNPs e FLU-
MNPs.

Le curve di magnetizzazione (M) in funzione dekanperatura (T)

delle MNPs e dei campioni di magnetite, in disp®rei acquosa, a
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ZFC e a FC, sono riportate, rispettivamente, inrBg27a e 27b. La
curva delle MNPs a ZFC (figura 27a) e stata acuiao a 250 K
per evitare la fusione del solvente. Il campionestma il tipico

comportamento di irreversibilita termica, caratgco di un insieme
di nanoparticelle a singoli domini che interagiscalebolmente; cio
puo essere descritta dal modello di Né&t¢l,1949], dove il tempo di

rilassamento del momento magnetico delle nanogdlgje, € dato da

KV
r=r,& VT , dove K & la costante di anisotropia, V & il votudella

particella,to € il tempo di prova egke la costante di Boltzmann. La
temperatura alla quale il tempo di misura € ugualal tempo di
rilassamenta, e definita temperatura di bloccaggio g)T tale
temperatura, supponendo chesia costante, risultera direttamente
proporzionale alla barriera di anisotropia KV e rigpondera alla
temperatura alla quale la maggior parte delle naraelle si
rilassano. Nei sistemi reali,gTé comunemente identificata con la
temperatura corrispondente al massimo della cuiv@, Znentre la
differenza tra § e la temperatura alla quale ZFC e FC collassano da
una stima della distribuzione della barriera enzgelLa Tz media
della magnetite (figura 27b) é risultata esseregab K, tale risultato

e in accordo con la presenza di nanoparticelleerpgpamagnetiche di
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maghemite/magnetite, con una dimensione media-@01Om Zhang

et al., 2006] Al contrario, le MNPs mostrano ungTdi 15 K che e

coerente con la dimensione media delle nanopdeibeh al di sopra

di 20 nm e quindi in accordo con la presenza detstimento

polimerico.

Tuttavia, un E di 15 K e ben al di sotto della temperatura anteien

indicando che il campione € sempre in regime sw@ramagnetico

alla temperatura fisiologica, come richiesto pexpelicazioni in vivo.
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Figura 27. Curve relative alla dispersione di MNPs (a) e alellagnetite (b) a

Zero-field cooled (ZFC) e field-cooled (FC).
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5.4. Valutazione biologica in vitro di nanoparticele

magnetiche rivestite con PHEA-IB-p(BMA)
L'effetto antiproliferativo delle nanoparticelle gretiche preparate e
stato studiato attraverso il saggio MTS, su celtliladenocarcinoma
prostatico umane (LNCaP). Inoltre, e stato ancHetai® su questa
linea cellulare I'effetto del diidrotestosterone HD, agente
proliferativo per le cellule del cancro alla praatfiHoroszewicz et al.
1983]. In questo caso le LNCaP sono state incybette’2 ore con |l
DHT ( a due concentrazioni: 2@ 10" M) e con una quantita di FLU-
MNPs corrispondente ad una concentrazione di fawrnadcato di 34
uM (a-a’) e 100uM (b-b%); la FLU libera é stata utilizzata come
controllo positivo alla concentrazione di 1AM (c-c’), che
corrisponde alla sua massima solubilita in acqua.
In figura 28 sono mostrati i risultati in terminidtalita cellulare (%)

in funzione della concentrazione dei campioni.
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Figura 28. Vitalita cellulare delle LNCaP dopo ‘oredi incubazione con: DH
10 e 10’ M; FLU-MNPs 34uM (a) e 100uM (b) in presenza del DHT &
FLU-MNPs 34uM (a’) e 100uM (b") in presenza del DHT 10M; FLU libera in
presenza delDHT 1C® (c) e 10° (¢); FLU-MNPs corrispondenti all
concentrazione di farmaco pari a 3M (d) e 100 uM (e); MNPs alle
concentrazione corrispondente a d (@gdml) (f) ed e (27,ug/ml) (g) in assenz
di DHT.

La proliferazione cellulare e stata dminata mediante sagg
colorimetrico MTS ed i valori di deviazione standi& SD) sono sta
calcolati sulla base di tre esperimenti condottnutipli di sei

Come previsto, l'incubazione delle LNCaP con DHTdeterminatc
un significativo incrementoella vitalita cellulare, che dipende de
concentrazione di DHT (DHT :® e DHT 10’ M); invece quest
effetto diminuisce (~ 20% di inibizione) quandodellule sono c-

trattate con l&LU, alla concentrazione di JuM (c-c’), confermandc

'azione antiandrogena della FLU. Al contrario, le F-MNPs,
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contenenti una quantita di farmaco pari a B (a-a’), hanno
mostrato una drastica inibizione (~ 80% di inibmed dell’effetto
proliferativo del DHT e quasi un’inibizione commetella vitalita
cellulare, quando incubate ad una concentraziomgspondente a
100 uM di FLU (b-b’). In questi due casi bisogna consate che la
concentrazione finale della FLU é circa tre voB4 (M) e dieci volte
(100 uM) superiore a quella utilizzata su cellule tratabn FLU da
sola (10uM), e che l'effetto antiproliferativo maggiore deessere
attribuito alla piu elevata concentrazione finaldatmaco. Tuttavia,
I'effetto antiproliferativo delle FLU-MNPs si ha elme in assenza di
DHT (d-e).

In realta, i dati ottenuti suggeriscono che la Ftdsicata all’interno
delle nanoparticelle non perde la sua attivita garotogica; piuttosto,
le FLU-MNPs sembrano essere in grado di aumentativita del
farmaco incrementando l'uptake all'interno delléude. Tali risultati
suggeriscono l'ipotesi che il copolimero PHEA-IBBMA), utilizzato
per la preparazione delle nanoparticelle, sia adgrdi interagire con
le membrane cellulari e promuovere l'uptake deiniaco caricato, in
seguito all’endocitosi delle nanparticelle e susoes diffusione del
farmaco. Inoltre, a causa dell'idrofobicita del obmero PHEA-IB-

p(BMA), si potrebbe supporre che l'aumentato uptdké farmaco
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potrebbe essere, anche, attribuito all’adesionéde dehnoparticelle
sulla membrana cellulare. Tale effetto € stato djfdostrato in un
precedente studio su microparticelle di PHEA-IBd@) [Cavallaro
et al, 2009].

Affinché la FLU possa esplicare la propria azioaerfacologica, e
necessario che le nanoparticelle veicolino il favonall'interno delle
cellule, in quanto il farmaco antitumorale FLU agisel citoplasma
cellulare Kumar and Tindall,1998]. Pertanto, al fine di valutare
'uptake cellulare della FLU e di B®, caricati nelle nanoparticelle
magnetiche, la linea cellulare di LNCaP sono statabate con FLU-
MNPs per 4, 24 e 48 ore. In figura 29 sono mostadtirisultati, in
termini di ng di FLU (figura 29a) e B®, (figura 29b) per cellula, in
funzione della concentrazione di FLU-MNPs. La quandi FLU e
Fe0O,4 nei lisati cellulari, rilevata rispettivamenteratterso HPLC e
analisi UV, é risultata essere dipendente dallaceotrazione delle
nanoparticelle e dal tempo di incubazione. Tuttavian e stata
osservata nessuna differenza significativa neirvdiouptake di FLU
e FeO, tra 24 e 48 ore. Sembra che la massima incormorazi
cellulare sia stata raggiunta dopo un tempo dibazione compreso

tra 24 e 48 ore.
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Figure 29. Uptake di FLU (a) e R®, (b) nella linea cellulare di LNCaP dopo 4,
24 e 48 ore di incubazione con FLU-MNPs. | valardeviazione standard (xSD)

sono stati calcolatati sulla base di tre esperingamtdotti in multipli di sei.
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Inoltre, al fine di valutare la capacita delle FIMINPs di rilasciare il
farmaco caricato, sono stati condotti studi disgla in vitro, in
condizioni mimanti 'ambiente fisiologico. In figar30 viene mostrata
la percentuale di FLU rilasciata dalle FLU-MNPs ftontata con la
curva di dissoluzione della FLU libera nelle stessendizioni
sperimentali. Come e possibile osservare dal grafilopo un giorno
di incubazione il 70% del farmaco caricato vieriasgiato; mentre, il
profilo di rilascio cambia (la velocita di rilascéiventa costante € piu
lenta) nellintervallo di tempo compreso tra 248&ate. Dopo 48 ore
di incubazione le nanoparticelle rilasciano cir&@6% di farmaco
caricato. Infine, confrontando il profilo di rilascdel farmaco dalle
nanoparticelle con il profilo di dissoluzione delf&U libera si puo
dedurre che l'inclusione della FLU all'interno delhanoparticelle

influenza la velocita di rilascio.
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Figura 30. Percentuale di FLU rilasciata dalle FLU-MNPs imfronto con la
curva di dissoluzione della FLU libera nelle stessadizioni sperimentali (PBS
pH 7.4, 37° C). | valori di deviazione standardSP) sono stati calcolati sulla
base di tre esperimenti.

5.5 Studi in vivo
Al fine di valutare come l'applicazione di un campoagnetico
esterno possa influire sulla biodistribuzione del@oparticelle, sono
stati effettuati studi in vivo su ratti sottopoatl un campo magnetico
esterno; a tali animali, sono state somministratepensioni di
nanoparticelle magnetiche (FLU-MNPs) e non maghet(&LU-NPSs),
come controllo negativo. Per escludere effettiasiliodistribuzione
non imputabili al campo magnetico esterno, le FLMR4$ sono state,

anche, somministrate ad un gruppo di animali cdpotrosenza
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applicazione di un campo magnetico esterno (dati mmortati). Gli

animali sono stati sacrificati dopo 24 e 48 ordadabmministrazione
dei sistemi, e dai principali organi espiantatgé#, milza, polmone,
rene, cervello e plasma) sono state determinatpid@tita di FgD,,

FLU e del suo metabolita FLU-OH. | dati di biodistrzione raccolti
24 ore dopo la somministrazione sono mostrati rigjlee 31 (a) e (b)
e 32. In generale, la biodistribuzione delle FLU-RBNdopo 24 ore
dalla somministrazione nei ratti sottoposti ad @mpo magnetico
esterno e risultata differente da quella trovata radi trattati con
FLU-NPs e nei ratti controllo (in assenza di un panmagnetico
esterno). Infatti, un’elevata concentrazione di F&l$tata trovata in
quegli organi, come il rene, fisiologicamente pigin al magnete
(foto interna della figura 31a), piuttosto che Itriabrgani. Pertanto,
possiamo supporre che la presenza del magnete@stebia forzato
le nanoparticelle magnetiche a rimanere in prosaindel sito di
somministrazione e ritardarne la loro eliminaziowal corpo
dell’'animale (solo a 48 h dopo la somministrazi@mquantita di FLU
nei reni e risultata analoga a quella trovata nefii organi).

Diversamente, una biodistribuzione di farmaco ntieraa e stata
osservata negli animali a cui sono state sommatestFLU-NPs o le

FLU-MNPs in assenza del magnete esterno.
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D'altra parte, 'assenza di un’elevata quantitardetabolita FLI-OH

nei reni dei ratti trattati con FL-MNPs in presenza del cam
magnetico (figur81b) indica che il magnete ha impedito il passag
delle nanoparticelle attrerso il fegato, dove la FLU e rapidame
metabolizzata a FL-OH [Tevell et al; 2006] Questo dato confern
ulteriormente lipotesi che la presenza del magneteerno hi
trattenuto le nanoparticelle magnetiche sommirtistin prossimita
della zona di gplicazione del magnete e di conseguenza ha rid
cattura di tali nanocarriers, da parte di fegatilzare polmoni, orgar

responsabili della rimozione di nanopatrticolatiaaircolazione
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Figura 31. Biodistribuzione di FLU (a) e del suo rabolita FLL-OH (b), 24 ore
dopo la somministrazione negli organi dei rattig&tj a un campo magneti
esterno (FLUNPs e FLI-MNPs) e nei ratti controllo (FLWANPs senza camg
magnetico esterno). La foto interna (a) indicadaipone del magnete e ito di
somministrazione.

Come controprova, € stata anche determinata latitfuain magnetit
(fig. 32), accumulata negli stessi organi, 2ore dopo la
somministrazione e i risultati sono riportati ingdra 32. Come
previsto, anche in questo caso e ! trovata una quantita elevata
magnetite nei reni, corrispondente alla presenii@ a@@anoparticell¢
magnetiche li accumulatesi. Diversamente dalla FlaJmagnetite
non viene rapidamente metabolizzata nel fegatondjue statc

possibile determinare ahe la quantita di nanoparticelle magneti

accumulatesi in questo organo. Ma in questo casoaacumulc

136



RISULTATI E DISCUSSIONI

massiccio di nanoparticelle magnetiche é statoatmsolo in que

ratti non soggetti al campo magnetico este
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Figura 32. Biodistribuzione dea magnetite (R©®,;) 24 ore dopo la
somministrazione negli organi dei ratti soggettira campo magnetico ester
(FLU-NPs e FLUMNPs) e nei ratti controllo (FL-MNPs senza camg
magnetico esterno).
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6. CONCLUSIONI
Attualmente, le nanoparticelle superparamagneticf®&PIONS)

occupano un ruolo importante nel campodtely deliveryper svariati
motivi. Innanzitutto sono semplici da preparare ikedbro profilo
tossicologico € molto buono; in secondo luogo pé&one il targeting
magnetico senza per questo escludere la possildiitavere al
contempo anche il targeting passivo o attivo. I pisultano
applicabili sia per scopi diagnostici che terapgusoprattutto per la
cura di tumori molto vicini alla superficie corpategoer i quali si puo
utilizzare il gradiente di campo magnetico.

Per tale ragione, nel presente lavoro sono stafgapate, attraverso il
metodo delllomogeneizzazione ed evaporazione delveste,
nanoparticelle magnetiche rivestite con il copoliongraft PHEA-IB-
p(BMA), contenenti un certo numero di domini su@gmagnetici di
ossido di ferro di 10 nm, al fine di ottenere sSistgotenzialmente
utilizzabili per il “Magnetic Targetingdi farmaci antitumorali.

Le nanoparticelle magnetiche sono state preparatieeain presenza
del farmaco antitumorale flutamide (FLU), ottenendoa drug
loading pari al 20% p/p. Le nanoparticelle prepar@fINPs, FLU-
MNPs e FLU-NPs) sono state caratterizzate dal puditovista

chimico-fisico attraverso DLS, TEM, misure magnieéice studi di
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rilascio del contenuto di FLU; queste hanno dimemsmedia di circa
300 nm con una ristretta distribuzione granulomaetri hanno
evidenziato un comportamento superparamagnetion@ igsultate in
grado di rispondere ad un campo magnetico estessgndo attratte
da quest’ultimo.

Studi in vitro su cellule di adenocarcinoma prastatimane (LNCaP)
hanno mostrato che le nanoparticelle magnetichePIHEA-IB-
p(BMA) non sono tossiche quando incubate sottoformia
nanoparticelle magnetiche vuote (MNPs), ma, quacaicate con
FLU, sono citotossiche sulla linea cellulare testaCio € stato
attribuito al fatto che la modificazione superfleigpolimerica delle
nanoparticelle ha incrementato I'uptake cellulare.

Gli studi di biodistribuzione in vivo hanno dimasio che
I'applicazione di un campo magnetico esterno sukmione
addominale dei ratti ha drasticamente modificatbitistribuzione
delle FLU-MNPs. Le nanoparticelle, 24 ore dopodeministrazione,
si accumulano prevalentemente agli organi vasazati in
prossimita della calamita, cioé i reni. Al contearl'uptake da parte
del sistema reticoloendoteliale del fegato, milzaomone e risultato
significativamente ridotto. Alla luce di tutte qtesosservazioni, la

combinazione del targeting magnetico con [effiteenvettore
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polimerico nanopatrticellare ha consentito di reaz un validdrug

Delivery Systempotenzialmente utilizzabile nella terapia antituate.
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7. NANOPARTICELLE SUPERPARAMAGNETICHE PER
IL “ DUAL TARGETING” AL TUMORE

Al fine di ottenere sistemi potenzialmente sfruttafel trattamento
dei tumori tramite l'ipertermia magnetica 0 comeeig di contrasto
per la risonanza magnetica nucleare, sono statpa@te e
caratterizzate nanoparticelle superparamagneticbstjtuite da una
matrice polimerica biocompatibile contenente domini
superparamagnetici di ossido di ferro di 10 nm.

Le nanoparticelle superparamagnetiche ottenuteept&so un core
magnetico e un rivestimentshel) polimerico che ne controlla la
stabilita e l'interazione cellulare. Il core magnet costituito da
particelle di ossido di ferro, &€ responsabile dpli@prieta magnetiche
ed e in grado di direzionare il sistema ad un stecifico, attraverso
l'azione di un campo magnetico esterno. Tale femame2
incrementato in modo sinergico dal direzionametivaadovuto alla

presenza di acido folico sullo shell polimericolee&lanoparticelle.
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7.1 Sintesi e caratterizzazione dei copolimeri PHEARLA-
PEG-FA e PHEA-PLA-PEG
Per il rivestimento delle nanoparticelle superpaagnetiche di F©,
di 10 nm sono stati utilizzati due nuovi copolimanififilici, il PHEA-
PLA-PEG-FA e il PHEA-PLA-PEG.
I PHEA-PLA-PEG e un copolimero-graft anfifiico #&ase di
poliaspartammide, utile per la preparazione di panters auto-
assemblati o come materiale di rivestimento di pancelle
colloidali. Esso e stato gia sintetizzato, caratio e utilizzato per la
preparazione di nanoparticelle per il rilascioatnfaci Craparo et al.,
2010].
| due copolimeri sono stati sintetizzati a partle¢ PHEA, tramite due
reazioni successive che comportano in primis laiugazione di
catene dPLA e, successivamente, I'attacco del PEG;MHlel NH-
PEG-FA, su porzioni della catena di PHEA-PLA.
Le catene di PLA sono state coniugate balickbonedel PHEA
utilizzando il CDI come agente attivante dei grupgirminali
carbossilici del PLA. Il PLA attivato dal carbomiidazolo, puo
reagire facilmente con i gruppi idrossilici presant catena laterale

del PHEA (Schema 1).
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Schema 1 Rappresentazione schematica della sintesi delioogro PHEA-PLA
(x = 111).

Il copolimero-graft PHEA-PLA €& stato -caratterizzatoediante
spettroscopidH-NMR, che ha confermato l'introduzione delle caten
di PLA sul PHEA e ha consentito il calcolo del gradii
derivatizzazione molare (D). Il DD, indicato come percentuale
molare delle catene di PLA legate al PHEA rispedie unita

ripetitive dello stesso PHEA, é stato calcolatcaganando l'integrale
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dei picchi relativi ai protoni & 1,3-1,7 attribuibili a i protoni dei
gruppi metilici appartenenti al PLA, con I' integralel picco relativo
ai protoni adé 2,72 attribuibile ai protini -CO-CH-&,-CO-NH-
appartenente al PHEA. La percentuale molare deltene di PLA
covalentemente legate al PHEA é risultata esseateajpa, 7% in moli
rispetto alle unita ripetitive del PHEA.

Il copolimero-graft PHEA-PLA ottenuto, € stato posato come
materiale di partenza per la coniugazione delRHG-FA o del
PEG-NH.

La reazione di coniugazione dell’acido folico (FA)NH,-PEG-NH,
ha richiesto una serie di tentativi sperimentdlfjree di ottimizzare la
coniugazione dell'acido folico ad una sola estrandiell’ NH,-PEG-
NH,.

L’'acido folico & stato coniugato al derivato ammmidel PEG
attivando il gruppoy-carbossilico del FA con EDC/NHSS; lo schema

di reazione é riportato in schema 2.
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HQN
Folic Acid NH,-PEG-NH,
"o
. 0
H20 Q 0 Na"
pHO.8 NHSS
T p
HyC._Ne N._~_N_ HCl
EDC HC1
HQN\/P\ 4/\/NH N = | --
N'Hg N N
PEG-FA

Schema 2Rappresentazione schematica della sintesi del PEG = 44).

Diversi fattori giocano un ruolo cruciale in questeazione: la
concentrazione di NHPEG-NH nella miscela di reazione e il suo

eccesso molare rispetto al FA, i rapporti molaitiaz@ati tra gli agenti

attivanti

purificazione del

EDC, NHSS e FA ed

prodotto finale (dialisi,

infine, la procedura dabppia

in pram luogo, e
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cromatografia di permeazione su gel, in secondgdjoche ha
permesso di ottenere il derivato mono-funzionata2éH,-PEG-FA.
Inoltre, in diversi lavori € stato dimostrato ckeppure la reazione di
attivazione puo avvenire sia sul grupge che o- carbossilico,
principalmente, circa per I'80%, I'attivazione s & livello del gruppo
v- carbossilico $hukla et al.2003,Wang et al.1996,Leamon et al.,
1999].

Le analisi spettroscopichéH-NMR, FT-IR e UV) e le analisi SEC
hanno confermato la struttura assegnata.

Successivamente, la coniugazione del derivatotznééo NH-PEG-
FA o del PEG-NH al PHEA-PLA e stata effettuata attraverso
I'attivazione dei gruppi idrossilici del PHEA coh BNPC. Come
esempio e riportata in schemda3sintesi del copolimero PHEA-PLA-

PEG-FA.
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Schema 3.Rappresentazione schematica della sintesi dellicogro PHEA-
PLA-PEG-FA (x = 111; n = 44).

Un parametro molto importante nella reazione divatione dei

gruppi idrossilici del PHEA con il BNPC, e di cogsenza per la
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reazione di coniugazione con i gruppi amminici BEIG, e la durata
della reazione di attivazion€gavallaro et al.,2008]. In questo caso
2,5 ore di reazione di attivazione sono state qefiiti per ottenere una
coniugazione quantitativa dei derivati del PEG @yaimero PHEA-
PLA.

Il grado di derivatizzazione in NFPEG-FA, cioe la quantita di NH
PEG-FA legato al PHEA-PLA, é stato determinatoaattrso analisi
'H-NMR, ed in particolare & stato calcolato paraguioal'integrale
dei picchi relativi ai protoni & 3,65 attribuibili ai -CH-CH,- del PEG,
con lintegrale dei picchi relativi ai protoni @ 2,72 attibuibili al
PHEA, ed e risultato essere pari al 4,7% in malpeito alle unita
ripetitive di PHEA.

Questo valore corrisponde anche alla % molare di |égato al
PHEA-PLA-PEG-FA, che é stata determinata sia trmraitalisi UV
che tramite analistH-NMR (in questo caso sono stati usati come
riferimento i picchi relativi ai protoni aromatidel FA aé 6,73, 7,60 e

8,70) (figura 33).
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Figura 33. Spettro'H-NMR del copolimero PHEA-PLA-PEG-FA.

Infine, il PHEA-PLA e stato marcato con una sondsrescente
legando ai gruppi idrosscilici liberi, in presenda DMAP come
catalizzatore, la sonda fluorescente Alexa Fluod® Guccinimmidil

estere-attivato).

Nella tabella 5 sono riportati i dati di caratteazione di tutti i

derivati del PHEA sintetizzati.
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Tabella 5. Dati di caratterizzazione di tutti i derivati d@HEA sintetizzati: peso
molecolare e polidispersita ottenuti tramite SEO, @tenuti tramite analisi UV e
'H-NMR e rese percentuali

. DDpeg DDga DDgjexa PM Polidispersita Resa
Campione Smol%z Smol%z Smol%! SkDaz SMW/M "2 S%E/EZ
PHEA 32,8 1,6
PHEA-PLA 66,2 1,8 90
PHEAPLA- 48 753 17 90
PEG
PHEAPLA- 47 47 78.2 16 90
PEG-FA
PHEA-PLA- 0.2 66.3 17 88
Alexa
PEG-FA 95 2,4 1,2 85

7.2 Preparazione e caratterizzazione delle nanopactlle
magnetiche rivestite con PHEA-PLA-PEG-FA e PHEA-
PLA-PEG

Allo scopo di preparare nanoparticelle di ossidéedio rivestite con i
copolimeri  sintetizzati, e stato utlizzato il mdo della
nanoprecipitazione. Questo approccio si basa sulla
precipitazione/coacervazione in acqua di polimeslulsili in un
solvente organico, favorendone la deposizione sujaerficie delle
nanoparticelle di magnetite e formando cosi urstivento insolubile
[Ochekpe et al.2009]. Per rivestire le nanoparticelle magneticbe
il copolimero PHEA-PLA-PEG-FA, le particelle di ads di ferro
sono state disperse nella fase organica insiemguai copolimeri

anfifilici PHEA-PLA-PEG-FA e PHEA-PLA. La precipitzone in
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acqua ha indotto l'adsorbimento di queste macrarotde sulla
superficie delle nanoparticelle di ossido di fersbabilizzandole e
fungendo le stesse da colloidi protettori nellaefemcquosa. La
diffusione spontanea del solvente organico, uii@zer solubilizzare
I copolimeri, dal film polimerico adsorbito sullaugerficie delle
nanoparticelle di ossido di ferro verso la fasepelidente, genera |l
consolidamento dello strato polimerico all'intediac tra ossido di
ferro e acqua, portando alla formazione di nanogedie rivestite con
un film stabile. La stessa metodica é stata usitazper rivestire le
nanoparticelle di magnetite con PHEA-PLA-PEG.

Il processo di formazione delle MNPs-FA e schemata in figura 34.

PHE.

W,
1 Vi AAAA e
pLA FA
g e’
A LS o
e e

| PHEA-PLA ‘ PHEA-PLA-PEG-FA |

o o 8]

L) o
Solvent
diffusion

Figura 34. Rappresentazione schematica della formazione idebktimento

MNP-FA

polimerico sulle MNPs.
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In figura 35 € mostrata la morfologia delle MNPs-F&ualizzata
mediante analisi SEM. Le immagini SEM hanno mostrana
popolazione omogenea di nanoparticelle sferiche,aggregate e con
un diametro di circa 35 nm. In particolare, nelhmagine SEM a
maggiore ingrandimento (400000 X) e visibile loatr di polimero

che circonda il nucleo di magnetite.

Magnetite core

Polymeric layer

|

HV mag WD | det | HFW
30.00 KV 400 000 x| 8.2 mm | ETD | 373 nm

Figura 35.Immagini SEM delle MNPs-FA.
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Le misure ottenute tramite dynamic light scatter(i®l.S) hanno

confermato le dimensioni osservate tramite SEMhane dispersione
acquosa, indicando che le nanoparticelle hanno wmedro

idrodinamico medio pari a circa 38,7 nm con un Bi),35.

L’'analisi DLS ha mostrato che non vi € alcuna dédfeza significativa
tra le MNPs-FA (Figura 36a) e nanoparticelle ritessenza FA

(MNPs) (Figura 36b).
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Figura 36. Istogramma della distribuzione dimensionale dellBlg-FA (a) e
delle MNPs (b).

Tutte le nanoparticelle in dispersioni acquose banmostrato un
potenziale Zeta negativo con valori di circa -18.mdati DLS sono

riportati in tabella 6.
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Tabella 6. Dati e valori di diametro idrodinamico medio, P®potenziale zeta, di
campioni di MNPs-FA e di MNPs in mezzo acquoso aa concentrazione finale
di copolimero di 0,2 mg ril

Campione Diametro idrodinamico PDI Potenziale Zeta
(nm) (mV)
MNPs
(PHEA-PLA + PHEA-PLA- 36,5 nm 0,31 -18,34+1,8mV
PEG + FgO,)
MNPs-FA
(PHEA-PLA + PHEA-PLA- 38,7 nm 0,35 -17,21+22mV

PEG-FA + FgO,)

La composizione quali/quantitativa delle nanopat&; costituite da
un nucleo di ossido di ferro inorganico ed uno Hchsterno di
copolimero, €& stata valutata mediante saggio aukdrico alla
ferrozina, per la determinazione quantitativa defleagnetite, e
spettroscopia FT-IR, per la conferma dell'avvenuieestimento
polimerico e della contemporanea presenza gbfe

Il saggio alla ferrozina ha permesso di ricavarguantita totale di
ossido di ferro nelle MNPs-FA e nelle MNPs, chestltato essere
pari al 13,7% p/p per le prime e il 15,6% p/p geséconde.

In figura 37aé riportato lo spettro FT-IR del campione solido di
MNPs-FA paragonato con quello delle nanoparticetiede di FgO,

e del copolimero PHEA-PLA-PEG-FA. Lo spettro FT-lgelle
nanoparticelle di ®,ha mostrato la caratteristica banda (larga) dello
stretching Fe-O a 579 ¢inche & assente nello spettro del copolimero

PHEA-PLA-PEG-FA. Lo stretching Fe-O a 579 tm, invece,
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presente nello spettro delle MNPs-FA, come chiardenenostrato in
figura 37b. Infine, nello spettro delle MNPs-FA sonhiaramente
evidenziate delle bande vibrazionali attribuibilioastretching C=0
(1652 e 1759 ci) del polimero. | dati ottenuti sono in accordo con

I'esistenza di una matrice polimerica che rivestemini di magnetite.

—Fe,0,
—— PHEA-PLA-PEG-FA
70 4 —— PHEA-PLA-PEG-FA + Fe 0,

(a)

1,35 (b)

1,304

1254

1,204
1,15

1,104

transmittance
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1,00 4
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0,90 4
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Figura 37. Spettri FT-IR di magnetite (5@4), copolimero PHEA-PLA-PEG-FA
e MNPs-FA (a); ingrandimento degli spettri (b).

Allo scopo di dimostrare la presenza di molecol&Ainei campioni
di MNPs-FA, la quantita di FA e stata determinatadrante
spettroscopia UV. Per effettuare tale analisi,ttate di rivestimento
polimerico e stato dapprima solubilizzato in THF,lae risultante
soluzione di polimero é state analizzata mediamte spettrometro

UV. La quantita di FA e risultata essere pari 4P4,n peso. Pertanto,
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e stato facile calcolare il numero di molecole diper ug di MNPs-

FA, sfruttando la seguente equazione:

w
Yo, FA , NA _ NFAmolecules

MW FA4 - 100 microG MNPs—FA

dove % w/w FA é la quantita in peso di FA nelle MiNPA; MW FA
e il peso molecolare dell’FA; NA é il numero di Ayadro. | numero
di molecole di FA per pg di MNPs-FA é risultato esgspari a 5,6 ¢
10", un numero sufficiente per realizzare un efficetatrgeting FR-
mediato {Cavallaro et al.,2010].

La curva di magnetizzazione (M) in funzione dekanperatura (T)
delle MNPs-FA in dispersione acquosa, a ZFC e ad-fiportata in
figura 38. La curva a ZFC e stata acquisita fi®b@ K per evitare la
fusione del solvente. Il campione mostra il tipmamportamento di
irreversibilita termica, caratteristico di un insie di nanoparticelle a
singoli domini che interagiscono debolmente; cid pgsere descritta

dal modello di NéelNéel, 1949], dove il tempo di rilassamento del

KV
momento magnetico delle nanoparticetie¢ dato dar =7, [& ABT,

dove K é la costante di anisotropia, V € il volude#ia particellag, €
il tempo di prova e ké la costante di Boltzmann. La temperatura alla
quale il tempo di misura € uguale al tempo di si¢amenta;, e definita

temperatura di bloccaggio £)f tale temperatura, supponendo ehe
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sia costante, risultera direttamente proporziorala barriera di
anisotropia KV e corrispondera alla temperatura gilale la maggior
parte delle nanoparticelle si rilassano. Nei sistegali, Tz €
comunemente identificata con la temperatura cayndpnte al
massimo della curva ZFC, mentre la differenza y& Ta temperatura
alla quale ZFC e FC collassano da una stima dddtatiizione della
barriera energetica. LasTmedia dellavNPs-FAe risultata essere pari a
71 K, tale risultato e in accordo con la presenzaahoparticelle
superparamagnetiche di maghemite/magnetite, condimansione

media di 10 nmZhang et al.2006].
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Figura 38. Curve relative alla dispersione di MNPs-FZXero-field cooledZFC)
e afield-cooled(FC).
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Tale valore di temperatura e ben al di sotto deltaperatura ambiente,
indicando che il campione, a 37°C, temperatuialfigica, € sempre
In regime superparamagnetico, come richiesto pepfdicazioni in
Vivo.

Nell'esperimento condotto feld cooledi momenti magnetici delle
particelle sono congelati in maniera tale da rimaradineati al campo
magnetico; in tal modo, quando tutte le particalamo bloccate si
potrebbe misurare il valore di magnetizzazione aluizione. In
guesto caso, non e stata osservata alcuna sateazio significa che
alla piu bassa temperatura utilizzata per effettdamisura non tutte
le particelle erano bloccate.

Inoltre, le proprieta magnetiche delle MNPs-FA satate studiate in
funzione del campo magnetico sia ad alta (300 k) atbassa (2,5 K)
temperatura. Le misure sono state effettuate dla dispersioni in
acqua che sul campione di MNPs-FA liofilizzato, enne stata
osservata alcuna differenza significativa, suggdwerhe le proprieta
magnetiche delle MNPs-FA non sono suscettibili fi&amabiente
fisico né alle interazioni.

La curva M contro H a temperatura ambiente (30@d&) ha mostrato
coercitivita (figura 39), confermando che tutti anepioni sono nel

regime superparamagnetico. Il valore di magnetiongz di
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saturazione (N stimato, applicando alla curva la legge empirica

M = MS+%+% [Gittlemann et al.1974], é risultato essere pari a

26,8 emu g. Il valore di M, ottenuto & inferiore rispetto a quello
osservato per la magnetite in bulk (circa 90 emu[5chieber1967]:
tale riduzione e comunemente osservata nelle nanogke
magnetiche in cui la magnetite e rivestita da ua#ioe polimerica e,
a essa, e attribuita la presenza di uno strateidi disordinato sulla

superficie Millan et al., 2007], dovuto ad un aumento del rapporto

superficie/volume .
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Figura 39. Curva di magnetizzazione delle MNPs-FA a tempeaaimbiente.
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La curva M contro H registrata a bassa temperdfjaK), riportata
in figura 40, mostra il ciclo di isteresi (vedi nagpdimento diFigura
40) con un campo coercitivagHC = 38 mT. La magnetizzazione
residua Mi=(Mo7)/(Ms1) , valutata come rapporto tra il valore di
magnetizzazione a0 e 5 T, e risultata essereag@B7. Questo valore
e leggermente inferiore a 0,5, valore previsto perinsieme di
nanoparticelle uniassiali isolate, i cui assi sdaclmente orientati
isotropicamente, confermando la presenza di unazigue di
nanoparticelle magnetiche ultra-piccole che codlgsisi velocemente

di quelle di media grandezza.
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Figura 40. Curva di magnetizzazione delle MNPs-FA registasga®ab K.
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7.3 Valutazione biologica in vitro delle MNPs-FA e delle

MNPs
La citotossicita elle MNPs-FA e delle MNPs &tat: valutata in
cellule MCF7, usate corr linea cellulare tumorale modello, e
cellule 16HBE, utilizzat come linea cellulare umanmson tumorale,
valutando la vitalita cellulare mediar il saggio MTS | risultati, in
termini di vitalita cellulare (%) in funzione dellzoncentrazior dei
campioni, sono mostratin figura 41.1 dati mostrano ct, per le
nanoparticelle magnetiche sia ' folato chesenza folato, | vitalita
cellulare € paragonabile al contro, il che indica un buona
citocompatibilita delle MNPs-FA (Figura 4l1la e)lbe delle MNPs
(figura 41c e dplle concentrazioni test: sia sullecellule tumorali (a

c) chesulle cellule normali (b, c
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Figura 41. Vitalita cellulare % (saggio MTS) delle MN-FA (a,b) e delle MNP
(c,d) a 4 e 24 ore di incubazione a dse concentrazioni, testate sia su cel
tumorali MCF7 (a,c) che su cellule normali 16HBEd{b| risultati sono riporta
come media £SD (n = ¢

La preferenziale internalizzazione delle nanopeltec magnetich
nelle cellule tumoralipiuttosto che inquelle norma é un fattore
importante, sia per garantire un effetto farmacalognirato, di ur
eventuale farmaco caricato, ma ar per ottenere una maggic

risoluzionenell’area di accumulo, qual ora i sistemi vengatilizaati

comeagenti di contreto nella risonanza magnetidaer questo motive
e stato valutato’liptake cellulare delle MNPSA e delle MNPs
tempi di incubazione divel, sia nelle cellule tumorali che in que

normali.
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Le cellule MCF7 e 16HBE sono state incubate sialeokINPs-FA
che con le MNPs per 4 e 24 ore, ed & stata cadclalajuantita di F&
internalizzato (espresso comez;®Bg. In figura 42 sono ripartati i
grafici di uptake in termini di ng di 5@, per cellula, ai due tempi di
incubazione analizzati. Complessivamente, |'uptd&ie MNPs-FA
nelle MCF7 (figura 42a) é risultato essere cospiwrae superiore
all’'uptake nelle 16HBE (figura 42b). Al contrarie, MNPs non hanno
la capacita di distinguere le due diverse linedutzel MCF7 (figura
42c) e 16HBE (figura 42d).

Pertanto, si puo ipotizzare, che il maggiore uptdddée nanoparticelle
magnetiche da parte delle cellule tumorali piutioste dalle cellule
normali dipende fortemente dalla presenza dell’presumibilmente,
esposto sulla superficie delle nanoparticelle.ttnfeome ampiamente
discusso nella parte introduttiva, I'acido foliccene internalizzato
dalle cellule attraverso un meccanismo recettordtae; ed inoltre, i
recettori per il folato sono sovraespressi sullenim@ne delle cellule

tumorali [Cavallaro et al.,2010].
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Figura 42. Uptake cellulare (espresso in ng disO4) delle MNP-FA (a,b) e
MNPs (c,d) dopo 4 e 24 ore d’incubazione a divamecentrazioni su cellu

MCF7 (a,c) e su cellule 16HBE (b,d). I risultatnsariporati come media £SD (
=3).

Inoltre, allo scopo di valutare la possibilita di ottenem duplice

effetto targetingattivo, dovuto ad un meccanismo recel-mediato
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tra lI'acido folico e i suoi recettori cellulari, magnetico, dovuto
all'applicazione di un campo magnetico esterno)stao valutato
'uptake delle MNPs-FA nelle cellule MCF7 anchepresenza di un
magnete posto al di sotto dello strato cellulare.phrticolare, le
immagini dell’'uptake cellulare (figura 44) dellellaée incubate per 4
(44 a, d) e 24 ore (44 b, c ed e), con (44a, o, ¥nza (44 d, e€) un
magnete applicato esternamente alla coltura (coostrato in figura
43), sono state ottenute attraverso un microsoapico, utilizzando il

reattivo alla ferrozina per la determinazione @etd incorporato.

Permanent magnet

Figura 43. Fotografia dei pozzetti per la coltura cellulasatii per gli studi di
uptake in presenza di un magnete applicato estemtam

Come si puo osservare, € stato evidenziato uneob®so piu intenso
nei pozzetti delle cellule incubate con le MNPs-iRApresenza del
magnete (figura 44 a, b, c), piuttosto che nelleileeincubate senza il

magnete esterno (figura 44 d ed e), dimostrandal ¢chggeting attivo
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dell’FA e I'applicazione di un campo magneticoeest, migliorano
I'internalizzazione delle nanoparticelle magnetjchgendo, pertanto

In maniera sinergica.

’ [_

(cémtroi)

Figura 44. Immagini, ottenute attraverso microscopia ottobal)e cellule MCF7
incubate con le MNPs-FA per 4 (18 a,d) e 24 (18ed,@) ore, con (18 a, b, c) o
senza (18 d,e) un magnete applicato esternamenmezaétto, dopo trattamento

con ferrozina.

Infine, gli esperimenti di microscopia confocalanha confermato che
I'FA migliora I'accumulo delle MNPs-FA nel citoplasa cellulare
(figura 45 e 46). Per rendere le nanoparticelle matighe visibili

attraverso il microscopio confocale, € stato nerassintetizzare un
copolimero fluorescente (PHEA-PLA-Alexa). Succesagsiente, tale

copolimero e stato utilizzato insieme al PHEA-PLEGFA o al
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PHEA-PLA-PEG per preparare le MNPs-FA-Alexa e le R&NAlexa.

L' uptake cellulare delle nanoparticelle magnetiehstato valutato
utilizzando un Confocal Laser Scanning Microsco@yl$M) a

doppio canale, registrando la fluorescenza in eamissn cellule vive,

per 18 ore. Le immagini in fluorescenza sono stéatguisite a brevi
intervalli di tempo e, allo stesso tempo, € stakraita in tempo reale
una curva del processo di uptakalma et al.2011].

Le immagini in fluorescenza in tempo reale sonongte in figura 45.
E' stato osservato un uptake trascurabile delle $4RNlexa nelle

cellule MCF7 dopo 18 ore di incubazione (immagimm® miportata).

Al contrario, € risultato ben visibile, dalle immiaigal confocale

ottenute ad intervalli di tempo diversi, un aumengoaduale

delluptake delle MNPs-FA-Alexa. Tale risultato enfermato dai
grafici in cui e riportata l'intensita di fluorestza nel citoplasma, in

funzione del tempo (figura 46).
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control (Laurdan) t= 0

conirel (Laurdan) t= 18h

Figura 45. Immagini di microscopia confocale in tempo readdialcellule MCF7

incubate con le MNPs-FA-Alexa per 18 ore. Le namigele marcate con Alexa
sono colorate in rosso; le membrane cellulari smaocate con Laurdan (verdi).

In tutte le immagini la barra dimensionale e di b
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Figura 46. Intensita di fluorescenza normalizzata (arb. delle cellule MCF7

incubate con le MNPs-FA-Alexa per 18 ore.
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8. CONCLUSIONI
| trattamenti terapeutici oggi in uso per la cueh@hncro, tra i quali la
radioterapia, spesso combinata con la chemiotef&uia et al.,2011],
mirano ad inibire la crescita delle cellule tumoerala recidiva della
malattia. Ciascuno di questi approcci comportatrpppo, il rischio di
uccidere cellule sane o danneggiare fatalmente essuto sano,
causando tossicita sistemica ed effetti collaténdesiderati.
Pertanto, una buona strategia, al fine di ottesestemi direzionati
verso uno specifico organo bersaglio, € quella ahiwgare sulla
superficie esterna dei sistemi carrier molecoleziimanti (ligando
targeting) {(5ao et al.,2005], che legano appropriati recettori espressi
nel sito targeting. L'acido folico, un ligando akkeata affinita per i
recettori del folato, € uno tra i ligandi targebposti con maggior
successo per il drug delivery tumore-specifico.
Per tale ragione, nel presente lavoro é statoteinéo con successo
un copolimero anfifilico funzionalizzato con acidolico, utile per
rivestire nanoparticelle superparamagnetiche,saipo di ottenere un
sistema nanoparticellare dotato di un doppio targgfolato mediato
e magnetico) per le cellule tumorali. Le nanopatkc magnetiche

ottenute hanno mostrato dimensione di 37 nm e un#wa costituita

da un core di magnetite e un rivestimento polingeriGli studi di
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magnetizzazione hanno indicato che i campioni soostituiti da

nanoparticelle con comportamento superparamagnatteonperatura
fisiologica, come richiesto per le applicazionirmiediche.

Le nanoparticelle sono state inoltre caratterizzitepunto di vista
biologico mediante test di citotossicita e di ugtalellulare. Gli studi
sulla vitalita cellulare hanno mostrato una manaadz citotossicita
sia in cellule tumorali che in cellule sane. | liati degli studi di

uptake cellulare hanno dimostrato, invece, che tdkg delle

nanoparticelle nelle cellule MCF7 pu0o essere offoaente

migliorato con l'utilizzo dell’acido folico e cheel nanoparticelle
magnetiche FA-modificate sono in grado di discriane) in termini di

internalizzazione delle stesse nanoparticelle,eltule cancerose da
guelle non tumorali, in accordo con il fatto cheecettori dei folati

sono principalmente sovra-espressi sulle membragiee cellule

tumorali. Inoltre, I'analisi CLSM in tempo reale hdteriormente

confermato i risultati sopra citati. Per di piu, Ienmagini di

microscopia ottica dell’'uptake intracellulare deN&NPs-FA nelle

cellule MCF7 incubate in presenza di un magnetermestapplicato
nella porzione inferiore del pozzetto in esamegewidenziato che un
campo magnetico migliora l'internalizzazione deflanoparticelle

magnetiche in modo sinergico con il targeting atffA-mediato.
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Concludendo, i risultati ottenuti in questo lavomcoraggiano
'impiego delle nanoparticelle magnetiche rivestite PHEA-PLA-
PEG-FA come possibileDual Targeted Delivery Systemper il

trattamento dei tumori.
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9. NANOPARTICELLE SUPERPARAMAGNETICHE
RIVESTITE CON UN DERIVATO SQUALENICO
DELL'INULINA PER IL  “MAGNETIC DRUG TARGETIG”

Tenenedo conto delle caratteristiche positive dsbjpalene, quali

biocompatibilita, chemioprofilassipn Duuren et al.1976] attivita
antitumorale e azione citoprotettiva (protegge ddute sane, ma no
quelle tumorali, dall'azione tossica dei chemiopécg [Ready et al.,
2009], sono state realizzate nanoparticelle supammegnetiche
rivestite con un copolimero dell'inulina funzionadato con derivati
dello squalene, in grado di veicolare farmaci antirali attraverso

I'applicazione di un campo magnetico esterno.

9.1 Sintesi e caratterizzazione del copolimero InEDA-SQg-
PEG
Al fine rivestire nanoparticelle di E@, idrodisperdibili, stabilizzate
con derivati del PEG (Sigma Aldrich), e stato gimdito e
caratterizzato un nuovo copolimero anfiflico a u#ira
polisaccaridica, I'lnu-EDA-Sq-PEG.
Inizialmente l'inulina (Inu) e stata parzialmenteridatizzata con
EDA (schema 4), allo scopo di introdurre nel bacidodel
polisaccaride gruppi amminici primari disponibilierp ulteriori

derivatizzazioni.
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Schema 4:Schema di sintesi dell'IneDA.

La reazionetra I'lnu e 'EDA e stata eseguita attivando i gpi

alcolici dell'lnu con BPNC. Tale reazione e stata condoin un

reattore a microonde a temperaturepotenzacontrollat. Cid ha

consetitodi ottenere, rispetto a tecniche di reazioni chattsino |

riscaldamento convenzionale, un elevato grado dvakézzazione ir

EDA in tempi minori. Il grado di derivatizzazionalell'Inu-EDA

(DDgpp) & stato calcolato mediananalisi 'H-NMR, paragonando

I'integrale delpicchi a o 2,62 relativoai protoni dell’ECA (4Hgpa,

NH,-CH,-CH,-NH-) con l'integrale dei picchi & 3,76(5 Hynu, -CH»-

OH; -CH-CH2-OH; -C-CH,-0-), § 4,02 (1H\y, -CH-OH), 6 4,19 ( d,
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1Hnu, -CH-OH) attribuibili ai protoni del fruttosio dell’'nu; tale
valore e risultat@ssere pari 28+1% in moli.

L’Inu-EDA e stata successivamente funzionalizzata codarivato
carbossilico dello squalene, SqCOOI,;, attraverso una reazione

coupling carbodiimmide mediata, in presenza di -

idrossisuccinimmid, ottenendo il copolimero InEDA-Sq (schema

5).

Inulina-EDA +

SqCOOH

OH 1. DCC/NHS TEA
0 DMF-a 4h, 40°C

o U 2. 16 h,25°C

Hy
|

C
o
Kon
HaC
i o N
R
o g Y
’/Cg{- o | |
HaC
zc') OH /‘

g Inulina-EDA-SqCOOH

o

Schema 5.Schema di sintesi del copolimero IRIDA-SQ.

Il copolimero sintetizzato e stato opportunamentegaiterizzatc
mediante ananlis'H-NMR e il grado di derivatizzaziondell’'lnu-

EDA-Sq in Sq(DDsg) € stato determinato mediante ane'H-NMR
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registrato in una miscela di DMFO (7:1), paragonando l'integrale
dei picchi relativi ai protoni & 1,5 e 1,9, attribuibili ai rispettivamente
ai CH; e CH dello squalene con gli integrali dei picchi congpriea
03,76 e 4,19 relativi ai protoni del backbone detllina: 1l DDg,,
espresso come valore medio di tre determinazioniswdtato essere
parial 1,7 £ 1 % in moli.

Infine, i gruppi amminici liberi dellInu-EDA-Sq swm stati
derivatizzati con catene di PEfg, al fine di ottenere il copolimero

Inu-EDA-SQ-PEG con potenziali propriettealth(schema 6).
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O

Inulina-EDA-Squalene + HMH/\/OMOh

O

PEG,qgAldeide

H,0 T=25C
pH=6,8 | 24h

Inulina-EDA-Squalene-PEG,yy,

Schema 6 Schema di sintesi del copolimero Inu-EDA-Sq-PEG.

La reazione e stata condotta in acqua a pH 6,§uaste condizioni

sperimentali il PEGoo aldeide reagisce con i gruppi amminici liberi

dell'lnu-EDA-Sq ottenendo cosi I'INU-EDA-Sq-PEG. Hrado di

derivatizzazione dell'lnu-EDA-Sg-PEG in PEG (B e stato

calcolato attraverso analiil-NMR comparando l'integrale del picco

ad 3,65 attribuibile ai 176 protoni del PEG (176 -CH,-CH»-O-)

con gli integrali dei picchi compresi t8a3,76 e 4,19 relativi ai protoni

del backbone dell'inulina. Il DR espresso come valore medio di tre

determinazioni, e risultato essere pari al 2,790.5% moli.

179



RISULTATI E DISCUSSIONI

Il peso molecolare medio (M e l'indice di polidispersita (PDI),
calcolati per mezzo di analisi SEC, come descnitédla sezione

sperimentale, sono riportati in tabella 7.

Tabella 7. Peso molecolare medio (}) e indice di polidispersita (PDI) dei
polimeri Inu, Inu-EDA, Inu-EDA-Sq e Inu-EDA-Sg-PEG.

Campione My PDI
Inu 4994 1,42
Inu-EDA 2549 1,24
Inu-EDA-Sq 3072 13

Inu-EDA-SQ-PEG 4296 17

9.2 Preparazione e caratterizzazione delle nanoparticil
magnetiche rivestite con Inu-EDA-Sg-PEG
Allo scopo di preparare nanoparticelle di ossidofelro rivestite

(MNPs), il copolimero Inu-EDA-SQ-PEG é stato digmein un 1 ml
di acqua conteneti nanoparticelle dg®g, stabilizzate con PEG, e la
miscela posta in dialisi contro acqua bidistillgtaer 48 ore. |l
copolimero anfifilico in acqua si adsorbe, intenade attraverso
interazioni di tipo fisico, sulla superficie delanoparticelle di F©,

stabilizzandole e fungendo da colloide protettore.
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La dimesione e la morfologia dei sistemi ottenutstata valutata
attraverso analisi SEM. Le immagini cosi ottenfitgu(a 47) rivelano
la presenza di una popolazione omogenea di namoglkertsferiche,

non aggregate e con un diametro di circa 50 nm.

HV mag B | HFW WD | mode | spof

20.00 kV|80 000 x|1.60 ym|10.0 mm| S 2.8

Figura 47. Immagini SEM delle nanoparticelle magnetiche di-EDA-Sqg-PEG.

Le misure ottenute tramite Dynamic light scatterifigf-S) hanno
confermato le dimensioni osservate tramite SEMhane dispersione
acquosa, indicando che le nanoparticelle hanno wmedro
idrodinamico medio pari a circa 54,79 + 1,2 nm aarPDI di 0,16.

Inoltre, al fine di incorporare un farmaco modedithinterno delle
nanoparticelle magnetiche rivestite con Inu-EDAREG, alla
miscela acquosa di copolimero e nanoparticelle @Ofe stato

aggiunto 1 ml di soluzione acquosa di Doxorubiclese libera
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(Doxo). La miscela ottenuta e stata sonicata eapiostlialisi per 48
ore al fine di allontanare il farmaco non intraggal all’interno delle
nanoparticelle.  L'incorporazione del farmaco aveenper

I'insataurarsi di interazioni di tipo fisico tra @dopolimero anfifilico e
il farmaco.

La quantitd di Doxo incorporata € stata quindi deieata tramite
analisi UV, ed e risultata essere pari a circ®itt10,5 % (p/p) rispetto
al sistema totale (copolimero4®/DOXQ0O). Le nanoparticelle
ottenute (MNPs-DOXO) sono state caratterizzateaatiso DLS, al
fine di valutare il diametro idrodinamico medio,intice di

polidispersita e il potenziale zeta (tabella 8).

Tutte le nanoparticelle in dispersioni acquose banmostrato un

potenziale Zeta positivo con valori di circa 20 mV.

Tabella 8.Dati e valori di diametro idrodinamico medio, PDp@tenziale zeta, di

campioni di MNPs e MNPs-DOXO in mezzi acquosi.

Campione Diametro medio PDI Pz (mV)
(hm)
MNPs 54.19 0.16 2118
MNPs-DOXO 44.15 0,46 19.8+2
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L’analisi DLS ha mostrato che non vi e alcuna défea significativa

tra le MNPs (Figura 48a) e le nanoparticelle carich farmaco

(MNPs-DOXO) (Figura 48b).

a)

Number (Percent)
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Size (d.nm)

b)

[
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=
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Figura 48. Istogramma della distribuzione dimensionale dMMPs (a) e delle
MNPs-DOXO(b).

La composizione quali/quantitativa delle nanopat&; costituite da
un nucleo di ossido di ferro inorganico ed uno Hchsterno di
copolimero, €& stata valutata mediante saggio aukdrico alla
ferrozina e spettroscopia FT-IR.

Il saggio alla ferrozina ha permesso di ricavarguantita totale di
ossido di ferro, per unita di massa di nanopaftécél tal proposito, le
nanoparticelle sono state disperse in una soluzibreCl 1,4 M e

riscaldate a 60°C per 2 ore, al fine di disaggredgamanoparticelle e
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solubilizzare gli ioni ferro. In seguito, alla selone é stato aggiunto
una la soluzione di reattivo composta da acidoaeiscorbico, che
riduce gli ioni ferrici a ioni ferrosi, la neucopna, che complessa
eventuali ioni presenti in soluzione che potrebbererferire con
I'analisi, e la ferrozzina, che complessa gli idafrosi formano un
complesso colorato che assorbe a 560 nm. Pertantoncentrazione
del complesso e, dunque, il contenuto di ferroenelinoparticelle e
stato determinato attraverso analisi spettrofotan®et!l contenuto di
ossido di ferro nelle nanopatrticelle € risultateess pari a 6,5£1% p/p
nelle MNPs e 7,7+£0,5% p/p nelle MNPs-DOXO.

Allo scopo di verificare I'avvenuto rivestimento l@genanoparticelle
superparamagnetiche didxg con il copolimero Inu-EDA-Sg-PEG e
stato effettuato un’analisi FT-IR; in particolae®mno stati confrontati
gli spetti FT-IR della magnetite del copolimero elled MNPs. Gili
spettri sono riportati in figura 49.

Lo spettro FT-IR del campione solido di MNPs mostmr@ampia
banda caratteristica dello stretching Fe-O a 598 @ngrandimento
figura 49), che e assente nello spettro del comsbninu-EDA-Sg-
PEG.

Questo dato evidenzia la presenza di magnetitecasipione di

nanoparticelle MNPs. Inoltre, confrontando lo setETIR delle
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nanoparticelle di ossido di ferro (magnetite) careltp del polimero
di rivestimento, sono anche chiaramente visibilbéade vibrazionali
attribuibili agli stretching C=0 (1547e 1718 ¢del polimero. Tutto
ci0 e coerente con l'esistenza di domini di madeetivestiti da

matrice polimerica.

Fe O,
——INU-EDA-Sq-PEG
——INU-EDA-Sq-PEG + Fe 0,

—Fe,0,
I ——INU-EDA-Sg-PEG
—— INU-EDA-Sq-PEG+Fe,0,

Transmittance (%)

Wavenumbers (cm’)

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumbers (cm")

Figura 49. Spettro FTIR della magnetite, delle MNPs, delatopero Inu-EDA-
PEG-Sq e ingrandimento della banda vibrazionaleptesa tra 800 e 400 €m

Inoltre e stato valutato il comportamento supenpagnetico delle
MNPs applicando ad una dispersione acquosa di MNfascampo
magnetico esterno. Nella figura 50 si possono waserle fotografie
della dispersione di MNPs (a) e la dislocaziondedefnoparticelle
dopo applicazione di un magnete esterno (b). Caonmu®& notare,
inizialmente le MNPs sono disperse in maniera omegge mentre
tendono a concentrarsi in prossimita del magnetenoenento in cui

la dispersione di MNPs viene posta per qualche toisatto I'azione
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di un campo magnetico esterno, inoltre come & bibssvedere in
figura 50 (c) dopo la rimozione del campo magneligcpnanoparticelle
non conservano alcuna magnetizzazione residua ¢&anper si
ridisperdono istantaneamente. Questo risultato stiracche le MNPs
preparate contengono domini nanometrici di ;dze con

comportamento superparamagnetico.

- e
o

I b @ o
Figura 50. Fotografie della dispersione acquosa di MNPs pr{aa durante
I'applicazione di un campo magnetico esterno (lgoeo la rimozione del campo
magnetico (c).
9.3 Studi di rlascio in vitro
Allo scopo di valutare la capacita dei sistemiitisciare il farmaco
incorporato, sono stati effettuati studi di rilassan due diversi mezzi,
simulanti I'ambiente fisiologico: tampone fosfateBS) a pH 7,4, al
fine di simulare il pH sanguigno, e PBS a pH 5I|5ine di simulare il

pH endosomiale e lisosomiale.
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Per gli studi di rilascio, e stato utilizzato il tndo della dialisi; esso
consiste nel caricamento delle nanoparticelle cante farmaco, in
una membrana da dialisi, che viene posta all’imtetnun opportuno
volume di mezzo; quest’ultimo funge da compartiroantevente.

Ad intervalli di tempo prestabiliti, si effettuampoelievi di aliquote di

mezzo esterno, il quale viene poi sostituito daugnale volume di
mezzo fresco, al fine di mantenere le condiziomksilnfine, le

aliguote prelevate vengono analizzate attraverabsatiPLC.

In figura 51a e b, sono riportati i profili di rdaio a pH 7,4 e 5,5,
rispettivamente. La quantita di Doxo rilasciata ahie lo studio, €
stata espressa come percentuale del rapporto im ghesarmaco

rilasciato, rispetto alla quantita totale di farmacontenuta nelle

nanoparticelle.
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Figura 51. Percentuale di Doxo rilasciata dalle MNPs-DOXO anftonto alla
curva di diffusione della Doxo libera nelle stessadizioni sperimentali: a) PBS

pH 7,4 e b) PBS pH 5,5. | valori di deviazione dli@al (+DS) sono stati calcolati

sulla base di tre esperimenti.
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Gli studi effettuati dimostrano come, ad entramialiori di pH, dopo
48 ore, solo circa il 12 % di Doxo venga rilascimdorma libera dal
sistema nanoparticellare, mentre tutta la Doxo rdipecaricata
all'interno delle membrana, diffonde nelle prime ali incubazione.
Cio e presumibilmente dovuto alle forti interaziatie si instaurano
tra le nanoparticelle e la Doxo, che mantengonostuema
saldamente ancorata al sistema.

Poiché le nanoparticelle preparate, nelle condizparimentali scelte,
rilasciano molto lentamente il farmaco caricatopsd supporre che i
sistemi siano in grado di veicolare elevate quanti farmaco
allinterno delle cellule tumorali, senza che qoestvenga

prematuramente rilasciato.

9.4 Valutazioni biologiche in vitro delle nanoparticelle
magnetiche di Inu-EDA-Sg-PEG: citotossicita e uptak
Allo scopo di valutare [lattivita citotossica dellaanoparticelle
contenenti Doxo, sono stati condotti studi di togagicellularen vitro.
Cellule HCT116 sono state incubate con dispersmomtenenti
nanoparticelle cariche di farmaco; inoltre, perutale I'eventuale
effetto del sistema sulle cellule, come confrorgono state usate

nanoparticelle magnetiche vuote, usando la stesseentrazione di
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sistema usata nell’esperimento fatto con le nartigpdle cariche di
farmaco. Cellule trattate con Doxo libera, sondest#ilizzate come
controllo positivo. Infine, attraverso il saggio MTe stato anche
valutato I'effetto di un campo magnetico esternpligando sul fondo
dei pozzetti contenti le cellule un magnete cozdati attrazione pari

a 250 g (figura 52).

Figura 52. Fotografia dei pozzetti per coltura cellulare ugagr gli studi di

citotossicita e uptake in presenza di un magngiécapo esternamente.

In particolare, il campo magnetico € stato appdicat cellule non
trattate e cellule trattate con la dispersione diRd e MNPs-DOXO,
a concentrazione pari a 0,27 mg m{corrispondente a 50M di
Doxo).

| sistemi sono stati incubati, con i campioni sdi¢ati, per 24 e 48 ore.
Trascorso il tempo di incubazione, le cellule s@tate analizzate

tramite saggio colorimetrico MTS, per valutare itahta cellulare.
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| risultati, espressi in termini di vitalita celarke (%), in funzione della
concentrazione delle nanoparticelle cariche e debta libera, sono

mostrati in figura 53.
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Figura 53. Vitalita cellulare % (saggio MTS) delle MNPs-DOX@elle MNPs e
della Doxo, in presenza e in assenza di un camgmeti@o esterno, a 24 (a) e 48
(b) ore di incubazione a diverse concentraziostate su cellule di carcinama del

colon umane (HCT116). | risultati sono riportatimo® mediat DS (n=6).
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L’'analisi dei dati consente di evidenziare chelesoéllule tumoralin
vitro, i sistemi particellari preparati non alteranaméda tossicita della
Doxo, dal momento che sia quando si trova in folibara che
incorporata nelle nanoparticelle magnetiche l'effia del farmaco
non cambia. In entrambi i casi, infatti, I'effettototossico é
caratterizzato da un andamento crescente, siaumkatare della
concentrazione di nanoparticelle (e quindi di faro)asia del tempo
di incubazione.

Inoltre, come e possibile osservare dal grafico, §8ando le MNPs-
DOXO a concentrazione pari a 0,27 mg'rfdorrispondente a 50M
di Doxo), vengono incubate in presenza di un magmpesto al di
sotto del letto cellulare, I'azione citotossica laeDoxo caricata
all'interno dei sistemi, dopo 24 ore di incubazipaementa di circa |l
50 % rispetto all’'effetto che si ha quando le MNFSXO vengono
incubate alla stessa concentrazione in assenza chmpo magnetico
esterno. Nel primo caso infatti, in presenza dehga magnetico, la
vitalita cellulare é circa il 28%, mentre nel sedorcaso, in assenza
del campo magnetico, e circa il 51% rispetto akdio. Cio significa
che, il campo magnetico esterno, incrementa l'ieffiza dei sistemi,
infatti, a parita di concentrazione di farmacopresenza di un campo

magnetico esterno, si ha un effetto farmacologieggiore. L'effetto
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citotossico e imputabile alla sola Doxo, dal morneohe, come e
possibile osservare dai grafici a 24 (53a) a 4&)58e, quando le
cellule sono incubate con le MNPs vuote la vitald@llulare e
paragonabile al controllo, cio indica una buonaaompatibilita dei
sistemi vuoti alle concentrazioni testate. Inolti@pplicazione di un
campo magnetico esterno non ha effetto citotossuatla linea
cellulari testata.

Affinché la Doxo caricata all'interno delle nanotieelle possa
manifestare la propria azione citotossica, € necesghe i sistemi
vengano internalizzati all’interno delle cellulentarali. Pertanto,
attraverso microspopia a fluorescenza, € stato tatalul’'uptake
cellulare delle MNPs-DOXO a diversi tempi di incalwme, sia in
presenza (figura 52) che in assenza di un campoetiag esterno. Le
cellule HCT116 sono state incubate con una dispeesacquosa di
MNPs-DOXO, a concentrazione pari a 0,27 md (abrrispondenti a
50 uM) per 4, 24 e 48 ore; sono state fissate con fmikrde ed i loro
nuclei sono stati colorati con DAPI. Come contrgtiositivo, sono
state utilizzate cellule incubate con dispersiocguse di Doxo in

forma libera, a concentrazione pari aB0.
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In figuara 54 sono riportate le immigini dell’'uptalcellulare dellt
cellule incubate per 454a), 24 (54b) e 48 er (54c, ottenute
attraverso microspopia a fluoresce.

a)

BRIGTFIELD DAPI DOXO BRIGTFIELD+DAPIHDOX0O

Doxo

MNPs

MNPs +
magnete

b)

BRIGTFIELD DAPI DOXO BRIGTFIELD+DAPI+DOXO

Doxo

MNPs

MNPs +
magnete
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c)

BRIGTFIELD DAPI DOXO BRIGTFIELD+DAPI+DOXO

I)l”“}---

MNPs

MNPs +
magnete

Figura 54. Immigini a fluorescen:z (ingrandimento 40Xyelle HCT11(incubate
con Doxorubicina (DOXO), nanoparticelle magnetictie Inu-EDA-Sg-PEG
cariche di farmaco in assenza (MI-DOXO) e in presenza di un cam
magnetico esterno (MN-DOXO), per 4 (a), 24 (b) e 48 (c) ore.

Come si puo osservargia dopo 4 ore di incubazior{g4a la Doxo,
testatan forma libera si accumulgrincipalmente a livell dei nuclei
delle cellule HCT16, mentre la fluorescenza in rosso della D
caricataall'interno delle nanoparticelle magnetiche, siapmesenzi
che in assenza di un campo magnetico esterno, neigaimente
localizzata a livello del citoplasma cellulare. DoR4 e 48 ore

incubazione (54ldc) anche i nuclei d& cellule trattate con le MN-
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DOXO, cominciano a mostrare fluorescenza in rossprattutto

guando le cellule sono incubate in presenza dehetagesterno.

E interessante notare, come, dopo 4 ore di incabazi(54a)

l'intensita di fluorescenza € maggiore nei campimaubati con le
MNPs-DOXO in presenza del magnete, piuttosto chée reellule

incubate senza il magnete esterno. Inoltre, dopoe248 ore di
incubazione (54b-54c) e possibile osservare comamero di cellule
e diminuto nei pozzetti delle cellule incubate e@MNPs-DOXO in

presenza del magnete esterno. Tale risultato €dordo con i dati
ottenuti dagli studi di citotossicita. Pertanto, mio supporre che
I'applicazione di un campo magnetico esterno auanéoptake dei

sistemi all'interno delle cellule; in tal modo uneaggiore quantita di

Doxo potra raggiungere i nuclei delle cellule eglieare la propria

azione citotossica.
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10.CONCLUSIONI
Il concetto di drug delivery per mezzo di nanopuaite magnetiche,

trae beneficio dal fatto che la nanotecnologia hggiunto uno
sviluppo tale da rendere possibile, non solo ladpzone di
nanoparticelle magnetiche con proprieta superpayaateche in un
range molto stretto di dimensioni, ma anche ditstrare la superficie
di queste particelle, per riuscire a trasferiren@ci in siti specifici.
Pertanto, allo scopo di ottenere sistemi magneticidimensione
nanometrica in grado di veicolare farmaci attravdiagpplicazione di
un campo magnetico, sono state realizzate nanogleti
superparamagnetiche rivestite con un copolimergilaod a struttura
poliasaccaridica.

Le nanoparticelle magnetiche sono state preparatieeain presenza
del farmaco antitumorale Doxorubicina (Doxo), o&edo una drug
loading pari al 10% p/p. Le nanoparticelle magrntiqoreparate
(MNPs e MNPs-Doxo) sono state caratterizzate daltquli vista
chimico-fisico attraverso DLS, SEM e studi di rdas del contenuto
di Doxo; queste hanno dimensioni media di circanb® con una
ristretta distribuzione granulometrica e sono tael in grado di
rispondere ad un campo magnetico esterno, essetidhitea da

guest’ultimo.
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Studi in vitro su cellule di carcinoma del colon ame (HCT116)
hanno mostrato che le nanoparticelle magneticheudEDA-Sg-PEG
non sono tossiche quando incubate sottoforma diopeticelle
magnetiche vuote (MNPs), ma, quando caricate comoDgono
citotossiche sulla linea cellulare testata. Inol&estato visto che
I'applicazione di un campo magnetico esterno noraltan effetto
citotossico sulla linea cellulare testata.

Infine, gli studi di uptake in vitro hanno dimodtrache il sistema € in
grado di veicolare la Doxo all'interno delle cedlulPer di piu,
attraverso microscopia a fluorescenza, e stato stnaim che in
presenza di un magnete esterno, si ha una maggterealizzazione
di Doxo, con conseguente diminuzione della vitalitallulare.

Pertanto, i risultati ottenuti dimostrano [utilit@lel Targeting

Magnetico nell'incrementare l'efficienza dei sistemi, in oqua lo

stesso effetto farmacologico € ottenibile impiegantha minore

quantita di farmaco.
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11 PARTE SPERIMENTALE
11.1 Materiali

Tutti i reagenti utilizzati sono di grado analitico
Sono stati acquistati dalla Sigma-Aldrich (Italiagido D,L-aspartico, N,N-
dimetilacetamide anidra (DMA-a), N,N-dimetilformaaiei anidra (DMF-a),
Bis(4-nitrofenil)carbonato (BNPC), Polisorbato §irene, BO (isotopo puro
al 99.9%) dimetilsofossido deuterato (DMSO-d6), Mietilformamide
deuterata (DMF-d7), 2-Bromoisobutirril bromuro (BJBbutil metacrilato
(BMA), 2,2-bipiridina (bpy, 99%), rame (I) bromur¢CulBr 99.999%),
dimetilacetammide (DMA), dimetilformammide (DMF), amoparticelle
superparamagnetiche di ossido di ferro;(ze (SPIONS) (10 £ 1 nm) in
toluene (magnetizzazione emu/g, a temperatura amebsotto 4500 Oe) [Le
nanoparticelle secche di & sono state ottenute per evaporazione del
toluene sotto vuoto da una miscela azeotropicaetanolo], nanoparticelle
superparamagnetiche di ossido di ferroz@zg (SPIONs) (10 £ 1 nm) in
acqua, polivinil pirrolidone (PVP), glicerii monestrato, sodio dodecil
solfato (SDS), flutamide (FLU) idrossiflutamide (BtOH), acido L-
Ascorbico sale di sodio, ferrozina (3-(2-piridil)gsbis(fenil acido solfonico)-
1,2,4-triazina), e neocuproina (2,9-dimetil(1,1@drtrolina)), 1-
1'carbonildiimidazolo  (CDI), 6-dodecanoile-N,N-difii-naftilammina
(Laurdan), poli (etilene glicole) bis (ammina) @0Da (NH-PEG-NH,),
metossipolietiiene glicole ammina 2000 Da (PEG;NHIla N-
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idrossisulfosuccinimmide sale sodico (NHSS), 1-&4B-
dimetilamminopropil], carbodiimmide cloridrato (EEHXCI), Inulina estratta
dai tuberi di dalia, N-idrossisuccinimmide (NHS),pHadex G-25,
Doxorubicina HCI, L-glutamina, Penicillina, Streptcina, Amfotericina B.
Sono state acquistate dalla Fluka (ltalia): dimetibssido anidro (DMSO-a),
Dimetilacetammide anidra (DMA-a) etilendiamina (EpAacido acetico,
trietilammina (TEA), acido folico (FA), 4-(dimetilamino) piridina (DMAP),
O'-metilpolietilenglicole 2000 (PEfg, O-[2-6-Oxocaproylamino)ethyl]-O'-
methylpolyethylene glicol 2000 (PEG-aldeide) e g#tandards di
polietilenglicole per la SEC.

La Rivastigmina idrogenato € stata donata dalla axe/ Pharma AG
(Svizzera).

Il derivato dello squaleno SQCHQ & stato sintetizzato dal gruppo di ricerca
del Professore Ceruti, presso l'universita di Toriattraverso una metodica
gia riportate in letteratura [Ceruti et al., 200%0ng et al., 2005].

Il derivato dello squalene SqCOOH,,G2 stato sintetizzati dal gruppo di
ricerca del Professore Ceruti, presso l'univergit@orino. In particolare, per
la sintesi del nuovo derivato, I'1,1’'{Zis-nor-squalene aldeideCleruti et al,
1993; Cattel et al.,1995; Viola et al.,2000] (1.58 g, 4.12 mmol) e stato
solubilizzato in 20 ml di dietiletere a 0 °C. Seggamente, 2,3 ml di acido
solforico e bicromato di potassio (1.21 g, 4.12 hnsono stato aggiunti,

sotto continua agitazione, a 0 °C in 20 ml di actidistillata, al fine di
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ottenere I'acido cromico. Questo e stato aggiumd0 minuti a 0 °C, alla
soluzione di 1,1’,aris-nor-squalene aldeide, precedentemente preparata, e la
miscela é stata fatta reagire per 2 ore a 0°C smitdinua agitazione. La
miscela di reazione é stata estratta 3 volte comb@i etere etilico, lavata
con una soluzione salina sature, seccata primasclbato di sodio anidro e
successivamente sotto vuoto. La reazione e stgtataattraverso TLC su gel
di silice, utilizzando come fase mobile una miscetstituita da etere di
petrolio, etere etilico e metanolo (70:23:7). llogotto e statp purificato
attraverso flash cromatografia, utilizzando comsefaluente prima etere di
petrolio e poi una miscela costituita da etereedrgio e etere etilico (95:5).
Il prodotto e stato ottenuto con una resa del 3pAb) (rispetto al prodotto di
partenza. Il derivato SQCOOH,£Lottenuto e stato caratterizzato attraverso
analisi'H NMR in CDCE, I'analisi ha evidenziato i seguenti segnaji1.55-
1.63 (m, 18 H, CHlallilici), 1.90-2.05 (m, 16 H, CHiallilici), 2.26 (t, 2 H,
CH,CH,COOH), 2.38 (t, 2 H, CKCH,COOH), 5.00-5.19 (m, 5 H, CH
vinilici), 12,20 (1 H, COOH).

Il D,L-poli(acido lattico) (PLA 8000 Da) e statodstato dalla Boehringer
Ingelheim Pharma (Milano, Italia).

Glia standardi per la SEC di pullulano sono statjusstati dalla Polymer
Laboratories.

L’Alexa Fluor ® 647 (Alexa) é stata acquistata ddhvitrogen.

Presso Carlo Erba Reagenti (Italia) e stato acfoidttiocianato di potassio.
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Il plasma umano é stato ottenuto da donatori valbetsani.

Le linee «cellulari di Neuro2a (neuroblastoma muyinoLNCaP
(adenocarcinoma prostatico metastatico umano) 16kepielio bronchiale
umano), MCF7 (adenocarcinoma mammario umano) e HI{BI (carcinoma
di colon umane) sono state acquistate presso tuiisti Zooprofilattico
Sperimentale della Lombardia e del’Emila Romaditaia).

| tubi da dialisi SpectraPor sono stati acquisdatlo Spectrum Laboratories,

Inc. (Italia).

11.2 Metodi
L’ a,B-poli-(N-2-idrossietil)-D,L-aspartammide (PHEA) eta® preparata
mediante una reazione tra la polisuccinimmide (R&l)etanolammina in
soluzione di DMF, purificata e caratterizzata selmbaona procedura descritta
in letteratura Giammona et al.1987]. Il polimero ottenuto € stato isolato per
filtrazione, lavato parecchie volte con acetone eccato. Dopo
solubilizzazione in acqua bidistillata il PHEA atst ulteriormente purificato
mediante dialisi esaustiva, utilizzando tubi ddislispectra Por con cut-off
pari a 12,000-14,000 Da. I risultati spettroscopieT-IR e 1H-NMR) sono
risultati essere sovrapponibili ai precedenti teiifMendichi et al., 2003].
| pesi molecolari medi ponderati (Mw) e i valorigilidispersita del PHEA,
PHEA-PLA, PHEA-PLA-PEG, PHEA-PLA-Alexa e PHEA-PLAES-FA,

PHEA-IB-p(BMA) sono stati determinati mediante cuatografia ad
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esclusione dimensionale (SEC) in mezzo organic@rdtocollo standard
della SEC prevede l'utilizzo di una colonna Phehogequistate dalla
Phenomenx (IR), collegata ad un rivelatore a indice di riframoWaters
2410. E stata utilizzata una soluzione di LiBr 0,18 DMF come fase
mobile; il flusso & stato impostato a 0,8 ml thimla temperatura a 50°C. La
curva di calibrazione e stata ottenuta utilizzastendard di poli(ossido di
etilene) con un range dimensionale compreso trad254Da.

| pesi molecolari medi ponderati (Mw) e i valorigblidispersita dell’lnulina,
INU-EDA, INU-EDA-Sq. INU-EDA-Sg-PEG sono stati det@nati mediante
cromatografia ad esclusione dimensionale (SEC)zzihdo come fase
mobile una miscela costituita da tampone fosfgtél®,5 e metanolo (9:1). Il
protocollo standard della SEC prevede |' utilizzouda colonna Phenogel,
acquistate dalla Phenomenx R, collegata ad un rivelatore a indice di
rifrazione Waters 2410. Il flusso della fase mellstato impostato a 0,6 ml
min® e la temperatura a 35°C. La curva di calibraziénstata ottenuta
utilizzando standard di pullulano con un range disn@nale compreso tra
47,3-0,18 kDa.

Le centrifugazioni sono state eseguite utilizzanda centrifuga International
Equipement Company Centra MP4R, dotata di un ro&sd4 e di un
dispositivo per il controllo della temperatura.

L’incubatore utilizzato per gli studi di rilascio un Benchtop 808C Orbital

Shaker modello 420.
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Le misure dimensionali e di potenziale zeta sompestondotte utilizzando
uno Zetasizer Nano ZS (Malver Instrument, Herregpb&ermania). Tali
misure sono state condotte ad angolo fisso di £788 una temperatura di
25°C.

Gli spettri '"H-NMR sono stati ottenuti mediante uno strumentak@r-
Avance [1-300 (lavorando a 300 MHz).

Gli spettri FT-IR sono stati esequiti in pelletskir nel range di 4000-400
cm® usando uno spettrometro FT-IR Perkin-Elmer 1720aaformata di
Fourier, con una risoluzione di 1 ¢re un numero di scansioni pari a 100.
Gli spettri di fluorescenza sono stati registratn eino spettrofluorimetro RF-
5301PC (Shimadzu, Italia), con apertura di 3 mmyrirrange pari a 300-360
nm, impostando una lunghezza d’onda di emissiagi&3anm e di eccitazione
di 333nm.

Le analisi di cromatografia liquida ad alta pressioHPLC) sono state
condotte utilizzando un cromatografo Waters Bre®ystem Liquid dotato di
un Autocampionatore Waters 717 Plus (50 ul volumén@zione), e un
rivelatore HPLC Shimadzu UV-VIS in linea con unazsbne di lavoro
computerizzata. Come colonna € stata usata unairfasesa Gemini C18
Phenomenex (5 pm, 4,6 x 250 mm di colonna con weeofmnna H50DS-
10CS).

Le analisi UV sono state condotte usando uno sfettrmetro Shimadzu

UV-2401.
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La compatibilita cellulare dei vari sistemi ottein@tstata testaten vitro su
diverse linee cellulari tra cui: cellule di neurasioma murino (Neuro2a),
cellule di adenocarcinoma prostatico metastaticanon(LNCaP), cellule di
epitelio bronchiale umano (16HBE),e cellule di amsarcinoma mammario
umano (MCF7), mediante il saggio MTS, utilizzando kit commerciale
acquistato dalla Promega (Cell Titer 96 Aqgeous Od@ution Cell
Proliferation Assay).

Il saggio MTS e basato sulla capacita delle cellitali di metabolizzare,
grazie alla succinato deidrogenasi mitocondridlesale giallo di tetrazolio
(MTS), in presenza di fenazina metosulfonato (PMS8ine accettore di
elettroni, in formazano color porpora direttamestdubile nel mezzo di
coltura. Tale capacita, che e proporzionale al marde cellule vitali, & stata
misurata a 490 nm usando un microplate reader ThéFimermo, UK).

Gli stidi di uptake al microscopio confocale sotatiseffettuati utilizzando un
microscopio confocale a scansione laser Leica RE®Sc®n un obiettivo 63x
ad olio, NA = 1.4 (Leica Microsystems, Germania).

Gli studi di uptake in fluorescenza sono stati téffge utilizzando un
microscopio Zeiss Axio Vert.Al, Inverted Micros&pnmentre le immaggini

sono state acquisite con una fotocamera Axio CarmMR
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11.3 Sintesi del copolimero PHEA-EDA-Sg-Ps
La sintesi del PHEA-EDA e stata eseguita seconda procedura gia
descritta in letteraturalicciardi et al., 2006). Brevemente, 83 mg Hi
PHEA sono stati solubilizzati in DMF-a; la soluzeoattenuta e stata aggiunta
goccia a goccia ad una soluzione di BNPC (120 mig) il DMF-a, e la
soluzione finale é stata posta a reagire per laot@°C. Successivamente, e
stata aggiunta 'EDA (1 ml), e la soluzione finalestata mantenuta sotto
agitazione per 4 ore a 25°C. Le quantita di BNP@i &€DA utilizzate in
questa reazione, sono state calcolate in accordol’equazioni: moli di
BNPC/moli di unita ripetitive di PHEA=1 e moli dili/moli di BNPC=5
La miscela di reazione e stata purificata e caramtgta secondo una
procedura gia descritta in letteratukgc€iardi M et al.,2006). I| PHEA-EDA
e stato ottenuto con una resa del 97% (p/p) ris@dkh quantita di PHEA di
partenza. Il grado di derivatizzazione in EDA (B[, espresso come valore
medio di tre determinazioni, & stato determinati@aerso analisiH-NMR in
D,0 ed é risultato essere pari a 30,0 £ 0,5 mol%.
Per la sintesi del copolimero PHEA-EDA-SQdnibene et al.2011], una
soluzione di aldeide squalenica (SqCHO) in acidetiea/DMF-a (10 vol%)
(10 mg ml-1), la cui sintesi € stata gia riportgeong et al.,2005;Ceruti et
al., 2005], & stata aggiunta ad una soluzione di PHEAEEB mg ml') in

DMF-a e messa a reagire per 4 ore a 25°C. La qaaitiSQCHO é stata
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calcolata secondo I'equazione: moli di SqQCHO/mali gituppi-NH, del
PHEA-EDA=0,1.

Il copolimero ottenuto € stato precipitato in etetiico; il solido, recuperato
mediante centrifugazione (15 minuti, 11 800 rpnG}¥ € stato lavato quattro
volte con lo stesso solvente e, infine, una vaitaacetone. In seguito, il
copolimeri PHEA-EDA-Sq e stato seccato a pressiawta, solubilizzato in
acqua distillata e purificato attraverso dialigilizzando membrane da dialisi
Spectra Por con esclusione di peso molecolare @2.9M00 Da. Dopo la
dialisi, il copolimero PHEA-EDA-Sq € stato seccattraverso freeze-drying.
La resa del copolimero PHEA-EDA-Sq € risultata esgmri al 90% (p/p)
rispetto al copolimero PHEA-EDA di partenza. Il doadi derivatizzazione
del PHEA-EDA-Sq in Sq (DR), espresso come valore medio di tre
determinazioni, & stato determinato attraversoisin&l-NMR in DMSO-d6
ed e risultato essere pari a 3 £ 0,3 mol%.

La sintesi del PHEA-EDA-Sg-R& stata eseguita secondo una procedura gia
descritta in letteratur@raparo et al.,2008]. Brevemente, il BR$ e stato
attivato con BNPC, 267 mg hidi PS, e 62 mg nit BNPC sono stati
solubilizzati in 0,8 ml di DMA-a; la miscela ottetaue stata messa a reagire
per 3 ore a 10°C. Al termine del tempo previstGgtata aggiunta goccia a
goccia la soluzione di PHEA-EDA-Sq in DMAa/DMSOal} e la soluzione
finale e stata mantenuta sotto agitazione per 3ac2&°C e tutta la notte a

20°C. La miscela di reazione e stata purificatamtterizzata seguendo una
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procedura gia riportata in letteratura. Le quartitBNPC e di P& utilizzate

In questa reazione sono state calcolate in accoodol'equazioni: moli di
BNPC/moli di PS=1 e moli di Pg/moli di di gruppi-NH liberi nel
PHEA=1.

Il copolimero PHEA-EDA-SQ-Ps € stato ottenuto con una resa dell’'85%
rispetto al copolimero PHEA-EDA-Sq di partenza. trado di
derivatizzazione del PHEA-EDA-Sg-RSIn PSo (DDpsgg) €spresso come
valore medio di tre determinazioni, & stato deteatu attraverso analiSH-

NMR in D,O ed é risultato essere pari a 1,2 + 0.03 mol%.

11.3.1 Preparazione delle micelle polimeriche camte con
Rivastigmina
La Rivastigmina base libera (Riv) e stata ottenatmiungendo ad una
soluzione acquosa di Rivastigmina idrogenotarti@uv-ht) (20 mg mif)
NaOH 1 N fino a pH=9. Dopo 30 minuti, il farmacatato estratto dalla fase
acquosa trattando per cinque volte con 20 ml dp@Hed essiccando al
rotavapor. Il prodotto @ stato analizzato attravetd-NMR e UV. | dati
analitici e gli spettri sono in accordo con i dabrici.
La Riv é stata caricata all'interno delle micellelimeriche mescolando
un’appropriata quantita del copolimero PHEA-EDA-B&y (40 mg) e la Riv
(10 mg) allo stato solido, in modo da ottenere ajpporto in peso pari a 4:1;

successivamente, la miscela solida e stata sambid in 1 ml di DMF,
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solvente in cui sia il farmaco che il copolimeragcsolubili. La miscela é
stata seccata a pressione ridotta al fine di atten@ residuo solido. La
progressiva aggiunta di aliquote di acqua (finauadvolume finale di 5 ml),
determina 'auto-assemblaggio del copolimero drddiin aggregati micellari

e l'incorporazione del farmaco idrofobico all'inter del core micellare. La
dispersione ottenuta € stata mantenuta sotto agi@zer tutta la notte;
'eccesso di Riv é stato rimosso dal sistema fillia la dispersione con un
filtro di cellulosa acetato (0.4#n) ed infine la dispersione & stata seccata
mediante freeze-drying. Le micelle sono state atecon una resa dell’85%
(p/p) rispetto ai prodotti di partenza. La capadidle micelle di incorporare

la Riv é stata valutata attraverso analisi HPLCanilisi HPLC e stata
condotta su una colonnada fase inversa con una soluzione acquosa di sodio
eptano solfato (SH) 0,01 M/GBN (70:30) come fase mobile e velocita di
flusso costante 1,0 ml mffRao et al., 2005). L’eluato & stato monitorato a
217 nm e la quantificazione del farmaco effettua&iante il confronto con
una curva standard (ottenuta precedentemente dasoln@ione di solo
farmaco a concentrazione nota). Per I'analisi, Sdingicelle di PHEA-EDA-
Sq~PSo cariche di farmaco (Riv-micelle) sono state sdimbate in 1 ml di
fase mobile, la soluzione e stata filtrata comi flRC da 0,2 um e 50 pl di tale
soluzione sono stati analizzati attraverso andli&LC.

Le micelle di PHEA-EDA-Sg-PSo senza farmaco sono state preparate alla

stessa maniera di quelle cariche di farmaco.
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11.3.2 Determinazione delle concentrazione criticdi aggregazione
La concentrazione critica di aggregazione (CAC)RIdEA-EDA-Sq-PSo €
stata determinata attraverso misure di fluorescenpeesenza di pirene.
Inizialmente, & stata preparata una soluzionerdngiin acetone (6.0 x T0
M), ed in seguito, aliquote di 20 di tale soluzione sono state poste in vials
e poste ad evaporare per 30 minuti in orbital shake837°C al fine di
rimuovere l'acetone in esse contenute. Al resichl@s di pirene sono stati
aggiunti 2 ml di dispersioni acquose del copolimBtEA-EDA-Sg-P&, a
concentrazioni comprese in un range che va da D% a1 mg ml. La
concentrazione finale di pirene in ogni campiom®si uguale a 6.0 x TOM.
Le soluzioni sono state mantenute per 1 ore a 360 continua agitazione,
all'interno dell’orbital shaker, al fine di equilire il pirene con le micelle.
Gli spettri di eccitazione e di emissione del pgresono stati registrati a 25°C
ad una lunghezza d’'onda di emissione di 373 nmeelumghezza d’onda di

eccitazione di 333 nm.

11.3.3 Caratterizzazione delle micelle: determinaane delle
dimensioni e del potenziale zeta
Le misure del diametro medio e dell'indice di pdpkrsita (PDI) sono state
determinate mediante Dynamic Light Scattering (DLS$}ilizzato un

Zetasizer NanoZS (Malvern Instrument, Malvern, UK).
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Le misure del diametro medio, indice di polidisft@r¢PDI) e del potenziale
zeta delle micelle di PHEA-EDA-Sg-BSvuote e cariche di farmaco sono
state condotte su dispersioni di copolimeri in a&cqbidistillata a
concentrazione pari a 0,2 mg mDgni dispersione & stata filtrata con filtri in
RC da 0,2 um posta all'interno di una cuvetteaiarata in triplicato.

Il diametro idrodinamico medio e l'indice di polgiersita (PDI) sono stati
ottenuti mediante analisi cumulative della funziode correlazione. Il
potenziale zeta (mV) e stato calcolato dalla mitbilielettroforetica
utilizzando la relazione Smoluchowsky e supponestteK:-a >>1 (dove K e

a sono, rispettivamente, il parametro Debye-Huckelil eraggio della

particella).

11.3.4 Studi di biocompatibilita

La citotossicita delle micelle polimeriche di PHE®DA-SQ-PS$, vuote e
cariche di farmaco e stata valutata sulla lineduleee di neuroblastoma
murino (Neuro2a) mediante il saggio MTS.

La linea cellulare Neuro2a e state mantenute ndbd2go’s Minimum
Essential Medium (DMEM) (arricchito con il 10 % vl siero bovino fetale
(FBS), 2mM L-glutamina, 100 U il di penicillina e 100ug ml* di
streptomicina) in fiasche di coltura di 25 Tred incubate a 37°C in

un’atmosfera umidificata contenente il 5% di £O
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Un volume di 10Qul di Neuro2a, sospese ad una densita di@sellule ml

! @& stato trasferito in una piastra a 96 pozzetineubato a 37°C per 24 ore
in atmosfera contenente il 5% di @&uccessivamente, il mezzo di coltura e
stato sostituito con mezzo fresco contenente usaedsione di micelle
polimeriche cariche di farmaco (la concentraziclele micelle é tale da
avere una concentrazione di farmaco pari a 0,8@2-mg mf" ). Le cellule
incubate con il solo mezzo disperdente sono statgeucome controllo
negativo, mentre, cellule trattate con una solwzidnRiv in DMSO, con una
concentrazione in Riv pari a 0,1-0,2-0,05 mg'mdono state usate come
controllo positivo.

Dopo 6, 24 e 48 ore di incubazione, il mezzo diwal € stato sostituito con
100l di mezzo fresco, e 2@ di una soluzione di MTS sono stati aggiunti ad
ogni pozzetto. Le piastre sono state incubate e @ ore a 37°C.
L’'assorbanza a 490 nm é stata registrata usanddettore Microplate

(Multiskan Ex, Thermo Labsystems, Finlandia).

11.3.5 Studi di uptake
Le cellule Neuro2a sono state sospese nel mezzoNDMigricchito con il
10% di siero bovino fetale (FBS), 2mM L-glutaminal% di
penicillina/streptomicina (100 U fhl di penicillina e 100pg ml* di
streptomicina). Le cellule sono state piastrate ooa densita di 5 x %0

cellule/pozzetto su piastre a 24 pozzetti per 24 ar37°C in atmosfera
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contenente il 5 % di CODopo 24 ore il mezzo e stato rimorso € sostituito
con mezzo fresco contenente una dispersione dillmigelimeriche cariche

di farmaco e con farmaco libero, al fine di ottenena concentrazione finale
di farmaco pari a 0,1-0,2 e 0,05 mg'méd incubate per 6 ore. Trascorso il
tempo di incubazione, il mezzo e stato rimossa;eldule sono state lavate
due volte con Dulbecco’s Phospate buffered salbfeBS) e trattate con un
appropriato volume di CelLytic MT reagent. Dopo rbfhuti di incubazione,

le cellule sono state raschiate e il lisato cetkil@ccolto e seccato attraverso
freeze drying. L'uptake del farmaco é stato quaraib analizzando il lisato

cellulare attraverso analisi HPLC, dopo ridisparsiin acqua bidistillata.

11.3.6 Studi di stabilita in plasma umano

La stabilita della Riv e della Riv caricata allémho delle micelle polimeriche

di PHEA-EDA-Sg-P& € stata valutata incubando i campioni con plasma
umano a 37°C. Sono state preparate sei sospens®montenenti 2 mg di
micelle di PHEA-EDA-Sg-P§ cariche di Riv in 1 ml di plasma umano, e
tre contenenti Riv libera in 1 ml di plasma umatia aoncentrazione di 0.4
mg ml'. Le sospensioni sono state mantenute sotto centagitazione a
37°C all'interno dell’orbital shaker. A tempi stahi(6, 24, 48 ore) sono stati
aggiunti 2 ml di acido trifluoroacetico al 10% (V¥ al fine di precipitare le
proteine plasmatiche. Successivamente, la miscsiata centrifugata a 9800

rpm per 5 minuti a 4°C. Quindi, il surnatante éasfidtrato con filtri RC da
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0,2 um e analizzato mediante analisi HPLC. Ogniegsgnto € stato

condotto in triplicato.
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11.4 Sintesi del copolimero PHEA-IB-p(BMA)
La derivatizzazione del PHEA con il 2-bromoisohiltisromuro (BIB) al fine
di ottenere il macroiniziatore multifunzionale PHIBAB e stata eseguita
usando un protocollo gia descritto in letteratuCavallaro et al.,2009]. I
prodotto & stato ottenuto con una resa del 95%), (pgpetto al polimero di
partenza PHEA. |l grado di derivatizzazione ), determinato mediante
spettroscopia'H-NMR in D,O & stato calcolato secondo una procedura
descritta in letteraturaClavallaro et al.,2009], ed e risultato essere pari al
30% in moli.
La reazione di polimerizzazione radicalica conatalmediantétom transfer
radical polymerizatior(ATRP) del monomero butil metacrilato, usando come
macroiniziatore il PHEA-BIB € stata condotta segleeruna procedura
descritta in letteraturaCavallaro et al.,2009], modificando alcuni parametri
di reazione.
Brevemente, la sintesi del PHEA-IB-p(BMA) €& statandotta sotto
gorgogliamento di argon in un pallone a tre cdli.,PHEA-BIB e stato
solubilizzato nella miscela solvente DMF/MeOH 1vlv] precedentemente
degassata; alla soluzione e stata aggiunta un’apporquantita di butil
metacrilato precedentemente distillata (equivalealte moli dei residui di
BIB), il catalizzatore Cu(l)Br (25,5 mg, equivalentlle moli dei residui di

BIB), il ligando bpy (101 mg, pari a quattro voleemoli dei residui di BIB)
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sempre sotto continua agitazione e sotto contirargagliamento di argon.
La reazione e stata condotta usando un bagno ah degmostatato a 50°C
sotto continua agitazione ed in presenza di argen P4 ore. La
polimerizzazione e stata interrotta ponendo la etésdi reazione a contatto
con l'aria fino alla completa ossidazione del raopgest’'ultima e stata quindi
precipitata goccia a goccia in acqua bidistillaté residuo solido lavato due
volta in miscela acqua/metanolo (1:1). Il residuacalore bianco, ottenuto
dopo centrifugazione, e stato sospeso in acquastilata e la sospensione
purificata mediante dialisi esaustiva utilizzandoembrane da dialisi
SpectraPor con cut-off del peso molecolare 12.G00dD. In seguito, la
sospensione e stata liofilizzata e il prodotto pottenuto caratterizzato
tramite '"H-NMR e *C-NMR. | dati spettroscopici ottenuti sono risultati
essere sovrapponibili ai precedenti risultati igorin letteratura Cavallaro
et al.,2009] Lo spettro'H-NMR (300 MHz, @-DMSO, 25°C) del PHEA-IB-
p(BMA) mostra i picchi &: 0.77 (m, 3H, Ch)gya, 0.90 (m, 3H, Ch)gua,
1.29 (m, 6H, ChH);g, 1.36 (M, 2H, Ch)gua, 1.56 (M, 2H, Ch)gua, 1.88 (s,
6H, CH)gg, 2.70 (M, 2H, CH)ppea 3.16 (M, 2H, Ch)pxea 3.41 (M, 2H,
CHo)phea 3.90 (M, 2H, CHppea 4.13 (M, 2H, Ch)ppea 4.59 (m, 1H,

CH)phea.
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11.4.1Preparazione delle nanoparticelle superparamagnetie
(MNPs) di PHEA-IB-p(BMA)

Le nanoparticelle superparamagnetiche (MNPSs) state sttenute a partire
dal copolimero graft PHEA-IB-p(BMA), attraverso ilmetodo di
omogeneizzazione ed evaporazione del solvente.
Innanzitutto € stato necessario preparare una deganica disperdendo il
copolimero graft PHEA-IB-p(BMA) (40 mg i) in 1 ml di cloroformio,
contenente 40 mg di glicerii monostearato e 5 mgndnoparticelle
superparamagnetiche dikx di 10 nm, stabilizzate con SDS.
La fase organica ottenuta, € stata aggiunta gacgizcia a 50 ml di una fase
acquosa, contenente polivinilpirrolidone (1,5% pévPluronic F68 (0,25%
p/v), ottenendo un’emulsione primaria stabile oftkeaerso I'uso di un Ultra-
Turrax (T 25, Janke & Kunkel lka—Labortchnik) camauagitazione di 24.000
rpm per 20 minuti. La temperatura é stata manteviaiaa ai 3°C per mezzo
di un bagno di ghiaccio. Questa emulsione e stdta tramite evaporazione
della fase organica a pressione ridotta e a termparambiente. Come
conseguenza di questa estrazione sono state ateanbparticelle solide. La
sospensione di nanoparticelle é stata quindi patdi tramite dialisi esaustiva
contro acqua bidistillata per 48 ore, usando men#gda dialisi con un cut-
off di 100 kDa. Infine, le nanoparticelle sono stassiccate mediante freeze-

drying.
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Una procedura analoga e stata utilizzata per lpgpazione di nanoparticelle
magnetiche caricate con flutamide (FLU-MNPs) e mantcelle non
magnetiche caricate con flutamide (FLU-NPs). Insfoecaso la flutamide
(180 mg) € stata dispersa in 1 ml di cloroformiquesta soluzione é stata
aggiunta alla fase organica polimerica prima demdte la microemulsione

primaria.

11.4. Xaratterizzazione delle MNPs
Analisi di microscopia elettronica a trasmissiorf&=EM)
La dispersione acquosa di nanoparticelle, in aclistdlata, € stata posta su
una griglia di rame e i campioni sono stati las@atcare spontaneamente a
temperatura ambiente per tutta la notte. | campsomno stati analizzati
usando un microscopio elettronico a trasmissiond-2E00 LaB;, operante a
un voltaggio accelerato di 200 kV, fornito di uméocamera Multi Scan CCD

allo scopo di valutare le dimensioni e la formdelabnoparticelle.

Determinazione del ferro totale
Il contenuto di ferro nelle nanoparticelle é stdéberminato attraverso analisi
spettrofotometrica usando un metodo, gia riportatetteratura, basato sulla
formazione del complesso ferro-ione tiocianatonagmente coloratdiupta
and Gupta2005a]. Inizialmente, il ferro presente nelle naartipelle e stato

estratto disperdendo 5 mg di nanoparticelle in dnHCl al 30% v/v per 2
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ore a 60°C. In seguito, 0,1 ml di soluzione acquiigaerossido di idrogeno
(H,0,) (35% p/p) sono stati aggiunti al fine di ossidgligoni ferrosi (F&",
presenti nella soluzione sopra indicata, a ioniide(Fe®"). Infine, a questa
soluzione sono stati aggiunti 1,5 ml di una soloeidi tiocianato di potassio
0,1 M al fine di formare il complesso ferro-tiocs#a intensamente colorato
di rosso. La concentrazione di ferro €& stata detexta misurando
'assorbanza a 478 nm. La curva di calibrazionetadasottenuta usando

soluzioni standard di nanopatrticelle d:Gg

FT-IR
Studi sulla composizione generale delle nanopddiad ossido di ferro
rivestite con il polimero sono stati effettuatirtnde spettroscopia infrarossa
(FT-IR). Gli spettri del copolimero PHEA-IB-p(BMA}Yelle nanoparticelle di
Fe0, rivestite con il copolimero e delle nanoparticedi@ide di ossido di
ferro, sono stati registrati in KBr nel range déduenza 4000-400 ¢mGli
spettri sono stati registrati in scala di trasmit (% T) con una risoluzione

di 1 cmi' e un numero di scansioni pari a 100.

Misure di Dynamic Light Scattering (DLS) e del patiele zeta
Gli studi di DLS e le misurazioni del potenzialéazémV) sono state condotte
a 25° C usando uno strumento Nano ZS Malvern ZsgasiLa dispersione

acquosa di ciascun campione di nanopatrticelle,goagp in acqua bidistillata
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con una concentrazione finale di 0,2 mg'me stata analizzata dopo
filtrazione attraverso filtri di membrana di cetdsh di 5um. Il diametro
idrodinamico medio e lindice di polidispersita (BDsono stati ottenuti
mediante analisi cumulative della funzione di clazmne. Il potenziale zeta
(mV) e stato calcolato dalla mobilita elettrofocatiutilizzando la relazione
Smoluchowsky e supponendo dhe >>1 (dove K ea sono, rispettivamente,

il parametro Debye-Huickel e il raggio della paittee

Proprieta magnetiche

Le misure di magnetizzazione sono state eseguitefuirzione della
temperatura e del campo magnetico applicato usadde magneti
commerciali SQUIDD (Cryogenic Ltd. S600 and QuantDesign MPMS),
operanti nel range di temperature 1,8 K - 350 Kworcampo applicato fino a
6,5T.

Le misure sono state effettuate sia sui i campiafilizzati sia sulla
dispersione acquosa di nanoparticelle (1% p/p dgneate). Tutti i dati
ottenuti sono stati corretti in base alle proprigtagnetiche del campione
controllo, il quale e stato misurato separatameet@ base al contributo
diamagnetico dellacqua. La dipendenza della mazgetione dalla
temperatura € stata misurata con un campo magratal@ato diyyH = 5mT,
in un range di temperatura di 5-300 K, dopo le pduce di ero field cooling

(ZFC) e difield cooling (FC). Le curve ZFC sono state ottenute dopo il
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raffreddamento dei campioni fino a temperaturaiahéz(5 K) in assenza di un
campo magnetico esterno. Al contrario, le curvedé@o state ottenute dai
campioni raffreddati da 300 a 5 K e applicando amgo magnetico esterno

di 5 mT.

11.4.Determinazione della quantita di farmaco incorporab
all'interno delle nanoparticelle magnetiche e studidi rilascio
del farmaco
La quantita di flutamide (FLU) caricata all'interrdelle nanoparticelle di
FLU-MNPs e FLU-NPs e stata determinata mediantéisatdPLC. La fase
mobile usata & una miscela di: acido acetico@ Htrietilammina /metanolo
(38/1/0,02/61), il flusso di 1 ml mih Prima dell'analisi, il farmaco & stato
estratto disperdendo una quantita nota di camp@bnnanoparticelle in
metanolo. Per determinare la quantita del farmastt utilizzata una curva
di calibrazione ottenuta utilizzando standard dUFL
Allo scopo di valutare la capacita dei sistemi e di rilasciare il farmaco
incorporato, aliquote di 5 mg di FLU-MNPs e FLU-N@&LU da sola (come
controllo positivo) sono state disperse in 20 ndcijua bidistillata e trasferite
all'interno di una membrana da dialisi Spectra/WCO 12.000-14.000
Da). La dialisi € stata immersa in tampone fosfé@BS) a pH 7,4 (80 ml) e
incubata a 37° C sotto continua agitazione (100) rpmun incubatore. A

intervalli di tempo programmati, sono state prelevaall'esterno della
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membrana da dialisi aliquote di mezzo esterno ()L andostituite con una
quantita uguale di mezzo fresco. | campioni prdiesano stati analizzati
attraverso HPLC al fine di determinare la quardittarmaco rilasciata. | dati
sono stati corretti tenendo in considerazione &e@aura di diluizione. Ogni
esperimento € stato condotto in triplicato e iltagusi sono rivelati conformi

all’errore standard + 5%.

11.4.4Studi di citotossicita in vitro e uptake cellulare delle
nanoparticelle magnetiche caricate con farmaco
Test di citotossicita

Le cellule di adenocarcinoma prostatico metastatic@no (LNCaP) sono
state sospese in un mezzo RPMI 1640 arricchitoilcb®o di siero bovino
fetale (FBS), 1 mM di piruvato di sodio, 1 mM diutdmmina e 1'1% di
antibiotici (50 mg mil di penicilina e 50 mg il di streptomicina), e
incubate a 37° C in atmosfera umidificata contemein5% di CQ. Per gli
esperimenti condotti in presenza di diidrotestaster(DHT), il siero bovino
fetale é stato privato degli steroidi (ZSD), utztkndo dunque, al posto di FBS,
un siero di origine bovina modificato per uso conurae. Negli ZSD la
concentrazione di steroidi e ridotta, attraverficazione su carbone attivo, di
circa 20 volte rispetto al normale FBS. Per gliezspenti in presenza dello
steroide DHT, le cellule LNCaP sono state fattesoeee in piastre da 96

pozzetti ad una densita di 1xX1¢ellule mi* in RPMI-1640 con il 5% (v/v) di
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ZDS per 96 ore. Dopo 96 ore di crescita celluldraezzo € stato sostituito
con RPMI-1640 con il 5% (v/v) di ZDS e le cellulen® state incubate con
differenti campioni, quali il DHT (10 e 10° M), nanoparticelle magnetiche
senza farmaco (MNPs) e nanoparticelle magneticheheadi farmaco (FLU-
MNPs) a due concentrazioni, corrispondenti allanditea di nanoparticelle
che, disperse nel mezzo, darebbe una concentradidaemaco paria 34 o
100 uM. Inoltre, le cellule LNCaP sono state co-trattade DHT (10" e 10°

M) e flutamide (FLU) a concentrazione di 1M, corrispondente alla
massima solubilita del farmaco nel mezzo acquoso.

| campioni di FLU, FLU-MNPs e MNPs sono stati disgpan PBS pH 7.4,
mentre DHT e stato disperso in DMSO. Le cellule trattate o trattate con
DMSO sono state usate come controllo. Il tempadulbazione per tutti gli
esperimenti e stato di 72 ore. Trascorso il tempmmaubazione la vitalita
cellulare e stata valutata attraverso il saggio MiFSparticolare, dopo I
tempo di incubazione, il mezzo di coltura e stadstituito con 100ul di
mezzo fresco e 2@l della soluzione MTS sono stati aggiunti a ciascun
pozzetto. Le piastre sono state incubate a 37r@ pee. L'assorbanza € stata
letta a 490 nm sul lettore Microplate. | risultabno stati espressi come
riduzione della vitalita cellulare rispetto al canilo.

Tutti gli esperimenti di coltura cellulare sonotstgetuti almeno tre volte e

ciascun esperimento e stato eseguito in triplicato.
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Studi di uptake cellulare

Le cellule LNCaP sono state sospese nel mezzo DMEMenente il 10%
(viv) di FBS, 1 mM di glutammica, 1% di antibioti¢l0.000 U mif
penicillina, 10 mg nit di streptomicina) e 2% amfotericina B (0,25 mg"ml
incubate a 37° C in atmosfera umidificata e in ati&% di CQ, e incubate
ad una densita di 1x1@ellule per pozzetto in piastre a 96 pozzetti 3&ore.
Dopo 96 ore il mezzo € stato sostituito con 20@i DMEM contenente
differenti quantita di FLU-MNPs (la concentraziode nanoparticelle per
pozzetto & compresa tra 0,09 e 0,61 mg)ralle cellule sono state incubate
per 4, 24 e 48 ore. Trascorso il periodo di inculre, il mezzo e stato
allontanato e il monostrato di cellule é stato tavdue volte con DPBS. |l
monostrato di cellule & stato poi trattato con olume appropriato (200l)

di acqua bi distillata, al fine di lisarle. Dopo3finuti di incubazione le
cellule sono state raschiate e il lisato celluastato raccolto in Eppendorf.
Per la determinazione del ferro, aliquote di lisaiulari (100ul) sono state
poste in provette pyrex e miscelate con 1DAi una soluzione di HCI 1,4 M.
Queste miscele sono state incubate per 2 ore a&0it®erno di un bagno di
acqua e poi lasciate raffreddare a temperaturaet#iln seguito sono stati

aggiunti a ciascuna provetta: 140 di soluzione NaOH 1 M, 10Ql di

tampone acetato a pH 4,5 ed infine B@i reattivo di rilevamento del ferro
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(6,5 mM ferrozina, 6,5 neocuproina mM e 1 M acideaabico dispersi in
tampone acetato a pH 4,5). Dopo 10 minuti, sonb gtalevati 200ul da
ciascuna soluzione campione e trasferiti all'intedei pozzetti di una piastra
a 96 pozzetti e l'assorbanza e stata misurata anB6Gu un lettore per
Microplate. Il contenuto di ferro del campione atgtcalcolato per confronto
con una curva di calibrazione ottenuta mediantestr@gione dell’assorbanza
degli standards preparati in modo simile a quedo chmpioni dei lisati
cellulari (miscela di 20-100l di soluzioni standard di Fe£(0,05 0,5 e fug
ml™t) in HCI 1,4 M, e 5Qul di reattivo di rilevamento). La concentrazioné de
ferro intracellulare, di ogni lisato cellulare debénata per ciascun pozzetto, e
stata corretta in riferimento al bianco e rappartat numero di cellule per
pozzetto.

La quantita di farmaco incorporata e stata deteatairattraverso analisi
HPLC, analizzando il lisato cellulare e il mezzo ldvaggio. Tutti gli
esperimenti di coltura cellulare sono stati ripeédineno tre volte e ciascun

esperimento e stato eseguito in triplicato.

11.4.%sperimenti in vivo
Per gli studi in vivo sono stati utilizzati rattiaschi sani SPF Wistar (300-350
g di peso corporeo) ottenuti dall’lstituto Zooptafiico della Sicilia, Palermo,
Italia. Tutti gli esperimenti sugli animali sonoatt condotti secondo i

protocolli approvati dal Comitato Nazionale di Biice.
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| ratti sono stati anestetizzati per inalazionaldtano all'’1%. Su un gruppo di
ratti, & stato fissato saldamente un magnete cyf@omanente (0,5 cin con
una densita di flusso magnetico massimo di 0,3 prossimita della regione
addominale, molto vicino al sito di somministra®Bofsistema urinario), per
mezzo di un mastice biocompatibile etil-2-ciandatoi (EPIGLU®, Meyer-
Haake).

Sono stati lentamente iniettati per via intrapeae volumi di 0,25 ml di
dispersioni isotoniche contenenti 20 mg'r(dirca 15 mg kg) di FLU-MNPs

o FLU-NPs. | ratti sono stati sacrificati 24 o 4& alopo la somministrazione
delle nanoparticelle, previa anestesia, tramite msomsStrazione
intraperitoneale di ketamina (100 mg'g

Subito dopo il sacrificio degli animali € stato catto un campione di sangue
e prelevati gli organi principali (polmoni, fegateeni, milza e cervello);
quest’ultimi sono stati lavati due volte con sadme fisiologica e liofilizzati.

| campioni di sangue sono stati centrifugati elalspha e stato raccolto in una

provetta da centrifuga sterile.

Determinazione della FLU, FLU-OH e ossido di fedagli organi di
ratto
Per la determinazione del farmaco, gli organi izéati e il plasma sono stati
omogeneizzati (per 15 minuti, a 24000 rpm) in pnesedi metanolo per

HPLC (10 o 20 ml in funzione del peso dell'orgarole sospensioni degli
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organi sono state centrifugate a 9800 rpm per Hitmil surnatanti sono stati
raccolti e concentrati sottovuoto fino ad un volumele di 1 ml. La FLU e il
suo metabolita FLU-OH sono stati quantizzati meiaanalisi HPLC,
I'eluato e stato monitorato a 250 nm. La fase neobgata e costituita da una
miscela MeOH/PBS (80:20) a pH=8,7, con un flussb il miri™.

Per la determinazione del ferro, le nanoparticellagnetiche sono state
dapprima estratte dalla sospensione dell’organbzagndo un magnete
permanente esterno applicato al fondo della prave#r 96 ore. L'organo
omogeneizzato é stato poi eliminato e le nanopdidianagnetiche rimaste
adese alla parete del tubo sono state completardspierse in 2 ml di HCI al
30% (v/v) e incubate per 2 ore a 60 °C. Successawdan le soluzioni ottenute
sono state trattate per tutta la notte con 0,limbldizione di HO, (35% p/p)
al fine di ossidare tutti gli ioni ferrosi e per abdorare la dispersione,
contenente ancora residui di omogeneizzato di argéuaccessivamente, 2 ml
di soluzione di tiocianato di potassio 0,1 M sotatisaggiunti alla suddetta
soluzione per formare il complesso ferro-tiocianalkio colore rosso. La
concentrazione di ferro é stata determinata regidty 'assorbanza a 478 nm.

La curva di calibrazione é stata ottenuta usandozmmi standard di

nanoparticelle di F©,.
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11.5 Sintesi del copolimero NR#PEG-FA
Per sintetizzare del’NHPEG-FA, 250 mg di NHPEG-NH sono stati
solubilizzati in 5 ml di acqua bidistillata e il ptH questa soluzione é risultato
essere pari a 8,5. Successivamente, a tale sodugmo stati aggiunti 42 mg
di FA (0,095 mmol) e dopo la sua completa solubdzone sono stati
aggiunti 30,5 mg di NHSS (0,14 mmol). I pH dellaisoela scende
rapidamente e pertanto e stato aggiunto NaOH (glLfMe di portarlo a 6,8.
Infine, sono stati aggiunti 27 mg di EDC HCI (04i4nol) e il valore del pH
della miscela di reazione e stato mantenuto ad)@\aOH 0,1 N. La miscela
e stata lasciata reagire sotto agitazione a termparambiente per una notte.
Trascorso il tempo di reazione, 'NHPEG-FA ottenuto e stato purificato
mediante dialisi esaustiva, utilizzando tubi dilidi&SpectraPor con un cut-off
di peso molecolare di 1.000 Da e, in seguito, didotto e stato ulteriormente
purificato mediante cromatografia di permeazionegsly usando Sephadex
G-25 come gel di separazione. Infine, dopo la ma#ione, la soluzione di
NH,-PEG-FA € stata liofilizzata. Il copolimero NPEG-FA € stato ottenuto
con una resa dell’'85% (p/p), calcolata in base @llantita di NH-PEG-NH,
utilizzato in partenza.
Il PEG-derivato ottenuto & stato caratterizzatoiamed 'H-NMR.
Lo spettro'H-NMR (300 MHz, MeOD) ha evidenziato i segnali2,1 - 2,31

(m, 4H di FA);3 3,67 (m, 174H di PEG, -GHCH,-0); § 4,48 (d, 1H di FA);
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§ 4,64 (d, 2H di FA,)$ 6,76 (d, 2H di FA)5 7,75 (d, 2H di FA)3 8,75 (s,

1H di FA).

11.5.1 Sintesi dei copolimeri PHEA-PLA-PEG-FA e PHE-PLA-
PEG
La derivatizzazione del PHEA con il PLA, al fine alienere il copolimero
graft PHEA-PLA, é stata eseguita utilizzando il Gidime agente attivante i
gruppi carbossilici terminali del PLA. Una quantitata di CDI, solubilizzato
in 0,1 ml di DMF-a, e stata aggiunta goccia a gmecuna soluzione di 3 ml
di PLA, anch’esso solubilizzato in DMF-a. La soluz¢ é stata lasciata
reagire sotto agitazione per 4 ore a 35 °C.
Nel frattempo, 100 mg di PHEA sono stati solubdizzn 1,2 ml di DMF-a e,
alla soluzione ottenuta, € stata poi aggiunta la DE
Trascorso il tempo di attivazione del PLA con il IC@ soluzione di PHEA e
stata aggiunta lentamente, goccia a goccia, al Btikato e la soluzione
risultante e stata lasciata reagire per 24 ore‘€35
Le quantita di PLA, CDI e DEA sono state aggiunteando I'equazione:
moli di PLA/moli di gruppi idrossilici liberi nel REA = 0,1; moli di
CDlI/moli di PLA = 1,2 e moli di DEA/moli di PLA 5.
Il copolimero PHEA-PLA ottenuto € stato precipitéiauna miscela costituita
da etere dietilico/diclorometano (15:1 v/v) e las@ensione € stata poi

centrifugata per 15 minuti, a 9800 rpm a 4 °C.rbdotto solido ottenuto e
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stato recuperato e lavato quattro volte con la etk miscela al fine di
allontanare eventuali tracce di CDI in eccessantiazolo liberatosi durante
la reazione e di PLA non reagito. Infine, il pradotsolido e stato
accuratamente seccato sotto vuoto e, successivanpagato. || copolimero
PHEA-PLA é stato ottenuto con una resa del 90%)(pAlcolata in base alla
qguantita di PHEA utilizzata.

Il copolimero PHEA-PLA ottenuto & stato caratteazzmediantéH-NMR.

Lo spettro'H-NMR(300 MHz, DMF-d7) ha evidenziato i segnali1,3 - 1,7
(m, 333H di PLA, -O-CO-CH(85)-0-); 8 2,72 (m, 2H di PHEA, -CO-CH-
CH,-CO-NH-); § 3,4 (m, 2H di PHEA, -NH-8,-CH,-O-); & 3,7 (m, 2H di
PHEA, -NH-CH-CH»-0O-); 8 5,0 € 5,5 (m, 111H di PLA, -O-COFG(CHy)-).
Per la successiva coniugazione del,NHEG-FA al copolimero PHEA-PLA
precedentemente sintetizzato, una quantita not®HkEA-PLA (100 mg)
solubilizzata in 4 ml di DMF-a é stata fatta reagion 7,5 mg di BNPC. La
soluzione finale e stata lasciata reagire per &%:a10 °C, al fine di attivare i
gruppi ossidrilici in catena laterale del PHEA-PLA.

Trascorso il tempo di reazione, sono stati aggigoticia a goccia 4 ml di una
soluzione di NH-PEG-FA (29 mg) in DMF-a, e la miscela finale étata
lasciata agitare a 25 °C per 18 ore. Le quantitBNIPC e di NH-PEG-FA
utilizzate in questa reazione sono state calcaat®ndo i rapporti: moli di
BNPC/moli di gruppi idrossilici liberi nel PHEA-PLA 0,1 e moli di NH-

PEG-FA/moli di BNPC = 0,5.
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La miscela di reazione € stata quindi precipitataetere etilico e la
sospensione € stata centrifugata per 15 minut30® 9pm a 4 °C. |l residuo
solido & stato poi lavato quattro volte con aligudi acetone. Il prodotto
ottenuto e stato solubilizzato in acqua bidistlatpurificato mediante dialisi
esaustiva utilizzando tubi da dialisi SpectraPar cat-off di peso molecolare
di 12.000-14.000 Da. Dopo la purificazione, la galne dializzata € stata
liofilizzata e il prodotto puro e stato ottenutoncana resa del 90% (p/p)
rispetto alla quantita di PHEA-PLA di partenza.

Il copolimero finale PHEA-PLA-PEG-FA € stato caesitzato mediante
analisi'H-NMR.

Lo spettro'H-NMR (300 MHz, BO) ha evidenziato i seguenti segnalit,40
(m, 333H di PLA, -O-CO-CH(B5)-0-); 8 2,0-2,34 (m, 4H di FA)} 2,74 (m,
2H di PHEA, -CO-CH-E1,-CO-NH-); 6 3,29 (m, 2H di PHEA, -NH-8,-
CH,-0O-); 6 3,65 (m, 174H di PEG, -GHCH,-0); 6 3,77 (m, 2H di PHEA, -
NH-CH,-CH,-O-); & 4,19 (d, 1H di FA)$ 4,38 (m, 2H di FA)$ 5,13 (m,
111H di PLA -O-CO-®-(CH,)-); 6 6,73 (d, 2H Ph di FA)} 7,60 (d, 2H Ph
di FA); & 8,70 (s, 1H Ar di FA).

Inoltre, utilizzando la stessa procedura di sintgmrtata per il PHEA-PLA-
PEG-FA, e stato sintetizzato il copolimero PHEA-RPBEG, utilizzando il

PEG-NH anziché I'NH-PEG-FA.
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11.5.2 Coniugazione del fluoroforo Alexa con PHEA{PA

La sonda fluorescente Alexa Fluor 647 € stata gataual PHEA-PLA prima
della preparazione delle MNPs. Per questa reaziboeniugazione 0,5 mg di
Alexa sono stati fatti reagire con una soluziorier(®) mi*) di PHEA-PLA in
DMF-a, utilizzando 10 ul di una soluzione 5 mg‘lnwli DMAP in DMF-a
come catalizzatore. La miscela di reazione e dt@daiata reagire sotto
agitazione per 24 ore a 40 °C. Trascorso il tempreakzione, la miscela e
stata concentrata sotto vuoto e, successivaméptedotto e stato diluito con
acqua bidistillata. 1l prodotto PHEA-PLA-Alexa atigo € stato purificato
mediante cromatografia di permeazione su gel, us&sphadex G-25 come
gel di separazione. Dopo la suddetta purificazidaesoluzione di PHEA-
PLA-Alexa e stata liofilizzata e il prodotto purcstato ottenuto con una resa
dell’ 88% (p/p) rispetto alla quantita di PHEA-PLiAiziale. Le quantita di
DMAP e di Alexa usate in questa reazione sono stateolate secondo i
rapporti: moli di DMAP moli di Alexa = 1 e moli di\lexa/moli di gruppi

idrossilici liberi nel PHEA-PLA = 0,002.

11.5.3 Preparazione delle nanoparticelle magnetichevestite con
PHEA-PLA-PEG-FA e PHEA-PLA-PEG
Le nanoparticelle sono state preparate a partireagmlimeri PHEA-PLA e
PHEA-PLA-PEG-FA con il metodo della nano-precipiteie. Una soluzione

organica di copolimero e stata preparata solulaifidn 15 mg di PHEA-PLA
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e 15 mg di PHEA-PLA-PEG-FA in una miscela costauita THF/DMSO
(5:1 v/v); contemporaneamente, 5 mg di nanopalticgblide di ossido di
ferro sono state disperse in 1 ml di THF. La sanoeidi polimero e stata
miscelata con le nanoparticelle di ossido di feerda dispersione € stata
sonicata in un bagno ad ultrasuoni per 15 minutiesfa miscela organica e
stata quindi aggiunta, sotto agitazione, a 50 mladgua bidistillata e
omogeneizzata mediante un Ultra-Turrax (T 25, JadkeKunkel-lka
Labortechnik) a 24.000 rpm per 20 minuti. La terap#ma € stata mantenuta
intorno ai 3°C tramite l'utilizzo di un bagno diigkcio. Le nanoparticelle
ottenute (MNPs-FA) sono state purificate attraveratirafiltrazione,
utilizzando delle membrane per ultrafiltrazione l{R#e Sciences) con cut-
off di 10 kDa. Infine, le nanoparticelle sono statsiccate mediante freeze-
drying. La stessa procedura € stata utilizzata lpepreparazione delle
nanoparticelle magnetiche senza acido folico (MN&ger la preparazione
delle nanoparticelle magnetiche fluorescenti (MMR=xa). Per la
preparazione delle MNPs e stata utilizzata unaetasdi PHEA-PLA/PHEA-
PLA-PEG in rapporto 1:1 (p/p), mentre per la pragmne delle MNPs-
Alexa e stata utilizzata una miscela di PHEA-PLAexd e PHEA-PLA-PEG-

FA o PHEA-PLA-PEG in rapporto 1:1 (p/p).
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11.5.4 Caratterizzazione delle nanoparticelle magtiehe rivestite
con PHEA-PLA-PEG-FA e con PHEA-PLA-PEG

Microscopia a scansione elettronica (SEM)
Per gli studi di morfologia, le MNPs-FA liofilizzatsono state visualizzate
attraverso un microscopio a scansione elettrortx3EM XL30 Philips. |
campioni in polvere sono stati posti su un nastealdsivo precedentemente
applicato su uno stub di acciaio inossidabile. LBIRg-FA sono state poi
rivestite con polvere d’ oro prima dell' analisnakcroscopio.

Misure di Dynamic Light Scattering (DLS) e del patiele zeta
Gli studi di DLS e le misurazioni del potenzialéazémV) sono state condotte
a 25° C usando uno strumento Nano ZS Malvern Zagasle soluzioni
acquose di MNPs-FA e MNPs sono state analizzatanadconcentrazione
finale di copolimero di 0,2 mg M) dopo essere state filtrate con filtri in
cellulosa con cut-off di 5 um. Il diametro idrodm&o medio e I' indice di
polidispersita (PDI) sono stati ottenuti dalla fiome di correlazione di analisi
cumulative. Il potenziale Zeta (mV) e stato caltmladalla mobilita
elettroforetica, usando la relazione di Smoluchgnskssumendo chkea>>
1 (dove K e a sono rispettivamente il parametroyedbuckel e il raggio
della particella).

Analisi FT-IR
Studi sulla composizione generale delle nanopdidic#i ossido di ferro

rivestite con il polimero sono stati effettuatirtriée spettroscopia infrarossa
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(FT-IR). Gli spettri del copolimero PHEA-PLA-PEG-FAelle MNPs-FA e
delle nanoparticelle solide di ossido di ferro, @mati registrati in KBr nel
range di frequenza 4000-400 CiBli spettri sono stati registrati in scala di
trasmittanza (% T) con una risoluzione di 1 ceun numero di scansioni
pari a 100.

Determinazione del ferro totale
Il contenuto di ferro nelle MNPs-FA e nelle MNPsstato determinato
utilizzando il metodo della Ferrozina, basato sullgalutazione
spettrofotometrica del complesso ferro-ferrozirRiefner et al., 2004].
Secondo questo metodo, 5 mg di nanoparticelle ntiatpeeliofilizzate sono
state disperse in una soluzione di HCI 1,4 N (1mli§) e incubate per 2 ore a
60 °C, in un bagno d' acqua, al fine di consertrelisaggregazione delle
nanoparticelle e la completa solubilizzazione dekmoparticelle di R©,.
Trascorso il tempo di incubazione, e stato aggidmd di reattivo per il ferro
contenente 6,5 mM di ferrozina, 6,5 mM di neocupaoe 1M di acido
ascorbico solubilizzati in tampone acetato a pH 4,5
Le nanoparticelle sono cosi state incubate corattivo per 30 minuti a
temperatura ambiente. Passati i 30 minuti, la d@rstica del campione e
stata misurata a 560 nm, usando uno spettrofotor¢timadzu UV-2401PC.
Il contenuto in ferro delle nanparticelle e stagtedminando paragonando
'assorbaza dei campionei, cosi trattati, con wttardi calibrazione ottenuta

misurando |I' assorbanza a 560 nm di soluzioni stahddi FeC] a
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concentrazione nota (comprese tra 0,5-5 Q) mnhttati con il reattivo per il
ferro. Come bianco, ¢ stata utilizzata la soluzidineattivo per il ferro

Determinazione dell’acido folico nelle MNPs-FA
La quantita di FA coniugato al polimero BHREG-FA e stata determinata
mediante spettroscopia UV, leggendo I' assorbarg@0anm delle MNPs-FA
solubilizzate in tetraidrofurano (THF) e confrordantale valore con una
curva di calibrazione ottenuta a partire da solizgtandard di FA nello
stesso solvente. Il contenuto in FA € stato espresme percentuale di FA
coniugato per unita di massa delle MNPs.

Proprieta magnetiche
Le misure di magnetizzazione sono state eseguitefuirzione della
temperatura e del campo magnetico, utilizzando magneti commerciali
SQUID (Cryogenic Ltd. S600 and Quantum Design MPN@Eranti nel
range di temperatura compreso tra 1,8 K - 350 Kiliegndo un campo
magnetico fino a 6,5 T. Le misure sono state effe sia sul campione
liofilizzato che sulla dispersione acquosa (1%jpdi magnetite). Tutti i dati
sono stati corretti in base alle proprieta maghetidel campione controllo,
che é stato misurato separatamente, e in basensibtho diamagnetico
dellacqua. La dipendenza della magnetizzazionéa daimperatura € stata
misurata con un campo magnetico applicatugH = 5mT, in un range di
temperatura di 5-300 K, dopo le procedure etiozfield cooling(ZFC) e di

field cooling (FC). Le curve ZFC sono state ottenute dopo fredtlamento
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dei campioni fino a temperatura iniziale (5 K) issanza di un campo
magnetico esterno. Al contrario, le curve FC sdatesottenute dai campioni

raffreddati da 300 a 5 K e applicando un campo raetgmesterno di 5 mT.

11.5.5 Studi di citotossicita in vitro delle nanopdicelle magnetiche
Attraverso il saggio MTS sono stati effettuati stddcitotossicita sulle linee
cellulari di epitelio bronchiale umane (16HBE) e ddenocarcinoma
mammario umano (MCF7).

Le cellule sono state piastrate su piastre a 98gtthzon una densita di 50*
cellule/pozzetto e sospese in DMEM privo di acidlicb (Euroclone, Italia)
contenente il 10 % v/v di siero bovino fetale (FBB)% v/v di antibiotici
(10.000 U mif" di penicillina, 10 mg mt streptomicina) e il 2% v/v di
amfotericina B (0,25 mg 1) , e incubate in condizioni standard (95% di
umidita relativa, 5% CO2 e 37 °C) . Dopo 24 ore,ctdlule sono state
incubate con 200 ul di mezzo di coltura cellulartentenente una volta le
MNPs e un’ altra volta le MNPs-FA, ad una concentnae finale di
nanoparticelle compresa tra 0,05 e 0,5 mg-. ml

Dopo 4, 24, 48 e 96 ore di incubazione, il mezzodliura é stato sostituito
con 100 ul di DMEM fresco e sono stati aggiunti,ogphi pozzetto, 20 pl di
una soluzione MTS; infine le piastre sono statevaugente incubate per altre
3 ore a 37 °C. Trascorso il tempo di incubaziongtaéa misurata I'assorbanza

a 490 nm usando un lettore Microplate . | risulsgtno stati espressi come
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riduzione percentuale della vitalita cellulare etp alle cellule controllo.
Come controllo negativo sono state usate cellutabate con il solo mezzo.

Tutti gli esperimenti sono stati esequiti in trgalto.

11.5.6 Studi di uptake in vitro delle nanoparticelé magnetiche
Per gli studi di uptake cellulare sia le cellule MCche le 16HBE sono state
piastrate con una densita di 2@ cellule/pozzetto in DMEM privo di acido
folico, contenente il 10% (v/v) di FBS, 1 mM di gdmmina, 1'1% (v/v) di
antibiotici (10.000 U mt di penicillina, 10 mg mt streptomicina) e il 2%
(viv) di amfotericina B (0,25 mg ), e incubate a 37 °C in atmosfera
umidificata contenente il 5% di GQOn piastre a 96 pozzetti per 24 ore. Dopo
24 ore il mezzo e stato rimosso e le cellule saate sncubate con 200 pl di
DMEM contenenti diverse quantita di MNPs e di MNBS{(nanopatrticelle a
concentrazioni note comprese tra 0,05 e 0,5 mg),nper 4 e 24 ore.
Trascorso il tempo di incubazione, il mezzo e statmsso e il monostrato di
cellule é stato lavato due volte con mezzo DPB$®idhostrato di cellule é
stato quindi trattato con 200 pl di acqua bidistal al fine di lisare le cellule.
Dopo 30 minuti di incubazione, le cellule sono estaaschiate e il lisato
cellulare raccolto in Eppendorf.
Per la determinazione del ferro, 100 pl di lisaildari sono stati posti in
provette pyrex e miscelati con 100 ul di una saoeil,4 M di HCI. Queste

miscele sono state incubate per 2 ore a 60 °C inbagno d' acqua
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termostatato. Successivamente, le miscele sorersfiteddate a temperatura
ambiente e sono stati aggiunti a ciascuna provettaul di una soluzione 1
M di NaOH, 100 ul di tampone acetato a pH 4,5 &den50 ul di reattivo per
il ferro. Dopo 30 min, 200 ul di ciascuna soluzioseno stati trasferiti
all'interno dei pozzetti di una piastra a 96 potized € stata misurata
l'assorbanza a 560 nm, utilizzando un lettore Milat. 1l contenuto di ferro
del campione e stato calcolato facendo il confrootm una curva di
calibrazione, ottenuta mediante la registraziorleadsorbimento di soluzioni
standard di FeGl(comprese tra 0,5-5 ug / ml). La concentrazionéedio
intracellulare di ciascun lisato cellulare, deterata per ciascun pozzetto, €
stata corretta in riferimento al bianco e normaltazrispetto al numero di
cellule per pozzetto. Tutti gli esperimenti soratistseguiti in triplicato.
Inoltre, € stato anche valutato l'uptake qualitatigelle MNPs-FA sulle
MCF7, al fine di rivelare il ferro all’interno dellcellule in presenza e in
assenza di un campo magnetico esterno. Per gliiesei in presenza di un
campo magnetico esterno, prima della deposiziorke dellule (2,510
cellula/pozzetto), un magnete cubico (0,5)mon una forza di attrazione di
500 g, €& stato fissato saldamente al fondo di wraspozzetto. Dopo
lincubazione con le nanoparticelle, ad una comaeitne di 0,5 mg ril per

4 e 24 ore, e stato rimosso il magnete e lo sttatellule é stato fissato con
una soluzione di formaldeide al 4% (vol Vpllavato due volte con DPBS e

incubato per 30 minuti con 100 pl di HCI al 6% (vol™). Successivamente,
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dopo aver rimosso |' HCI, le cellule sono statatawcon DPBS, incubate con

50 ul di reattivo per il ferro e infine osservatgaverso un microscopio ottico.

11.5.7 Eccitazione a due fotoni e microscopia catale

Per gli studi di microscopia confocale a scansidaser (CLSM), le
MCF7sono state piastrate ad una densita dL@ Bellule/ pozzetto, in piastre
da 8 pozzetti, utilizzando DMEM privo di rosso fémocontenente il 10 %
(v/v) di FBS, I'1 % (v/v) di antibiotici (10.000 bhl™* di penicillina, 10 mg ml
! di streptomicina) e il 2 % (v/v) di amfotericina(B,25 mg nif). Dopo 24
ore é stato rimosso il mezzo e le cellule son@d#atate due volte con DPBS.
Le membrane delle cellule sono state marcate imzid&al monostrato
cellulare con il colorante Laurdan solubilizzato MSO e diluito con
DMEM + il 2,5% (v/v) di FBS ad una concentraziomgafe di 1 uM, per 15
minuti a 37°C e in atmosfera umidificata contenah&o di CQ. Dopo il
tempo di incubazione, le cellule sono state lavhte volte con DPBS. Le
cellule ancora vive sono state trattate con le MRRsAlexa e le MNPs-
Alexa e riprese in sequenza attraverso l'uso dimioroscopio confocale.
Dopo l'aggiunta delle MNPs-FA-Alexa e delle MNP#Ra (0,25 mg mt)
sono state acquisite diverse immagini in funziored thtmpo, con una
scansione di frequenza di 400 Hz. Le membrane lagllmarcate con |l
colorante Laurdan sono state visualizzate attraverseccitazione a due

fotoni (Spectra-Physics / Mai /-/ Tai / Ti: Sa alveloce laser). L'eccitazione
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e stata fissata a 780 nm mentre il range di ennissostato impostato tra 430-
500 nm. La fluorescenza dellAlexa 647 € stata naisu attraverso |l
microscopio confocale, impostando I' eccitazion&38 nm (argon laser),

mentre la gamma di emissione spettrale é statastagzotra 650-720 nm.
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11.6. Sintesi dell’ INU-EDA
La derivatizzazione dell’'Inulina con I'EDA, al firéi ottenere il poliero INU-
EDA, e stata condotta utilizzando il BNPC come agettivante dei gruppi
ossidrilici dell’inulina. In particolare, 236 mg BNPC sono stati solubilizzati
in 1 ml di DMF-a e la soluzione risultante e staf@iunta goccia a goccia ad
una soluzione di inulina in DMF-a (62,5 mg i (inulina & stata
precedentemente seccata in stufa per 24 ore a .7Q%Cjeazione € stata
condotta utilizzando un reattore a microonde (CEMcDBver Microwave
Reactor). La miscela di reazione € stata irradi@ial ora e lo strumento e
stato settato ad una potenza di 25W; la temperatstata mantenuta intorno
a 60°C raffreddando il sistema dall’esterno coma aompressa. Trascorso il
tempo di reazione, la soluzione d’inulina attivaastata aggiunta lentamente
goccia a goccia ad una soluzione di EDA preparmalizbgizzando 250 pl di
EDA in 1 ml di DMF-a. La miscela di reazione e atédsciata reagire per 1
ora a 25°C.
Le quantita di BNPC e di EDA utilizzate in questazione sono state
calcolate in accordo con le equazioni: moli di BMGli di unita ripetitive
dell’inulina = 0,5 ; moli di EDA/moli di BNPC =5nffine, il prodotto ottenuto
e stato precipitato in una miscela di etere etifimborometano (2:1 v/v), e il
prodotto solido € stato recuperato centrifugandoSpminuti a 9000 rpm a
5°C. Il prodotto € stato, successivamente, lavatolt in acetone al fine di

eliminare I'eccesso di EDA e di BNPC non reagltpriodotto ottenuto e stato
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solubilizzato in 2 ml di acqua bidistillata e ul@mente purificato mediante
cromatografia di permeazione su gel, usando Segh@d25 come gel di
separazione. Dopo la purificazione, la soluzione INU-EDA € stata
liofilizzata. Il prodotto finale INU-EDA e stato t@nuto con una resa del 98%
(p/p) rispetto all'inulina di partenza. Il polimerdNU-EDA €& stato

caratterizzato tramite anali$i-NMR (300 MHz BO).

11.6.1 Sintesi del’'INU-EDA-Sq
Al fine di ottenere il copolimero INU-EDA-Sg e sateseguita la
derivatizzazione dell’ 'INU-EDA con il derivato sa@lenoilico SQCOOH &
(Sq) utilizzando EDC/NHS come agenti attivanti dglppo carbossilico
dello Sg. Una soluzione contenente opportune gqaadiiEDC HCI, NHS e
TEA e stata aggiunta goccia a goccia ad 1 ml dizohe di Sq in DMF-a (20
mg mi'). La miscela di reazione & stata lasciata a reagjiore a 40°C.
Trascorso il tempo di attivazione, la miscela éastagiunta goccia a goccia
ad una soluzione di INU-EDA in DMF-a (37,5 mgle lasciata reagire 18
ore a 25°C. Le quantita di Sq, EDC HCI, NHS e TBE#iazate in questa
reazione sono state calcolate in base all’equazmaii di Sg/moli di gruppi
amminici liberi nel INU-EDA = 0,1 ; moli di EDC H@moli di Sq = 1,2 ;
moli di NHS/moli di Sq = 1,2 ; moli di TEA/moli dbq = 1,2.
Il prodotto ottenuto e stato precipitato in una cula di etere etilico

/diclorometano (2:1 v/v) e il prodotto solido étetaecuperato centrifugando
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per 5 minuti a 9000 rpm a 5°C. Infine, il solidcuperato € stato lavato 4
volte in nella stessa miscela e seccato sotto vlilotmpolimero INU-EDA-
Sq e stato ottenuto con una resa dell’'95% (p/motata rispetto all’ inulina
di partenza. Il copolimero ottenuto & stato carattato tramite analistH-

NMR (300 MHz DO/DMF-d; (7:1)).

11.6.2 Sintesi INU-EDA-SQq-PEGooo

Per la successiva coniugazione del Rl copolimero precedentemente
sintetizzato, una quantita nota di INU-EDA-Sq (99)ra stata solubilizzata in
acqua bidistillata (4 ml); il pH della soluzioneisultato essere pari a circa 8,
pertanto, il pH e stato portato 6,8 utilizzando HCl M. A questo punto, 21
mg di PEGggo SON0 stati aggiunti alla soluzione di INU-EDA-3gpH della
miscela tende a salire, e pertanto viene manteaus¢g8 con l'aggiunta di
alcune gocce di HCI 0,1 M. La miscela di reazioreng lasciata reagire per
24 ore a temperatura ambiente, sotto costantezamita La quantita di
PEGoqo Utilizzata in questa reazione e stata calcolatbhase all’equazione:
moli di PEGgdmoli di gruppi amminici liberi dellINU-EDA = 0,1.
Trascorso il tempo di reazione, la miscela € stdacata sotto vuoto,
utilizzando una pompa Vacubrand, e il solido otterg stato lavato 4 volte

con etere etilico/diclorometano (2:1 v:v). Infineprodotto ottenuto e stato

seccato sotto vuoto. Il copolimero INU-EDA-Sq-Phkés€é stato ottenuto con
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una resa del 100% (p/p), rispetto all’inulina drtpaza. Il copolimero INU-
EDA-Sq-PEGqq € stato caratterizzato attraverso analisNMR.

Lo spettro 'H-NMR (300MHz DO/DMFa-d) ha evidenziato i seguenti
segnali:d 1,12 e 1,53 é 1.9 e 2.2 attribuibili rispettivamente ai ¢k&lai CH
allilici dello scqualenep 2,62 relativo ai protoni del’lEDA (4kba, NH,-
CH,-CH,-NH-), 3,65 (176 Heg -CH,-CH,-O-),6 3,77 (5 Hyy, -CH>-OH; -
CH-CH2-OH; -CCH,-0-), 6 4,06 (1Hyy, -CH-OH), 6 4,2 ( d, 1K\y, -CH-

OH).

11.6.3 Preparazione delle nanoparticelle superparaagnetiche di
INU-EDA-Sq-PEG
Le nanoparticelle superparamagnetiche di INU-EDAPE{ (MNPS) sono
state preparate aggiungendo 50 mg del copolimetdHNA-Sg-PEGad 1
ml di soluzione di F€,in H,O. La dispersione ottenuta é stata sonicata per
10 minuti, diluita fino ad un volume finale di 5 ralposta in tubi da dialisi
flottanti Spectra Por con cut-off di 8000-10000 Dlopo 48 ore la
dispersione e stata congelata e seccata attrafrexspe driyng. Le MNPs

sono state ottenute con una resa del 100% (pf@ttsai prodotti di partenza.

245



PARTE SPERIMENTALE

11.6.4 Preparazione delle nanoparticelle superparaagnetiche di

INU-EDA-Sqg-PEG caricate con Doxorubicina
Le nanopatrticelle superparamagnetiche di INU-EDAPE(s cariche di
farmaco (MNPs-DOXO) sono state preparate miscelamdodispersione
acquosa di copolimero (50 mg Hile nanoparticelle superparamagnetiche di
Fe0, (5 mg mi*) con 1 ml di soluzione acquosa di Doxorubicinaeblitsera
(DOXO0) (10 mg ). La soluzione di Doxo & stata ottenuta solubéizn
10 mg di doxorubicina cloridrato in 1 ml di acqudistillata ed aggiungendo
un eccesso di TEA (4 mmoli). La miscela ottenutstata sonicata per 10
minuti, diluita fino ad un volume finale di 5 ml gosta in tubi da dialisi
flottanti Spectra Por con cut-off di 8000-10000 ®adializzata contro acqua
bidistillata per 48 ore, effettuando dei cambi a28, e 48 ore, al fine di
eliminare la DOXO non incorporata. Dopo 48 ore lapdrsione € stata
congelata e seccata attraverso freeze driyng. L&P$ADNOXO sono state

ottenute con una resa del 90% (p/p) rispetto alqitodi partenza.

11.6.5 Determinazione del contenuto di farmaco
La quantita di Doxo caricata all'interno delle MNBOXO e stata
determinata mediante analisi UV disperdendo unanttfaa nota di
nanoparticelle cariche di farmaco in acqua bidistl
La curva di calibrazione e stata ottenuta usandozemi standard di

Doxorubicina HCI con concentrazioni comprese ne¢ea0,1 — 0,01 mg ml
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Il risultato e stato espresso come percentualardidco contenuto in 100 mg

di materiale secco.

11.6.6 Caratterizzazione delle nanoparticelle supparamagnetiche
rivestite con INU-EDA-Sg-PEG
Determinazione del ferro tatole

Il contenuto di ferro nelle nanoparticelle supegmaagnetiche di INU-EDA-
Sg-PEG: stato determinato utilizzando il metodo della&&na, basato sulla
valutazione spettrofotometrica del ferro [Riemealet2004]. Secondo questo
metodo, 5 mg di nanoparticelle magnetiche liofditezsono state disperse in 5
ml di HCI 1,4 N (1 mg mt) e incubate per 2 ore a 60 °C, in un bagno d'
acqua, al fine di consentire la disaggregazionde dehnoparticelle e la
completa solubilizzazione delle nanoparticelle didz. Trascorso il tempo
d’'incubazione, 100 pl di tale soluzione sono «datiiti fino ad un volume di
5 ml con tampone acetato a pH 4,5 ed aggiunto poreymo volume (1,6 ml)
di reattivo per il ferro contenente: 6,5 mM di fermna, 6,5 mM di
neocuproina e 1M di acido ascorbico solubilizzattampone acetato a pH
4,5.
La soluzione é stata incubata con il reattivo p@rndnuti a temperatura
ambiente, e successivamente, e stata misurataitalettica del campione a
560 nm, utilizzando un lettore Microplate. Il cami¢o in ferro delle

nanparticelle di INU-EDA-Sg-PEG stato determinando paragonando
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'assorbaza del campione, cosi trattato, con utia dé calibrazione ottenuta
misurando l'assorbanza a 560 nm di soluzioni standdi FeC} a
concentrazione nota (comprese tra 0,5-5 Q) mnattati con il reattivo per il
ferro. Come bianco, € stata utilizzata la soluzidineattivo per il ferro.

FT-IR
Studi sulla composizione generale delle nanopdidiad ossido di ferro
rivestite con il polimero sono stati effettuatirtriée spettroscopia infrarossa
(FT-IR). Gli spettri del copolimero INU-EDA-Sg-PE@glle nanoparticelle
rivestite con il copolimero e delle nanoparticetielide di ossido di ferro,
sono stati registrati in KBr nel range di frequedf®0-400 cril. Gli spettri
sono stati registrati in scala di trasmittanza (Yocdn una risoluzione di 1
cm™* e un numero di scansioni pari a 100.

Misure di Dynamic Light Scattering (DLS) e del patiele zeta
Gli studi di DLS e le misurazioni del potenzialédazémV) sono state condotte
a 25° C usando uno strumento Nano ZS Malvern ZsgasiLa dispersione
acquosa di ciascun campione di nanoparticelle,goagp in acqua bidistillata
con una concentrazione finale di 0,2 mg'me stata analizzata dopo
filtrazione attraverso filtri di membrana di cetdsh di 5um. Il diametro
idrodinamico medio e lindice di polidispersita (FDsono stati ottenuti
mediante analisi cumulative della funzione di clazmne. Il potenziale zeta

(mV) e stato calcolato dalla mobilita elettrofocatiutilizzando la relazione
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Smoluchowsky e supponendo dh@ >>1 (dove K ea sono, rispettivamente,
il parametro Debye-Huickel e il raggio della paittee

Microscopia a scansione elettronica (SEM)
Per gli studi di morfologia, le MNPs-FA liofilizzatsono state visualizzate
attraverso un microscopio a scansione elettrortx3EM XL30 Philips. |
campioni in polvere sono stati posti su un nastealdsivo precedentemente
applicato su uno stub di acciaio inossidabile. LBIRg-FA sono state poi

rivestite con polvere d’oro prima dell' analisinakcroscopio.

11.6.7 Studi di rilascio del farmaco.

Allo scopo di valutare la capacita dei sistemi roate di rilasciare il farmaco
incorporato, 5 mg di MNPs-DOXO e 0,5 mg di Doxoaiba HC| (come
controllo positivo) sono state disperse in 5 mtasihpone fosfato a pH 7,4 e
trasferite all'interno di una membrana da dialipe@ra/Por (MWCO 1000
Da). Le membrane da dialisi, contenenti le dispaisdi micelle cariche di
farmaco e il farmaco da solo, sono state immerdeB8 a pH 7,4 (15 ml) e
incubata a 37° C sotto continua agitazione (100)rmpmun incubatore
Benchtop 808C Orbital Shaker modello 420. A int#rvai tempo
programmati, sono state prelevate dall'esternoadelémbrana da dialisi
aliquote di mezzo esterno (1 ml) e sostituite coa guantita uguale di mezzo
fresco. | campioni prelevati sono stati analizzdtraverso HPLC al fine di

determinare la quantita di farmaco rilasciata.tl dano stati corretti tenendo
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in considerazione la procedura di diluizione. Ogsperimento € stato
condotto in triplicato e i risultati si sono rivélaonformi all’errore standard +
5%. Allo stesso modo sono stati effettuati studiildscio in tampone PBS a
pH 5,5.

La quantita di DOXO rilasciata dalle nanoparticeiestata determinata
mediante analisi HPLC. La fase mobile usata e uisaala di tampone a pH
4, ottenuto aggiustando il pH di una soluzione M di (NH,4),HPO, e 5 ml
di TEA con acido ortofosforico, e acetonitrile (88), il flusso di 1 ml/min e
'assorbanza € stata registrata ad una lunghezaadd’ di 485 nm. Per
determinare la quantita del farmaco é stata uéiteezina curva di calibrazione

ottenuta utilizzando standard di Doxorubicina HCI.

11.6.8 Studi di citotossicita in vitro
La vitalita cellulare e stata testata con saggioSMsulla linee cellulare di
carcinoma del colon umane (HCT 116). Le celluleosstate piastrate su
piastre a 96 pozzetti con una densita di 2.5celule per pozzetto, e sospese
nel mezzo Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEMjricchito con
10% vol/vol di siero bovino fetale (FBS), 1% volhd antibiotici (10 mgmif
streptomicina 10000 U-1 ml penicillina), e incubatecondizioni standard
(95% UR e 5% di C@a 37°C).
Dopo 24 ore, le cellule sono state incubate con |200i mezzo di coltura

cellulare per pozzetto, contenenti le MNPs e le MN®XO a
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concentrazioni comprese tra 0,027 e 1,08 ni§ morrispondenti alla quantita
di micelle che, disperse nel mezzo, darebbe unaerdrazione di farmaco
compreso tra 5 e 200 uM. Come controllo positiedré linee cellulari sono
state incubate con Doxorubicina HCI a concentrazioompresa tra 5 e 200
UM. Inoltre, attraverso saggio MTS, e stato vatuti&ffetto di un campo
magnetico esterno. In particolare, al fondo deizptiz contenenti le cellule
incubate con MNPs e MNPs-DOXO a concentrazione padi27 mg it
(corrispondente a 50 uM di Doxo) sono stati poti whagneti (forza di
attrazione pari a 250 g). Dopo 24, 48 ore di ineudoee, il mezzo contenete la
dispersione acquosa di nanoparticelle o Doxo egnet sono stati rimossi,
lo strato cellulare lavato con DPBS ed aggiunti u0@i DMEM fresco e 20
ul della soluzione MTS; infine, le piastre sondetauovamente incubate per
3 ore a 37 °C . Trascorso il tempo di incubaziostaéa misurata I'assorbanza
a 490 nm usando un lettore Microplate. | risulsino stati espressi come
riduzione percentuale della vitalita cellulare etp alle cellule controllo.
Come controllo negativo sono state usate cellutabate con il solo mezzo.

Tutti gli esperimenti di coltura sono stati eseiguitriplicato.

11.6.9 Studi di Uptake
Per gli studi di uptake le cellule HCT 116 sondestasiastrate con una densita
di 2,5-10 per pozzetto in piastre a 46 pozzetti e sospedemezzo

Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM), arricchcon 10% vol/vol di
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siero bovino fetale (FBS), 1% vol/vol di antibiat{¢0 mg mI* streptomicina
10000 U-1 ml penicillina), e incubate in condiziamandard (95% UR e 5%
di CO, a 37°C). Dopo 24 ore il mezzo e stato rimossoséitado con 200 pl
di una sospensione in DMEM contenete Doxo libenacorporata all’interno
delle MNPs-Doxo, al fine di avere una concentragifinale di Doxo pari a
50 puM. Inoltre, e stato valutato l'uptake della [Bdr presenza di un campo
magnetico esterno, applicando al fondo della maswtntenete le cellule
incubate con le MNPs-Doxo un magnete (forza daatbne 250 g).

Le piastre sono state incubate per 4, 24 e 48 ro@mosfera umidificata
contente il 5% di C® Quindi, trascorso il tempo previsto sia il mezhe i
magneti sono stati rimossi; le cellule sono stavate con DPBS e fissate con
una soluzione al 4 % (v/v) di paraformaldeide inB3Pper 30 minuti.
Successivamente, lo strato cellulare & stato lastat volte con DPBS e |
nuclei delle cellule sono stati colorati, incubanger 15 minuti, lo strato
cellulare con 200 ul di una soluzione di 4',6-didimo-2-fenilindolo
cloridrato (DAPI) in DPBS (0,1pg/ml). Infine, lelkde sono state lavate due

volte con DPBS ed osservate al microscopio a flkoeza.
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