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di cosa parleremo

Perché nanomateriali e nanotecnologia in medicina
Nanomedicina
Alcune applicazioni delle nanoparticelle in ambito biomedico:

- trasporto di farmaci
- farmaci nanostrutturati

Esperienza di laboratorio : Ossido di zinco nanoparticellare: sintesi,
carafterizzazione e prove in vitro per saggiarne |I'atfivitd antimicrobica

Problemi associati all’'uso delle nanotecnologie in medicina: aree di incertezza
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PERCHE NANOMATERIALI E NANOTEC
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“Nanotecnologie, magnetismo e tecniche di analisi dati in medicina” A. Lascialfari(1), F. Brero(1), L. Bianchini(2)- (1)
Dip. di Fisica and INSTM, Universita degli studi di Pavia, INFN, Italy - (2) Dip. di Fisica and INSTM, Universita degli studi
di Milano, INFN, ltaly
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Le nanoparticelle hanno una dimensione simile a quella delle molecole e dei sistemi biologici e le
loro proprieta chimiche, fisiche, elettriche e biologiche possono essere sfruttate in medicina.

A seconda della loro dimensione, sono in grado di superare barriere e penetrare diverse strutture
biologiche:

- se hanno dimensioni inferiori a 40 nm riescono ad entrare nel nucleo

- se sono inferiori a 35 nm possono penetrare anche la barriera emato-encefalica

| nanomateriali possono essere ricoperti in superficie con polimeri © molecole «bioriconoscibily che ne
migliorano la biocompatibilita o la selettivita d’azione su determinati target biologici.

Inoltre hanno un rapporto superficie/volume maggiore di diversi ordini di grandezza rispetto @
partficelle piu grandi: possono essere usati quindi come carrier, frasportando un gran numero di
molecole di farmaco nei tessuti bersaglio dove il farmaco viene liberato una volta che il frasportatore
si degrada.

Inoltre le nanoparticelle possono essere funzionalizzate con metalli e semiconduttori che possono
impartire proprietad come fluorescenza e magnetismo utili in diagnostica.
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PERCENTUALE DI VARI
PRODOTTI DI CONSUMO
CONTENENTI NANOMATERIALI

Parkinson desease (4%) prv (2%)
Gastrointestinal desease (5%)
Neurological desease (5%)

PERCENTUALE DI ARTICOLI PUBBLICATI SU
RIVISTE SCIENTIFICHE RIGUARDANTI
L'APPLICAZIONE DI NANOPARTICELLE IN
VARIE MALATTIE

sulla base dei dati ottenuti dallinventario dei prodotti di consumo
[http://www.nanotechproject.org/] e Scopus (consultato il 17 giugno 2014).
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Nanomedicind

L'applicazione delle nanotecnologie alla medicina ha fatto emergere un nuovo settore
applicativo che ha preso il nome di nanomedicina.

La NANOMEDICINA viene definita come |I'applicazione della scienza e della tecnologia
perla

o Diagnostica
o || fratffamento
o La prevenzione

delle malattie utilizzando strumenti e conoscenze a scala nanometrica
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Nanomedicind

La nanomedicina abbraccia sotto discipline che, in molte situazioni si
sovrappongono ed utilizzano tecniche di indagine comuni:

o Acquisizione ed elaborazione di immagini per la diagnostica

Nanomateriali € nanosistemi

(0]

(0]

Nuovi sistemi per il frasporto dei farmaci

(0]

Applicazioni in campo di analisi

(0]

Aspetti clinici, regolatori e tossicologici
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Nanomateriali - metodi di trasporto e
consegna dei farmaci

o Ampliamento molecole che spesso non sono utilizzabili per solubilitd o a causa di
problemi legati alla metabolizzazione cellulare

o Utilizzo nella terapia genica come trasporto di acidi nucleici nelle cellule. Oggi sono
usafti vettori virali con il rischio di una risposta immunitaria letale ed anche per la bassa
efficienza di trasferimento.

o Forma e dimensione delle particelle, oltre alle caratteristiche proprie del materiale,
hanno un ruolo fondamentale nei processi di degradazione, dinamica vascolare,
targeting

o Le NANOPARTICELLE per il frasporto dei farmaci si suddividono in base al fipo di
materiale utilizzato, ORGANICHE € INORGANICHE, e sono classificate in base alla
tipologia di bersaglio (targeting) che puo essere ATTIVO o PASSIVO.

o I[n commercio ci sono gia farmaci basati su modalita di consegna innovative ad
esempio per i tumori, la meningite, I'epatite C e le infezioni.
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TRASPORTO E CONSEGNA FARMACI

nanoparticelle ORGANICHE

LIPOSOMI (50 nm - alcuni micron)

o Vescicole arfificiali assemblate a partire da fosfolipidi per
formare una struttura sferica a doppio strato che circonda
una piccola area acquosa.

o Hanno buona biocompatibilita e biodegradabilita e isolano

efficacemente il farmaco al loro interno. Purtroppo, hanno
una bassa efficienza di incapsulamento, il rilascio del carico
e rapido e la loro conservazione non € ottfimale. Restano
comungue i sistemi piu consolidati a livello clinico per la
somministrazione dei farmaci. Ad es. I'antitumorale
DOXORUBICINA LIPOSOMIALE in questa preparazione ha
minori effetti collaterali e miglior tempo di circolazione nel
sangue

“A review on role of nanostructure in drug delivery system”
S.Sagadevan (1) and M. Periasamy (2) — (1) Dept. of Physics,
Sree Sastha Institute of Engineering and Technology,
Chembarambakkam, Chennai-600 123, India — (2) Dept. of
Biotechonology, Sree Sastha Institute of Engineering and
Technology, Chembarambakkam, Chennai-600 123, India
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TRASPORTO E CONSEGNA FARMACI
nanoparticelle ORGANICHE

NANOPARTICELLE POLIMERICHE (10 - 100 nm)
o Si tratta di particelle prodotte con polimeri sintetici biodegradabili (ad es. i
poliacrilati) o con polimeri naturali (es. alginato, albumina, collagene).

o Un gruppo diricerca svizzero € riuscito a far entrare nel nucleo delle cellule viventi
dei piccoli container artificiali detti POLIMERSOMI (circa 60 nm) nel nucleo delle
cellule viventi. | polimersomi sono vescicole polimeriche biocompatibili in grado di
attraversare la membrana e trasportare | farmaci diretffamente al nucleo. Possibili
applicazioni riguardano i chemioterapici e la terapia genica. Per ora e stata
studiata la loro capacita di spostamento e consegna di coloranti.
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To enter into the cell nucleus (grey), the polymersomes (red) must selectively translocate across
the nuclear membrane (dark blue) via the nuclear pore complexes (gaps in the membrane).
Image: Christina Zelmer, University of Basel, and Evi Bieler, Swiss Nanoscience Institute




TRASPORTO E CONSEGNA FARMACI
nanoparticelle ORGANICHE

MICELLE POLIMERICHE (10 - 100 nm)

o Si formano quando molecole polimeriche si associano spontaneamente in un

ambiente acquoso. Il loro nucleo resta idrofobico ed € compatibile con i farmaci poco
solubili.

. CMC *X

. + 4 . -
[ESE—— ‘ oy ’Ar‘. b ——-—— *(# »
) ' Farmaco
z : J Tesi di Laurea Magistrale “Nanogel polimerici e il loro
idrofobico g gel p

impiego come carrier “, Relatore prof. Marco Sangermano,
. . - Candidata Giulia Mangino - Marzo 2021 - POLITECNICO DI
Copolimeri a blocchiin  Struttura a Micella caricata ;

s TORINO - Collegio di Ingegneria Chimica e dei Materiali
soluzione acquosa core-shell Corso di Laurea Magistrale in Ingegneria dei Materiali

o Formazione di micelle a partire da copolimeri a blocchi in soluzione acquosa e
successivo incapsulamento del farmaco idrofobico all’intferno del nucleo della micella
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TRASPORTO E CONSEGNA FARMACI
nanoparticelle INORGANICHE

NANOPARTICELLE D'ORO (1 - 100 nm)

utili per la consegna di farmaci «classicin € anche di geni
tossicita bassa e sintesi facile.

forme piu utilizzate sono la sfera e i nanorodi (hanorods) ‘
& » -

Sono utilizzate in molti ambiti della biomedicina grazie alle loro proprietd - &

oftiche, chimico fisiche ed eletftriche che possono essere modificate in = or ol

base alla forma e alle dimensioni della nanoparticella, ma anche 7 o _J Aué 9

dall’ambiente circostante. /jfeo\‘g i

Le nanoparticelle di oro possono essere legate a OOO« .

fcwchi offrendo un incrgmen’ro dell’efficqcio frergpeu’rico. La Covalent attachement | Nomcovalent loading

combinazione delle particelle d'oro con l'irradiazione laser of drugs ’

porta a conftrollare il rilascio dei farmaci dando benefici

tera peUTiCi. “A review on role of nanostructure in drug delivery system”
c . S.Sagadevan (1) and M. Periasamy (2) — (1) Dept. of Physics,

Le nanoparticelle d’oro hanno anche mostrato un trasporto Sree Sastha Institute of Engineering and Technology,

selettivo del farmaco all’interno del nucleo della cellula Chembarambakkam, Chennai-600 123, India - (2) Dept. of

Biotechonology, Sree Sastha Institute of Engineering and

tumorale. Quando entra nella cellula tumorale si ha la Technology, Chembarambakkarm, Chennai-600 123, India

possibilita di indurre ipertermia usando radiofrequenze non
invasive. 15/02/2022




TRASPORTO E CONSEGNA FARMACI
nanoparticelle INORGANICHE

NANOPARTICELLE DI CERAMICA (20 -100 nm)

parficelle fabbricate con
composti dalle
caratteristiche porose,
come la silice, che
formano canali interni e
una trama a nido d’ape.
biocompatibilita e
facilita di sinfesi

Le applicazioni in vitro
hanno dato buoni risultati
mMa non essendo
biodegradabili sono in
corso studi sul rischio di
accumulo
nell’organismo.

[ Ceramic Nanoparticles ]

Ceramic nanoparticle

> -

Ceramic nanoscaffolds

Ceramic nanoclays

e Consist of inorganic core.

e Provide high drug payioad
of fragile molecules.

e Give complete protection to
drug molecule from pH and
temperature.

e Give control release of drug.

e Promote cell targeting and
deep penetration of drug into
capillanies.

Posses 3 or 2-Dimensional
structure.

Provides mechanical support for
interaction and growth of matnx
and. cells, thus mimics cellular
environment

Structure provides high porosity,
high surface area, high structural
stability, and long degradation
times.

Thin layered structured with
nanometer thickness.

High internal surface area, ion
interchange capacity, interlayer
reaction and chemical inertness.
Depending on the size of the
pores, hydrophobicity, and the
three dimensional structure,
proteins and peptides can be
easily adsorbed on the surface of
the porous layer.

M.Sc. Thesis T.C. Istanbul University-Cerrahpasa Institute of graduate Studies
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TRASPORTO E CONSEGNA FARMACI
nanoparticelle INORGANICHE

NANOMATERIALI A BASE DI CARBONIO

o Molto studiati sono i nanotubi di carbonio (diametro da 2,5 a 100 nanometri)
I nanodiamanti (da 2 a 9 nanometri): possono essere innestati sulla loro
superficie con altre molecole ( acidi nucleici, proteine, anticorpi...). Lo
svantaggio principale e la tossicita a livello cellulare dato che possono inibire
la proliferazione cellulare o indurne la morte. Per questo le sperimentazioni a
livello biomedico sono poche
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TARGETING ATTIVO E PASSIVO

@ Nanocarrier * Piccole molecole
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| nanocarriers tendono ad accumularsi nel | nanocarriers funzionalizzati con ligandi

tessuto malato a causa dell'effetto EPR sono in grado di riconoscere i recettori
sovraespressi sulle cellule tumorali
Targeting PASSIVO Targeting ATTIVO

Tesi di Laurea Magistrale “Nanogel polimerici e il loro
impiego come carrier “, Relatore prof. Marco
Sangermano, Candidata Giulia Mangino - Marzo 2021
- POLITECNICO DI TORINO - Collegio di Ingegneria
Chimica e dei Materiali Corso di Laurea Magistrale in
Ingegneria dei Materiali

o Confronto tra il targeting passivo basato sull’effetto EPR e il targeting attivo che agisce

riconoscendo specifici recettori delle cellule malate
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NANOTERAPEUTICI

- Negli ultimi anni, diversi agenti batterici nanostrutturati come ad
esempio metalli e ossidi metallici sono stafi studiati e riconosciuti
come efficaci:

- argento (Ag)

- ossido di argento (Ag,0)

- biossido di fitanio (TiO,)

- 0ssido di zinco (ZnO)

- oro (Au)

- 0ssido di calcio (CaO)

- silicio (Si)

- ossido di magnesio (MgO)
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NANOTERAPEUTICI

o Le nanoparticelle di ossido di zinco sono ampiamente usate nei prodotti
per la cura personale come ad esempio nei cosmetici € nelle creme solari
per le sue proprieta di assorbire la luce UV e per le sue proprietd
antimicrobiche. Viene usato anche nell'industria tessile come
antibatterico e deodorante.

o Le nanoparticelle di ossido di zinco sono comunemente usate come
additivo alimentare e la FDA (US Food and Drug Administration)la
considera sostanza «generalmente riconosciuta come sicura.

o Nel'uomo lo zinco e presente in fracce come elemento in diversi organi
come il cervello, i muscoli, le ossa, la pelle. E' un componente
fondamentale in vari sistemi enzimatici € come tale prende parte nel
metabolismo e gioca un ruolo fondamentale nella sintesi di proteine, nella
sintesi di acidi nucleici, nell’ematopoiesi € nella neurogenesi.
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NANOTERAPEUTICI

PROPRIETA ANTICANCEROGENE DELLE
NANOPARTICELLE DI OSSIDO DI ZINCO

Vi sono molti articoli scientifici che
evidenziano questo fipo di attivita

dell’ossido di zinco ad esempio nei confronti

di cellule tumorali del fegato. L'azione
citotossica si evidenzia attraverso un
aumento intracellulare dei cosiddetti ROS
(specie chimiche ossidanti reactive oxigen
species)portando alla morte programmata
della cellula tumorale (apoptosi).
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% 4 —» 79, Repair
Chromosoma M /
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Cell cycle arrest /. .s
SIG2M —» 2. Apoptosis

“Tissue distribution and acute toxicity of silver after intravenous
administration in mice: nano-specific and size-dependent effects” —
C.Recordati, M.De Maglie, S.Bianchessi, S. Argentiere, C.Cella,
S.Mattiello, F.Cubadda, F.Aureli, M.D’Amato, A.Raggi, C.Lenardi,
P.Molani and E.Scanziani — Particles and Fibre Toxicology (2016) 13:12
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PREPARAZIONE DI

NANOPARTICELLE di ZnO \
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Sintesi di nanoparticelle di ZnO

Ref. International Scholarly Research Network, ISRN Nanotechnology; volume 2012 Article ID 372505
Synthesis, Characterization and Spectroscopic Properties of ZnO Nanoparticles

Nitrato di zinco, idrossido di sodio ed etanolo sono stati acquistati ed usati senza ulteriore purificazione

1) Una soluzione 0,5M di nitrato di zinco (Zn(NO;), - 4H,0) in etanolo acquoso viene mantenuto in forte agitazione costante
tramite un agitatore magnetico fino a completo dissolvimento del nitrato di zinco (1 ora)

2) Nello stesso modo viene preparata una soluzione 0,9M di NaOH fino a completo dissolvimento (1 ora)

3) Dopo il completo scioglimento del nitrato di zinco, la soluzione di idrossido di sodio viene aggiunta goccia a goccia (lentamente
per 45 minuti) facendo toccare alla goccia la parete del contenitore e mantenendo una forte agitazione

4) La reazione viene lasciata in forte agitazione per 2 ore dopo aver completato I'aggiunta di idrossido di sodio e poi lasciata
decantare tutta la notte

5) Il supernatante viene accuratamente separato e centrifugato per 10 minuti

6) |l precipitato di ZnO NPs viene lavato tre volte con acqua distillata ed etanolo ed alla fine seccato a 60°C. Durante I'essiccazione,
Zn(OH), si converte completamente in ZnO

15/02/2022



SCHEDA DI LABORATORIO

Preparazione di nanoparticelle di ossido di Zinco

Procedimento:

1. 200 mL di soluzione di nitrato di zinco (Zn(NOs); + 4H;0) in alcool etilico 0,5 M : agitazione
costante per 1 ora - fino a completo dissolvimento

2. 200 mL disoluzione di NaOH 0,9 M : agitazione costante per 1 ora — fino a completo
dissolvimento

3. Dopo aggiungere goccia a goccia la sol. di idrossido di sodio alla soluzione di nitrato d zinco —
forte agitazione. Continuare agitazione per 2 ore e lasciare decantare tutta notte

4. Separare e centrifugare il surnatante (10 minuti)

5. Lavare tre volte con acqua distillata ed etanolo e seccare a 60°C. Durante I'essiccazione,
Zn(OH); si converte completamente in ZnO

Osservazioni

Caratterizzazione UV-Vis
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Caratterizzazione (fonte bibliografica)

e Spettro di assorbimento della nanopolvere di ZnO in
acqua (provare a sonicare per solubilizzare)

Absorbance (a.u)
)
f
f
f
\
)

220 270 320 370 420 470 520 570

Wavelength (nm)

Ficure 5: UV-vis absorption spectrum of ZnO nanoparticles.

Lo spettro mosira un forte
assorbimento a circa 355 nm ed
un assorbimento a circa 258 nm
dovuto alle nanoparticelle di
/nO.

Viene riportato Biochemistry and
Biophysics Reports 17 (2019) 71-
80

che al diminuire della
dimensione delle particelle, il
picco di assorbimento si sposta a
minori lunghezze d'onda cioe si

ha un blue shift.
15/02/2022
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Saggio biologico in vitro di nanoparticelle di ZnO




PREPARAZIONE DELLE PIASTRE E SEMINA
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DISTRIBUZIONE DELLE NANOPARTICELLE

ZnO







Aree di incertezza

Le inusuali proprietda delle nanoparticelle potrebbero portare ad effetti inattesi:

O

intferazione con le strutture biologiche e del sistema immunitario con effettfi tossici

(0]

alcune nanoparticelle potrebbero non essere biodegradabili ed accumularsi
nell’organismo causando danni

(@)

la persistenza nell’organismo e nell’ambiente non € ben conosciuta

(@)

manca una regolamentazione specifica dei farmaci che usano nanotecnologie:
I’autorizzazione alla immissione in commercio viene concessa in base alla
normativa vigente che si occupa di farmaci «classicin. In considerazione dei
particolari meccanismi di azione e della potenziale tossicita, € auspicabile
un'adeguata valutazione e vigilanza di qualita, efficacia e sicurezza, tramite
standard e richieste aggiuntive e specifiche.

15/02/2022




CONCLUSIONI

o Le nanotecnologie applicate alla medicina non si limitano all’elenco riportato: le
sperimentazioni in corso sono Molte e vedono progetti interessanti.

o La complessita dell’organismo umano e delle malattie che lo colpiscono sono una
sfida continua per chi studia e sviluppa nuovi farmaci.

o B’ praticamente impossibile trovare un farmaco utile, sicuro, che colpisce solo |l
bersaglio prefissato, con una durata d’'azione giusta, senza effetti collaterali e con
un profilo farmacocinetico perfetto.

o L'utilizzo della nanotecnologia in medicina offre la possibilitd di portare ad un
livello piu alto le nostre capacita di combattere le malattie ed € un fronte in
continua evoluzione.
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