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ABSTRACT

\

La prospettiva della teranostica e quella di effat# contemporaneamente
diagnosi e cura, individuando le singole particéllimorali. Questo € possibile
grazie ananoparticelle magnetiche, entita multifunziondliestite da un
polimero, accompagnate nel luogo di interesse mésglian campo magnetico
esterno.

Per quanto riguarda la diagnosi possono esseliezatd come agenti nella
risonanza magnetica nucleare per aumentare il asiotrdellimmagine e
consentire una migliore rivelazione del tumore.

Per quanto riguarda la terapia esse sono utilizzatd’ipertermia magnetica,
tecnica basata sul riscaldamento mediante I'appboa di un debole campo
magnetico alternato dotato di un’opportuna freqaenn questo modo le
cellule tumorali, essendo piu sensibili al calaspetto a quelle sane, vengono
distrutte, una volta raggiunta una temperaturaléoca i 41 e i 46°C.

Un’altra grande applicazione terapeutica € il dglascontrollato e mirato dei
farmaci (drug target delivery). Infatti un opportumivestimento polimerico
consente di coniugare alla particella dei mediciohemioterapici che, una
volta raggiunta la zona tumorale, possono essdssciati nel tempo,
permettendo dunque la somministrazione di una miluse e un’azione piu
mirata rispetto ai classici trattamenti.

Insomma queste nanoparticelle magnetiche individukn posizione delle
cellule tumorali attaccandosi selettivamente a@,es®nitorano la variazione
di temperatura agendo da termometri locali e rnidasz localmente il farmaco
in grado di debellare il tumore.

| materiali maggiormente utilizzati per la sintelglle nanoparticelle sono gli
ossidi di ferro (come la magnetitesBa e la maghemite — FeOs) e I'oro.
Tuttavia, nonostante i possibili vantaggi, quesdttamenti presentano degli
effetti collaterali. Trattandosi infatti di partibe ultrafini, dell'ordine dei
nanometri, possono migrare all'interno del corpcanmraggiungendo organi

bersaglio e comprometterne il loro funzionamento.



La teranostica, pero, € una disciplina molto stad& in via di sviluppo; si
spera che da qui a breve sia possibile un utilzaocreto di questi nuovi

metodi, riducendo al minimo la tossicita per ilpo@umano.



1. Introduzione

1.1 Nanoscienze e nanotecnologie

Il termine nanoscienze si riferisce alle discipliciee si dedicano allo studio
delle proprieta dei nanomateriali, ossia di qualndipo di struttura con
dimensioni dell’'ordine di grandezza dei nanomédi®i’m. Strutture dell’'ordine
dei nm esistono ovviamente in natura. Un singdenfento di DNA é largo
circa tre nanometri. Le ali di una farfalla Morpt@ntengono nanostrutture che
cambiano il modo in cui le onde luminose interagmsxtra di loro, dando alle
ali brillanti tonalita blu e verdi. Le piume di ymavone e le bolle di sapone
ottengono la loro colorazione iridescente dallalabe interagisce con piccoli
complessi spessi solo decine di nanometri.

Avendo le nanostrutture dimensioni cosi ridottencsonecessari metodi
particolari per la produzione di oggetti in questmge di grandezza. La
nanotecnologia € lo studio che si occupa sia digléaca sia dello sviluppo di
tecnologie a livello atomico, molecolare e macraunolare, sia del controllo e
della manipolazione dei materiali su scala atomeadello sviluppo e
dell’applicazione di strutture, dispositivi e sistie caratterizzati da nuove
proprieta e funzioni dovute alle loro piccole diraemi. Grazie alle ridotte
dimensioni di queste strutture, si possono inftidiare e sfruttare nuove ed
importanti proprieta dei materiali: le lunghezzegsiesta scala sono quelle che
caratterizzano le molecole e le macromolecole ¢,ndamento che sono
confrontabili con la lunghezza d’onda di de Brogliegli elettroni, gli &etti
quantistici non sono piu trascurabili. La spaziattra i livelli di energia dei
cristalli, per esempio, aumenta col diminuire dedienensioni dei cristalli
stessi; quindi sintetizzando particelle di divelisimetri € possibile regolare ed
impostare i loro livelli di energia e le loro progta. Se le dimensioni della
particella diminuiscono, a parita di massa, il @pp tra la superficie ed il
volume della particella aumenta e questo signiftea gli atomi che si trovano

sulla superficie o in prossimita di essa sono imew maggiore. Questa € una



caratteristica molto importante in quanto moltezieai hanno luogo proprio
sulla superficie dei materiali.

Gli scienziati usano fasci di elettroni o di ior@rpncidere strutture, di circa 25
nm di grandezza, su metalli o su materiali a basardbonio. Le nanostrutture
pOSSONo essere create per reazione chimica indiiguin gas per generare
nanofibre, nanocristalli e “qguantum dot” (punti gtiai), alcuni raggiungono
anche la dimensione di un nanometro. Naturalmentgas parlando di un
settore in via di sviluppo e tutt'ora gli scientistanno studiando altri metodi
per costruire strutture tridimensionali su questalss di grandezza. | NEMS
ovvero sistemi nano-elettromeccanici, potrebber@ionmno essere usati come
robot microscopici per svolgere compiti che glissiaiomini non riuscirebbero
a compiere. Per esempio potrebbero effettuare viemér chirurgici su una
singola cellula o potrebbero agire come attuatogceanici per spostare le
molecole.

Le nanoscienze hanno gia influenzato le nostre cate innovazioni come |
tessuti antimacchia ispirati da caratteristichd'areline dei nanometri presenti
sulle piante di loto e come i dischi rigidi dei gouter, che memorizzano le
informazioni su bande magnetiche di spessore ca@dnm.

Una delle peculiarita di questo ambito di ricercail écoinvolgimento e
I'incontro di molte discipline come la fisica, la igtica, la biologia,
I'ingegneria e la medicina. Da questo incontro epakc nanomedicina, che
sfrutta le applicazioni biomediche delle nanosoeeezlelle nanotecnologie sia
per la diagnosi che per la terapia. La nanomedigifinalizzata per lo piu alla
cura del cancro. | trattamenti tradizionali (chgwa, radioterapia e
chemioterapia) presentano, infatti, diversi problech dfetti collaterali (come
I'accessibilita del tumore, il rischio di un’operaze su organi vitali, la poca
selettivita per le cellule cancerogene e lo spaggim di esse) che possono
essere aggirati o ridotti mediante I'utilizzo dinaéecnologie. Le attivita di

ricerca comprendono lo sviluppo di:

* nuovi agenti di imaging e di nuove tecniche diagicbe che

permettono di individuare un tumore nel suo stainale,



tecniche che forniscono valutazioni in-loco degfetti di una terapia,

dispositivi di individuazione che possono supetarearriere biologiche

e trasportare agenti terapeutici nel sito inteftessa

sistemi di sorveglianza che possano predire l'igsa del male

tecniche che permettano di identificare nuovi eéarger i trattamenti

clinici, prevedendone glifeetti collaterali e la resistenza ai farmaci.

Per ottenere alcuni di questi risultati 1 ricercatstanno studiando materiali
multifunzionali che consentono contemporaneamémmagding del tumore ed
il trasporto in-loco di farmaci, aumentando cosffitacia del trattamento e

diminuendo gli &etti collaterali. [1]

1.2 Nanoparticelle magnetiche

Esistono diversi metodi che permettono di sinteti@znanoparticelle: top-
down, bottom-up e un metodo ibrido. L’approccio -thgwwn consiste
nell'incidere, dividere ed eliminare parti e strdtiun blocco di partenza di
materiale ed € un metodo ben sviluppato grazie randj passi avanti
dell'industria dei semiconduttori. L'approccio batt-up, invece, consiste nel
disporre atomi, molecole e macromolecole nel modsidirato. Entrambi i
metodi presentano pero dei problemi:

* Metodo top-down: e facile che il materiale preselgile imperfezioni
superficiali come i danni cristallografici, difetthe influiscono molto
sulle proprieta fisiche e chimiche del material@lthe non e possibile
costruire particelle di dimensioni inferiori ai hén.

* Metodo bottom-up: il numero di difetti € molto mieorispetto a quelli
dell’altro approccio, in quanto la composizionensitia € piu omogenea
e si ha un migliore ordinamento; tuttavia e difécche le dimensioni
finali della particella siano sufficienti per le @gazioni pratiche
desiderate.

Mediante I'approccio ibrido, nella gran parte dasi¢c € possibile eliminare

gli ostacoli che presentano questi due metodi.



E interessante studiare, oltre alle particolarippigia meccaniche, termiche,
elettriche ed ottiche dei materiali, le proprietagnetiche, poiché presentano
gli aspetti maggiormente promettenti: infatti i exdéli aventi dimensione nella
scala dei nanometri hanno un ruolo fondamentalguanto le loro dimensioni
cosi ridotte sono confrontabili con le lunghezziiatre che governano i forti
cambiamenti nel comportamento magnetico della naatelce proprieta
ferromagnetiche o superparamagnetiche delle nahogle vengono sfruttate
in applicazioni che vanno dall'imaging medico e tlalsporto di farmaci, ai
sensori e all'elaborazione di dati.
| nanomateriali magnetici maggiormente utilizzatinnedicina e biologia sono
suddivisi in tre categore:

* Nanomateriali “zero dimensionali” come, per esemf@manosfere,

» Nanomateriali uni-dimensionali come nanofili o narmt

* Nanomateriali bi-dimensionali come pellicole sattil
Per la costruzione di biosensori e biochips sonessp utilizzate sottili
pellicole magnetiche. Le nanosfere sono, inveceellgumaggiormente
impiegate nelle applicazioni biomediche: solitaneene nanoparticelle
magnetiche sono sospese in opportuni liquidi traapwi e formano dei fluidi
magnetici chiamati anche ferrofluidi. | materialatigiu frequentemente per la
sintesi delle particelle magnetiche sono la magnéfieOs) e la maghemitey(
- Fe0s), mentre i liquidi possono essere acqua, cherosgpaire oli di
diverso genere. La grande rivoluzione di questo tpstrutture & che, grazie
alle loro dimensioni molto ridotte, le particellélizzate in campo biomedico
sono meno soggette alla sedimentazione dovuta mpaagravitazionale o
magnetico e all’agglomerazione indotta dai loro reath di dipolo. Per
ottenere una sospensione stabile e possibile ei@m@ due metodi: il primo
consiste nella stabilizzazione mediante una caletirica, mentre il secondo
consiste nello stabilizzare le particelle rivestaccon molecole organiche. E
possibile sfruttare una combinazione dei due metwdprendo il nucleo di
ossido di ferro con uno strato di oro o silicioumZionalizzando la superficie

del rivestimento. Un altro requisito fondamentatdlel nanoparticelle € che



non siano tossiche per I'organismo e non interdans con le normali funzioni

cellulari.

1.3 Principali applicazioni mediche

Grazie ai progressi nelle nanoscienze e nelle panotogie € stato possibile
sviluppare diverse applicazioni biomediche per maateriali magnetici: i
campi magnetici utilizzati, infatti, hanno un’intta tale da non recare danno
ai tessuti biologici; inoltre I'ambiente biologicoon interferisce con il
magnetismo delle particelle. | materiali piu freqtemente utilizzati per la
sintesi delle particelle sono gli ossidi di ferpmiché non risultano tossici per
I'organismo. | nanomateriali magnetici sono impigga teranostica, ovvero
sia per la diagnosi che per la cura. figura 1.1 mostra le principali

applicazioni delle nanoparticelle:

Therapy Diagnosis

[ Drog J (" metamy } (o ) (o )
delivery :

L S (S [ MR | [ Semsing |
" Radiotherapy " Musculoskeletal

L combined with system associated Cell sorting

MRI diseases

7 N

kidney disease

Anemic chronic J Enzyme

X

Figura 1.1 Applicazioni mediche di nanoparticelle magnetigble

Tra le applicazioni diagnostiche si trova I'imagipgr risonanza magnetica
(MRI), che riveste un ruolo importante: infatti @autecnica non invasiva
ampiamente utilizzata per diagnosi, verifiche prieecbiche e monitoraggio
degli dfetti di una terapia. Per aumentardfi&acia di questa tecnica spesso si

ricorre ad agenti di contrasto costituiti da nambpalle magnetiche. Queste
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particelle vengono iniettate nel sistema circolat@, a seconda delle loro
dimensioni, possono raggiungere e accumularsigarordiversi, permettendo
cosi di studiarli ed analizzarli.
Tra le applicazione terapeutiche piu notevoli sivémo il target e drug
delivery, ovvero la somministrazione mirata deinfaci, e lipertermia
magnetica. L'éicacia di un farmaco dipende dalla dose sommingstfato ad
una certa quantita essa € proporzionale alla dessas mentre, oltre un certo
limite, la relazione cambia e si giunge alla satimae. Spesso il farmaco,
prima di arrivare al limite della saturazione, s una certa tossicita; di
conseguenza lintervallo di azione utile e piuttogistretto. Grazie alla
somministrazione mirata di un farmaco €& pero pdssiampliare tale
intervallo. In questo processo si ricorre a nanigeEle magnetiche
funzionalizzate: esse possono contenere dei fardecilasciare nelle cellule
maligne e dei sensori che controllano e regolantagcio della sostanza.

Una volta concentrati i carrier nella zona malatadiante la modulazione del

campo magnetico (per esempio un impulso a radioéera), vengono

rilasciate le molecole del farmaco. Questo procepsomette quindi di

aumentarne la concentrazione nei tessuti o negkrormalati migliorando

I'efficacia della terapia e di diminuirne la concentrmagioei tessuti sani,

riducendo cosi il rischio difgetti collaterali. Per questo tipo di trattamento

risulta fondamentale:

1 la scelta delle particelle magnetiche impiegata:grande € la particella e
maggiore € la forza magnetica che puo essere edarcu di essa. La
particella, pero, deve essere sufficientementeofacin modo da non
ostruire i capillari, che hanno diametro dell’orelidei um, e in modo da
essere assorbita dal tessuto

2 tenere sempre in considerazione la biocompatibitiglla particella:
I'ossido di ferro risulta essere il materiale maggiente utilizzato perché
non e tossico e dopo il trattamento puo esserdizasto dall’organismo

per la produzione di emoglobina; il cobalto, inveeiu stabile del ferro e
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quindi piu semplice per la fabbricazione delle rEarticelle, ma e tossico

per 'organismo e necessita della presenza diuastimento particolare.
E stato riscontrato che le cellule tumorali sonal ensibili alle alte
temperature rispetto alle cellule sane, quindi QoOSs essere trattate
termicamente. Aumentando la temperatura del tesslite i 41°C esse
possono essere distrutte in maniera selettivai #dpra di questa "temperatura
soglia” le cellule tumorali risultano anche piu siili all’azione di farmaci e
di radiazioni; di conseguenza questo trattamentto dpertemico puo essere
utilizzato efficacemente in combinazione con chderapie e radioterapie.
[1,5]

2. IPERTERMIA MAGNETICA

2.1 Principi fisici alla base

2.1.1 Ciclo di isteresi

La maggior parte delle proprieta magnetiche deienealt pud essere derivata

dal ciclo di isteresi.
Tale ciclo & schematicamente illustratdigura 2.1

M

Saturation

] L}
Bemanent Magnetization, M

Magnetization, M,

Coercivity, H,

—

figura 2.1 Ciclo di isteresi della curva M-H di un materidégromagnetico [1]
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Quando il campo magnetico esterno e sufficienteengnande, tutti gli spin
allinterno di un materiale magnetico si orientacon il campo magnetico
applicato. In questo stato, la magnetizzazionenagteriale raggiunge il suo
massimo valore detto magnetizzazione di saturazibtse Quando il campo
magnetico esterno si indebolisce la magnetizzazitwtale del materiale
diminuisce.

Un materiale ferromagnetico, quando il campo estediminuisce fino a
raggiungere lo zero, ha ancora un momento magnedgiduo e il valore della
magnetizzazione a campo 0 é detta magnetizzazésigua, Mr.

Si puo definire rapporto residuo il rapporto trarlagnetizzazione residua e la
magnetizzazione di saturazione, Mr/Ms, che varsaQre 1. Per portare |l
materiale indietro a magnetizzazione 0, viene apfi un campo magnetico in
direzione negativa e la grandezza del campo é datigo coercitivo, Hc.

La riorientazione e la crescita dei domini magrestizspontaneamente di un
materiale magnetico dipendono sia da caratterististicrostrutturali quali
posti vacanti, impurita o limiti strutturali deiistalli, sia da caratteristiche
intrinseche come l'asotropia magnetocristallinaforma e la dimensione della
particella.

Non é possibile determinare a priori la forma delocdi isteresi, ma, nella
maggior parte dei casi, pud essere misurata spetaineente con Vibrating
Sample Magnetometer (VSM) o con un Superconducti@gantum
Interference Device (SQUID).

| materiali con differenti proprieta magnetichenha diverse forme di cicli. La
figura 2.2 mostra un diagramma schematico dei vasi sanguiginguali sono
state iniettate alcune nanoparticelle magnetichg@roprieta magnetiche delle

particelle iniettate e 'ambiente biomolecolare the$so sanguigno.
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Figura 2.2 Curve M-H di un materiale diamagnetico (DM) la @éndenza

negativa indica che la magnetizzazione M si oppale campo H,
paramagnetico (PM) la cui pendenza positiva inthaeoncordanza tra M e H,
ferromagnetico (FM) multidominio (linea tratteggigpto a dominio singolo

(linea continua) e superparamagnetico (SPM) [21].

In generale il vaso sanguigno e i biomateriali $sceintrodotti sono entrambi
diamagnetici o paramagnetici, mentre le nanopdigiceniettate sono
ferromagnetiche o superparamegnetiche. Quando umpaamagnetico di
valore H e applicato ad un materiale magneticanamento magnetico del
materiale contribuisce complessivamente all'indoeiomagnetica B del

materiale:
B = puy(H + M)

dove w € la permeabilita magnetica nel vuoto, M e imemto magnetico su
un volume V di materiale. [1]

In generale, tutti i materiali possono essere dmmaii come materiali
magnetici, in quanto tutti rispondono ad un campagnetico di diversa

grandezza. Sono di solito classificati in:
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e paramagnetici (in cui la magnetizzazione si oriectacordemente al
campo magnetico esterno, ma non € conservata ute NMmosso |l
campo),

» diamagnetici (in cui la debole magnetizzazione leas® opposto a
guello associato al campo magnetico esterno)

« ferromagnetici (che conservano la magnetizzaziondentata

concordemente col campo)

basandosi sulla loro suscettivita magnetica&he descrive la relazione tra il
campo magnetico H e la magnetizzazione M indottainnmateriale da un
campo magnetico:

M = yH
Nel Sl,y & adimensionale, mentre M e H sono espressi int A
La maggior parte dei materiali mostra un piccolaynmetismo, in questo caso
essi sono classificati come paramagnetici o diamidgnll valore diy per i
paramagnetici & di solito positivo e compreso 0 & 10%, mentre il valore
di y per i diamagnetici & compreso tra =46 —103. | valori negativi diy per i
diamagnetici indicano che, in questo tipo di malerla magnetizzazione M e
il campo magnetico H hanno verso opposto. Diveraieniali mostrano stati
magnetici ordinati e di solito sono classificati ned ferromagnetici,
ferrimagnetici e antiferromagnetici. | prefissi itale nomenclatura si
riferiscono alla natura della forza di accoppiamemta gli elettroni nel
materiale. Accoppiamenti di questo genere potreblbendurre ad un grande
numero di magnetizzazioni spontanee e questa agiane per cui materiali
magneticamente ordinati di solito hanno un valdre gditu grande rispetto ai
materiali paramagnetici o diamagnetici. Inoltrgpgd notare che la suscettivita
nei materiali ordinati dipende anche dal campo rago H applicato. Questo
campo magnetico da luogo a forme sigmoidali canatiehe delle curve M-H,
con M vicino al valore di saturazione dell’alto gaamagnetico.
Nei materiali ferri e ferro magnetici, il ciclo dteresi puo essere osservato
come infigura 2.2 La forma del ciclo di isteresi e parzialmenteedetinata

dalla dimensione della particella. Per particelid!’drdine dei micron, che
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solitamente hanno una struttura a multi dominiocidlo di isteresi risulta
essere abbastanza stretto, in quanto e facile meid@gareti dei domini. Per
particelle piu piccole (a singolo dominio), con éimsioni vicine al volume
critico, V, il ciclo di isteresi risulta pit ampio. Le paselie ancora piu piccole,
dell’ordine dei nm o0 meno, presentato un comportamsuperparamagnetico:
il loro momento magnetico € libero di ruotare igposta all'energia termica,
mentre i singoli momenti atomici mantengono il lostato ordinato I'uno

rispetto all’altro. [1,18]

2.1.2 Anisotropia

Nella maggior parte dei materiali il comportamentgdla magnetizzazione e
influenzato da qualche tipo di anisotropia. L'amiepia magnetica, in alcuni
casi, pud essere modellizzata come monoassianerdia di anisotropia puo
essere espressa come:

E = KVsin260

dove K é I'energia di anisotropia monoassiale pgtaudi volume g € I'angolo
tra il momento e l'asse preferenziale e V e il wadudella particellafigura
2.3.

In assenza di campo magnetico esterno H, si haligumasse favorito lungo il
guale M puo trovarsi in una qualunque delle dueemdi® orientazioni
antiparallele e energeticamente equivalenti. L'gr@edi anisotropia massima
(E=KV) rappresenta il valore della barriera di gji@rche deve essere superata,
affinché si verifichi I'inversione della magnetizzane M. Questo valore e
finito ed e, dunque, finita anche la probabilit& ¢h magnetizzazione si inverta
a temperature T>0K. Si ha di conseguenza un temipailassamento
caratteristicor, che € il tempo medio che intercorre tra due isiosi della

magnetizzazione.
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figura 2.3 L’energia di anisotropia in funzione dell’angddra il momento e

'asse preferenziale della particella. In assenzaathpo magnetico esterno
(linea continua) le due orientazioni di M lungo s sono equivalenti e
separate da una barriera di energia pari a KV; resgnza di un campo
magnetico esterno H (linea tratteggiata) una didlie orientazioni & favorita.
[1,17]

2.1.2.1 Anisotropia magneto-cristallina

L’anisotropia magneto-cristallina e dovuta sostaimente all'accoppiamento
spin-orbita. Nella maggior parte dei materiali ¢@nagnetici, l'interazione
orbita-reticolo € molto forte, percio le orbite thleniche influenzano gli spin
causando un allineamento di essi lungo assi dagtalfici ben definiti. Quindi
e lecito pensare all'anisotropia cristallina conge uma forza che tende ad
orientare la magnetizzazione in determinate direziastallografiche.
L'anisotropia magneto-cristallina € specifica detanale indipendentemente
dalla forma della particella e l'allineamento deffeagnetizzazione lungo un
preciso asse cristallografico e favorita dal puntovidta energetico. La
coercivita & proporzionale alla costante di anggo& e quindi i materiali con
forte anisotropia magneto-cristallina sono moltdi¢ati per applicazioni che

richiedono un’alta coercivita. Se si considera ampione policristallino senza
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un’orientazione preferenziale non si ha un’anigmaccristallina netta, ma se
guesto campione non e sferico si ha un’anisotrdpfarma che determina una
forte coercivita.

| parametri che caratterizzano questo tipo di dropa dipendono fortemente
dalla temperatura e sono definiti per ferromagnleé oon si deformano al
variare della direzione di M. In realta esiste ot€razione di accoppiamento
tra la magnetizzazione ed il reticolo tale da cemriaana deformazione del
materiale. Questo fenomeno si chiama magnetostezenl altera I'anisotropia
magnetocristallina fécace. Le correzioni che devono essere apportate

parametri non sono comunque molto significativé. [1
2.1.2.2 Anisotropia di scambio

L’'anisotropia di scambio si ha quando un materieteomagnetico € messo in
prossimita o a contatto con un materiale antifeergnetico. L’accoppiamento
magnetico all'interfaccia tra i due materiali pudeare una direzione
preferenziale nella fase ferromagnetica che prémderma di un’anisotropia
unidirezionale. Un materiale antiferromagneticogiede una magnetizzazione
netta molto piccola o nulla e I'orientazione degdin € debolmente influenzata
dal campo H. Se il materiale ferromagnetico chgosie a contatto con esso e
accoppiato fortemente mediante [linterazione dindwa, i suoi spin
all'interfaccia saranno vincolati. L’inversione &el magnetizzazione nel
materiale ferromagnetico richiede, quindi, un casggiuntivo di energia che
corrisponde all’'energia necessaria per creareriipdi dominio entro lo strato
superficiale. Questo risulta uno spostamento debrgati H, in grado di
invertire la magnetizzazione del materiale e quindina traslazione del ciclo

di isteresi. [1]

2.1.3 Particelle multidominio e a singolo dominio

Un dominio & un gruppo di spin i cui momenti magnehanno la stessa
direzione e agiscono in cooperazione durante lanetayazione. In un

materiale granulare (“bulk material”), i domini sorseparati da pareti che
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hanno uno spessore caratteristico e un‘energiaiassalla loro formazione ed
esistenza. Il movimento di queste pareti € il meadocipale per invertire la
magnetizzazione e la piu grande fonte di dissipezii energia. Ligura 2.4
mostra in maniera schematica la relazione tra laerocata nei sistemi

particellari e le dimensioni delle particelle (LiesPelecky e Rieke 1996).

single domain ——

-+ multidomain

Super-
paramagnetic

Figura 2.4 Relazione tra la coercivita Hc e le dimensioriedparticelle di un

sistema di particelle ultrafini [17].

La formazione di pareti di dominio e favorita, gainto di vista energetico, in
particelle di grandi dimensioni, le quali presewtaguindi una struttura a
multidominio.

La magnetizzazione di queste particelle avviene maerleazione e per |l
movimento delle pareti di dominio. Come si puo os3ee nella figura sopra
riportata, diminuendo le dimensioni delle partiegla formazione delle pareti
di dominio € sempre meno conveniente, fino a gitmgé diametro critico P

(dell'ordine delle decine o poche centinaia di rah)di sotto del quale le
particelle non hanno pareti di dominio e quindi sgparticelle a singolo

dominio.
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Per una particella a singolo dominio, il processmdgnetizzazione avviene
attraverso la rotazione coerente degli spin. Léigedle con dimensioni vicine
al D¢ di solito presentano grande coercivita. Mentresgln delle particelle a
singolo dominio con dimensioni molto minori dic,Dsono soggetti a
fluttuazioni termiche. Particelle di questo genesaitamente sono dette
particelle supeparamagnetiche. Nel 1930 Frenkel ogfnian teoricamente
hanno predetto l'esistenza di particelle a singolminio. [15]

Se si considera un insieme di particelle bisogmerteonto delle eventuali
interazioni che si possono instaurare tra di désgodello di Stoner-Wohlfarth
descrive il comportamento di un insieme di partcedlerromagnetiche a
dominio singolo, con anisotropia assiale e nonragenti tra loro. Se si
considerasse l'interazione tra dipoli, la leggeNaiel-Arrhenius non sarebbe
piu valida. La teoria di Stoner-Wohlfarth tiene tmnanche del campo
magnetico (regime Zeeman) e calcola le correzidlirenargia interna delle
particelle. [1,22]

2.1.4 Superparamagnetismo

Nel 1949 Neel dimostro, dal punto di vista teoricbe quando le dimensioni
delle particelle si riducono molto, la coercivit& Hel materiale tende a zero a
causa delle fluttuazioni termiche che, in particelbsi piccole, impediscono
I'instaurarsi di una magnetizzazione stabile. Questmportamento € detto
superparamagnetismo. La curva di magnetizzaziond dwteriali

superparamagnetici non presenta un ciclo di isteres un grafico di M in

funzione di H/T, le curve di magnetizzazione a tieetemperature devono

sovrapporsi come € mostratofigura 2.5
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figura 2.5 Dimostrazione di superparamagnetismo di una rasde ferro:

sovrapposizione delle curve di M in funzione di H/T]

Il meccanismo del superparamagnetismo si basaesybd di rilassamento
della magnetizzazione netta di una particella miggelLa variazione della

magnetizzazione nel tempo puo essere descritia legie:

aMm(t)  M(t) — M(t = »)
dt T

dove M(t =) & la magnetizzazione allo stato di equilibrie € il tempo di
rilassamento caratteristico dato da [1]:

AE
T = ToekpT

doveAE rappresenta la barriera di energia per l'inversidel momento esi
e I'energia termica. Per particelle non interagérisittore preesponenziatg e
dell'ordine di 10'-10*? s e dipende debolmente dalla temperatura. Laebarr

di energia ha diverse origini, € dovuta féetti come l'anisotropia magneto-

cristallina e di forma. Nel caso piu semplice disatropia monoassial&E =
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KV dove K e la densita di energia di anisotropid/eé il volume della

particella. Di conseguenza le dimensioni dellaipalta influiscono fortemente

sul tempo di rilassamento. Se tutti i componentumlisistema possiedono lo
stesso tempo di rilassamento, I'equazione diffaed@zscritta sopra presenta la
soluzione piu semplice. Tale assunzione non e stalth nella pratica, perché
nei sistemi reali la barriera di energia preseet@m@e una distribuzione che
puo dipendere da molteplici cause e parametrisSa gsulta costante allora la

magnetizzazione decade in maniera logaritmica [1]:

M(t) = M(t = 0) — Sin(t)

dove la viscosita magnetica S € legata alla distrdme delle barriere di
energia.

Il superparamagnetismo riveste un ruolo fondamentalle applicazioni
biomediche perché le dimensioni molto ridotte deldeticelle fanno si che la
barriera di energid\E sia confrontabile con I'energia termica a tempeea
ambiente e che, di conseguenza, si possa sfrigighmente questo fenomeno.
L'osservazione del comportamento superparamagnpgcain dato materiale
non dipende solo dalla temperatura, ma anche dgbdedi osservazionen
della tecnica sperimentale usata. Si pud definitedaperatura di bloccaggio
Tg ponenda = tm.

Se il tempo di rilassamento € molto inferioreta (cioé per T >> )
I'inversione dei momenti delle particelle € cogida che, in assenza di campo
magnetico esterno, il momento netto delle pargcelediato sul tempo e nullo
e la particella appare paramagnetica. Se invedemlpo di rilassamento é
molto superiore an (cioé per T << §) l'inversione € lenta, il momento netto &

quasi statico e la particella & in uno stato defisiaito bloccato. [21]
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Figura 2.6 Osservazione di superparamagnetismo: i cerclpresggntano le
nanoparticelle magnetiche e le frecce al loro maarappresentano la direzione
della loro magnetizzazione. a) Per T << (femperatura di bloccaggio) oppure
T >> 1, (tempo di misura) i momenti appaiono quasi stabgiper T >> E
oppuret << tm le inversioni della direzione del momento sonoi dcequenti
che, in assenza di campo magnetico esterno, il mtmmeetto delle particelle

mediato sul tempo e nullo. [1]

Nei tipici esperimenti la misuran pud avere un range da circa?sQer la

magnetizzazione DC, fino Ta10° - per la spettroscopia Mdssbauer HEk-.

2.1.5 Nano particelle core-shell

Le particelle core-shell (nucleo-guscio), in genswao costituite da un nucleo
magnetico rivestito da uno strato protettivo ditsobiocompatibile ed hanno
le dimensioni dell'ordine della decina di nanomeffiali particelle sono
solitamente utilizzate nella composizione di feuiofi affinché sia garantita la
stabilita del colloide mediante il rivestimento sdijiale (che ha il compito di
rendere le particelle invisibili al sistema retw@ndoteliale del corpo, di
evitare che le particelle formino un agglomerate aion potrebbe essere
trasportato e di oltrepassare le barriere biolagiahcausa delle loro grandi
dimensioni) e mediante l'agitazione termica cheviaree I'agglomerazione

fornendo energia alle nanoparticelle.
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In generale si possono dividere le particelle irel in due categorie:
» patrticelle il cui nucleo e costituito da un matkriemagnetico, mentre il
rivestimento e costituito da un materiale non mégae
o particelle in cui sia il nucleo che il rivestimensono formati da
materiali magnetici con proprieta diverse tra loro.
Le particelle core-shell, con rivestimento non n&go, Si possono creare
circondando il nucleo con uno strato di ossido (éhd risultato naturale
dell’esposizione all’ossigeno dellambiente). Naadjeelle di questo tipo
possono essere anche sintetizzate chimicamentéanelgole dimensioni dei
due strati e dell'interfaccia tra loro. In sistedii questo genere il nucleo é
costituito da un materiale ferromagnetico e il stimento da un materiale
antiferromagnetico. Come si vede iigura 2.7 il risultato di questa
combinazione e un ciclo di isteresi traslato dovait@anisotropia di scambio

causata a sua volta dall’accoppiamento all’'intentatra i due materiali.

T
_ AW . i ] I

—
/ -
M 4 b

shifted loop

F g 3 H
field | H :?/'_.« axchange
FM AFM. -','\;"_'l'!""lli \} coupling

r e
H H

(a) (b)

Figura 2.7 Cicli di isteresi di nanoparticelle core-shell.lleciclo di isteresi di
una nanoparticella core-shell, ottenuta accoppiamdaucleo ferromagnetico
ad un rivestimento antiferromagnetico, risultalass b) il ciclo di isteresi di
una nanoparticella core-shell, ottenuta accoppiamdonucleo di materiale
ferromagnetico “soft” a un rivestimento di mategidérromagnetico “hard”, e
il risultato della combinazione della grande magzeizione del nucleo con la

grande coercivita del rivestimento. [1,23]
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La maggior parte dei materiali utilizzati in applaoni biomediche appartiene
a questa categoria. Circondando il nucleo ferroreagm con un altro

materiale ferromagnetico si ottiene una particetae-shell della seconda
categoria. Nelldigura 2.7 (b) si vede il ciclo di isteresi risultante unaltao

applicato come rivestimento un materiale che ptasen ferromagnetismo piu
forte del nucleo. Accade che, a causa dellaccoppio di scambio

magnetico, un tale sistema combina il grande cacoeocitivo di un materiale
con la grande magnetizzazione dell'altro. Regolankaccoppiamento

all'interfase tra i due materiali si possono ottendei magneti permanenti
molto forti. [1,23,24]

2.2 Ipertermia magnetica fluida

2.2.1 Materiali ferromagnetici

Dalla curva M-H si deduce che ¢ richiesta energtaraa per oltrepassare la
barriera di energia che governa il movimento dekeeti dei domini in un
materiale policristallino.

Questa energia € legata all’area racchiusa dal didkteresi e nella procedura
di magnetizzazione essa € fornita dal campo magmesiterno applicato. Se si
applica ad un materiale ferromagnetico o ferriméigneun campo magnetico
variabile nel tempo, vi € un trasferimento costatitenergia nel materiale, che
viene trasformata in energia termica. Cio e allaebael trattamento di
ipertermia.

La quantita di calore generata per unita di volénaeterminata dall’area del

ciclo di isteresi moltiplicata per la frequenza dampo [1]:

Ppy = Mof% HdM
Nel caso di particelle ferromagnetiche con dimemsimolto maggiori del

limite per il passaggio al superparamagnetismo stguespressione non ha

dipendenze implicite dalla frequenza; quindi iloral dell’area del ciclo, e di
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conseguenza il valore difr, puo essere misurato grazie a dispositivi come |l
VSM e lo SQUID. Questa espressione non tiene cdnédiri meccanismi che
possono generare calore con I'applicazione di unpcamagnetico, come le
correnti parassite e la risonanza ferromagneticajuianto questiféetti sono
trascurabili alle frequenze di campo utilizzateitaatente per l'ipertermia
magnetica. In linea di principio usando dei magmetiemente anisotropi si
dovrebbe ottenere un riscaldamentéfisiente, ma nella pratica dei trattamenti
non é possibile arrivare alla completa saturazideka magnetizzazione del
materiale a causa dei vincoli sull'ampiezza del parmagnetico. Questi cicli
ridotti producono ovviamente meno calore. Il acooombn la formula scritta
sopra, la situazione ideale per la produzione lhiressi avrebbe nel caso di un
ciclo di isteresi rettangolare, ma un ciclo di gag®rma si puo ottenere solo
con un insieme di particelle monoassiali perfettat@meallineate con H
(condizioni dfficilmente raggiungibili nelle applicazioni in vivd)lella pratica

il massimo calore ottenibile corrisponde a circaquarto del calore prodotto

nel caso ideale. [1,21]

2.2.2 Materiali superparamagnetici

Nei materiali superparamagnetici € necessario rf@rdall'esterno energia per

allineare i momenti delle particelle e per raggemgglo stato di saturazione.

Nei trattamenti di ipertermia, le nanoparticellepstparamegnetiche sono
sospese in acqua o in un idrocarburo fluido, in onda formare un ferrofluido.
Quando viene rimosso il campo magnetico applicatoua ferrofluido, la
magnetizzazione di esso torna a zero (rilassameeltderrofluido) a causa
dell'energia termica delllambiente circostante. rilassamento avviene
principalmente attraverso due meccanismi:

1. la rotazione browniana;

2. il rilassamento di Neel

ognuno di questi processi ha associato un propmpo di rilassamento.
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Il primo meccanismo consiste nella rotazione fisiele particelle sospese nel
fluido e il suo tempo di rilassamente caratteristico dipende principalmente
dalle proprieta idrodinamiche del fluido (per esemplalla viscosita). Il
secondo meccanismo, invece, consiste nella rotazien momenti magnetici
atomici entro la particella e il tempo di rilassamwecaratteristican dipende
dal rapporto tra I'energia di anisotropia dellatgatla e I'energia termica.
Entrambi i tempi di rilassamento dipendono anchéeddimensioni delle
particelle, ma, per una data dimensione, il rilassa@o browniano avviene a
frequenza minore rispetto al rilassamento di Neel.

Il riscaldamento che si ottiene applicando un carmafiernato a materiali
superparamagnetici puo essere analizzato mediamedello sviluppato da
Debye. Dato che il tasso di variazione di M in werrdfluido e finito, il
momento magnetico M risulta in ritardo rispettothdPer piccole ampiezze di
campo, si puo descrivere la risposta di un ferrdfiiid un campo alternato per
mezzo della sua suscettivita magnetica complessg + iy" . La parte realg'
corrisponde allimmagazzinamento di energia, melarparte immaginarig"

corrisponde alla dissipazione di energia che gecedme:

Pspy = Ho”fX”HZ

dovef € la frequenza del campo alternato applicato. esiq espressione si
deduce che, se M e in ritardo rispetto ad H, altdéauna conversione positiva

di energia magnetica in energia termica. [1]

2.2.3 Specific Absorbation Rate (SAR) o Specific Iss Power
(SLP)

Il calore generato dalle particelle magnetiche @ega&mente descritto in
termini di SAR (o SLP) in unita di W/g. | valorirf? € Rpm possono essere
ottenuti moltiplicando il SAR per la densita di peelle. Questo parametro e
utile per confrontare Ificacia di particelle magnetiche di dimensioni
differenti. Si puo allora osservare che, per le ampi@izcampo magnetico

utilizzate nei trattamenti di ipertermia (circa 18A/m), i materiali
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ferromagnetici, che non riescono a raggiungere lagmatizzazione di
saturazione e dimostrano quindi un ciclo di isteregotto, hanno un SAR
basso, mentre i materiali superparamagnetici, grakzdiverso meccanismo di

perdita di energia magnetica, generano comunqualone stficiente. [1,21]

2.2.4 Teoria di Debye

Il riscaldamento, ottenuto applicando un campo m#gn alternato a un

ferrofluido, si puo spiegare mediante una teoriduppata da Debye per
analizzare la dispersione dielettrica nei fluidi adgei e permette di

comprendere la dipendenza della suscettivita casplaalla frequenza del
campo. Grazie alla suscettivitd e infatti possiliildagare i meccanismi di
rilassamento di cui si € parlato e altre propraghferrofluido in esame, come
il raggio medio delle particelle e il valore mediel campo di anisotropia. La
teoria di Debye € applicabile a particelle magietisferiche quando I'energia
di interazione dipolo-dipolo U é inferiore all’emgga termica kT.

Allora si puo scrivere [1]:

_ Xo — Xy
X(w)_xw+1+im
dovert, il tempo di rilassamento, e dato da [1]

1 1

wmax anmax

T =

dove fhax € la frequenza a cuyi'(o) raggiunge il valore massimgp e la
suscettivita statica g. € la suscettivita a frequenza elevata. Didjara 2.8si
vede chey'(w) € una funzione monotona decrescente all’aumentaiia

frequenza, mentrg'(o) presenta un massimo pari a meta del valore massim
di y'(o).
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Figura 2.8 Grafici di y'(w) e ¥"(o) in funzione diot secondo la teoria di
Debye [1]

2.2.5 Rilassamento magnetico nei ferro fluidi

Si considerino delle nanoparticelle magnetichenrfluido: se il diametro del
nucleo magnetico € abbastanza piccolo e lo spesd®reivestimento e
suficientemente grande, € possibile trascurare leamimmi magnetiche tra le
particelle, indipendentemente dalla loro conceirez nel fluido. La
suscettivita magnetica, allora, dipende dall’oeitne del campo magnetico
rispetto agli assi di anisotropia delle particadléa suscettivita totale presenta
una componente longitudinalg/ e una e una componente trasversgle).(
Per un fluido con una distribuzione casuale deghi ai anisotropia la

suscettivita totale e data da:

1
(@) = 2 [ (@) + 2x, ()]

Dato che il tempo caratteristico per il rilassamenasversale € di circa 0,1 ns,

se la suscettivita € misurata in un intervallordgfienze che va da 10 & Hy,
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allora, come dimostrano Raikher e Shliomis, la congmte trasversale gi|_

puo essere considerata una quantita puramente &aletiene quindi [26]:

(DT"

1 1
Imy(o) = 3% (0) = 3% (0) T+ (or)?

dove il tempo longitudinalefcace e dato da [1,24]

TnTpg

=
Ty + Tp

Il tempo di rilassamento browniano € scritto come

_ 3V
 kgT

Tp

doven € la viscosita del liquido e V e il volume idrodmico dficace della
particella. Il tempo di rilassamento longitudinadlgpende fortemente dalla
barriera di energia; di conseguenza il suo vala@ gambiare di molti ordini
di grandezza (da diversi ns a diversi anni). Pertiqggle uniformi e
monoassiali la barriera di energia A& = KV. Per una grande barriera di
energia (a AE/ksT > 2) e campo magnetico nullo il tempo di rilassato di

Neel puo essere espresso come
1

1 _3
Ty = En /ZTDa /2@

dove il tempo di dtusione liberap € dato da:
_ MSVm
- 2aykgT

dovea € la costante di smorzament e il rapporto giromagnetico.

Tp

In un fluido magnetico reale occorre pero introdudelle funzioni di
distribuzione del diametro delle nanoparticelle pp@ucleo magnetico e per |l
rivestimento o per il diametro idrodinamico totala; suscettivita magnetica

efficace € un integrale su queste distribuzioni
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1 o ® ot(D¢, D)
I =—% | dD.[ dDP(Dc)P(D)D.°
my(w) 3X0J; Cfo (De)P(D)DC” % 1+ [ot(D¢, D)]?

dove
g (B)
Yo = "3k, T

in cui n é la concentrazione di particelle per agiit volume e il tempo di

rilassamento efficace(Dc,D) e dato da:

w "(Dc)tg (D)

T(DC; D) =
-1 -1
™ (D) + 1571(D)
35T =05 4 b
T =% ﬂc=0.1 SE 4.0F
3.0} 0,=0.3 X50 =
o
__ 25} - = 35}
= ; 5
= o = L
(‘Ei 20 B B -
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\P-Q 15 F A ~ C ‘-..__“-{1020_5
! © ! - =
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Figura 2.9 a) Grafico di" in funzione dio calcolata per diversi valori della
dispersione di dimensiost per il nucleo magnetico delle nanoparticelle di
magnetite (F€a); b) dipendenza della posizione del picco a basspenza

di " dal diametro del rivestimento (linea continga= 0,5; linea tratteggiata:

oc =0,6; linea punteggiata: =0). [1]

Come si puo vederm figura 2.9(a), la parte immaginaria della suscettivita
presenta due picchi (valori massimi). Generalmeahtpicco a frequenza
minore €& dovuto al rilassamento browniano, mentuellg a frequenza
maggiore € dovuto al rilassamento di Neel. La pose& di entrambi i picchi

puo variare anche di un ordine di grandezza e dipaia dal’ampiezza della
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distribuzione dei diametri sia dallo spessore de¢stimento. Grazie alle

relazioni

Wm1Tp (D) =1

W Ty (De) = 1

e inoltre possibile stimare il diametro del nuckeal diametro totale della
particella [1,25,26]

3.Nanoparticelle magnetiche

Le nanoparticelle di ossido di ferro sono stateliste piu difusamente di altre
perche l'ossido di ferro € un materiale fortemdrteomagnetico e perché non
sono tossiche per I'organismo. Dal momento chengpse preferibile iniettare
la minore quantita possibile di materiale, si catcaintetizzare nanoparticelle
con il massimo potere di riscaldamento. Tra glidisdi ferro, la magnetite
(FesO4) € uno di quelli maggiormente utilizzati. Come f¥ato gia spiegato
esistono diversi processi di perdita di energia me#ga (isteresi e
rilassamento) e le dimensioni delle particelle egeite determinano quale di

guesti € il predominante. [1]

3.1 SPIONs

SPIONSs é un acronimo col quale si indicano le nartagelle di ossido di ferro
superparamagnetiche. Esse consistono in un nuctessidio di ferro e possono
essere trasportate nella zona richiesta attravirismagneti esterni. Presentano
diverse proprieta interessanti quali il superpamegsigmo, l'alta irreversibilita
dei campi, un alto campo di saturazione, contribmtra di anisotropia o uno
spostamento del ciclo in seguito al raffreddamedebd campo. A causa di
gueste proprieta le particelle, dopo aver rimods@ampo esterno, non

mantengono a lungo l'interazione magnetica.
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Il concetto di usare un campo magnetico esternmpguato a particelle
magnetiche venne introdotto da Freeman nel tard0;1@ina varieta di
nanoparticelle e microparticelle e stata svilupgegarilasciare il farmaco nel
specifico sito bersaglio in vivo. Tutt'oggi si contano tali studi con gli
obiettivi di:
I) ridurre la quantita di distribuzione sistematicé fdemaco citotossico e
quindi gli effetti associati,
i) ridurre il dosaggio richiesto in maniera efficignt@oe in modo da
riuscire comunque a localizzardgarmaco.
Gli SPIONs hanno principalmente due configurazaintturali:
1. un nucleo magnetico (di solito magnetite3B£0 maghemitg-Fe0s)
rivestito da un polimero biocompatibile;
2. un polimero poroso biocompatibile in cui gli SPIO$&ts0 confinati
all'interno dei pori.
Per schermare la particella magnetica dall'ambiemteostante la si puo
collegare a gruppi carbossilici, biotina, avidinearbodiimmide e altre
molecole, col fine di aumentare la resa di targeipueste molecole agiscono
qguindi come “attachment points” (punti di fissaggjger I'accoppiamento di

farmaci citotossici o anticorpi bersaglio (comdigura 3.1).
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Figura 3.1 Rappresentazione schematica dello sviluppo di 88p [

Da un punto di vista fisico, il “magnetic targetingleriva dalla forza

magnetica esercitata sugli SPIONs dal gradientaiipo magnetico.

33



L'efficacia della terapia dipende da diversi partiniisici, come la lunghezza
del campo magnetico, il gradiente, le proprietaunddtriche e magnetiche
delle particelle. Il processo di localizzazione fé#gmaco usando gli SPIONs e
basato sulla competizione tra le forze esercitatle particelle da parte del
flusso del sangue (blood compartment) e le foragmatiche esercitate da un
campo magnetico esterno applicato. Nella maggrarasei casi il campo
magnetico & generato da un forte magnete permafiss#to fuori dal corpo
sopra al sito interessato. [1,4]

Il farmaco, normalmente sotto forma di un ferradlmi biocompatibile, é
iniettato nel sistema circolatorio del paziente.a@dp le forze magnetiche
superano il tasso di flusso del sangue nelle arf@® cm 3) o nei capillari
(0.05 cm ), le particelle magnetiche sono mantenute in |odl'alto
gradiente del campo magnetico esterno. Una vokaildiarmaco o i portatori
sono concentrati nel bersaglio, il farmaco puo resséasciato sia tramite
attivita enzimatica sia a seguito di cambiamentiedeondizioni fisiologiche,
come il pH, l'osmolalita o la temperatura, e pusees assorbito dalle cellule
endoteliali del tessuto interessato o essere agsadhblle cellule tumorali.
Questo sistema, in teoria, ha vantaggi maggigoeti® ai normali “non-target”
metodi della terapia con farmaci citotossici.

Gli SPIONs biocompatibili come la magnetite songoamente utilizzati per
applicazioni biomediche in vivo inclusa la MRI (nmagic resonance imaging)
per migliorare il contrasto, rilascio nel tessupeafico di agenti terapeutici,
ipertermia e campo magnetico assistito per la teregdionuclide. La loro
lenta liberazione renale e il loro maggiore valdreilassamento rispetto ai
mezzi di contrasto a base di gadolinio, rende giCiNs tra i migliori
candidati per I'imaging.

Molti SPIONs con dimensione del nucleo di circa 86 e revestimento (di
dimensione idrodinamica da i 20 ai 150nm), traalgih Feridex, I'Endorem, il
Combidex e il Sinerem, sono stati approvati perRiVhei pazienti.Gli
SPIONSs (carichi di farmaco) hanno anche la caiatieiha che possono essere

guidati alla destinazione desiderata utilizzandocampo magnetico esterno,
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mentre simultaneamente viene rintracciata la bstriduzione delle particelle.
Questo approccio prende il nome di teranostica heré&gnostic”, ovvero
“therapeutic” e “diagnostic”. [2]
L'applicazione in biologia, la diagnosi e la teepnedica richiede che gli
SPIONs siano stabili in acqua a pH neutro e in o di salinita
fisiologica. Una tale stabilita del colloide dipendlalla dimensione delle
particelle, le quali devono essere sufficientemg@nteole in modo tale evitare
una precipitazione dovuta alla forza di gravitatriimportanti fattori sono la
carica e la chimica di superficie che danno luagagepulsioni steriche e che
a quelle coulombiane. Per controllare le propragtauperficie degli SPIONS,
essi sono rivestiti di un polimero biocompatibilerante o prima del processo
di sintesi, col fine di impedire la formazione dagdi aggregati, i cambiamenti
dalla struttura originale e la biodegradazione, ngiga esposto al sistema
biologico. In aggiunta, il polimero di rivestimenfmu0o anche permettere il
legame dei farmaci attraverso il legame covalente.
La bicompatibilita e la tossicita degli SPIONs sategli altri principi da tenere
in considerazione per le applicazioni biomedicheadametri che determinano
guesti principi sono:
 la natura della componente magnetica reattiva (psempio la
magnetite, il ferro, il nichel, il cobalto, il nemdium-iron-boron o il
samarium-cobalt);
* la grandezza finale delle particelle consideran@doilsnucleo che i
rivestimenti (shell)
Idealmente, gli SPIONs devono avere anche un'adtgnetizzazione in modo
tale che il loro movimento nel sangue possa essamgollato con un campo
magnetico esterno e in modo tale che possano ass@@ilizzati nel tessuto
in cui e stata riscontrata una patologia da curare.
Altri sono i materiali di particolare interesse c®nh cobalto e il nichel, ma
essi risultano tossici e sensibili all'ossidazidoe particelle di ossido di ferro
come la magnetiteFe:04) 0 la maghemitey(— FeOs) sono di gran lunga le

piu usate per le applicazioni biomediche. [13]
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Un altro aspetto importante dello “SPIONs delivegyta loro internalizzazione
in specifiche celle. Cio é particolarmente limitdtotre fattori:

a. la vita breve delle particelle nel sangue (shavbblhalf-time)

b. un targeting non specifico

c. bassa efficienza di internalizzione dei legantestati di superficie
Vari sforzi sono diretti verso il miglioramento glieste proprieta degli SPION
e verso la modificazione dei loro metodi di sintpsr controllare meglio le

loro dimensioni e superfici. [1,3,4,28]

3.2 Nanoparticelle d'oro

Fino a poco tempo fa, la prevenzione, la diagnasit@ttamento del cancro
erano considerate separatamente. La mancanzeaetiitne tra questi campi
ha ostacolato gli sforzi per affrontare in modoicgite questa malattia. Per
guesto motivo, recentemente € stato progettatouonanmetodo che accorda
simultaneamente diagnosi e terapie. Di particolateressone in teranostica
sono le nanoparticelle di ossido di ferro, di silie d’oro. Combinando in
manieraappropriata la dimensione, la composizione, la toemnla superficie
delle nanoparticelle, l'assorbimento cellulare dmimaco nella cellula e
I'imaging molecolare possono essere migliorate. ramoparticelle d'oro
(AuNPs) sono state ampiamente utilizzate come natt@wonsegna mirata del
farmaco, come sensori e come agenti di contrastd’ipgaging molecolare
delle cellule tumorali grazie alla loro stabili@]a loro capacita di legarsi a
biomolecole, alla loro caratteristiche di assorbitoe plasmonico della
superficie e alle loro proprieta ottiche.

Le nanoparticelle d’oro a risonanza plasmonica anakgione di luce
infrarosso-vicino (NIR) dello spettro luminoso, eentono con efficacia la
luce in calore, proprieta sfruttata per I'ablazideemica di masse cancerose
nelle loro sedi tumorali, alle quali in precedeteatesse nanoparticelle si sono
incollate. Un elemento critico di questo procesda dimensione delle nano-
particelle, che influenza sia l'attacco alle cadltlimorali che la loro efficienza

fototermica. E stato riscontrato che il processseatinalazione delle AuNPs
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sulle cellule e il migliore possibile quando hardimensione compresa tra i 40
e i 50 nm.

Il paclitaxel (PTX) € uno dei farmaci chemioterapmu efficaci per |l
trattamento di vari tipi di cancro a causa della sitotossicita efficace contro
vari tipi di tumori umani ed animali. Tuttavia, u@ effetti terapeutici sono
limitati a causa della scarsa solubilita in acquka enancanza di selettivita
contro le cellule tumorali, portando ad effetti latérali tossici sulle cellule
sane. Un farmaco che presenta una migliore sdiabii acqua € il Beta-
ciclodestrina §-CD). Tuttavia questi agenti chemioterapici preaaot dei
problemi. Per ridurre al minimo i loro effetti calerali tossici, alcuni
ricercatori hanno introdotto sistemi mirati di drdelivery (DDS) per attaccare
selettivamente le cellule tumorali.

E possibile progettatare e preparare un agentendstiao basato su
nanoparticelle d’oro legate alla superficie conrdeettori anti-cancro come |l
paclitaxel. Questo agente e stato valutato in lmse sua efficacia per la
diagnosi ed il trattamento di tre tipi di tumori:eka del seno umano, il
carcinoma A549 del polmone umano e il MG63 delkostarcoma umano. Per
valutare l'effetto delle AuNPs funzionalizzati, sostate studiate le loro
assunzioni intracellulari e la loro citotossicita.

La biotina (promotore di crescita a livello celligae una piccola vitamina B7
solubile e tutte le cellule viventi richiedono viiae per la loro sopravvivenza.
In particolare, le cellule tumorali hanno bisogriotale vitamina per la loro
rapida proliferazione, tanto e vero che é comuoeate, sulla superficie delle
cellule tumorali, una sovraespressione dei spéc#iettori di biotina. E stato
riscontrato che essa coniugata a AuNPs pu0 indwefgicacemente
I'assorbimento intracellulare nelle cellule tumor@uesto risultato suggerisce
che tale promotore puo essere utile come un bicgngé@r il cancro nel drug
delivery.

In nanomedicina, dunque, le AUNPs possono ess#éir® aome nano-carrier
di farmaci anti-cancro grazie alla loro citocompditia, stabilita e facilita di

legame con le biomolecole o come agenti di imagidecolari, da soli o in
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combinazione con altri fluoro fori, grazie alle dgproprieta di diffusione della
luce nel visibile.

Degli studi hanno dimostrato, quindi, che l'oroereénto proverbialmente
passivo per i sistemi biologici, diviene invecetéonente attivo sotto forma di
nanoparticelle e risulta un buon materiale che péienla penetrazione
selettiva e Il'accumulazione in cellule cancerogerfiguesto accumulo,
che facilita la rivelazione radiografica, puo @esasato per attivare farmaci

antitumorali causando direttamente la morte delkile tumorali. [19,27]

4. Teranostica. Diagnosi e cura

Tra le piu importanti applicazioni delle nanopagtie in teranostica ci sono
I'imaging mirato (target imaging) e la consegnaapeutica (therapeutic
delivery), che include il targeting passivo e aitiil targeting passivo é stato
provato con nanoparticelle di dimensione compreaaitl0 e i 500 nm
mediante un meccanismo noto col nome EPR (enharcmepbility and
retention), in cui le nanoparticelle si accumulalebtumore dopo essere uscite

dai vasi per mezzo di un processo detto endoattesiiata da recettori.

Nel targeting attivo, le nanoparticelle sono umitieganti ad alta affinita per le
cellule tumorali. Queste nanoparticelle a targetecs#wo potrebbero
accumularsi nei tessuti malati, riducendo quiradidorbimento indesiderato nel
tessuto sano, limitando cosi al minimo gli effewilaterali. 1l targeting puo
anche contribuire a raggiungere una maggiore effia e ridurre la frequenza

complessiva del dosaggio somministrato. [1,3]

4.1 Composizione delle nanoparticelle

Le nanoparticelle usate in teranostica, in grartepasono caratterizzate da
guattro componenti basici:
1. Un emettitore di segnale,

2. Un carico utile terapeutico (therapeutic payload),
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3. Un trasportatore di carico utile (payload carrier),

4. Un legante.
L’emettitore possiede delle proprieta ottiche, nedgie o radioattive che lo
caratterizzano e puo emettere il segnale in masigoatanea o in seguito ad
un’eccitazione da parte di una sorgente esterria. Semnale € individuato da
rilevatori esterni ed e utilizzato per la costrungodellimmagine. 1l payload
terapeutico puo essere un medicinale chemioterapigoacido nucleico come
il DNA o il siRNA. Il trasportatore di solito inctlle una matrice polimerica di
materiali con gruppi funzionali molteplici, ai qugossono essere coniugati
degli emettitori di segnale oppure il carico tenatpm. Il ligando di targeting e
scelto in modo che leghi e formi un complesso cormarker della specifica
patologia, facilitando cosi il trasporto di nandjaile nel sito di interesse e
consentendo interazioni con la cellula o col tessodlato. [4]
L'emettitore di segnale e il payload terapeuticespmo essere incorporati nel
vettore oppure coniugati sulla superficie del adeta nanoparticella, mentre il
legante di targeting € sempre unito covalentemalidesuperficie del supporto,
che consente l'interazione diretta con la cellulessuto bersaglio.
Le nanoparticelle possono essere ingegnerizzate spiguppare strutture
relativamente complesse, una nanoparticella puctheancontenere molti
emettitori di segnale dotati di diversi meccanisimsegnalazione offrendo cosi
immagini multimodali che permettono di sfruttarevantaggi delle singole
modalita di imaging e ampliare I'applicabilita dedttore.
L'emettitore di segnale, nonché il payload terapeupud essere incapsulato
in una nanoparticella o puo essere coniugato azhurer payload. Una grande
varieta di polimeri, sia di natura sinteica cheunae, sono utilizzati come
payload carriers. Tali polimeri possono essereiuaile nanoparticelle
mediante legami covalenti e non covalenti duraatsihtesi del nucleo della
nanoparticella o tramite la modifica della supeefilm seguito alla sintesi di

nuclei.
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| legami covalenti sono di solito formati attraversomposti chimici quali il
silano, 'ammine o l'acido carbossilico. | leganmomcovalenti maggiormente
utilizzati sono il legame ionico, idrofobico e ilogeno.

Questi rivestimenti polimerici contengono o un’emer quantita di gruppi
laterali o grandi blocchi di segmenti idrofobicile molecole terapeutiche
possono essere collegate facilmente attraversamiegavalenti o interazioni
non covalenti. In caso di legame covalente, taliecmle reagiscono con i
gruppi laterali sul polimero portante formando casip organici quali
'ammide, l'estere, il tioetere, il disolfuro, I'tdzone, o dei polipeptidi
(aminoacidi uniti tra loro attraverso legami pejaid

Le applicazioni cliniche richiedono che 1 polimenportatori siano
biodegradabili ed eventualmente eliminabili dalljanismo. Pertanto, le catene
polimeriche spesso contengono piu legami ammidisieri o glucosidi e si
spezzano idroliticamente o enzimaticamente una\aie il vettore raggiunge
il sito desiderato. | legami spezzati e le catevlareriche degradabili fanno si
che il payload sia rilasciato, in maniera contialjain loco. Il rilascio del
payload puo essere attivato sia da impulsi inteomie una variazione del pH,
una forza ionica, un cambiamento di temperaturaadegradazione idrolitica
e enzimatica, o da uno stimolo esterno, come ord#ranagnetiche o
eccitazione luminosa.

Alcuni leganti di targeting possono anche facigtdrendocitosi mediante
recettore e quindi migliorare notevolmente I'assoemto cellulare dei
payload. Per guidare le nanoparticelle verso d siteressato € stata utilizzata
un‘ampia varieta di leganti di targeting, tra cigcple molecole organiche,
oligosaccaridi, aptameri, peptidi, anticorpi e alproteine, caratterizzati da
pesi molecolari compresi da poche centinaia a degiimigliaia di Daltons.

| siti di targeting dei liganti devono essere famhte accessibili per
l'interazione ligando-recettore. Pertanto, € mdifticile assemblare anticorpi
o altre grandi molecole di leganti sulla superfidelle nanoparticelle in

orientamento corretto, mentre molecole piccoleedjahti spesso richiedono
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delle lunghe molecole che facciano da collegamgetoevitare un ostacolo
sterico mediante il rivestimento delle nanoparteel

Al contrario, dei corti peptidi o aptameri possoessere ingegnerizzati in
modo da avere una precisa modificazione e giuswenalslaggio sulla
superficie della nanoparticella per ottenere la smag conservazione
dell'attivita del legante.

Possono essere collegati ad una particella anahdigaindi di targeting per
ottenere un effetto multivalente. Tuttavia, datcee dh legante di targeting
immobilizzato sulla superficie potrebbe cambiargieprieta fisico-chimiche
delle nanoparticelle, una densita superiore denlp non si traduce in un
accumulo superiore nel tessuto bersaglio. Pertamtecessario che la densita
del ligando di ogni sistema di nanoparticelle gascuna applicazione prevista

sia ottimizzata di caso in caso. [1,4,15]

4.2 Nanoparticelle come agente di contrasto

Esistono diverse tecniche di imaging non invasivee i utilizzano per

visualizzare la distribuzione in tempo reale datl@noparticelle. Le piu

comuni sono: la tomografia a risonanza magneticRIfMla tomografia

computerizzata a raggi X (CT), la tomografia ads=sieine di positroni (PET),
la tomografia computerizzata ad emissione di fotsimgolo (SPECT) e la
tomografia ad ultrasuoni (US). Altre tecniche diagmg, come la tomografia
mediante fluorescenza (FMT) e la tomografia fotassica (PAT), sono in via

di sviluppo.

Ognuna di esse presenta dei vantaggi e degli sygintder esempio, 'MRI e

la CT hanno un’elevata risoluzione spaziale e &womo informazioni

anatomiche dettagliate, ma mancano di sensib#itacontrario la PET e la

SPECT sono molto sensibili, ma hanno una risolieiimitata e dunque non
permettono di avere precisione nell'immagine.

Per superare tali limiti, sono state sviluppatesaicniche di imaging come la
PET-CT, I'MRI-optical e 'MRI-PET. Le nanoparticellsono particolarmente

utilizzate in quest’ ultime, specialmente comerdigéi contrasto[6,10]
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Il motivo principale per cui si usano nanopartieaetiagnetiche per I'imaging a
risonanza magnetica e la riduzione di T1 e T2, iodonda migliorare il
contrasto dellimmagine. In particolare a tale scgmno state studiate le

nanoparticelle di ossido di ferro. Come mostratbigara 4.1,

M M

tuma tirmie

(@) (b)

Figura4.1

le particelle SPM (superparamegnetiche) sono magmeente sature nei
campi magnetici applicati in MRI e sono in gradacgare un campo bipolare
locale che diminuisce il valore di T1 e T2. Inolfrer migliorare ulteriormente
la biocompatibilita, le nanoparticelle SPM a baseossido di ferro sono
sempre rivestite da uno strato di polimero, che pssere smaltito per via
epatica dopo il trattamento. Nell’ MRI, le nanojpzelile magnetiche vengono
selettivamente assorbite dal sistema reticoloetidEee rimosse come
sostanze estranee dal sistema di circolazioneagiglug. Si € riscontrato che le
nanoparticelle magnetiche con diametro inferiof®am hanno un‘emivita nel
flusso sanguigno piu lunga rispetto a quelle di B0Odi diametro. Le
nanoparticelle piu grandi sono riconosciute dalatege dalla milza, mentre
guelle piu piccole vengono raccolte dal sistemaakiendoteliale nei tessuti
sani in tutto il corpo. E l'assorbimento differaalei delle nanoparticelle
magnetiche da parte di diversi tessuti che detexnhioontrasto nellMRI. Per
le cellule tumorali, i tempi di rilassamento nhomgeno modificati mediante
I'introduzione di contrasto (nanoparticelle magrtet) a causa della mancanza

di un sistema reticoloendoteliale in tale zona.cierl'identificazione di
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linfonodi maligni, tumori del fegato e tumori cerabh etc. pud essere
facilmente ottenuta in presenza di nanoparticeltgymetiche confrontando il
contrasto dell'immagine. Si € anche notato chealeoparticelle di ossido di
ferro hanno la capacita di essere incapsulate antag target specifico. Il
rivestimento polimerico ramificato sulla superfiaielle nanoparticelle pud
essere utilizzato per trasportare il DNA nel nucleslulare, e consente
I'interazione intracellulare tra le nanoparticetlagnetiche e cellule staminali.
Questi legami migliorano le prestazioni delle naartipelle magnetiche come
agenti di contrasto per I'MRI. Un altro tipo di agedi contrasto comuni
utilizzati in risonanza magnetica sono i compléssici di gadolinio. [22]
Per limaging in vivo, la risonanza magnetica e utile strumento a scopi
diagnostici, all'alta risoluzione spaziale e alleapacita tomografiche
multidimensionali. Tuttavia, questa tecnica sofffe bassa sensibilita del
segnale e inoltre il rumore di fondo molto elevaappresenta un problema
significativo per la costruzione dell'immagine. Psuperare questi limiti
necessario utilizzare degli amplificatori di segnalEssi principalmente
coinvolgono agenti che possono rispondere a stimolhatura chimica o
biologica nei siti in cui e stata riscontrata uretgbogia, come per esempio
zone che presentano un pH fortemente acido, ipossidemperature
particolarmente elevate, e che innescano un fareeato o diminuzione di
intensita del segnale locale. Questi stimoli indiwon cambiamento a livello
fisico o chimico degli emettitori di segnale ovveymvocano una variazione,
per esempio, della densita elettronica, della tstrait chimica, dello stato
aggregazione discreta, e quindi, in tal modo, pussuoodificare I'ampiezza o
la composizione del segnale emesso.
| vettori maggiormente utilizzati sono le nanopagtie superparamagnetiche di
ossido di ferro (in particolare quelle in magnetkesOs) che possono essere
coniugate con fluorofori per ottenere sia immaginisonanza magnetica sia
immagini biofotoniche. Grazie a questa dualitapgsibile utilizzare

* I'MRI per identificare dove é localizzato il tumoeeper monitorare il

post operazione,
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* Ilimmagine biofotonica, con la risoluzione a livellcellulare, per
riconoscere i confini del tumore in modo da rendpn& precisa la
resezione durante I'operazione.

La risonanza magnetica in vivo risulta essere gili@ dnetodologie piu potenti
poiché euno strumento non invasivo, né dal punto di vistd'ehergia che
utilizza, non avvalendosi di radiazioni ionizzantie¢ dal punto di vista
dellesecuzione dell'esame, in quanto anche in cakoricorso alla
somministrazione del mezzo di contrasto questo maatere allergizzante
molto basso e sicuramente inferiore a quello aali@ con altri strumenti per
esempio con la TAC.

Larisonanza magnetica viene utilizzata in moltssicampi (in  ambito
neurologico, neurochirurgico, traumatologico, owogito, ortopedico,
cardiologico, gastroenterologico) e offre diveraanZioni attive quali la

diagnosi di un cancro, lo studio dell'espressiogr@an etc. [1,6,10,17,21,22]

4.3 Drug delivery

Il rilascio controllato di farmaci e di grande imBnza per le applicazioni
terapeutiche, come ad esempio il trattamento detroalLe nanoparticelle
magnetiche possono essere utilizzate nella somimanisne di farmaci. |l
processo di localizzazione (targeting) del farmacbasa sulla competizione
tra le forze esercitate sui carriers da parte dabse e le forze magnetiche
generate da un magnete esteriQguando le forze magnetiche superano quelle
dovute al flusso del sangue, la particella vieatdnuta e pud essere assorbita
dalle cellule del tessuto o dell’organo di inteee§2]

Vari materiali sono stati studiati come carriemgidicinali, geni e proteine in
specifiche aree del corpo umano. figura 4.2fornisce le scale dimensionali

delle particelle necessarie a questo scopo.
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Figura 4.2scale di nanoparticelle per il drug delivery [1]

In un tipico processo di drug delivery, i farmaeingono caricati in materiali di
riporto biocompatibili, trasferiti agli organi dasciati, in maniera controllata,
per la terapia del cancro e il trattamento di aisturbi.

| nanomateriali dell’ordine dei nanometri sono s&euente un buon candidato
per consegna del farmaco soprattutto per la looelemnte biocompatibilita,
per la loro dimensione subcellulare e per le lomor@ mirate. Diversi
materiali nanostrutturali si sono dimostrati efficanel drug delivery
specialmente grazie alle loro proprieta magnet{sh@erparamagnetismo, alta
magnetizzazione di saturazione ed alta suscettimagnetica). Inoltre, sono
state sviluppate delle tecniche chimiche e biofomaiizzanti con lo scopo di
migliorare sia la stabilita che biocompatibilitildenanoparticelle magnetiche.
La caratteristica piu interessante di questo tmat#to € la somministrazione
controllata del farmaco in una zona specifica aapido un campo magnetico
esterno, senza che le molecole destinate al drligede aumentino il loro
livello nei tessuti sani dell'organismo. [1,2]

Nel trattamento del cancro, il drug targeting, nmetgramente controllato, si
basa su farmaci antitumorali legati con un ferndfu Il desorbimento da parte
del ferrofluido avviene dopo aver raggiunto l'amiainteresse e mediante
I'applicazione di un campo magnetico esterno. lesfo processo, si verificano
effetti locali, tra cui lirradiazione da parte dadionuclidi terapeutici
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immobilizzati o l'ipertermia. Il metodo piu semptice la naturale diffusione
del farmaco immobilizzato dai portatori (ovvero ldalnanoparticelle

magnetiche). Tuttavia tale metodo non e del tufioiente in quanto il rilascio

non riesce ad essere completamente controllata state quindi ricercate
nuove tecniche. Un rilascio che permette un maggeantrollo lo si ottiene

cambiando i parametri fisiologici del paziente cotaetemperatura, il pH,

I'osmolalita etc.

Il limite maggiore del drug delivery e I'intensiampo magnetico esterno, il
valore necessario supera il livello idoneo perdtpo umano. Tale livello,

tuttavia, non puo generare un gradiente magnetificientemente elevato da
controllare il movimento mirato delle nanopartieello da attivare il

desorbimento del farmaco in quanto il gradiente meéigo diminuisce con la
distanza. Questa complicazione pu0 essere attermsdaendo un magnete
vicino al target attraverso un intervento chiruogigoco invasivo. Un altro
problema che puo verificarsi nella somministrazidnérmaci € una possibile
agglomerazione di nanoparticelle magnetiche, stjtat a seguito della
rimozione del campo magnetico esterno applicatcawsa della loro elevata
energia superficiale. Inoltre, le nanoparticell@ jpiccole possiedono forza
magnetica piu debole. Dunque la dimensione ultrdsmehesta per le

nanoparticelle pud comportare una maggiore diffecohel controllo del

movimento o della posizione soprattutto in presahaam’intensa forza dovuta
per esempio ad un flusso sanguigno elevato. Di eguenza, la

somministrazione del farmaco magnetico € maggiotenenntrollabile nelle

zone in cui il sangue ha un flusso caratterizzatbakse velocita. [8,9]

La chemioterapia € il trattamento maggiormentezato per combattere il
cancro. In queste terapie, i farmaci vengono sonstnati con una

distribuzione sistemica generale. Nonostante taffia del trattamento, esso
presenta diversi effetti collaterali soprattuttoagdo il farmaco attacca le
cellule sane. Il drug delivery € stato studiatonduirre gli effetti indesiderati e
per migliorare l'effetto del rilascio controllato lecalizzato. Lafigura 4.3

illustra un sistema di consegna ipotetico del faxma
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Figura 4.3 Rappresentazione schematica di un sistema di inlagic un
farmaco magnetico ipotetico. Un magnete é positoalesterno del corpo e
il gradiente del campo magnetico generato puduG# i carrier magnetici in

una specifica area mentre fluiscono nel sistenwaletorio. [1]

In questo tipo di terapia, un farmaco citotossi@ng legato a nanoparticelle
magnetiche biocompatibili formando un farmaco /tgmre complesso. In

seqguito il ferrofluido biocompatibile ottenuto veeniniettato nel sistema

circolatorio del paziente e, una volta che entr&imolazione, viene acceso
esternamente un magnete che genera un gradiercangpo magnetico in

grado di catturare i carrier magnetici e concentibromplesso in prossimita
della zona interessata. Dopo che le cellule tums@io state circondate dal
complesso, avviene il rilascio, in modo controlladel farmaco, che viene in
seguito inglobato dalle cellule malate. Dopo ilttaenento, le nanoparticelle
magnetiche sono metabolizzate negli organi, connailiza e il fegato.

| principi fisici alla base del drug delivery madmo coinvolgono la forza

magnetica esercitata sui carrier da un gradientgngieo del campo. Oltre

alle proprieta fisiche delle nanoparticelle, adidece su tale trattamento sono
anche i parametri idrodinamici e fisiologici. | i comprendono la velocita

del flusso sanguigno, la concentrazione del feurdd, il percorso di infusione

ed il tempo della circolazione; mentre i secondnpoendono la distanza dalla

sorgente, la forza e la reversibilita del complessmaco / carrier e il volume
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del tumore. E’ stato dimostrato che il drug delwgiu efficace pud essere
ottenuto in zone in cui I'afflusso di sangue € lginto e quando si € vicini alla
sorgente magnetica.
Finora, molti materiali magnetici si sono dimostedficaci nel drug delivey.
Le configurazioni strutturali piu comuni sono duepesvedono o nuclei
magnetici avvolti da rivestimenti biocompatibili @olimeri porosi
biocompatibili che ricoprono nanoparticelle magecketi. || primo e di
particolare interesse a causa della sua sempliepa@zione e migliore
proprieta di controllo. Una struttura rappresentati core-shell di un supporto
magnetico e illustrato nelkigura 4.4
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Figura 4.4 |lllustrazione schematica di una nanoparticellareehell
funzionalizzata alla consegna di farmaci mirati. e materiale nano

strutturato € costituito da un nucleo di ferrite,guscio di silice, Sig) e gruppi

funzionali attaccati allo strato della shell. [7]

| nuclei di ferrite (magnetite, E®4, 0 maghemitey-FeOz) sono rivestiti con
silice biocompatibile o un polimero come il PVA.rlVestimento svolge una
duplice funzione:

» protezione dei nuclei magnetici da cambiamenti atiimutili

» la fornitura di potenziali di funzionalizzazione.
Mediante i gruppi funzionali (biotina, avidina, eorpi bersaglio etc.), i

farmaci citotossici possono essere accoppiatinalieparticelle magnetiche.
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Rispetto agli altri trattamenti si € constatato dldrug delivery consegna una
quantita di farmaco superiore (fino a quattro vaitepiu) rispetto agli altri.
L'utilizzo di nanoparticelle magnetiche nella somistrazione di farmaci
presenta diversi vantaggi:

1. Il farmaco legato alle nanoparticelle magnetiched ppenetrare
attraverso piccoli capillari e puo essere assodaite cellule.

2. Mediante un campo magnetico esterno € possibiletratare il
movimento del complesso, permettendo cosi l'accamuél sito
desiderato.

3. Le nanoparticelle core-shell biocompatibili conseat il rilascio
prolungato del farmaco.

4. Dopo essere stato iniettato nel corpo, il procedisassorbimento da
parte delle cellule puo essere visualizzato attssvela risonanza
magnetica.

La ricerca di nuove molecole per il drug deliverggnetico € a basso costo

e inoltre riduce il costo del prodotto farmaceutico

Nonostante i notevoli vantaggi, ci sono, tuttawkuni problemi associati

alla somministrazione di farmaci in questa maniPex. esempio, i portatori

magnetici stessi non sono biodegradabili e possausare alcuni effetti
tossici. Inoltre, l'accumulo dei vettori magnetigud causare un
embolizzazione nei vasi sanguigni nella zona tatténfine, quando si
applica questa tecnica sulluomo, [lintensita dehmpo magnetico

applicato, rispettando il valore di sicurezza, ebbe non essere efficace a

causa della grande distanza tra il magnete eoildsitlestinazione. Diverse

indagini pre-cliniche e sperimentali sono statedotte per superare queste
limitazioni e migliorare I'efficienza del drug dediry magnetico in manera
sicura. [2,7,8,9,16,20]
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4.4 lpertermia

| tumori maligni derivano dalla crescita di celluteutate che per sopravvivere
consumano piu energia delle cellule normali. | vsaguigni non sono in
grado di fornire sostanze nutritive ed ossigenofigahti per la loro
proliferazione incontrollata. | tumori maligni stano quindi la crescita di
altri vasi sanguigni (processo di angiogenesi t@a@)r Questi nuovi vasi
presentano strutture caotiche rispetto a quelle tee$uto normale. Hanno
dimensioni e circuiti insoliti. Data l'irregolaritdella struttura di questi vasi,
spesso ampie zone dei tumori risultano ipossia@tre, poiché non sono in
grado di smaltire a sufficienza le sostanze noattraverso il sangue, le cellule
ipossiche hanno un valore di pH inferiore. In guishori spesso si osservano
anche importanti variazioni della perfusione, péichvasi sanguigni instabili
vanno incontro a collassi periodici e prelevandges® dalle cellule. E molto
difficile distruggere cellule con deficit di ossige ricorrendo all’irradiazione
lonizzante (che produce radicali ossigeno che @ Voita attaccano il DNA),
oppure alla chemioterapia (che necessita del flsasguigno per trasportare i
citostatici). Poiché le cellule tumorali ipossictendono a metastatizzare, e
dunque estremamente prioritario annientarle aidatitrattamento del tumore.
L'ipertermia distrugge le cellule tumorali facendamentare la temperatura
interna del tumore. Sfrutta cosi i punti deboli somlescritti dei tumori
maligni: poiché il corpo tenta di raffreddare lanfgeratura in aumento per
mezzo della perfusione, i tumori con perfusioneottel o irregolare si
mantengono ad una temperatura superiore, mergssuti normali circostanti,
dove il flusso del sangue € regolare, risultano fiéddi in misura
corrispondente. La scienza attribuisce la distmzidelle cellule tumorali in
presenza di ipertermia al danno prodotto dalla s¥atpra alla membrana
plasmatica, allo scheletro cellulare ed al nucleltulare. Il motivo che spiega
la spiccata sensibilita delle cellule tumoraliralttamento ipertermico € la loro

elevata acidificazione, che deriva dall'incapacia smaltire metaboliti
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anaerobici. L'ipertermia attacca le cellule iped#ttate, annienta la stabilita

della proteina cellulare e la distrugge.

= B B MORTEDELLA
: CELLULA TUMORALE
o= o]

protgine profene aggregat|
i imattive di proteine
riplegate nen riplegate Inattive

Figura 4.5 morte di una cellula

Vari studi quindi hanno dimostrato che le cellulalate sono piu suscettibili
ad alte temperature e che, quindi, € possibilettafei I'effetto ipertermico,
applicando un campo magnetico ad alta frequenzaecmetodo alternativo
per il trattamento dei tumori. [11]

L'ipertermia prevede il riscaldamento di alcuni @ng o tessuti malati,
preferibilmente in un range di temperature chelaa4>C ai 46C. Il danno
che si crea, a questo punto, nei tessuti sanvérsibile, mentre le cellule
tumorali risultano essere irreversibilmente danretgg Questo rappresenta un
vantaggio specialmente quando e utilizzato in com®ibne con terapie come
radio- o chemioterapia. E interessante notare dépeetermia sembra indurre
delle modificazioni dei recettori della superficogllulare in modo che le
cellule tumorali siano riconosciute piu facilmerdal sistema immunitario.
Dunque tale trattamento artificialmente indottdatsprogettato per riscaldare
le cellule maligne senza distruggere il tessuto sancostante. Se vengono
indotte temperature piu elevate (=66, possono verificarsi altri effetti come
la coagulazione o la carbonizzazione. Questa 't@bmaaione’ induce una
risposta biologica completamente diversa, non yide la terapia ipertermica
del tumore. [1,7,14]

| trattamenti di ipertermia convenzionali, tra duitilizzo di microonde, di
ultrasuoni, di radiofrequenze e di infrarossi sagia stati impiegati con

successo. Tuttavia, presentano alcuni svantaggi,quali la loro incapacita di
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indurre la formazione di calore, in maniera selaitinel tessuto tumorale,
I'inibizione della conduzione di calore attraver$dessuto meno conduttivi
termicamente (per esempio il grasso o I'osso cognlénvasivita dei metodi e
la distribuzione disomogenea della temperatura.

Il trattamento ipertermico & applicato nel segeembdo: una volta iniettata
una dose di particelle magnetiche nella regiormuiré stato trovato un tumore,
viene applicato un campo magnetico alternato are® del corpo. Se
I'intensita del campo € sufficientemente forte efidiquenza adeguata, le
nanoparticelle magnetiche assorbono energia eldaoa il tessuto che le
circonda. La temperatura circostante puo esserdemata al di sopra della
soglia terapeutica di 42 per circa mezz'ora per distruggere il cancro.

Per ottenere un’efficace inattivazione delle celliwimorali sono stati effettuati
molti test in vitro con diversi tipi di cellule tumali e SPION andando a
variare le proprieta fisiche degli SPION, in moda denderle ottimali:
I'assorbimento delle particelle nelle cellule tuaiprla durata e la forza del
campo magnetico etc. Sono stati poi confermatitésti mediante esperimenti
in vivo sugli animali (per lo piu nei topi) affettia tumori sperimentalmente
indotti. Da questi studi si noto che l'inattivaziboomogenea delle cellule dei
tessuti, compreso 'aumento della temperatura,réeleta con la distribuzione
omogenea della SPION allinterno del tessuto dgetarlLa temperatura
utilizzata in questi esperimenti variava dai 4% &g ° C.

Mediante queste ricerche € stato dimostrato chgoszione delle particelle
all'interno della cellula (intracellulare, intemtle, legata alla membrana) e
molto importante in quanto influisce sull'efficienzdell'ipertermia. Il
trattamento indotto intracellulare aumenta l'effida delle particelle e ha
permesso di ridurre il loro dosaggio. Si risconmméatti che, anche dopo la
mitosi, il 50% delle particelle erano ancora préisaeitinterno delle cellule
tumorali. Questo é vantaggioso se si applica Iltgrenia in maniera ripetuta.
Cio significa che, per questo tipo di applicaziorgi SPION vengono

lentamente degradati dalle cellule, dal momento clemmbiamenti delle
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proprieta fisiche di esse (cellule) ridurrebberasticamente I'energia termica
assorbita.

Gli SPIONs funzionalizzati con gli anticorpi possolegarsi alla membrana
cellulare. L'induzione dell’ ipertermia pertanto riheeggia localmente le
membrane cellulari senza, pero, apportare cambitmesil'ambiente. In
guesto modo, la concentrazione di particelle piseresridotta. Attualmente,
vengono svolti studi clinici in pazienti umani affeda tumori alla prostata e
tumori cerebrali utilizzando l'ipertermia magnetiogale in combinazione con
la radioterapia.

Oltre alla terapia del cancro, l'ipertermia magcetiocale potrebbe essere
utilizzata, anche, per la coagulazione del sangee piccoli vasi, per
I'aumento della temperatura, in maniera selettivaellule infettate da virus e
come un meccanismo di rilascio di farmaci.

Il fatto che tale sperimentazione non abbia avidoltati cosi efficaci anche
sugli essere umani € dovuto principalmente allaes&ta di una adeguata
guantita di nanoparticelle magnetichioltre I'accumulo di particelle
magnetiche nelle zone malate e ostacolato daihsisteticolo-endoteliale che
fagocita e rimuove qualungque materiale inattivimfatti nella maggior parte
dei casi, i trattamenti di ipertermia con una qitantdotta di nanoparticelle
magnetiche e una ridotta frequenza del campo miagnebn sono efficaci in
guanto la temperatura indotta & troppo bassa. rhelakioni suggeriscono un
livello caratterizzato da tasso di deposizione cibre di 100mWcm per
distruggere le cellule tumorali, in modo efficaoe]la maggior parte dei casi.
La frequenza pratica e la intensita del campo nmagnevariabile esterno
hanno valore rispettivamente di 0.05-1.2MHz e di58AnT!. D'altra parte,
sono necessari materiali sufficientemente magneétia zona interessata per
generare calore sufficiente per il trattamentoniezione diretta dei ferrofluidi
nei tessuti tumorali € in grado di introdurre umangle quantita di materiali
magnetici necessari per la generazione di calbrargeting con anticorpi e
I'amministrazione intravascolare offrono un migéametodo di riscaldamento,

ma il problema in questo caso € la piccola quarfit&tima che circa 5-10 mg
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di materiale magnetico concentrato in un®*alntessuto malato & in grado di
generate abbastanza calore per la distruzione dmlkRile malate. Nei
trattamenti di ipertermia le nanoparticelle piuliptiate sono quelle di
Magnetite (Fe304) e di maghemiteKe203) per, per la loro elevata velocita
di riscaldamento, per le loro proprieta magnetielppropriate e per la loro
eccellente biocompatibilita. Affinche il trattamerdbbia una buona riusciéa
necessario inoltre ottimizzare la forma e le dinnemsdelle nanoparticelle per
ottenere la maggiore potenza di riscaldamento pibsse per regolare a
piacere la temperatura di Curie del materiale, dndo cosi un controllo
automatico sull’assorbimento di energia; se la tmajura di Curie viene
oltrepassata, infatti, le particelle diventano paaignetiche e I'assorbimento di

energia si interrompe. [13,14]

Nel 2005 Hilger e il suo team hanno dimostrato fibaicia dell'uso di
nanoparticelle magnetiche biocompatibili in ipemex per il trattamento del
cancro al seno. Il cancro al seno € una malattitonoomune per le donne.
Allo stato attuale, questo tipo di tumori possosgese diagnosticati in fase
precoce grazie a nuove tecniche. In generalettatnegnti poco invasivi, senza
grandi deformazioni dell'organo, sono preferibiérgl benessere emotivo e
fisico delle pazienti. Le tecniche sviluppate imt@dano chemioembolizzazione,
la chemioterapia interstiziale, agenti citotossitgttamenti ad ultrasuoni,
I'iniezione intratumorale, etc. Sono state propdsinanoparticelle magnetiche
per le loro capacita di accumulo localizzato e génerazione di calore. Nel
trattamento di ipertermia, ci sono due situazioiffiecenti: il trattamento di
tumori in situ e tumori multifocali. [1]

In fase iniziale, le cellule del cancro al senoamgono nella loro zona di
origine e non si espandono nei tessuti circostguiesti tumori in situ sono
ancora piccoli e confiniti all'interno di un vasodoun lobulo. Per questa fase
del tumore, il trattamento risulta minimamente siva pud produrre un
effetto positivo. | materiali magnetici possonoezssapplicati direttamente nei

tessuti tumorali mediante metodi stereotassiciotadici per la perforazione
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del tumore. Hilger e il suo team hanno condotto tinarca sistematica su
cavie (topi e ratti) sul controllo della localizzexze dei materiali magnetici e
della determinazione del regime di temperatura.mbiteriale magnetico
utilizzato nei loro esperimenti era una miscelandnoparticelle core-shell
costituita da magnetite e maghemite, con nuclaiametro 10-20nm e uno
strato di rivestimento destrano.ldealmente, la ddsenanoparticelle da
amministrare nel corpo dovrebbe essere la piu basssibile. L'applicazione
di un campo magnetico esterno con la corretta &ega e ampiezza e
fondamentale per ottenere il riscaldamento necessar
Insommagli approcci basati sulle nanotecnologie offrona yromettente
alternativa nella cura dei tumori, specialmenteirsefase iniziale. Inoltre
permette di ridurre gli effetti collaterali delldemioterapia che sono una delle
cause di maggiore preoccupazione per coloro chamsnalano di cancro.
Obiettivi primari di questo tipo di cura sono irifat

- colpire ed eliminare in maniera piu selettiva léute tumorali;

- diminuire la dose di farmaco da somministrare aigrae;

- monitorare il paziente durante la terapia.
[1,7,12,13,14,15,20]

4.4.1 Risposta biologica al trattamento ipertermico

Il trattamento ipertermico puo presentare alctamatroindicazioni” quali il
danneggiamento delle funzioni del citoscheletrdled®embrane e del nucleo
delle cellule tumorali. La suscettibilita al calatelle cellule tumorali varia a
seconda della fase del ciclo vitale in cui si trovaSi € osservato che la
massima sensibilita € nella prima fase del ciclaveoo nella fase mitotica: il
calore al di sopra dei 41 °C , infatti, porta lelde cancerogene verso
I'acidosi, che ne diminuisce la vitalita. La diféeza tre le cellule sane e quelle
malate € che quelle sane sono caratterizzate dalig&ibuiti e ben ramificati

e se sottoposte a temperature maggiori di quelianale di funzionamento,
riescono a dissipare il calore in eccesso, graltze capacita di dilatazione

fisiologica. Come si nota ifigura 4.6
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Figura 4.6 Crescita anormale dei vasi sanguigni all'interdel tessuto

tumorale.

| vasi sanguigni delle cellule tumorali, invecens caratterizzati da una
crescita dei vasi sanguigni caotica e non unifocoe mancanza di elasticita.
Quest’ultima comporta l'incapacita di vasodilatamwo che impedisce alla
cellula malata un’adeguata dissipazione del cal&eproprio per questo
motivo che le masse tumorali sono maggiormenteestilsiti al calore e hanno
una maggiore difficolta a dissiparlo. Sostanzialteealla temperatura di circa
43-44 °C la maggior parte delle cellule tumoralde a morire, mentre la
maggior parte delle cellule sane a sopravviverestgué sicuramente tra le basi
fisiologiche dell'efficacia terapeutica dell’iperteia.

Normalmente, la parte piu interna della massa tataprvista la relativa
distanza dalla rete capillare, & caratterizzateetlale ipossiche, ovvero carenti
di zuccheri e altri elementi nutritivi. Di consegua queste cellule non
riescono ad essere raggiunte dai farmaci chemmteraomministrati, che
tendono invece ad accumularsi nei tessuti sani \mstolarizzati. Inoltre
gueste cellule si sono dimostrate relativamentastedi alle radiazioni
ijonizzanti della radioterapia, che per agire natass di un ambiente ben
ossigenato; tuttavia risultano estremamente sdns#hi calore. Questo
rappresenta uno dei motivi principali per cui, agnapio, si vuole utilizzare
I'ipertermia in combinazione con la radioterapi& tadiazioni , infatti,
agiscono sulle cellule ben ossigenate, situata palite piu esterna della massa
tumorale, mentre [lipertermia va ad operare sullartgp piu interna,

caratterizzata da le cellule ipossiche (a basstenoto di ossigeno). Questo
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produce un aumento del loro livello di ossigenazjorendendole cosi piu
suscettibili all'azione delle radiazioni.

Quando si effettua un trattamento ipertermico esil possibilita di

surriscaldare il tessuto e di danneggiare quindihanle cellule sane che
circondano la zona ammalata. Questo potrebbe aisulin problema poiché,
se le cellule dovessero rompersi per I'eccessoatbre, il loro contenuto

potrebbe essere rilasciato causando problemi siicits per I'organismo.

5. Tossicita

La tossicita delle nanoparticelle, detta “nanotolagy”, € definita come la
valutazione della sicurezza dei materiali nanotrati e dei nanodispositivi.
Si é constatato che le nanoparticelle sono biockogente attive, questo
significa che, in termini di tossicita, queste\athi biologiche possono portare
ad una potenziale inflammazione e ad attivita msidanti, ma anche ad
attivita antiossidanti. Gli studi hanno rivelatcuhi effetti tossicologici per gli
uomini. Le nanoparticelle presenti nell'aria, atatto con la pelle, sono in
grado di penetrarla e di distribuirsi nei canalfaiici.

| parametri fondamentali della tossicologia convenale sono la
concentrazione e il tempo. Questi fattori possosgere facilmente misurati
per i singoli prodotti chimici e, dopo aver statioilia natura della risposta della
dose di una certa sostanza, possono essere degrmelli di soglia, in base
ai quali, un composto chimico puo essere considésituro” o "pericoloso”.
La “nanotoxicology” € uno studio emerso solo diemte, in seguito allo
sviluppo della nanotecnologia ovvero all'utilizzo dari nanomateriali in
diverse serie processi e di prodotti industrial. realizzazione di materiali di
dimensioni sempre piu piccole, porta a delle vawiaizdella chimica di
superficie di queste strutture, aumentando laleadtivita.

E proprio la reazione tra 'aumento delle superf@ttive dei nanomateriali,

dovuto all'aumento del rapporto superficie-volureela biochimica che é al
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centro di questi studi. L'avvento di queste nuosiersze ha portato gli studiosi
a reagire di fronte ad un sempre crescente utilidzzouovi nanomateriali, che
ha portato, inevitabilmente, I'ambiente e I'uomo ad certo grado di
esposizione. Sono iniziate cosi ricerche mirate® akludio del potenziale
tossicologico dei nanomateriali.

Crescenti preoccupazioni circa i possibili effettigativi delle nanoparticelle
sulla salute sono nate da precedenti esperienzepeoresempio, l'amianto e
I'inquinamento atmosferico. [16]

Oltre alla composizione atomica, i nanomateriaficsstati classificati in base
alla loro costruzione, ovvero se la nanostrutturmmobilizzata all'interno di
un “bulk material’, ad esempio come parte dellaesfipe 0 se e, In
alternativa, composta da particelle libere e nayate, capaci di muoversi
all'interno dell'ambiente e il corpo. Queste ultismo molto piu preoccupanti
da un punto di vista tossicologico. Infatti oltlaayrande mobilita, & elevato il
loro rapporto superficie-volume, che le rende paldérmente interessanti dal
punto di vista della ricerca e dello sviluppo. Lanaparticelle possono essere
ulteriormente sotto-classificate per quanto rigaatd loro posizione in un
ambiente eterogeneo: ovvero se si trovano alhotali un volume o sulla
superficie di un materiale solido o se, in alteirratsi trovano all'interno di un
volume di un liquido o di un gas. Tra queste so#tegorie, le nanoparticelle a
cui bisogna prestare piu attenzione sono quellpesesin liquidi e miscelate ad
un gas. Perché dovremmo essere preoccupati defiegtia sospese nell'aria?
Col tempo diversi studi hanno portato all’evidendae la cattiva qualita
dell'aria coincide con un aumento della mortalitdtavia I'esposizione alle
particelle attraverso vie aeree non rappresentgrave rischio per la salute
pubblica. Poco si sa riguardo agli effetti dell@spione a lungo termine alle
nanoparticelle ingegnerizzate e non sono ancorgonibili dei dati
epidemiologici, a causa della relativa novita del@aotecnologia.

Qualche informazione in piu potrebbe essere fordia dati relativi alla
polvere e allinquinamento atmosferico, costitul@ particelle ultrafini (<100

nm), e potrebbe contribuire a mostrare i possigifetti pericolosi dovuti
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all’'esposizione a nanoparticelle artificiali a lunggrmine, in seguito ad un loro
rilascio nell’ambiente.
| meccanismi di interazione tra nanoparticelle stesni viventi non sono
ancora pienamente compresi. La complessita vierla dapacita delle
particelle di legarsi ed interagire con la matéi@ogica e di cambiare le loro
caratteristiche di superficie, a seconda dell'antbiein cui operano. La
conoscenza scientifica sui meccanismi di interazioanoparticelle - cellule é
stata raccolta negli anni recenti e indica che #lule assorbono la
nanoparticelle tramite meccanismi attivi o passi&nche particelle dello
stesso materiale possono mostrare un comportamentopletamente
differente dovuto, per esempio, a piccole diffeeendi rivestimento
superficiale, carica o dimensione. Questo rendecdéegorizzazione del
comportamento delle nanoparticelle, a contatto iceistemi biologici, molto
intricata e quindi non semplice l'individuazione plericoli.
La complessita aumenta quando ci si sposta daiesggr in-vitro a modelli
in vivo. L’identificazione del pericolo in vivo, pequanto riguarda i
nanomateriali, € ancora in una fase iniziale. Ssiati identificati i percorsi
principali di ingresso (polmone, intestino ed, duaimente, della pelle), e i
bersagli (polmone, fegato, cuore e cervello). Tdia per comprendere i
meccanismi e i percorsi seguiti dalle nanopargcelbno necessari ulteriori
studi. Quando si ha a che fare con nanoparticelldirdensioni minori ai
50nm, esistono altri meccanismi che si verificalfinterno del corpo come
I'endocitosi, esattamente quelli che utilizzanarus. Pertanto, se il corpo é
esposto, € necessario prendere seriamente in eos®iche | rischi
tossicologici.
Per valutare la tossicita di una nano particefédtori da considerare sono:

1. Laforma, la taglia e la carica

2. La dose
3. La superficie
4

L’ambiente
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Per quanto riguarda il primo punto e assolutaméidamentale conoscere |l
materiale di partenza e le sue proprieta. In pasgaesto non era molto
semplice per le nanoparticelle prodotte industrédta, a causa dei processi di
produzione e di conseguenza delle enormi variaziglle proprieta del
materiale. | progressi delle nanotecnologie hanmotafo a processi di
produzione piu raffinati e allo sviluppo di nanoevéli con proprieta costanti
ed uniformi. A parte la classificazione in baseaalposizione nella
nanostruttura, i nanomateriali e le nanoparticelie, particolare, sono
classificate in relazione alla loro "morbidezza"/ e "durezza". E solo
attraverso la conoscenza delle proprieta delleigedle in esame che e
possibile la loro valutazione tossicologica. Questamportante sia per le
particelle industriali ed ambientali, sia per namdigelle utilizzate in
nanomedicina.

Per guanto riguarda il secondo punto € noto clao&e € uno dei parametri
chiave. In nanotossicologia &€ importante valutaegimi di dose applicabili e
realistici al fine di trarre conclusioni significa¢ da esperimenti in-vitro e in
vivo per la valutazione del rischio per la salutdlglica. Cio significa che tali
studi dovrebbero testare la tossicita delle nanimedle su dosi reali piuttosto
che dosi elevate e non realistiche, in modo danett una reale risposta
biologica. Quando si ha a che fare con alte dogitefacile rilevare la
pericolosita e mettere in atto precauzioni e piotéz Tuttavia i principali
problemi di salute pubblica sono dovuti ad esposizia basso dosaggio
croniche nel corso del tempo, che possano portanenaaumento di malattie
degenerative.

Per quanto riguarda il terzo punto studi hannogtorall’evidenza che minore
e il diametro di una particella sferica piu il rap@ superficie-volume
aumenta. Un aumento della superficie implica un entm della reattivita
chimica. Quindi bisogna porre particolare atteneiah materiale di superficie
di una nanoparticella, piuttosto che al suo mdteridi base. Questa
caratteristica, naturalmente, puo essere sfruttaprogettare” particelle con

determinate proprieta superficiali in modo da duabialcuni percorsi
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all'interno dei sistemi biologici. Tuttavia, cidstlta essere molto complicato in
guanto, in un contesto biologico, le nanoparticéflgura 5.1) entrano in
contatto con ambienti eterogenei, liquidi o gassesid esse si attaccano
strutture piu piccole come atomi, cluster di atomi macromolecole
vincolandole piu o meno fortemente. Studi hannooditmato che non é |l
nanomateriale in s€, ma ¢ la "corona" che definsoeipalmente le proprieta
del composto. Dunque risulta importante comprendere solo il tipo di
nanomateriale, ma anche I'ambiente il cui le nanagle si muovono.

a b c

-

4
2
W

Figura 5.1 formazione della corona di una nanoparticelld: garticella
“svestita”; (b) nanoparticella in contatto con feioe; (c) formazione delle

corona. [17]

Per quanto riguarda il quarto punto, piu volteagcstletto che la nanoparticelle
rilasciate nell’lambiente interagiscono con l'acgiarja etc. Questo comporta
un o una variazione di carica o di altre propristiperficiali. E dunque

necessario osservare il comportamento delle nanoglée nella sua interezza

e quindi anche come si comportano con I'ambient®stante. [1,16,17]

5.1 Nanoparticelle e cellule

Le nanoparticelle proprio come i virus, si diffomdoda una particella ad
un’altra per mezzo di un processo detto endocitbsitutti gli studi di
nanotossicologia, la dose di particelle deve esa#ientamente considerata.
Va posta dungque attenzione non solo alla conceatraziniziale, ovvero

guando si va ad esporre le cellule alle nanopdlgicena anche alla quantita
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effettiva di nanoparticelle assunte da una singelala. Sono disponibili varie
tecniche per misurare l'assorbimento delle paléiced la distribuzione

intracellulare.

Comprendendo le dinamiche di assorbimento delléicedle e i percorsi in
modo quantitativo, si possono trarre diverse caichi. | meccanismi
sull'interfaccia possono essere sia di natura dainghe fisica (ROS). |
meccanismi chimici includono :

» la produzione di specie reattive dell'ossigeno,

» la dissoluzione e il rilascio di ioni tossici,

o disturbi dell'attivita di elettroni / ioni di traspto della membrana

cellulare,

* il danno ossidativo attraverso la catalisi,

» la perossidazione lipidica.
I ROS puo comportare processi secondari che possansare danni alle
cellule e perfino la morte delle cellule stesseoltre, il ROS € uno dei
principali fattori coinvolti nei processi inflamnaat. | meccanismi fisici
all'interfaccia sono principalmente il risultato lldegranulometria e delle
proprieta superficiali. Questo include interruziahell'attivita della membrana,
dei processi di trasporto, della conformazione d&’'adgregazione delle
proteine. Entrambe le interazioni chimiche e fisighortano ad una serie di
processi nella cellula che costituiscono la "risgbsiologica. Queste risposte
cellulari possono verificarsi prima o dopo l'intatizzazione delle particelle, o
come risposta al meccanismo di assorbimento ch&,pad esempio, alla
fagocitosi, ovvero un processo in cui una cellulavp, ma non riesce, a
fagocitare completamente una particella a cauda sied dimensione o forma.
In un contesto cellulare, le membrane racchiudatia tla cellula. Al fine di
agevolare gli scambi tra compartimenti e / o cellle membrane devono
essere permeabili. La membrana cellulare estelinatarfaccia della cellula e
la divide dal suo ambiente esterno e permetteagpiorto selettivo di ioni,

molecole e nanoparticelle. La stabilitd della mesnlrpud essere influenzata
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dalle nanoparticelle sia direttamente (per esemaimi fisici) o indirettamente
(ad esempio ossidazione), provocando eventualmenterte cellulare. E la
capacita delle membrane di controllare 'omeositasacellulare, attraverso
meccanismi di permeabilita e trasporto selettivoe ¢ta rende un bersaglio
vulnerabile per possibili effetti dannosi. Le irgeioni delle nanoparticelle con
le membrane dipendono in gran parte dalle loro et di superficie. Questo
e il motivo per cui modificazioni superficiali somouciali nella progettazione
di sistemi di somministrazione di farmaci per nogire I'assorbimento delle
nanoparticelle nelle cellule. Anche le dimensiomlgono un ruolo importante
in quanto influenzano la pressione superficialered di adesione. [16,18]

La ricerca ha dimostrato che diversi nanomateppaissono deteriorare le
membrane con diversi procedimentig(ra 5.2, che possono provocare il
danneggiamento della membrana e della sua stalpibtéiché la formazione di

fori di dimensioni nanometriche.

Nucleus

Lysosome
Y !ﬁ: + DNA damage

« physical damage

Nanoparticles

Vesicle
« lipid peroxidation

Golgi apparatus
r « protein misfolding
.ﬁ" iy 3 = protein oxydation

-

Mitochondria Membrane

» mitochondrial damage « disruption of cell membrane
- oxidative damage
« surfactant damage
« damage by toxic ions

Figura 5.2 interazione delle nanoparticelle con le cell{d&]

| cambiamenti morfologici della membrana e della stabilita sono dovuti
principalmente alle proprieta fisico-chimiche deflanoparticelle. L'impatto
della dimensione e della forma dei nanomateriaidi@ sulla capacita delle

cellule di digerire o espellere le nanoparticeldpa I'accumulo.
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L'apparato cellulare dipende in gran parte dalleotgine e da altre
macromolecole. Esse esistono in forma di enzimigseimpio la gastrina), di
cellule di segnalazione (ad esempio gli ormoni)i @mbteine strutturali (ad
esempio la tubulina). Il loro funzionamento normaleuindi essenziale per
tutte le attivita vitali della cellula. Quindi laonformazione molecolare corretta
e fondamentale per il previsto funzionamento delleteine ed anche lievi
cambiamenti conformazionali possono alterare auligiere la funzione della
proteina. Le nanopatrticelle, che possono esseta didssa grandezza delle
molecole proteiche, sono in grado di interferira c@rocessi di segnalazione
cellulare o di interagire con le proteine, modifidane la loro attivita
accompagnatrice o la loro configurazione. Alcunidsthanno messo in
evidenza che le nanoparticelle sono in grado, grditentrare nella membrana
nucleare e questo a posto l'attenzione anche ssiljllosffetti genotossici.
Tuttavia questi studi non sono stati in grado é@ntificare chiaramente quale
parametro della nanoparticella e il responsabdarspositivo che in negativo.
Il meccanismo che porta al potenziale danno al DidA €, comunque, del
tutto chiaro. A parte l'intercalazione diretta ontkrazione fisica e / o
elettrochimica con le nanopatrticelle, si crede ehi¢ ROS che, ancora una
volta, gioca un ruolo chiave nel danno al DNA. Gignifica che le particelle
non devono necessariamente raggiungere il nuclagyatrebbero ad esempio

indurre genotossicita via stress ossidativo. [1,8F,

5.2 Le nanopatrticelle e 'uomo

Al fine di valutare la tossicita delle nanopartiegl modelli in vitro non sono
sufficienti per prevedere i possibili rischi per ggseri umani. Gli studi in vivo
sono necessari per chiarire i meccanismi, i pereoige vie d'ingresso delle
nanoparticelle in un organismo multicellulare coeggb. Cio € necessario non
solo per i nanomateriali utilizzati nei processdustriali, in cui potrebbe
verificarsi I'esposizione umana attraverso I'amtgiema anche, soprattutto, per
I nanomateriali utilizzati in nanomedicina, la cesposizione fa parte del

progetto. Per quanto riguarda le nanoparticelled@te su scala industriale,
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diversi sono i nanomateriali che attualmente sidpoono e a cui bisogna
prestare attenzione: il biossido di titanio, il$sao di silicio, l'ossido di zinco,
I'argento etc. Le nanopatrticelle di ossido di feerd'oro sono le piu utilizzate
per le applicazioni nanoterapeutiche grazie alle keccezionali proprieta di
bio-coniugazione. La ricerca mostra che, a partpoi@nziale nano tossicita
dovuta alle proprietda "a nudo" della particella,n@odi fondamentale
importanza il rivestimento e la superficie, per poemdere e per prevedere gli
effetti tossicologici. Si teme che le nanoparteghossano accedere al flusso
sanguigno attraverso l'assimilazione gastro-intakti o che possano accedere
anche ad altri organi. Gli studi sulla loro biotdlsuzione hanno trovato basse
concentrazioni nel fegato, nella milza, nel cuoreekil cervello. Tuttavia non
e ancora chiaro fino a che punto il corpo € in grdidespellerle o se le residue
tendano ad accumularsi in particolari organi e/@agsano, in qualche modo,

bloccare e compromettere i sistemi di escreziohealpo.

Nanoparticle characterisation, pathways and toxicological impact

Nanoparticles in the body
and possible entry routes
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Figura 5.3[16]
Ricapitolando studiare e capire i meccanismi dsitig& delle nanoparticelle a

livello cellulare, permette di fare previsioni eddipire se esse possano causare

danni in alcune parti del corpo. Per esempio iegamento e la fibrillazione
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delle proteine, potrebbero causare gravi problesnrologici, tuttavia gli studi
condotti finora si basano piu che altro su espattimie vitro. [16]
In seguito al disastro dell'amianto, tuttoggi sione attenzione
all'infiammazione cronica come risultato dell'espase alle nanoparticelle. E
stato inoltre notato che si possono avere dedlettetossicologici anche nel
feto. Per esempio le nanoparticelle d'oro possam@varsare la barriera
materno-fetale e provocare danni agli embrioni. dcoanismi tuttavia non
sono ancora pienamente compresi e richiedono aiteiterche.
Per utilizzare le nanoparticelle magnetiche a stipmnedicali, esse devono
soddisfare, contemporaneamente, diverse condizjaalj:

1. Minima tossicita per il corpo umano;

2. Buone proprieta magnetiche;

3. Dimensioni ristrette;

4. Facilita di variazione della superficie (rivestin@ntper permettere

funzionalita mirate in specifici contesti biomedica

Per soddisfare le prime due condizioni (fondamep&l I'ipertermia magneto-
fluida), 'uso di ossidi di ferro, in particolarej danoparticelle di magnetite
(Fe0Os) e maghemite (BE©3) é altamente preferibile, in quanto essi risultano
particolarmente biocompatibili. Sono stati prop@sdtii materiali, come ferriti
di cobalto e manganese oppure metalli e leghe hobicome Fe e FePt, che
permettono una facile sintesi; tuttavia risultanestci per I'organismo. Tale
tossicita puo essere fortemente ridotta ricopremelonanoparticelle ed
incapsulandole in un materiale appropriato.
Attualmente si stanno cercando delle risoluzionpeoblemi di salute e di
sicurezza legati ai materiali nanostrutturati. Dwmgda un lato, la
nanotecnologia ha lo scopo di cogliere i vantaggi danomateriali e
nanodispositivi con prestazioni straordinarie e sneansumo di energia. Da
I'altro, il suo sviluppo deve affrontare il problandella loro sicurezza,
connessa ai potenziali pericoli e rischi sia pear efseri umani che per

I'ambiente. Pertanto, in un certo senso, la nanotegia & applicabile solo
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guando i possibili vantaggi superano i potenzigichi, o quando, almeno, é
possibile controllarli. [1,16]

Negli ultimi anni l'utilizzo di nanoparticelle a spo medico € aumentato
notevolmente. Numerosi nanomateriali possono espeeparati mediante
metodi chimico-fisici moderni. Attualmente la maggi parte delle
nanoparticelle impiegate sono composte da metaltrashsizione, carbonio,
silicio e ossido di metallo, che possono causaseigproblemi a seguito
dell'inalazione, dell'ingestione, dell'assorbimedddia pelle e dell'iniezione nei
corpi umani. Le nanoparticelle, che presentano ltm \&lore del rapporto
superficie-volume, risultano biologicamente sfavoie Infatti esse possono
essere assorbite attraverso i polmoni se inalateserbite attraverso l'apparato
gastrointestinale se ingerite. Tuttavia, non eléageneralizzare tale problema,
in quanto la tossicita e determinata da:

o caratteristiche dei materiali quali la composiziormhimica, la
dimensione delle particelle, la solubilita, la cidendella superficie, la
forma e la struttura;

» fattori fisiologici come la dose, il metodo di sommistrazione, la
biodegradabilita, la farmacocinetica e la bio disizione.

Per quanto riguarda le nanoparticelle magnetiabreo stati avviati degli studi
sui loro effetti tossici, poiché risultano esseratigolarmente versatili in
applicazioni in vivo. Si puo notare che quelle oihensioni maggiori mostrano
citotossicita superiori rispetto a quelle piu piecoln molti casi, le
nanoparticelle magnetiche vengono iniettate in misyai viventi - sia a fini
diagnostici che terapeutici-. Pertanto si devonengere seriamente in
considerazione, oltre alla tossicita acuta, laitdssa lungo termine, comprese
degradazione e stimolazione delle cellule con agunsete rilascio di mediatori
inflammatori.

Insomma, come mostrarono gli studi condotti datt. Chiu-Wing Lam del
Wyle Laboratories, Houston, nel 2003, componertifansivi di dimensioni
micrometriche, possono essere tossici a scala renom Per ridurre al

massimo gli effetti negativi &€ necessario teneta@ache:
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* Le nanoparticelle si possono depositare a livedbpblmone creando
un effetto inflammatorio in loco;
» Esistono delle indagini che suggeriscono che leoparticelle possano
entrare nel tessuto cerebrale ed alterarne la isagme;
» Attraverso l'esposizione cutanea possano entra@roelo ematico
* esiste un assorbimento gastroenterico.
[1,16,17,18,24]

6. Conclusioni e prospettive future

La teranostica € sicuramente una disciplina redatente recente, ma negli
ulrimi anni si sta sviluppando ad un ritmo increlitente veloce. | ricercatori
hanno crato numerosi sistemi a base di nanopdeticdle possono essere
utilizzati sia per la terapia, come il trattamedtopertermia o di radioterapia e
il drug delivery per la consegna mirata di farmeleemioterapici, sia per la
diagnosi, come ['utilizzo delle nanoparticelle coragenti di contrasto per
I'imaging.

Diversi sono gli approcci che includono modalita rdulti-imaging e che
possono facilitare il monitoraggio delle nanopaitte sia in vitro che in vivo.
Per controllare la terapia e la risposta a lovedellulare, l'uso di agenti
fluorescenti, come per esempio coloranti orgammrescenti o punti quantici,
consente il raggiungimento di immagini ad altalugmne, che permettono la
definizione di diversi organelli anche all'interdella cellula.

Tuttavia, si ottengono i migliori risultati di imawgy in vivo con metodi quali la
PET o la SPECT o I'MRI, in quanto essi superano robfemi della
fluorescenza di fondo e permettono una miglior irgime.

Le nanoparticelle come agenti di contrasto, uiiezin teranostica, possono
giocare un ruolo molto importante, in quanto petorei di monitorare il
rilascio del farmaco in fase precoce e permettanstlidio di esso a livello

terapeutico.
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In vitro questi agenti di imaging hanno portatailtiati soprattutto per quanto
riguarda la modifica della struttura chimica e @edhittettura in modo da
mettere a punto le proprieta farmacologiche miglior

In vivo, invece, essi sono importanti per studiarati sicuramente
promettenti a livello clinico. Per ora non sonotistaggiunti importanti
risultati, ma questo campo e relativamente giovade/erse questioni relative
all'ambiguita e / o alla differenza tra le conceatoni ottimali per la terapia e
per gli agenti di imaging sono in procinto di essesolte. Ad esempio, per
sistemi con agenti nucleari di imaging, come il‘%J-2-desossiglucosio
(FDG), e con agenti antitumorali chemioterapicijmeola doxorubicina, i
dosaggi richiesti per il successo delle singole afittd sono notevolmente
diversi (in termini di ordini di grandezza). | ssti con agenti MRI a base di
gadolinio e farmaci terapeutici sono in grado draaftare problemi simili,
grazie alla bassa sensibilita intrinseca della RMosaggio minimo richiesto
per tali agenti di imaging Gd-based, come, per eggml Magnevist, € 100
mg / kg, che & notevolmente superiore alla dosgéeitica appropriata.

Questi problemi possono essere superati studiantersé e nuove
combinazioni di agenti diagnostici e terapeutigiluppando nuovi farmaci che
prevedono maggiori 0 minori concentrazioni e createtniche di imaging piu
avanzate e piu sensibili che prevedano che la micisesta per la terapia e
Imaging sia la stessa. La ricerca in questo settre permmette di superare
guesti ostacoli e che puo essere adatta per diagglicazioni, € in continuo

sviluppo e in tempi brevi sara possibile avere wm &ilizzo concreto. [19]
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