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Capitolo

Introduzione

Oggigiorno il prefisso nano, é diventato estremamente popolare nel mondo della ricerca
scientifica, anche se molto spesso é facile che se ne abusi. Il termine si riferisce alla pos-
sibilitd di manipolare, studiare e controllare la materia, sia organica che inorganica nella
dimensione dei nanometri (1072 m); cié che ne consegue ¢ la possibilita di elevare a nuovi
livelli il progresso umano in qualsiasi campo tecnologico.

I primi approcci a questa nuova frontiera della scienza, si fanno risalire a Richard Feyn-
man, che in una sua celebre lezione There’s plenty of room at the bottom[1] ( C’¢ un sacco
di spazio git in fondo), tenutasi nel 1959, ha analizzato l'idea di poter manipolare su
scala atomica/molecolare la materia, in pratica rovesciando l’ordinario concetto di sintesi
top-down, in quello bottom-up ovvero la progettazione e la costruzione di nuovi tipi di
materiale direttamente dalle basi, cioé dagli atomi e dalle molecole.

Negli anni successivi, questo concetto € stato piu volte ripreso creando e ridefinendo
nuovi settori della scienza moderna: sia della ricerca di base, sui nuovi problemi che emer-
gono alle scale del nanometro, che di quella applicativa, finalizzata agli aspetti di processo
e sintesi dei sistemi nanometrici.

Il campo applicativo che sviluppa le applicazioni della nano-scienza é la nanotecnologia,
che raccoglie le innovazioni e le ricerche apportate dalla miniaturizzazione nei vari campi
in cui si divide la scienza: biologia, chimica, fisica, scienza dei materiali, . ...

I nanomateriali, sono quell’insieme di sistemi non necessariamente di dimensioni na-
no, ma costruiti o sintetizzati con un controllo della struttura al livello del nanometro.
Seguendo questa definizione entrano a far parte di tale insieme vari tipi di materiali nano-
strutturali, come alcuni tipi di fibre, materiali ibridi o nanoparticelle, la loro peculiarita
sta nel manifestare proprieta, sia fisiche che chimiche, che non possiedono nelle loro forme
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macroscopiche; cio, & dovuto principalmente:

e al confinamento spaziale degli elettroni e alla conseguente discretizzazione delle loro
energie;

e all’elevata area superficiale di questi materiali, e quindi al maggior peso delle intera-
zioni di superficie rispetto a quelle di bulk.

Questi sistemi sono sicuramente conosciuti da tempi pit antichi rispetto al celebre discor-
so di Feynman, basti pensare alle soluzioni metalliche colloidali che preparava Michael
Faraday nel lontano 1857 [2], che non erano altro che nanoparticelle metalliche (di oro e
argento) di dimensioni nanometriche le quali sviluppavano proprieta ottiche differenti dalla
forma bulk del metallo. Tuttavia non si era compreso completamente il problema, tanto
che tutt’ora lo studio su vari tipi di nanoparticelle riveste un ruolo centrale in molti campi:
dalla cosmesi ai materiali nanocaricati, dalle vernici ai lubrificanti, dove il loro apporto
migliora le caratteristiche meccaniche, fisiche e chimiche del materiale di partenza.

La natura di questi materiali puo essere estremamente variegata, infatti i composti utiliz-
zati per questi sistemi spaziano dai metalli, agli ossidi fino alle strutture organiche. Cio che
accomuna questi sistemi é la loro grande versatilita d’applicazione che dimostrano, sup-
portata dalla possibilita di modificare le loro caratteristiche chimico-fisiche direttamente
nella fase di sintesi. Inoltre, esiste una vasta letteratura che tratta la possibilita di funzio-
nalizzare chimicamente la superficie di questi materiali per svilupparne o variarne vari tipi
di comportamento, in particolare, quelli legati alle interazioni con altre nano strutture e
la compatibilita con diversi sistemi macroscopici.

Negli ultimi anni, parallelamente alla ricerca sulle proprieta di queste strutture, si ¢ assi-
stito a un forte sviluppo di nuove tecniche di sintesi, che tutt’oggi permettono d’ottenere
sistemi nanometrici garantendo un ottimo controllo della loro struttura in differenti con-
dizioni.

La scienza medica non poteva essere esclusa dalle innovazioni portate dalla nano tecno-
logia, grazie a cui & possibile produrre sistemi nanometrici compatibili con il corpo umano
e di dimensioni comparabile, se non addirittura pitt piccole delle stesse cellule; tali strut-
ture hanno aperto la strada a nuove e piu efficaci terapie per la cura di diverse malattie
. Pertanto, ¢ facile comprendere perché importanti istituti di ricerca sponsorizzino gene-
rosamente diversi programmi di studio sull’applicazione bio-mediche delle nanotecnologie,
in particolare sullo sviluppo di sistemi nano particellari [3]; inoltre, si puo facilmente veri-
ficare come questa tematica sia sempre pitt d’interesse globale dal numero di nuove riviste
specializzate che negli ultimi anni sono nate sull’argomento .[4].

La branca della scienza medica che si occupa di questi studi é chiamata nano-medicina,|j

e tratta lo sviluppo di sistemi nanometrici per la strategie di diagnosi, trattamento e
prevenzione delle malattie.

Il potenziale medico di queste applicazioni é rivoluzionario; diventa possibile combattere
malattie, prima poco trattabili, agendo con nuove strategie di cura, come il rilascio mirato
di medicinali, o mediante nuovi tipi di diagnostica eseguita con nanosistemi, che reagiscono
selettivamente con il tessuto malato e generano maggior contrasto grazie alle tecniche di
imaging (le quali verranno descritte successivamente), oppure con innesto di una nuo-
va generazione di protesi con caratteristiche meccaniche superiori, unite ad una maggior
compatibilita con il corpo umano.

I possibili sviluppi futuri, comunque, sono ancora pit incredibili: teoricamente ¢ possibile
creare delle nano-macchine capaci di muoversi liberamente nel flusso sanguineo, monito-
rando e riparando lesioni direttamente dall’interno del corpo umano [5]; la realizzazione di
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questi sistemi sara sicuramente lunga e laboriosa, richiedera un approccio multidisciplinare
al problema e di certo appartiene a un tempo futuro, che perod, pare non molto lontano
dal nostro.

In linea generale, la ricerca che si sta sviluppando, é focalizzata sull’applicazione di si-
stemi esclusivamente nano-particellari, per potenziare due diverse strategie di trattamento
e diagnosi: il drug delivery e 1'imaging, che saranno illustrate brevemente nei prossimi
capitoli.

1.1 Drug delivery

Per Drug Delivery si intende I'incapsulazione di un farmaco in un nano carriers apposi-
tamente studiato, al fine d’aumentarne 'efficacia medica. L’idea di base € che il farmaco,
invece di essere somministrato nel paziente in elevata quantita affinché raggiunga la parte
malata del corpo a una concentrazione ottimale, venga inserito all’interno di un carrier, o
vettore farmacologico, che tendera a concentrarsi nel punto in cui si desidera il rilascio del
medicinale. In questo modo la quantita di principio attivo utilizzata ¢ decisamente infe-
riore, riducendo i possibili effetti collaterali indotti dalla cura nel paziente e abbattendo i
costi. Questa strategia permette di somministrare anche farmaci, come quelli proteici, che
non possono essere ingeriti a causa della denaturazione che subiscono nell’ambiente acido
dello stomaco, o anche, in generale per via parenterale dove possono subire una veloce me-
tabolizzazione ed eliminazione. La farmacocinetica di questo tipo di medicinali puo essere
incrementata dall’incapsulazione in adeguati vettori farmacologici, che ne controllano il
rilascio, mantenendo contemporaneamente la stabilitd chimica del farmaco.[6]

Tesi/immagini/drugl.png

Figura 1.1: Esempio di nanoparticelle con funzione di Drug Delivery

In genere, i sistemi usati per il drug delivery possono essere schematizzati dall’esempio
riportato in fig. 1.1, dove un farmaco viene caricato all'interno di un vettore farmacolo-
gico; tale vettore é funzionalizzato superficialmente con vari tipi di biomolecole allo scopo
di implementare proprieta stealth o di targeting all’intero sistema.

I carrier sono costituiti da vari tipi di sistemi. I piu diffusi sono:
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LIPOSOMI Sono nanostrutture vescicolari di natura organica, costituiti da fosfolipidi e
molecole di colesterolo. La loro particolaritd ¢ di mantenere all’interno un ambiente
idrofilico in cui possono essere disciolti/dispersi vari drug. Data ’alta affinita che que-
sto tipo di strutture possiedono con le membrane cellulari, rappresentano un efficiente
veicolo per 'inserimento di composti chimici direttamente nell’ambiente cellulare, in-
feriore solo alle nanoparticelle di tipo virale; inoltre, sono dei vettori capaci d’evitare
I'interazione con organi particolarmente sensibili (come fegato, cervello, cuore,. . .).[7]

Le limitazioni di questi sistemi sono dovute all’estrema fragilita delle strutture liposo-
miche e alla bassa capacita di trasporto nel caso di farmaci poco solubili in ambienti
acquosi, che stazionano se pur in minima quantita nel doppio strato del liposoma.|§]
Nonostante cio, sono i primi sistemi ad aver superato i test clinici e sono gia presenti
in commercio dato sono stati i primi ad essere studiati fin dagli anni 70’.

DENDRIMERI I dendrimeri sono strutture polimeriche iper-ramificate, di dimensione per-
fettamente controllabile grazie al particolare processo di sintesi con cui vengono ge-
nerate. Variando il monomero o usandone di diversi tipi, ¢ possibile modificare i
gruppi terminali del dendrimero e influenzare in tal modo il suo comportamento idro-
filo/idrofobo e le sue possibili funzionalizzazioni. Inoltre & possibile intrappolare nella
loro struttura varie molecole.[9]

MSN, Mesoporous silica nanoparticles L’uso di questi sistemi & relativamente nuovo ri-
spetto ai precedenti. Le nanoparticelle, di natura inorganica sono semplici sfere di
silice prodotte mediante una sintesi templata; una volta eliminato il composto-stampo
per calcinazione o estrazione chimica, si ottiene una struttura altamente porosa capace
di trattenere vari tipi di composti chimici e con svariate tipologie di funzionalizzazio-
ne.

Questo tipo di strutture sono diventate oggetto di notevole interesse dato che é pos-
sibile controllare molto bene la morfologia della particella finale e non presentano
tossicita cellulare.[10]

Nanoparticelle virali Si tratta di virus ingegnerizzati in modo tale che attacchino solo le
cellule malate del corpo, replicandosi in queste e provocando la morte della cellula,
in genere si parla di virus oncolitico.

Questi sistemi possono trasportare al loro interno varie molecole, esplicando funzioni
di puro drug delivery ma anche di terapia genica (nel caso vi sia trasporto di materiale
genetico).[7]

Ognuno di questi sistemi presenta pregi e difetti che vanno presi in debita considerazione
una volta applicati negli ambienti fisiologici.
Oltre al tipo di struttura, vi é anche la possibilita di regolare il rilascio del farmaco dal
sistema di drug delivery mediante stimolazione esterna o in presenza di un adeguato am-
biente (come una variazione di pH). In questo caso si usano particolari polimeri detti smart
capaci di modificare il loro comportamento idrofobo/idrofilo a valori regolabili di pK,; in
tal modo si varia la capacita di diffusione del principio attivo dal nano vettore all’ambiente
esterno.[7]

I vari vettori farmacologici studiati fino a oggi, possono essere catalogati in tre princi-
pali gruppi a seconda delle loro funzioni e delle diverse implementazioni che si sviluppano
per superare particolari problematiche.

La cosiddetta prima generazione é la pitt semplice e intuitiva; raccoglie tutti i nano sistemi
con funzione di carrier piu semplici, senza nessun’altra funzionalita. Questi, si concentra-
no nei siti malati a causa della differenza tra la vascolarizzazione di queste zone rispetto a
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quelle sane.

La seconda generazione, é costituita da quei sistemi con alcune funzionalitd in piu rispet-
to alla precedente categoria. Queste funzionalita addizionali possono servire a guidare le
nanoparticelle verso particolari tessuti del corpo, a introdurre un controllo esterno sul rila-
scio del medicinale trasportato oppure a contribuire al contrasto nelle immagini di alcune
procedure di imaging.

Con la terza generazione si cerca di costruire un sistema multi-stage, detto LEV (Logic
Embedded Vectors), dove all'interno di un vettore vi siano altri vettori piu piccoli. Con
un sistema di questo tipo si puo operare in modo tale che il BUS-vettore attacchi dei siti
vascolari prossimi ai tessuti malati, mediante una sua funzionalizzazione selettiva, per poi
riversare in quel punto il proprio contenuto di nano-carrier, i quali come risultato, rag-
giungono in maggior quantita la zona del corpo malata.[8]

Fin qui sono state descritte brevemente le principali strutture usate per il drug delive-
ry; per quanto riguarda invece i farmaci incapsulati in questi carrier, rientrano in questa
categoria anche composti che non agiscono per via strettamente biologica, o comunque che
non sono medicinali nel senso stretto della parola. Tra questi vi sono quei composti che
non agiscono direttamente sul metabolismo della cellula o sulle sue funzioni, ma che ope-
rano un effetto indiretto quando stimolati da un segnale esterno; fra questi vi sono alcuni
composti che rilasciano specie chimiche particolarmente aggressive al fine di uccidere le
cellule o una porzione di tessuto malato, oppure altri sistemi, come alcune nanoparticelle
metalliche, che inducono un riscaldamento localizzato sempre allo stesso scopo. Nel caso
in cui queste specie chimiche siano delle molecole foto-reattive, e che quindi abbiano la
possibilita di rispondere a uno stimolo radiativo esterno, si parla di Photodynamic therapy
(PDT); in particolare sta ottenendo notevole successo l'incapsulazione di composti foto-
attivi che, mediante ’assorbimento di particolari radiazione elettromagnetiche, producono
molecole di ossigeno reattivo (ROS) , capaci di danneggiare irreparabilmente le cellule che
si trovano vicine.

Veicolando queste molecole con opportune strategie di drug delivery e imaging, é possibile
sfruttare questo fenomeno per curare tessuti malati di tumore, uccidendone le cellule ma-
late.[11]

Guidare questi nano-sistemi verso un obbiettivo preciso, come una cellula malata, resta
ancora il Sacro Graal per la nano medicina [12], anche se molti importanti passi in avanti
sono stati fatti.

Targeting Queste nanoparticelle da sole, sono in grado d’esplicare le loro funzioni di
drug delivery e imaging, ma se utilizzate come tali, non riescono a concentrare le loro
funzioni nelle zone malate del corpo umano. La mancanza di una sorta di guida, viene
risolta mediante una funzionalizzazione superficiale con determinate molecole, o recettori,
capaci di fornire alle nanoparticelle un grado pitt o meno elevato di selettivita rispetto a
determinati tessuti del corpo, in particolare con quelli malati.[13]

In questo modo, i sistemi di delivery presenti nel flusso sanguigno riconoscono i tessuti
malati e vi si legano, concentrandosi via via nel tempo.

Si parla pertanto di targeting attivo, a differenza del targeting di tipo passivo.

Il targeting passivo corrisponde al fenomeno che prende il nome di enhanced permeability
and retention (EPR), tipico in presenza di tessuti malati, in particolar modo, di tumore. In
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Figura 1.2: Esempio di alcune possibili strategie di targeting, in particolare é
riportata la differenza che esiste fra targeting di tipo attivo e targeting di tipo
passivo; le prime due immagini rappresentano targeting attivo, nel caso ripor-
tato nella figura a sinistra si tratta di un targeting vascolare, dove i vettori
farmacologici si legano selettivamente alle biomolecole espresse dalle cellule che
costituiscono la parete vascolare, mentre la figura al centro rappresenta un tar-
geting tumorale dove i carriers hanno interazione specifica con le cellule di tipo
tumorale. L’ultima immagine a destra rappresenta un targeting di tipo passi-
vo dove i vettori farmacologici si concentrano all’interno del tumore grazie al
fenomeno EPR.

queste zone, la malattia stimola la crescita del sistema vascolare per aumentare la quantita
di nutrienti di cui puo usufruire. In tal modo, il tessuto malato presenta un’elevata ma
allo stesso tempo disordinata vascolarizzazione, caratterizzata da una diversa permeazione
dei vasi sanguinei rispetto al resto del corpo. Queste vene e arterie risultano permeabili
a diversi tipi di particelle, in particolare ai vettori farmacologici, che possono permeare
via via nel tempo all’interno del tessuto malato, come si puo vedere nella figura 1.2. 1l
risultato finale é che si viene a generare un’elevata concentrazione dei sistemi di delivery
nei pressi della zona interessata dalla malattia, anche senza la presenza di elementi di

targeting attivo.[7, 14]

Mentre il targeting passivo non richiede alcun tipo di modifica del vettore, quello di tipo
attivo necessita di una sua funzionalizzazione. Cio, significa legare sulla superficie della
nanoparticella un particolare gruppo funzionale, scelto sulla base del tipo di bersaglio con
cui deve essere selettivo.

Questi gruppi possono essere di diversa natura, dal semplice acido folico (selettivo per
diverse cellule del cancro) a strutture ben pit complesse come anticorpi o proteine.[15]

I lavori scientifici in questo campo non prevedono unicamente la ricerca del gruppo che
manifesta la miglior selettivita con il target, ma trattano anche lo studio dei vari processi di
funzionalizzazione superficiale dei nano vettori. Quest’ultimo punto é molto importante a
causa della stabilita effimera che possiedono molte di queste molecole; pertanto, la chimica
che tratta questi processi deve essere compatibile con questi gruppi, riuscendo ad ancorarli
alla superficie delle nanoparticelle ma allo stesso tempo preservandone la loro naturale
attivita biologica.[8, 16]

Il targeting di tipo attivo puo essere selettivo per diversi obiettivi nel corpo umano,
da vari tipi di tessuto umano (distinguibili secondo I’espressione proteica che manifestano
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sulla superficie), a un particolare tipo di cellule nel sangue, come per esempio i macrofagi
dove il deposito selettivo (targeting) di adeguati vettori farmacologici permette di portare
il farmaco nelle zone del corpo dove sono presenti infezioni o malattie, sfruttando i macro-
fagi come un ulteriore vettore.[4]

1.1.1 Imaging

Con il termine imaging o imaging biomedico si intende I'insieme di tecniche volte al rico-
noscimento e alla diagnostica di tumori e altre malattie umane attraverso la rilevazione
delle variazioni dei parametri fisici dei tessuti malati rispetto a quelli sani. Grazie a que-
ste tecniche & possibile eseguire controlli non invasivi, veloci e con con un alto livello di
dettaglio.

Le principali tecniche di imaging sono:

e Scintigraphic Imaging,

Magnetic Resonance Imaging,

Positron Emission Tomography,

Single Photon Emission Computed Tomography,

Computed Tomography,

e Ultrasonography[17]

Le tecniche di imaging vengono condotte mediante 1'uso di agenti di contrasto. Questi
composti sono diventati molto importanti nella moderna medicina e sono oggetto di sva-
riati studi nel campo biomedico.

Un agente di contrasto ¢ definito come un composto chimico che fa risaltare un segnale

(solitamente si tratta di una variazione d’intensita della grandezza fisica legata alla tecni-
ca di imaging utilizzata) della zona interessata alla tecnica di imaging, differenziando in
modo evidente la struttura d’interesse rispetto ai tessuti che la circondano; in tal modo ¢
possibile evidenziare eventuali anomalie, che in assenza del mezzo di contrasto non sareb-
bero rilevabili.
Le principali specie chimiche che migliorano il contrasto sono di diversa natura e dipendono
dal tipo di tecnica di imaging presa in considerazione; per esempio, le tecniche di risonanza
magnetica utilizzano agenti di contrasto con spiccate proprieta magnetiche, altre sfruttano
particolari emissioni o assorbimenti di fotoni o addirittura, decadimenti radioattivi.

L’imaging & un’altra tecnica utilizzata in medicina che puo giovarsi delle nanotecnolo-
gie.
In genere, la principale nano-applicazione in questo campo riguardano la sintesi di nano-
particelle capaci di fornire un elevato contrasto nelle tecniche spettroscopiche o di risonanza
nucleare.
La struttura di questi nano-sistemi ¢ molto simile a quella vista in fig. 1.1; la differenza
significativa sta nel tipo di composto o struttura contenuta all’interno del sistema, si veda
la fig. 1.3, che deve essere funzionale al tipo di tecnica d’imaging utilizzata. In genere,
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Figura 1.3: Esempio della struttura di una nanoparticella con funzione di
1maging.

sono composti da elementi a elevato peso molecolare, come Iodio e Bario, oppure da specie
esotiche come diversi tipi di isotopi, fino ai piu recenti composti con caratteristiche nano,
come quantum dot (caratterizzati dal fenomeno della risonanza plasmonica di superficie
(SPR), controllabile in fase di sintesi di questi sistemi), nano shell o semplici nanoparticelle
di metallo o d’ossidi di metallo. [13]

Questi composti non possiedono l’abilita di accumularsi selettivamente nella zona da

analizzare percio richiedono I’accoppiamento con strategie di drug delivery, associato a una
specifica funzionalizzazione (targeting).
Al momento, esistono vari articoli che trattano l'incapsulazione di diversi agenti di contra-
sto in altrettante tipologie di nano vettore. Si va dai gia citati liposomi alle nanoparticelle
polimeriche e dendrimeri. [17]. Negli ultimi anni si & affacciata la possibilita di usare come
vettore di agenti di contrasto anche delle nanoparticelle di silice mesoporose, con ottimi
risultati dal punto di vista di controllo della struttura e della stabilita.[15, 18]

Recenti sviluppi hanno riguardato la possibilita di rendere queste nanoparticelle mul-
tifunzionali, ovvero, di sintetizzare nano vettori con funzione non solo di drud delivery ma
capaci anche d’esprimere funzioni di imaging e targeting. Quest’approccio prende il nome
di Teranostica, derivante dall’'unione delle parole terapia e diagnostica.

Le strutture come le MSN, sono potenzialmente delle ottime candidate per questo approc-
cio, grazie all’elevata porosita che le contraddistingue e alle svariate funzionalizzazioni che
vi si possono applicare.[9, 15, 19]

1.2 Problematiche

Al di 1a delle conseguenze sulla salute dell’'uomo dovute alle specifiche dimensioni utiliz-
zate, le nanotecnologie presentano diversi problemi di tipo tecnologico, tutt’ora oggetto
d’intenso studio. Nello specifico, lavorare con nano-sistemi a scopo bio-medico significa
operare molto spesso con sospensioni ed emulsioni in soluzioni fisiologiche. Queste solu-
zioni sono caratterizzate da elevata forza ionica (a causa della presenza di ioni disciolti)
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e dalla presenza di proteine, che compromettono la stabilita colloidale di diversi tipi di
nanoparticelle.

La presenza di ioni determina un aumento della forza ionica del mezzo in cui sono disper-
se le nanoparticelle, riducendo o addirittura azzerando la stabilitd di tipo elettrostatico
tipico di alcune strutture come la silice; la presenza di proteine invece, determina un assor-
bimento ,sia selettivo che non, sulla superficie di questi sistemi, favorendone aggregazione
e riconoscimento da parte di cellule specializzate nelle sperimentazioni in vivo.[20]

In particolare, il corpo umano riconosce immediatamente la presenza di agenti estranei
all’interno del flusso sanguineo.
Questo significa che tutte le tipologie di nano sistemi devono sviluppare una certo grado
di bio-compatibilita, altrimenti risulterebbero velocemente eliminate dal corpo senza po-
ter esprimere la loro funzione. Il parametro che piu ¢ influenzato dalla stabilita fisica dei
sistemi nano-particellari é il tempo di vita medio che queste manifestano prima di venire
espulse o distrutte dal sistema immunitario del corpo ospite.
Se un nano-carrier manifesta dei bassi tempi di vita, significa che i farmaci o gli agenti di
contrasto che trasporta non riescono a concentrarsi nelle zone malate nella minima quan-
tita richiesta, fallendo cosi il loro compito.
Sviluppare questo aspetto, permette d’aumentare Uefficienza delle strategie di drug delive-
ry anche solo mediante targeting passivo, senza ricorre a specifici tipi di targeting attivo,
pit complicanti e costosi da usare. Lo stesso fenomeno dell’EPR richiede che i nano-vettori
garantiscano un minimo tempo di vita all’interno del corpo umano.[12]

Nell’ambito biomedico, i principali fenomeni che limitano il tempo di vita di questi

nano-sistemi sono legati al sistema immunitario del corpo in cui vengono iniettate le nano-
particelle: ’assorbimento superficiale e non specifico delle proteine del siero umano (HSA),
il processo di fagocitosi che ne consegue ( da parte del RES, reticuloendothelial system)
e emolisi causata dalle cellule del sangue.[21] Questi processi vengono raccolti sotto uno
stesso fenomeno chiamato opsonizzazione.[22]
Le componenti del sangue capaci d’eliminare le nanoparticelle sono i macrofagi, cellule
incaricate d’inglobare nel loro ambiente interno i corpi estranei e di distruggerli. Queste
cellule non hanno la capacita d’identificare direttamente i corpi estranei, ma sfruttano un
altro fenomeno in maniera molto intelligente. Se una qualsiasi particella estranea entra
nel flusso sanguineo, viene immediatamente ricoperta da alcune proteine, dette opsonine,
che si trovano libere nel sangue; questo adsorbimento ¢ di tipo fisico, non richiede un vero
e proprio legame chimico, ma é sufficiente affinché la proteina non si stacchi dalla super-
ficie della particella. Successivamente,i macrofagi presenti nell’ambiente, riconoscono le
proteine legate alla particella e di conseguenza attaccano il corpo estraneo inglobandolo
al proprio interno al fine di distruggerlo. Il riconoscimento, da parte dei macrofagi, delle
opsonine assorbite & conseguenza della variazione della loro struttura tra la forma libera
e quella legata; quest’ultima risulta essere attivata e selettiva con le funzionalizzazioni
superficiali dei macrofagi.[22]

I fattori che determinano la bio-stabilita delle nanoparticelle nel corpo umano sono di-

versi e vanno dalle loro caratteristiche chimiche superficiali, alla loro forma e dimensione,

Il fattore determinante risulta senz’altro essere la composizione chimica della superfi-
cie delle nanoparticelle. A seconda dei gruppi funzionali presenti, ¢ possibile che queste
presentino una certa carica elettrostatica, originata dagli scambi ionici che avvengono lun-
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go l'interfaccia particella-ambiente e un carattere idrofobico/idrofilo a seconda del tipo di
struttura chimica presente in superficie.
Tali fenomeni determinano l'effettiva stabilita colloidale e biologica delle nano particelle.

La dimensione rappresenta per importanza il secondo parametro critico di questi siste-
mi, dato che influisce sulla diffusione nel sistema circolatorio delle particelle, sulla probabi-
lita d’incorrere in fenomeni di cattura ed eliminazione e sulla facilita di permeare attraverso
le pareti di vene e arterie. Oltre a cio, la dimensione delle particelle discrimina su quale
sara il principale meccanismo d’eliminazione che dovranno subire le stesse nanoparticelle.
Cosi per particelle di dimensioni inferiori ai 20 nm, la maggior parte dei carriers viene
eliminata attraverso la filtrazione operata dai reni, mentre particelle pit grandi, fino a 150
nm, possono concentrarsi in modo significativo in diversi organi come cuore, midollo osseo

Particelle ancora pitt grandi fino ai 300 nm stazionano a lungo in fegato e milza,
venendo eliminate esclusivamente attraverso le feci.
Nelle strategie di drug delivery, per rendere efficace ed efficiente il rilascio del farmaco, é
necessario che le particelle abbiano dimensioni tali da superare ogni barriere che incontrano
lungo il proprio percorso. In genere, 150 nm é la dimensione che permette di oltrepassare
facilmente diversi tipi di barriere presenti nel corpo umano, ma esistono altri tipi di osta-
coli che richiedono dimensioni decisamente inferiori, come nel caso della BBB (Blood—brain
barrier) che permette il passaggio solo di particelle ancora pit piccole (15-20 nm).[23]

La forma delle particelle ¢ un altro fattore che influisce sui meccanismi di drug deli-
very. Il ruolo che hanno le forme dei nano sistemi, o gli effetti che inducono, non sono
ancora totalmente chiari, principalmente perché non esistono semplici e veloci metodi per
il controllo di questa caratteristica.

Si possono pero ricavare diverse prove del fatto che la forma delle nanoparticelle influenza
alcuni fenomeni. Per esempio, la degradazione di strutture sferiche dipendera esclusiva-
mente dalla loro dimensione, al contrario, nel caso di particelle asimmetriche, vi saranno
porzioni della struttura con spessori diversi che quindi presenteranno un profilo di degra-
dazione caratteristico.

La possibilita di mostrare diversi profili fisici rispetto al flusso sanguineo o ad alcune
barriere umane, permette a questi sistemi di infiltrarsi in zone inaccessibili a carrier di
dimensione analoghe, inoltre possono modificare la capacita di alcune proteine d’adsorbirsi
superficialmente, perfino rallentando 1’azione di fagocitosi dei macrofagi.[24]

E’ chiaro che per I'applicazione di queste nanotecnologie in campo biomedico, si ri-
chiede uno studio approfondito dei problemi di compatibilita, allo scopo di migliorare la
bio-stabilita di questi sistemi con ’ambiente all’interno del corpo umano. Bisogna tenere
conto che, disperdere nel corpo umano questi nano-sistemi pud causare importanti rischi
di trombosi e occlusione delle vene e arterie, nel caso in cui queste strutture presentino
scarsa stabilita biologica.[25]

Pertanto, sviluppare strategie per migliorare la stabilita di queste particelle é di fondamen-
tale importanza, non solo per le applicazioni biomediche, come drug delivery e imaging,
ma anche per evitare problemi di carattere medico.

Negli ultimi anni si sono succeduti molti studi per raggiungere tale obbiettivo. Tra
questi, la pratica di funzionalizzare la superficie delle particelle con specifiche molecole si
é dimostrata molto valida.

Le funzionalizzazioni superficiali possono essere di diverso tipo e svolgere diversi compi-
ti: dal gia citato targeting, alla possibilita d’aumentare la facilita di dispersione di alcuni
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sistemi in solventi non propriamente idonei, alla funzionalizzazione delle superfici interne
dei carrier, allo scopo di aumentare la stabilita chimica e la quantita di farmaco o agente
di contrasto da incapsulare, oppure, a funzioni di protezione, volte all’inibire i processi di
aggregazione e flocculazione delle sospensioni di nanoparticelle.[26]

In quest’ultimo caso, in particolare, si &€ imposto con successo il processo di grafting del
polimero PEG (polietilene glicole, detto anche PEO poli etilene ossido) sulla superficie
delle nanoparticelle; tale tecnica prende il nome di PEGylation.|[27, 28]

Il PEG incrementa l'idrofilicita delle particelle e ostacola I’adsorbimento superficiale
delle proteine, causa della opsonizzazione, sviluppando un maggior tempo di vita in am-
bienti bio e rendendo percio piu efficace 'uso di questi carrier nelle strategie di Drug
delivery e imaging. Inoltre, la presenza in superficie di uno strato polimerico, come nel
caso del PEG, incrementa la stabilita colloidale delle dispersioni di nanoparticelle dato che
introduce una repulsione di tipo sterico tra le particelle, utile in ambienti ad elevata forza
ionica.

1.3 Scopo della tesi

L’obiettivo di questa tesi é lo studio della funzionalizzazione superficiale con Poli Etilen
Glicole (PEG) di un sistema nano particellare per possibile applicazioni bio-mediche. Lo
scopo di questo lavoro prevede lo sviluppo di proprieta stealth in nano-sistemi, per massi-
mizzarne i tempi di vita negli ambienti bio e svilupparne una maggior stabilita colloidale
in sospensione; il tipo di nanoparticella scelta come carrier da funzionalizzare é la silice
mesoporosa, che verra descritta nel capitolo successivo.

Le problematiche principali da affrontare in questo lavoro sono di diversa natura e riguar-
dano vari aspetti sia della sintesi che dell’effettiva efficacia dei sistemi prodotti.

Il lavoro di questa tesi, approfondisce le varie tipologie di sintesi per la produzione di MSN
PEGylate, concentrandosi principalmente sui vari processi di funzionalizzazione superfi-
ciale del polimero. Quest’ultimo punto ¢ uno dei principali problemi affrontati nel lavoro;
infatti, in letteratura sono riportate varie procedure per il grafting del PEG su altrettan-
ti diversi tipi di strutture della silice (superfici, particelle hollow, piene,...). Cid che si
rende necessario é rendere compatibili questi processi di PEGyaltion con la silice di tipo
mesoporoso e indagando l'influenza del polimero sulle caratteristiche chimico-fisiche delle
particelle, quali: carica superficiale, porosita e densita di PEGylation.

11 fine di questo lavoro non tratta solamente la produzione di questi materiali, ma ne preve-
de anche la verifica dell’effettivo sviluppo delle proprieta stabilizzanti, in particolare nelle
soluzioni fisiologiche, quali PBS (Phosphate buffered saline).

Anche se in letteratura, i lavori che riguardano la PEGylazione di nanoparticelle meso-
porose di silice sono molti, la maggior parte di questi non tratta la stabilita colloidale di
questi sistemi in soluzioni fisiologiche, nonostante la grande importanza che stanno acqui-
sendo nel panorama bio-medico.

Questo punto ¢ essenziale per le future applicazioni mediche, dato che se venisse a mancare
non permetterebbe d’eseguire le prove in witro, essenziali per indagare 'effettiva poten-
zialitd di questi sistemi in ambiento biomedico. Pertanto, il lavoro di questa tesi si &
concentrato su:

e il tipo di polimero da usare: peso molecolare, dimensione, struttura (ramificato,
lineare);
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e sul tipo di procedura da seguire (one step, two step, co-condensazione);

con rilevante peso sull’aspetto della purificazione dei sistemi sintetizzati, dato che per gli
ambienti biologici e cellulari molti reagenti e solventi adottati anche nella soft-chemistry,
come puo essere la sintesi Stober, risultano essere particolarmente nocivi. In conclusione,
si verifichera che i sistemi sintetizzati siano effettivamente disperdibili in soluzioni saline
fisiologiche, e che rimangano stabili per un certo periodo minimo di tempo.
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Capitolo

Nano Carriers: MSN

Nel capitolo precedente sono stati citati alcune delle strutture maggiormente studiate in
ambito bio-medico: liposomi, dendrimeri, particelle virali,.... Tra questi, le nanoparticelle
di silice mesoporose (MSN, Mesoprous Silica Nanoparticles) rappresentano una delle strut-
ture piu promettenti nello sviluppo futuro di nuovi carrier per le strategie di drug delivery.

La silice é classificata dalla FDA, Food and Drug Administration, come riconosciuta
generalmente sicura (GRAS, generally recognized as safe), pertanto ¢ a pieno titolo un
ottimo materiale per possibili applicazioni bio-mediche.

La struttura delle nanoparticelle e la stessa silice, risultano essere bio-compatibili con gli
ambienti fisiologici, presentando una ridotta se non nulla tossicita, dato che non influenza-
no né la velocita di crescita delle cellule, nelle prove in vitro, né le loro membrane cellulari
(e quindi non hanno influenza sulla vitalita cellulare). Questa inerzia biologica sembra
mantenersi per molto tempo.[15, 29|

In molti articoli scientifici é possibile trovare questo materiale presente come semplice shell
attorno a nano particelle di diversa natura, come metalli o semi metalli (nei quatum dot),
allo scopo di sviluppare una stabilita fisica in queste strutture e di ampliare le possibilita
di funzionalizzazione superficiale.[26].

Le ricerche e gli studi condotti invece su nano sistemi a base esclusivamente di silice hanno
evidenziato come questo tipo di strutture siano in realta delle piattaforme molto versatili.
In particolare, risalta la loro capacita di integrare all’interno della loro matrice, in modo
controllato, diverse funzionalizzazioni o nanomateriali con funzioni anche molto diverse
tra loro, ottenendo in tal modo dei sistemi lab-on-the-particle. Oltre a farmaci é possibile
inserire al loro interno anche altri nano-vettori per produrre i cosiddetti vettori della 3°
generazione, descritti nel capitolo precedente.

Un altro punto di forza dei sistemi nanoparticellari di silice & la semplicitd con cui &
possibile controllare la morfologia delle particelle, variandone sia dimensioni che forme o
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funzionalizzazione, agendo direttamente sulle variabili nel processo di sintesi.[30]

La caratteristica principale di queste strutture é I’elevato grado di porosita, la quale si
manifesta con una vasta area superficiale, che puo facilmente raggiungere valori di 1000
m?/g, e un elevato volume di vuoto, superiore anche a 1 cm®/g. Se sezionassimo una
particella mesoporosa di silice cid che osserveremo sarebbe una struttura non piena, ma
intersecata in ogni suo punto da diversi pori che danno al materiale le sue caratteristiche
porose. Come detto precedentemente, la dimensione di queste strutture porose e il loro
arrangiamento sono controllabili in fase di sintesi.

La struttura dei pori varia dal tipo di nanoparticella in esame; esistono sistemi con pori
perfettamente ordinati e disposti con simmetria esagonale mentre altri, senza alcun tipo
di simmetria e altamente disordinati; questa differenza ¢ alla base della classificazione di
questi materiali.[29]

Le strutture conosciute commercialmente come MCM41, fanno parte della famiglia di silici
con pori ordinati, identificate dalla sigla M41S; questi materiali sono presenti in lettera-
tura gia dai primi anni 90, periodo in cui la Mobil sperimentava la produzione di sistemi
a base silice con l'inserimento di composti templanti durante la fase di sintesi. Il termine
M418S in realta, identifica un insieme molto pitt vasto di strutture, aventi pori a forma
cubica (MCM-48) oppure lamellare (MCM-50).

Commercialmente sono anche presenti altre MSN, tra cui la famiglia di strutture classifi-
cate come SBA, sintetizzate in condizioni acide e con templanti non ionici (contrariamente
alla famiglia M41S); anche in questo caso esiste una classificazione sulla base della morfolo-
gia dei pori, da geometria cubica (SBA-11), esagonale 3-D (SBA-12), lamellare (SBA-14),
esagonale 2-D (SBA-15) e a gabbia cubica (SBA-16). Tra queste, la piu interessante dal
punto di vista applicativo é la SBA-15 che presenta struttura conteporaneamente mesopo-
rosa e microporosa.

Nella figura 2.1 sono riportate alcune delle strutture in cui si pud autoassemblare il ten-
sioattivo, le quali svolgono il ruolo di templante nella sintesi della silice mesoporosa.[31]

Tesi/immagini/strutmicelle.png

Figura 2.1: Vari tipi di strutture micellari: A.sferica; B.cilindrica; C.doppio
strato planare; D.micella inversa; E.fase bi-continua; F.liposoma .

Tuttavia le strutture delle nanoparticelle di silice possono essere ancora differenti; esi-
stono infatti, sistemi sempre a base silicea, cavi. Queste strutture, chiamate Hollow silica
nanoparticle, sono costituite da un guscio di silice che racchiude uno spazio vuoto, adatto
per funzioni d’incapsulamento di farmaci e agenti di imaging.[28, 32, 33]

Oltre a tutte le varie strutture fin qui citate, esistono anche delle nano particelle di
silice che non presentano alcuna simmetria nell'impaccamento dei pori, anzi, fanno dell’e-
levato disordine una loro caratteristica identificativa. I pori somigliano a un aggroviglio
di forme tubolari, come i solchi lasciati da un verme in una mela e per tale similitudine
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vengono comunemente chiamati worm-like e classificati come KIT-1 [34].

Per quanto riguarda le dimensioni delle particelle, queste sono perfettamente control-
labili ed é possibile spaziare da poche decine di nanometri a valori superiori del micro
metro, agendo sulle condizione chimiche in fase di sintesi. In ogni caso, questo parametro
¢ dimensionato sulla base dell’applicazione bio-medica della nanoparticella, dato che la
stessa dimensione influisce sulla velocita di diffusione nel sangue e sulla capacita di aderire
alle pareti del sistema circolatorio. Inoltre, particelle di dimensioni troppo elevate vengono
rapidamente eliminate dal sistema immunitario (in questo caso si parla di dimensioni fra
i 1-5 pm).[24]

La forma é I'altro parametro fisico che é possibile modificare gia in fase di sintesi. Par-
ticelle con forma diversa presentano diversi comportamenti, anche se pare non influisca
sull’intrappolamento da parte del RES.

Da alcuni studi, invece, risulta che le zone del corpo in cui si accumulano le strutture di
silice e lo stesso processo d’eliminazione delle particelle é forma-dipendente; cosi, mentre
le particelle sferiche o a forma di un corto bastoncino si concentrano prevalentemente nel
fegato, particelle di forma piu allungata si depositano principalmente nella milza e sono
caratterizzate da cinetiche d’eliminazione diverse.[15]

La possibilita di funzionalizzare le particelle ¢ una delle principale caratteristiche della
silice e uno dei punti di forza di questo materiale.

I gruppi chimici che si vanno a inserire sulla superficie della particella hanno diverse fun-
zioni: introdurre un sito attivo che puo essere usato come step intermedio per legare altre
specie chimiche e svolgere particolari funzionalitd come, targeting oppure di protezione.

I principali approcci per funzionalizzare la superficie di questi sistemi, si dividono in
tre distinte metodologie:

Co-condensazione In questa procedura, le nano particelle vengono sintetizzate in pre-
senza di diversi tipi di precursori, modificati con gruppi funzionali particolari, al fine
di produrre strutture caratterizzate da multi funzionalita; alcuni esempi di questi
composti sono riportato nella figura 2.2. Questo processo ha il vantaggio d’ottenere
delle funzionalizzazioni omogenee sulle superfici delle particelle, inoltre, & possibi-
le operare un controllo della carica superficiale della particella, variando i gruppi
funzionali dei precursori utilizzati.

O‘CHQCHg (\)(}Hch3
CHgCHQO—S‘i— (CHy)3—NH, CchHgo—s‘i— (CHy)3—SH
OCH,CHj OCH,CH;
(a) APTS. (b) MPTS.

Figura 2.2: Alcuni precursori derivati dal TEOS, usati nella funzionalizzazione
delle particelle di silice nel processo di co-condensazione.

Grafting La tecnica del grafting sfrutta la reattivitd dei gruppi ossidrilici liberi sulla
superficie della silice. Tali siti, vengono usati come punto di ancoraggio per diversi
tipi di funzionalizzazione, i quali formano legami covalenti in tal punto.
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imprint coating method In questo procedura, dei complessi metallo-legante, vengono
aggraffati sulla superficie della silice mediante la formazione di un legame covalente
fra la molecola del legante e la particella di silice. Quando viene eliminato lo ione
metallico del complesso, le molecole di legante si trovano gia nella conformazione
adatta per legare altri ioni metallici dello stesso tipo; pertanto, questa procedura
permette d’ottenere funzionalizzazioni molto piu specifiche e selettive rispetto agli
altri processi di grafting.[29]

Il tipo di gruppo funzionale, oltre che a fornire siti di reazione specifici sulla superficie di
silice, ne modifica pesantemente la carica superficiale. Questo parametro ¢ fondamentale
per la stabilita fisica delle sospensione di questi sistemi, in particolar modo quando si tro-
vano all’interno del corpo, dove si é in presenza di soluzioni saline tamponate.

Una caratteristica delle nanoparticelle di silice mesoporosa ¢ la presenza di due distinti
tipi di superficie, una interna ai pori e una esterna a contatto con I’ambiente, che possono
essere funzionalizzate in maniera diversa. L’area interna puo essere trattata in modo tale
che presenti particolari gruppi funzionali sulla propria superficie, i quali possono svolgere
la funzione di stabilizzanti per drug caricati all’interno della particella; al contrario, la
superficie esterna pud essere invece funzionalizzata con polimeri idrofilici (come il PEG)
per aumentare la dispersivita e la stabilita colloidale del nano-sistema.[35, 36] Un’ulte-
riore opzione prevede la possibilita di chiudere parzialmente i pori con alcuni particolari
polimeri-tappo (es. poli acido lattico); in tal modo, ¢ possibile regolare il rilascio dei farma-
ci trasportati dato che questi tappi modificano la loro struttura e conformazione spaziale
in presenza di determinate specie chimiche o di variazione di pH (similmente a quello che
fanno gli smart-polimeri citati nel precedente capitolo). In questo senso, si producono
carrier capaci di rilasciare i farmaci esclusivamente in zone che presentano un particolare
ambiente.[37]

La stabilita fisica di questi sistemi deve essere intesa in due modi:
il primo riguarda esclusivamente la stabilita fisica colloidale del sistema, che risulta deter-
minata dalle forze in gioco all’interno della dispersione; in questo caso, la presenza di una
certa carica sulla superficie della nano particella (nel caso della silice, negativa) introduce
una forza repulsiva di tipo elettrostatico che stabilizza il sistema colloidale, mantenendo
ben separate le nanoparticelle. Questo contributo viene meno quando la soluzione di-
sperdente presenta un’elevata forza ionica o particolari valori di pH [38]. In questo caso il
doppio strato elettrico, con cui si propaga l'effetto di repulsione elettrostatico, si assottiglia
e le particelle risultano aggregare e sedimentare piu facilmente. Percio, funzionalizzare la
superficie di questi sistemi significa modificare tale carica con il rischio di compromettere
la loro stabilita fisica (nel caso in cui i gruppi funzionali vadano a neutralizzare la carica
superficiale), a meno che il gruppo funzionale che si va inserire non determini una varia-
zione della carica, ma introduca un contributo di repulsione sterico (come diversi polimeri

tra cui il PEG). [39]

Il secondo tipo di stabilita deve essere introdotto per tenere in considerazione I’ambien-
te fisiologico che le particelle incontrano nelle applicazioni biomediche. In questi ambienti,
una particella risulterd maggiormente stabile quando presenta un basso tasso d’adsorbi-
mento proteico superficiale ,dato che verra poi difficilmente riconosciuta dal sistema im-
munitario del corpo umano (es. macrofagi).

In questo senso, il segno della carica superficiale puo influenzare il fenomeno dell’aggre-
gazione; infatti molte componenti cellulari e la maggior parte dei sistemi biologici sono
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caricati negativamente, e pertanto possono dare un interazione non specifica con nanopar-
ticelle caricate con segno opposto.[23]. Anche in questo caso, la funzionalizzazione con vari
polimeri idrofilici permette un aumento di questo tipo di bio-stabilita.

Esistono due processi con cui si possono produrre particelle di silice: il metodo Stober
e il processo di microemulsione inversa, entrambi metodi con approccio bottom-up. Le
silici usate come supporto fisico in questo lavoro di tesi sono state prodotte esclusivamente
mediante processo Stober, che verra illustrato di seguito.

2.1 Sintesi Stober templata

La sintesi Stober ¢ una processo sol-gel ideato dal chimico Werner Stober nella seconda
meta degli anni 60’ [40], che per la sua semplicita e versatilita si & imposta come la metodo-
logia piu diffusa per la produzione di nano particelle di silice di forma sferica; un esempio
di questi sistemi é raffigurato nella figura 2.3. Il processo prevede la formazione control-
lata di particelle di silice, mediante il controllo delle reazioni d’idrolisi e condensazione di
precursori alcol-silani, fig. 2.4, tutto cio avviene in soluzioni alcoliche a elevato pH.

Tesi/immagini/Si02p. jpg

Figura 2.3: Esempio di una classica particella di silice sintetizzata mediante
processo Stober.

Il processo permette d’ottenere una popolazione monodispersa di nanoparticelle, che in
termini numerici significa una variabilita nella distribuzione delle dimensione al massimo
del 10%. La forma di queste strutture & funzione della dimensione: particelle con diametro
inferiore ai 100 nm tendono a essere meno sferiche rispetto a particelle pitt grandi per il
semplice motivo che le disomogeneita che appaiono nei primi stadi di crescita delle sfere
di silice vengono omogeneizzate durante la costruzione della matrice.[41]

Le reazioni in cui concorre il precursore della matrice di silice sono: l’idrolisi e la
condensazione.
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2.1. Sintesi Stober templata 2. Nano Carriers: MSN

Nella prima, il gruppo alcossido del precursore viene sostituito da un gruppo -OH,

Tesi/immagini/stober.png

Figura 2.4: Schema delle reazioni d’idrolisi (A) e condensazione (B) di un
precursore della silice, processo Stoober.

mediante reazione d’idrolisi con ’acqua.

La seconda invece, prevede la formazione di un legame silossano con un altro precursore
idrolizzato oppure con uno ancora non sostituito, come riportato in fig. 2.4.

Le due reazioni risultano catalizzate da due diversi valori di pH. Mentre la velocita d’idrolisi
risulta incrementare in ambiente acido e conduce alla formazione di un gel, la reazione
di condensazione supera la prima solo per elevati valori di pH, con un meccanismo di
catalisi riportato in fig. 2.5, e conduce invece alla sintesi di particelle di silice con forme e
dimensioni determinate.[42]

Tesi/immagini/base.png

Figura 2.5: Meccanismo di catalisi basica della reazione di condensazione. La
base deprotona un gruppo -OH di una molecola di alcossi silano rendendola mag-
giormente nucleofila; il passaggio successivo é la reazione di condensazione dove
si ha P’attacco nucleofilo della precedente molecola su di un’altra di precursore.
Quest’ultima reazione é catalizzata dalla maggior nucleofilicita del componente
nucleofilo.

La nucleazione e la crescita di questi sistemi dipendono da diverse variabili di processo:
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e la percentuale di acqua nell’ambiente di sintesi.
L’acqua € necessaria al processo d’idrolisi e ne accelera la reazione; la sua concentra-
zione modifica la dimensione finale della particella, inizialmente aumentandone il dia-
metro per poi invertire I'effetto a causa della maggior diluizione dei siti di nucleazione
delle particelle.

e pH e tipo di catalizzatore.

In generale, la specie chimica utilizzata come base & ammoniaca (NHj); essendo la
specie chimica che promuove la reazione di catalisi basica, anche la sua concentrazione
influenza le dimensioni finali della particella. Nello specifico, elevate concentrazioni
di ammoniaca producono particelle di grandi dimensione; questo effetto si inverte
ad elevati pH dato che aumentano i siti di nucleazione e per tanto la quantita di
precursore viene distribuita fra molte pitl particelle con il risultato di diminuire le
dimensioni medie delle particelle.

e il tipo di alcol usato come co-solvente.
11 tipo di alcol influisce sulla velocita di formazione delle particelle; per questa varia-
bile, la cinetica segue la serie:

Metanolo > Etanolo > n-Butanolo > ecc.

Allo stesso modo varia la distribuzione e il valore medio della dimensione delle
particelle prodotte.

e il precursore.
Influisce, attraverso la sua concentrazione e il tipo di sostituenti a cui é legato, sempre
sulla dimensione delle particelle. Ovviamente maggiore sara la quantita di precursore
utilizzato, maggiore sara il diametro medio finale di queste.

Il controllo di ognuno di questi permette d’ottimizzare il processo di sintesi e i parametri
fisici delle particelle.[41, 42]

Meccanismo di formazione Il processo di formazione delle nanoparticelle di silice é
stato soggetto di diversi studi; tali ricerche hanno confermato che la produzione delle
particelle avviene attraverso due distinti meccanismi, riassunti nei seguenti modelli:

e Il primo ¢ il modello dell’addizione di monomeri.
Dove si considera il processo di idrolisi come la reazione limitante dell’intera sintesi.
In questo modo la crescita della particella avviene solo per successiva aggiunta di
monomeri e risulta dipendere dalla concentrazione di precursore, nello specifico dalla
concentrazione elevata alla 1/6.

e il secondo ¢ il modello dell’aggregazione controllata.
Questo modello prevede che la formazione delle particelle sia causata, invece, dall’ag-
gregazione di pitl particelle primarie, in genere dimeri del precursore. In questo caso,
la velocita di aggregazione é il fattore che incide sulle dimensioni e sulla distribuzione
delle particelle finali.

Cio che effettivamente avviene é una contemporanea azione dei due meccanismi, anche se
in particolari condizioni uno risulta prevalere sull’altro.[41-43]

Le particelle ottenute con il semplice processo Stéber sono strutture piene che presen-

tano un ultra-microporosita [41], pertanto non sono sfruttabili come possibili carrier per
applicazioni biomediche.
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Nel 1992, Kresge et al. [44] idearono una variante della procedura Stober con cui era
possibile sintetizzare particelle di silice dotate di un’elevata porosita; questi sistemi sono
caratterizzati da pori in un intervallo tra 1.5 e 10 nm e disposti con vari arrangiamenti.
Questa sintesi richiede I'uso di agenti templanti, tipicamente tensioattivi organici di varia
dimensione e natura. Questi composti, si autoassemblano per generare strutture 3D mi-
cellari di varia forma che sono determinate dalle variabili dell’ambiente di reazione come:
pH, concentrazione del surfattante e rapporto acqua/alcol.

Le strutture autoassemblate di surfattante fungono da templante per la struttura di
silice in formazione, come é riportato nella figura 2.6. In particolare, la silice si dispone
attorno ai sistemi micellari per interazione elettrostatica (la silice di per sé presenta una
carica negativa, mentre la testa polare delle micelle & carica positivamente) per generare
particelle mesoporose in cui é intrappolato il tensioattivo, che viene poi rimosso per sem-
plice calcinazione o estrazione chimica.[37]

Tesi/immagini/Mobil.png

Figura 2.6: Nella figura sono riportati i principali passaggi della sintesi di par-
ticelle di silice mesoporore. Inizialmente viene posto il surfattante (1) nell’am-
biente di reazione, che si autoassembla in strutture 3D di varia forma (2). Una
volta aggiunto il precursore, la struttura di silice si condensa attorno le mi-
celle per interazione elettrostatica (3); il passo successivo ¢ 'eliminazione del
surfattante per estrazione chimica o calcinazione
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11 surfattante maggiormente utilizzato ¢ il CTAB, fig. 2.7 [21, 45, 46], ma ¢ possibile uti-
lizzare altri tipi di surfattanti a carattere anionico, cationico o semplicemente senza carica
(non ionico)[47] come alcuni tipi di co-polimero tra cui il PluronicF127.

Tesi/immagini/CTAB.png

Figura 2.7: CTAB: CetilTrimetilAmmonio Bromuro

Variando il tipo di surfattante, nello specifico la lunghezza della sua catena alifatica,
é possibili regolare entro certi limiti la dimensione delle strutture micellari e quindi la
dimensioni dei pori [48], oltre che a incidere in parte sulle dimensioni finali delle particelle
di silice [38]. In ogni caso il parametro piu importante da tenere in considerazione & il
parametro d’impaccamento, g, definito come:

_ Vv
9= hay

dove, come mostrato in fig. 2.8, V ¢ il volume che occupa l'intera molecola di surfattante,
h, la lunghezza della catena idrofobica e a, I'area della sua testa polare.

Tesi/immagini/surfa.png

Figura 2.8: Nell’immagine, si fanno notare le corrispondenze reali dei parametri
V, h, a,. Sinoti come V /h sia ’area media che occupa la catena idrofobica e che
il conseguente valore di g non ¢é altro che un indicazione di quanto quest’area
sia maggiore o minore rispetto a quella fissa della testa polare.

Il parametro g determina la forma delle strutture micellari in cui si autoassemblano le
molecole di surfattante ed é funzione del pH, della concentrazione di surfattante e della
presenza di co-solventi. All’aumentare di tale parametro, le strutture delle micelle su-
biscono una transizione di fase, modificando la propria geometria. Pertanto una scelta
accurata dei parametri di sintesi permette di scegliere 'arrangiamento, la dimensione e la
forma delle strutture 3D del surfattante che di conseguenza definisce la struttura finale
delle particelle di silice prodotte.

Al fine di esporre ogni aspetto che riguarda questo tipo di processo, é doveroso riportare

qualche informazione sul metodo d’estrazione del surfattante dalle nanoparticelle di silice
mesoporosa, dato che & questo risulta tossico per ’ambiente cellulare, in particolare nel
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caso si usi il CTAB [49]. L’eliminazione pud avvenire per calcinazione o estrazione chimica.
La prima richiede elevate temperature (superiori ai 400-500°C ) e comporta ’eliminazione
fisica della componente organica e la condensazione dei gruppi silanolici che hanno reagito
solo in parte [29]; il processo causa un certo grado di condensazione fra le singole parti-
celle, che comporta un certa aggregazione e una conseguente diminuzione della stabilita
colloidale delle sospensioni.[15]

Il secondo processo é 'estrazione chimica. In questo caso le particelle di silice sono sotto-
poste a pitl estrazioni con acidi e solventi alcolici, in particolare metanolo ed etanolo. Il
vantaggio & che non si incorre in processi d’aggregazione come nel caso precedente [15] e
si ottengono nano-particelle separate e con basso grado d’aggregazione.

Nel prossimo capitolo si approfondira la possibilita di funzionalizzare queste nano par-

ticelle con il polimero PEG, allo scopo d’incrementare la loro stabilita fisica non solo
all’interno del corpo umano, rispetto all’adsorbimento proteico e all’opsonizzazione in ge-
nerale, ma anche nelle sospensioni prodotte in PBS (Phosfate Buffer Solution) dove le
particelle di silice non funzionalizzate non riescono a rimanere disperse per pit di pochi
minuti.
La stabilita fisica delle sospensioni in PBS ¢ assolutamente necessaria per eseguire i test in
vitro ed é sorprendente constatare come nonostante gli studi su questi materiali siano innu-
merevoli e stiano proseguendo da svariati anni, sono pochi quelli che trattano quest’ultimo
aspetto, tutt’altro che banale.|[15]
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Capitolo

PEGylation

Il termine PEGylation & usato per indicare il processo di aggraffaggio di molecole di PEG
(Poli Etilen Glicole) sulla superficie di un generico supporto fisico. Il polimero si puo
ancorare in diversi modi:

e un fisi-adsorbimento; un semplice adsorbimento superficiale senza alcun tipo di
legame chimico, e in alcuni casi promosso da interazione elettrostatiche tra superficie
e polimero;

e un chemi-adsorbimento, ovvero con la formazione di un vero e proprio legame
chimico tra il PEG e il supporto da PEGylare.

e oppure, mediante un intrappolamento all’interno della matrice del materiale da
funzionalizzare;[50, 51]

PEGylare significa generare un layer di PEG su di una superficie, allo scopo di svilup-
pare una resistenza all’adsorbimento superficiale di macromolecole biologiche, proteine ed
enzimi, e/o introdurre una componente di stabilizzazione sterica nel caso di sistemi in
sospensione.

La presenza del polimero dona al supporto una serie di proprieta, utili nelle applicazioni
biomediche; infatti, la strategia della PEGuylation risulta vincente nel proteggere vari tipi
di nanoparticelle, in particolare quelle finalizzate alle tecniche di Drug Delivery e Imaging.
Essenzialmente, la funzionalizzazione superficiale con il PEG previene e inibisce il processo
di opsonizzazione impedendo alle proteine del sistema immunitario di depositarsi sulle na-
no particelle, rendendole di fatto stabili per maggior tempo all’interno del flusso sanguineo;
inoltre, la dimensione aggiunta del sistema PEGylato riduce la probabilita che la particella
sia filtrata dai reni e conseguentemente espulsa prematuramente dal corpo umano [22, 52,
53]. I sistemi PEGylati manifestano una minor immunigenicita rispetto alle controparti
non PEGylate come conseguenza della copertura pressoché totale della loro superficie da
parte del polimero, il quale evita I'interazione fra 'interfaccia della particella e gli antigeni,
che segnalerebbero il corpo estraneo ai macrofagi e ne rivelerebbero la presenza all’interno
del corpo ospite.

Poter disporre di medicinali o vettori farmacologici con queste caratteristiche permette di
utilizzare i farmaci con maggiore efficienza, consentendo da un lato un guadagno in termini
di costo del principio attivo, e da ’altro, I'insorgere di minori effetti collaterali a vantaggio
del paziente, come dimostrato in fig. 3.1, dove si confronta 'andamento temporale della
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3. PEGylation

concentrazione di un farmaco (Uinterferone) in forma base oppure dopo essere stato PE-
Gylato.

Nei sistemi colloidali, ’applicazione del processo di PEGuyaltion alle particelle costi-
tuenti il colloide, permette di ottenere sospensioni piu concentrate e con maggior stabilita
fisica nel tempo; cio risulta possibile grazie al contributo di repulsione sterica che genera
il layer di PEG e che mantiene, dal punto di vista energetico, stabile la sospensione [54].
Inoltre & possibile sfruttare I’affinita del polimero con solventi non acquosi, per miglio-
rare la solubilita di enzimi o proteine altrimenti difficilmente solubili; funzionalizzando
la superficie degli enzimi con il poli etilene glicole, si rendono accessibili alcune reazione
enzimatiche anche in ambienti diversi non canonici alle macromolecole biologiche, il tutto
con una modesta perdita dell’efficienza catalitica [53].

Tesi/immagini/Tempodivital.png

(a) Farmaco non PEGylato.

Tesi/immagini/Tempodivita.png

(b) Farmaco PEGylato.

Figura 3.1: Effetto  della  strategia di  PEGylation  applicata
al’Interferone(IFN)-a2a: la figura a riporta l'andamento della concen-
trazione dell’IFN nel flusso sanguineo durante un ipotetica settimana, si
possono chiaramente distinguere © momenti delle tre assunzioni del farmaco; la
figura b riportata invece, come varia la concentrazioni di un sistema PEGQIFN
(il PEG wusato ha peso 40 KDalton), si puo notare come la PEGylation
mantenga la concentrazione della proteina costante per tempi maggiori che in
assenza dello strato protettivo di PEGm [55]

I primi studi che trattano le strategie di funzionalizzazione superficiale con il PEG
risalgono ai lavori di Abuchowski et AL[56, 57| svolti verso la fine degli anni 70’. In questi
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articoli si sono mossi i primi passi nello sviluppo delle procedure di PEGylation. Inizial-
mente, i primi sistemi ad aver subito il processo di PEGylation erano degli enzimi, in
particolare quelli della famiglia delle hydrogen-peroxide oxidoreductase, di origine bovina.
Lo scopo, dei primi lavori di Abuchowski, era di sviluppare un’immunita biologica sugli
enzimi- PEGylati una volta re-iniettati nel corpo di topi, al fine di dimostrare ’efficacia
del processo di PEGylation nello sviluppo di proprieta stealth su macromolecole organiche
applicate in vivo. I risultati positivi di queste iniziali ricerche hanno spinto altri ricercatori
a sviluppare nuove tecniche di PEGylation su nuovi supporti, in particolare su proteine e
nano carriers per applicazioni biomediche.

La ricerca in questo campo é molto attiva come testimoniano gli svariati lavori che si
possono trovare in letteratura sull’argomento. Questi ultimi spaziano dall’ottimizzazione
dei vari processi di PEGylation, all'implementazione di modelli teorici capaci di spiegare i
meccanismi di protezione derivanti dallo strato di PEG. Parallelamente si sono sviluppati
nuovi composti chimici derivanti dal PEG, aggiungendo nuove possibilita di funzionaliz-
zazione a quella che gia oggi ¢ una considerevole chimica di coniugazione del poli etilene
glicole[52, 53, 58].

Nella prossima sezione, si esporra la teoria alla base del processo di protezione dall’ad-
sorbimento proteico generato dalla funzionalizzazione superficiale di polimeri, allo scopo
di capire quali siano le variabili che influenzano maggiormente questo fenomeno. Succes-
sivamente verra riportata una breve descrizione del PEG (Poli Etilene Glicole), per capire
quali sono i motivi per cui ¢é stato scelto questo particolare polimero.

3.1 Modelli teorici

[’adsorbimento superficiale delle proteine in presenza di polimeri aggraffati € un processo
molto difficile da modelizzare a causa dell’elevato numero di variabili in gioco; lo studio di
questi fenomeni richiede, oltre che a una profonda conoscenza delle energie d’interazione
di ogni componente che costituisce il sistema, di tener conto di tutte le possibili configura-
zioni delle varie strutture molecolari insite nel modello (che nel caso di polimeri e proteine
influiscono in misura elevata sulla descrizione del problema). Un’ulteriore complessita
del sistema ¢ introdotta dal tipo di superficie funzionalizzata; a seconda dell’interazione
polimero-superficie varia la resistenza all’adsorbimento proteico della superficie stessa, da-
to che si modifica la distribuzione stessa delle catene (piu precisamente dei monomeri del
polimero) nei pressi dei siti di aggraffaggio.

Queste difficolta sono state superate in parte solo negli ultimi tempi con ’accesso a cal-
colatori con elevata velocita di elaborazione dei dati, i quali hanno consentito 1'uso di
simulazioni molecolari pit elaborate con grandezze-output termodinamiche piu precise.
Contemporaneamente, negli ultimi vent’anni sono stati presentati diversi approcci teorici
al problema, ognuno dei quali presentava vincoli sempre meno rigidi ai modelli rendendoli
via via piu fedeli al fenomeno reale.

I primi modelli risalgono ai lavori di Jeon et Al, dove il problema dell’adsorbimento
superficiale delle proteine veniva considerato in termini energetici, e in particolare, veni-
va ricavata ’energia libera richiesta da una proteina per raggiungere una superficie con
aggraffati dei polimeri.
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Tesi/immagini/modellol.png

Figura 3.2: Modello utilizzato nel lavoro di Jeon et All®; si noti lo strato di

)

PEG assunto come una struttura perfettamente ordinata a brush.

Il sistema descritto da questo modello consiste in una superficie a carattere idrofobo,
ricoperta da uno strato di polimero aggraffato in conformazione rigorosamente brush, che
interagisce con una proteina di dimensioni infinite, la quale rivolge la propria componente
idrofoba verso la superficie, come mostrato in fig. 3.2.

In dettaglio, I’approccio utilizzato da Jeon et Al calcola la repulsione sterica generata dal-
le catene polimeriche, dividendone il fenomeno in due contributi distinti: uno osmotico e
uno elastico, caratterizzati da due costanti K; e Ky ricavate empiricamente. Questi due
contributi raccolgono le interazioni repulsive dovute alla presenza del peptide all’interno
della struttura del polimero; il contributo osmotico racchiude la variazione dei potenziali
chimici tra il bulk e I'interno del layer di polimero, mentre quello elastico spiega la varia-
zione delle strutture polimeriche a causa della compressione esercitata dal corpo estraneo.
Le interazioni attrattive derivano da forze di tipo di Van der Waals fra i principali corpi
macroscopici che costituiscono il sistema (proteina-polimero, proteina-superficie, e le inte-
razioni con il solvente) e sono calcolate mediante le costanti di Hamaker per ogni coppia
d’interazione.

L’approccio al problema di Jeon, considera anche la possibile interazione attrattiva pre-
sente fra le componenti idrofobe della proteina e della superficie; per piccole distanze, tale
forza risulta raggiungere intensita di 2 ordini di grandezza maggiore rispetto alle intera-
zione di Van der Waals considerate in questa teoria e per tanto assume un ruolo chiave
nella fisica del processo di adsorbimento proteico.

Il modello pero, applica delle importanti approssimazioni: in primo luogo, richiede che le
catene polimeriche formino uno strato di tipo brush, a spazzola, perfettamente ordinato e
cio ¢é in contraddizione con molti lavori in cui si risalta il fatto che una struttura del genere
¢ difficile da ottenere con polimeri a basso PM [25, 60]; inoltre, le interazioni considerate
in quest’approccio sono: la repulsione sterica tra le catene di polimero e le proteine, le
forze attrattive di Van der Waals tra la superficie e le proteine, e le eventuali interazioni
idrofobiche fra la superficie e la componente idrofoba delle proteine, le quali sono solo una
parte del totale interazioni presenti e non tengono conto delle varie conformazioni delle
proteine e del polimero.

I risultati ottenuti da questo approccio teorico rispecchiano i dati sperimentali, concluden-
do che la capacita di impedire I’adsorbimento proteico su di una generica superficie sia una
funzione della densita superficiale delle catene e del peso molecolare medio del polimero
usato. [59] Anche se il modello di Jeon et Al spiega il minor assorbimento superficiale
di proteine come una conseguenza delle interazioni steriche del polimero presente sulla
superficie, in realta una miglior conoscenza del meccanismo d’adsorbimento,sviluppata in
questi ultimi anni, fa capire che gli effetti di tutte le variabili che governano il fenomeno
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d’assorbimento proteico sono ancora poco conosciuti.

Un modello pit universale deriva dai lavori di Subramanian et Al [61]; in questo caso
non si tratta il problema di un adsorbimento superficiale di proteine come tale ma pit
generalmente dell’avvicinamento di un generico corpo solido a una superficie funzionaliz-
zata con catene polimeriche. Il sistema che descrive questo modello ¢ molto vicino alla
geometria del precedente: una superficie su cui sono aggraffate delle catene polimeriche
e una particella in prossimita delle terminazioni del polimero. Le somiglianze si limita-
no a questo, dato che l'obbiettivo di questa rappresentazione é capire l'influenza delle
conformazioni del polimero sull’energia libera del sistema; il calcolo ricorre all’'uso della
self-consistent field theory per ricavare le energie del sistema. Il punto di forza di que-
sto modello, a differenza del precedente, & che considera due diverse configurazioni del
polimero aggraffato in superficie:

e la forma mushrooms, ovvero a fungo; dove il polimero si allarga sulla superficie,
occupandone una vasta area;

e ¢ la forma brush, a spazzola; in cui il polimero, proprio come in una spazzola, si
dispone con le catene perpendicolari alla superficie.

Per ognuno di questi stati, vengono prese in considerazione le situazioni in cui lo strato
polimerico si comporti come solido oppure liquido.

Nel caso della conformazione brush, il termine strato solido indica che i siti di aggraffaggio
del polimero sono immobili sulla superficie, percio, qualsiasi interazione che avviene con
possibili particelle in superficie non modificano in alcun modo la densitad delle catene
polimeriche; al contrario, per strato liquido si intende il caso in cui i siti d’aggraffaggio del
polimero si possano muovere sulla superficie mantenendo pero il numero totale delle catene
costante; in quest’ultimo caso, in presenza di un interazione é possibile che la densita di
catene superficiali possa variare localmente, uno schema di questo modello viene mostrato
in fig. 3.3.

Tesi/immagini/modello2a.png Tesi/immagini/modello2b.png

(a) Polimero in conformazione brush; lo (b) Polimero in conformazione brush,

strato polimerico viene considerato solido lo strato polimerico viene considerato li-

con densita oo costante . quido, con o wariabile a seconda delle
interazioni.

Figura 3.3: Modello grafico dell’approccio seguito da Subramanian et Al [61].

Questo approccio € molto interessante dato che prende in considerazione le variazione
della struttura dello strato polimerico e le stesse configurazioni del polimero, quando vi
sono delle particelle estranee in prossimita della superficie. Infatti, i risultati ottenuti da
questo modello permettono di discriminare, anche energeticamente, le situazioni in cui
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il polimero si presenti strutturato a brush o mushrooms, confermando 'importanza della
morfologia dello strato polimerico nel fenomeno dell’assorbimento proteico.

Nonostante i modelli fin qui descritti riescano a spiegare in maniera pitt 0 meno appros-
simativa la resistenza di una superficie all’adsorbimento proteico in presenza di un polimero
aggraffato, negli ultimi anni é stata sviluppata una teoria che analizza decisamente con
maggior dettaglio questo problema. Tale teoria prende il nome di SCMF, Single Chain
Mean Field ¢é sara esposta nella prossima sezione del documento. Va precisato che fin qui
il problema analizzato riguarda solamente I’adsorbimento proteico, in realta, ’argomento
di questa tesi, la PEGylation, é un processo usato anche per migliorare la stabilita dei
sistemi colloidali. In quest’ultimo tipo di problema, 'approccio teorico generalmente pit
accettato é la teoria DLVO che sara spiegata brevemente nei capitoli successivi.

3.1.1 Teoria SCMF, Single Chain Mean-Field

La teoria oggigiorno pitt completa e accettata, per la descrizione dell’adsorbimento super-
ficiale di proteine su di una generica superficie funzionalizzata con polimeri, é la SCMF,
Single Chain Mean-Field.

La teoria SCMF, prende in considerazione tutte le possibili interazioni del sistema, sia
rispetto al polimero e sia rispetto alle proteine e alla superficie in esame; di questi compo-
nenti considera le interazioni di tipo intramolecolare e intermolecolare. In particolare per
quest’ultimo tipo d’interazione, la teoria introduce con un’approssimazione di campo me-
dio. Tuttavia, i risultati e le simulazioni di questo modello, forniscono dati e informazioni
qualitativi sulle grandezze termodinamiche del sistema in accordo con le osservazioni spe-
rimentali e simulazioni al computer, pertanto le approssimazioni che il modello introduce
non influiscono in modo significativo sulla sua capacita di descrivere il problema in modo
corretto.

La trattazione matematica della teoria esula da questo lavoro ma é riportata in diversi
lavori.[62, 63]

Le varie simulazioni condotte con questo approccio teorico conducono a importanti
risultati che possono essere riassunti in pochi punti:

e la densita di polimero aggraffato superficialmente é il fattore chiave per la protezione
delle superfici dall’adsorbimento proteico;

e il tipo di superficie ha un importante ruolo nel modificare la struttura del layer
polimerico e quindi il suo comportamento rispetto al fenomeno dell’adsorbimento
proteico;

e il vero effetto protettivo del polimero non nasce dalla sua interazione sterica, anche
se ne é un importante fattore, ma dalla sua capacita di occupare i siti superficiali
dove le proteine possono adsorbire, riducendone di fatto il loro numero nel volume
prossimo alla superficie. [25]

e ogni tipo di struttura dello strato polimerico ha punti di forza e debolezza, per esem-
pio: a parita di densita di catene, la conformazione brush riduce la cinetica dell’ad-
sorbimento proteico superficiale grazie all’estensione delle catene verso il bulk della
soluzione. Pero, una volta raggiunto uno stato d’equilibrio fra proteine adsorbite e
desorbite, presenta in termini assoluti, un maggior numero di peptidi sulla superfi-
cie. Al contrario, in situazioni in cui la conformazione del polimero é maggiormente
schiacciata sulla superficie (mushroom o pancake) si ha leffetto opposto, le proteine
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adsorbite all’equilibrio sono di meno ma l’equilibrio viene raggiunto in un lasso di
tempo minore.

e nei casi in cui, la densita di catene non permetta ’adsorbimento delle proteine perché
non vi é lo spazio fisico necessario all’adsorbimento, questo avviene lo stesso a causa
della flessibilita dei peptidi. Infatti, possono variare la loro configurazione e penetrare
lo strato di polimero; tale effetto deve essere studiato e calcolato per ogni tipologia
di proteina.

I risultati ottenuti con la teoria SCMF sono coerenti con le soluzioni ottenute con le
simulazione al computer e le sue previsioni risultano riprodurre fedelmente il fenomeno
d’assorbimento reale e l'effetto delle variabili.

Nonostante cio il modello teorico appena esposto mostra dei importanti limiti: non si tie-
ne conto della cinetica del processo, non si considerano le interazioni proteina-polimero a
lungo raggio e il caso in cui il grafting polimerico sia disomogeneo.

A parte cio, il successo di questo modello sta nel riuscire a fornire una spiegazione teorica
dell’entita degli adsorbimenti superficiali delle proteine, al variare di diversi fattori fisici
quali [25]:

e conformazione del layer polimerico;
e densita superficiale delle catene;

e tipo di superficie;

e dimensione della catena di polimero;

Non é possibile trattare separatamente ogni fattore (densita,conformazione,...) dato che
sono legati indissolubilmente fra loro; & possibile, pero,discriminare due casi ben distinti:

e il caso in cui la superficie PEGylata non abbia alcun tipo d’interazione con i mono-
meri del polimero, come mostrato in fig. 3.4;
In questo caso, la struttura del layer é data dal valore della densita di catene aggraf-
fate superficialmente; a un basso valore di densita, le catene di polimero si trovano
isolate tra loro e pertanto assumono la strutture di tipo mushroom, mentre nel caso
di densita piu elevate, le varie interazioni steriche fra le catene permettono allo strato
polimerico d’assumere la conformazione a brush.
In queste condizioni, la lunghezza della catena non influisce sulle proprieta dello stra-
to polimerico[64].

e il caso in cui la superfici PEGylata abbia un comportamento di tipo attrattivo verso
le componenti del polimero,fig. 3.5;
In questo secondo caso, quando il polimero presenta bassi valori di densita, assume
una forma a pancake, presentandosi appiattito per tutta la sua lunghezza sulla super-
ficie . Contrariamente al caso di prima un aumento del numero di catene di polimero
non porta alla formazione di un layer a brush, infatti vi é una sovrapposizione delle
due configurazione che dipende molto dalla lunghezza del polimero [60].

Ogni conclusione derivante dai ragionamenti condotti fin’ora sulla teoria SCMF ¢é per-
fettamente applicabile nelle situazioni in cui il polimero aggraffato sia il Poli Etilene Glicole,
o PEG.
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Tesi/immagini/Superf.png

Figura 3.4: Nella figura sono riportate le due configurazioni che assume il poli-
mero quando la superficie non ha alcuna interazione con le catene di polimero.
Nella parte a si ha bassa densita di catene e la conformazione é di tipo brush-
room; nella parte b la densita di PEG aggraffato ¢ maggiore e le catene formano
la struttura a brush

Tesi/immagini/SuperfB.png

Figura 3.5: Nella figura sono riportate le due configurazioni che assume il poli-
mero quando la superficie ha un’interazione attrattiva. Nella parte a si ha bassa
densita di catene e la conformazione é di tipo a pancake; nella parte b la densita
di polimero aggraffato € maggiore e le catene, anche se rimangono parzialmente
schiacciate sulla superficie, tendono a formare una debole struttura a brush

3.1.2 Teoria DLVO

La teoria SCMF descriva egregiamente le interazioni fra proteine e superfici PEGylate;
nei sistemi in sospensioni, come nel caso di nanoparticelle di silice funzionalizzate con il
PEG allo scopo d’inibire i processi di flocculazione e segregazione, viene in genere appli-
cata la teoria DLVO (acronimo delle iniziali degli ideatori della teoria: Derjaguin, Lan-
dau, Verwey e Oveverbeek). Questo approccio teorico € capace di calcolare 'energia del
sistema-sospensione e a descrivere le forze in gioco all’equilibrio, tenendo conto del volume
di sovrapposizione dei gusci del polimero e delle costanti di Hamaker facilmente reperibi-
li in letteratura [65]. La teoria DLVO permette di studiare I'interazione tra le particelle
disperse in un liquido definendo quindi, i parametri all’interno dei quali la sospensione &
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stabile.

Tesi/immagini/DLVO.png

Figura 3.6: Modello del sistema studiato dalla teoria DLVO; § & lo spessore dello
strato di PEG, h ¢ la distanza fra le particelle considerate sfere rigide e R ¢ il
raggio delle particelle [66].

Questa teoria assume che le particelle si comportino come sfere rigide circondate da
uno strato pitt o meno flessibile di PEG, come mostrato in fig. 3.6; anche in questo caso di
provvede al calcolo delle varie energie d’interazioni del sistema [66], che si possono dividere
in:

e interazioni attrattive di Van der Waals, calcolata tra due particelle aventi diametro
R e spessore dello strato polimerico superficiale 4.
Per determinare il valore di tale interazione & necessario conoscere le costanti di
Hamaker sia del polimero che avvolge le particelle(s) sia del mezzo di dispersione (m)

che della la stessa particella;

e interazioni repulsive causata dal doppio strato elettrico formato dagli ioni adsorbiti
sulla superficie delle particelle.
Il modello DLVO lega questo tipo d’interazione allo spessore del doppio strato elettrico
descritto dal modello di Debye-Hiickel, alla forza ionica del mezzo disperdente e alla
carica superficiale che presentano le stesse particelle.
Questo tipo di interazione viene a mancare in ambienti ad elevata forza ionica ed ¢ il
motivo principale per cui si esegue il processo di PEGylation.

e interazione sterica dovuta alla presenza del polimero in superficie; questa componente
si divide in due parti.
La prima é un interazione di tipo osmotico, tale termine deriva infatti dal flusso di
solvente che si viene a generare a causa della variazione del potenziale chimico del
mezzo disperdente nella zona di sovrapposizione dei due gusci polimerici, per cui a
distanze comprese tra §<<h<29J.

Il secondo tipo d’interazione sorge quando le distanze fra le particelle sono inferiori
a h<d; si tratta di una forza di tipo elastico, dovuta alla perdita di entropia di con-
figurazione delle catene causato dal contatto con la superficie delle altre particelle.

Sommando i vari contributi ¢ possibile conoscere i profili dell’energia libera del sistema al
variare della distanza fra le particelle cosi da comprendere quando la sospensione é termo-
dinamicamente stabile (si sta sempre trattando equilibri termodinamici e non cinetica) o
quando si ¢ in presenza di fenomeni di flocculazione/aggregazione.
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3.2 PEG

Il PEG ¢ un polimero termoplastico idrofilico;

—(CH,CH,0 Yi—

disponibile in svariati pesi molecolari (dalle poche centinaia alle svariate migliaia di Dal-
ton), con una discreta monodispersione (M,,/M,), circa a 1.01 per bassi pesi molecolari
< 4000 Da e maggiore, circa 1.1, per polimeri con PM elevato (> 50.000) .

Il PEG ¢ sintetizzato dall’ossido d’etilene mediante polimerizzazione anionica ad apertura
d’anello, inizializzata da un attacco nucleofilo portato da uno ione idrossido all’anello epos-
sidico. In particolare, nell’applicazione studiata in questo lavoro, viene usata la sua forma
mono-metilata, derivante da una polimerizzazione inizializzata da uno ione metossido, al
fine d’ottenere una catena con un solo gruppo funzionale -OH.

Il polimero che si trova in commercio presenta un problema di cui va tenuto debito
conto; in genere, a causa della presenza di acqua nel reattore di sintesi possono rimanere
tracce nel prodotto finale di composti diolo-PEG non metilati. Queste catene presentano
PM molto elevati dato che la crescita del PEG avviene su pitl gruppi attivi; in tal modo,
questi composti possono arrivare a rappresentare fino al 15% in peso del polimero totale,
causando difficolta nei calcoli delle sintesi e nelle procedure stesse di PEGylation.

Per ovviare a questo problema esistono procedure che metilano i dioli-PEG in eccesso e
che possono essere eseguite in laboratorio, precedentemente alla fase di PEGylation[67].

La struttura chimica del PEG lo rende un composto solubile allo stesso tempo in am-

bienti acquosi e organici, anche se la sua solubilita risulta inversamente proporzionale al
peso molecolare e alla temperatura. La temperatura d’ebollizione e fusione varia con il
PM medio della soluzione polimerica, in genere per PM minore di 500 si presenta liquido
a temperatura ambiente, mentre & solido al di sopra di tale valore.[50, 68, 69]
Il polimero possiede una buona resistenza ad acidi e a basi, sopporta temperature mode-
ratamente elevate (per brevi periodi di tempo) e la presenza di agenti ossidanti come il
perossido d’idrogeno e il Sodio Boro idruro. Oltretutto risulta essere atossico, non im-
munogenico e quindi pienamente compatibile con il corpo umano, da cui viene espulso
attraverso le urine (per bassi PM) mentre attraverso le feci per catene con PM piu eleva-
to [21, 50, 67, 68, 70, 71]. Nonostante sia dimostrato che le catene di PEG con piccolo
peso molecolare (<400 Da) siano degradate a prodotti metilici tossici dagli enzimi alcohol
dehydrogenase del corpo, non si ¢ mai osservata alcuna tossicita del polimero (anche per
PM superiori). Questo dato ¢ supportato dai numerosi anni in cui il PEG viene usato nel
settore alimentare e farmacologico[67], e dal fatto che i primi farmaci funzionalizzati con
il PEG risultano essere stati approvati dalla FDA (Food and Drug Administration) gia dai
primi anni 90’.[55, 72]

In letteratura si possono trovare svariati lavori dove il PEG trova applicazione; princi-
palmente riguardano il campo biologico in cui é utilizzato per facilitare fenomeni di fusione
delle membrane cellulari o per conferire proprieta stealth a particelle o proteine; ma esi-
stono vari altri campi in cui risulta funzionale: dal gia citato drug delivery alla sintesi
templata, oppure nella produzione di batterie dove il PEG funzionalizzato é usato come
plastificante a basso PM per aumentare la conducibilita elettrica del mezzo elettrico inter-
no alla pila.[73, 74]
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3.2.1 Degradazione termica

Secondo alcuni studi, il PEG allo stato solido degrada a temperature relativamente basse
all’aria (80°C), mentre in atmosfera priva di ossigeno sembra essere piil stabile. Quando
si trova in soluzione, presenta una stabilita termica maggiore dato che non risulta avere
degradazione fino ai 105°C [75], probabilmente a causa di un fattore protettivo operato
dal solvente.

Il meccanismo di degrado termico prevede la reazione della struttura del polimero con 1’os-
sigeno presente nell’aria per formare a-idroperossidi, che decomponendo generano gruppi
aldeidici, facilmente rivelabili al’'IR dal picco d’assorbimento a circa 1710 cm~!. [76, 77]

3.2.2 Chimica di coniugazione del PEG

Negli ultimi anni la chimica di funzionalizzazione del PEG ha conosciuto un rapido sviluppo
e ora si conoscono numerosi processi per la produzione di derivati del PEG ottenuti dalla
funzionalizzando di uno dei due, o d’entrambi, i gruppi terminali -OH del polimero, nel
caso della sua forma diolo. In questo modo sono state sintetizzate varie derivazioni del
PEG: da una semplice metilazione di uno dei due gruppi funzionali, a una piu elaborata
funzionalizzazione con un gruppo maleidico,isocianato,succinimidico. .. [22, 50, 52, 53, 67,
69, 78]

Nella tabella 3.1 sono riportati alcuni esempi.

Ogni tipo di funzionalizzazione & pensata per una particolare reazione, per esempio, nel
caso di proteine o enzimi il sito tipico d’ancoraggio ¢ il gruppo esterno -NHy delle lisine, le
quali rappresentano quasi un decimo degli aminoacidi totali che costituiscono la proteina.
Il PEG maggiormente utilizzato rimane in ogni caso la sua forma mono-metossi dato che
non genera ponti con altre strutture proteiche a differenza della sua forma bi-funzionale.

La chimica di coniugazione del Poli Etilene Ossido o Glicole viene suddivisa in due
tipi di generazione, che si differenziano per semplice successione cronologica e per tipo di
problematiche risolte.

e prima generazione;
si tratta della chimica di coniugazione sviluppata inizialmente; caratterizzata da ca-
tene a ridotto PM, impurezze nel prodotto finale e derivati poco o addirittura non
selettivi.
Ne fanno parte i derivati succinimidici, come in tab. 3.1 oppure i derivati cloro-tri
azina del polimero in fig. 3.7. A causa dell’elevato peso molecolare del polimero usato

Cl
>—N
N\ />—O—PEG
\ 4
Cl
Figura 3.7: Coniugazione PEG: esempio 1° generazione, dicloro-triazina-PEG

(in genere PM superiore a 5000) la percentuale di diolo presente nel bulk polimerico
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Molecola Descrizione
Tesi/i . ,/PEGmPEG—OH
esi/immaginl %ap néuesta molecola mono-funzionalizzata si

possono ottenere i PEG derivati.

PEG-aldeide;
Tesi/immagini/REGUnmgprima funzionalizzazione del PEG, &
ottenuto da una reazione a two-step.

PEG-Succinimide;
Tesi/immagini/PEGRIpiigportante funzionalizzazione del PEG; pud
reagire con ammine primarie (come quella
del’APTS).

PEG-Silano;

Tesi/immagini/BEGS Bagortante funzionalizzazione del PEG; usa-
ta per il processo di PEGylation di particelle
metalliche o di silice.

Tabella 3.1: Alcuni esempi di possibili PEG-derivati, usati nel processo di
PEGylation

puo raggiungere concentrazioni in peso anche del 15% rendendo inefficiente la sintesi
di questo tipo di derivati e la conseguente coniugazione proteica.

e seconda generazione;

questo sviluppo della chimica di coniugazione del PEG si é resa necessaria per cor-
reggere quei problemi che la prima generazione non considerava: uso di polimeri con
PM piu elevato, legami instabili, mancanza di selettivita e riduzione dell’attivita ma-
nifestata dalla proteina/enzima PEGylato.

Un derivato del PEG nato da questa nuova chimica ¢ il mPEG-PropionAldeide, ripor-
tata in fig. 3.8, che a differenza del semplice mPEG-Aldeide non presenta il problema
della dimerizzazione e risulta molto selettiva per le a-ammine.

Oltre alle ammine, vi sono derivati del PEG che possono reagire selettivamente con i gruppi
-SH (tioli) o altri gruppi funzionali presenti su proteine o altre macromolecole biologiche.
In effetti, esiste una vastissima chimica di coniugazione adatta ad ogni tipo di situazione,
che risulta troppo vasta per essere riportata in questa tesi, ma dettagliatamente approfon-
dita nei lavori di Robert et Al., Zalipsky et Al., Harris et Al. e Veronese et Al.[52, 55, 58, 67|

Nel caso del processo di PEGylation, vi é la possibilita di usare non solo PEG di tipo
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Figura 3.8: Coniugazione PEG:esempio 2° generazione, mPEG-propionaldehyde

lineare ma anche con struttura ramificata, detta appunto star-PEG [79].

Questo PEG possiede una forma che genera una minore interazione sterica durante il pro-
cesso di ancoraggio sulla silice, e di conseguenza € possibile generare strati di polimero
molto pit densi e compatti di quelli ottenuti con il solo PEG lineare [79, 80].

3.3 PEGylation su MSN

La PEGylation ¢ in genere un processo di POST-Sintesi, ovvero successivo alla sintesi
del supporto da PEGylare, anche se esistono diversi lavori dove si sviluppano processi di
PEGylation contemporaneamente alla fase di sintesi dei sistemi nanomatrici. Nel caso di
nanoparticelle di silice mesoporosa, se si vogliono impregnare i pori con farmaci o altre
molecole, e necessario sviluppare il processo come POST-Impregnazione per evitare che lo
strato di PEG aggraffato impedisca I'ingresso dei guest nei pori.

La strategia di PEGuylation da seguire va scelta con cura e sulla base dei processi che la
particella PEGylata deve subire successivamente. Appare ovvio che, dopo la PEGylation
non puod seguire un trattamento chimico con 1'uso di reagenti particolarmente aggressivi
che possono degradare il polimero, o addirittura un trattamento termico. Recenti lavori
hanno ipotizzato che al contrario, un blando riscaldamento puo in qualche misura conso-
lidare il legame fra PEG e silice [81], tuttavia altri lavori mettono in discussione questo
punto.

La PEGylation di sistemi silicei mesoporosi risulta essere poco trattata in letteratura.
Sebbene che la chimica per legare il PEG alla silice sia molto vasta e ben conosciuta, come
riportato nel precedente capitolo, le variazioni delle proprieta fisiche delle nanoparticelle
di silice che hanno subito PEGylation non hanno molti termini di paragone nelle banche
dati scientifiche.

Cio che ovviamente interessa di questi sistemi € come si mantiene la porosita dopo il
processo di PEGylation, essenziale per I'applicazione di drug delivery, insieme alla confi-
gurazione dello strato polimerico e della densita di catene superficiali che possono influire
su un’ulteriore funzionalizzazione, come per esempio lo sviluppo successivo di funzioni di
targeting.

Questa lacuna di informazioni fa capire come questo tipo di sistemi, anche se non risul-
tano essere propriamente innovativo, sono di recente affermazione nel caso di applicazioni
biomediche.

Una prima difficolta si incontra gia nel calcolo della superficie libera delle nanoparticel-
le, ovvero quella interessata al grafting del PEG. Questo dato € essenziale per determinare
la densita di PEGylation; si noti bene che non viene presa in considerazione 'intera area
della nanoparticella, capace di raggiungere anche valori elevati di 1000 m? per grammo di
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materiale, ma solamente ’area esterna, di certo molto minore.
In letteratura comunque, sono presenti alcuni lavori che trattano ’argomento e che hanno
sviluppato modelli teorici per calcolare tale valore.

I principali parametri da considerare in una particella mesoporosa che ha subito un
processo di PEGylation sono:

e la densita superficiale di PEG legato;
e lo spessore dello strato polimerico;
e la porosita residua;

Nelle prossime sezioni verranno approfonditi i diversi aspetti di questi parametri, dalle
incidenza delle condizioni di sintesi alla relazione con il tipo di PEG usato.

3.3.1 La densita superficiale di catene

La densita superficiale delle catene é controllabile variando la concentrazione del polimero
attivato nella reazione di PFEgylation; in veritd, uno studio condotto da He Q. et Al. e
Zhu et Al. [21, 82] mette in relazione anche il peso molecolare del polimero (collegato
all’effetto sterico della molecola) al parametro di densita delle catene. Il lavoro rivela che
per ogni tipo di PEG (che sia 300, 600 o 5000 di PM) esiste una concentrazione ottimale
di polimero da usare nella reazione di PEGylation al fine di ottenere il valore massimo di
densita; a concentrazioni maggiori, ’effetto sterico del polimero inibisce ulteriori attacchi
sulla superficie della silice e di fatto non ne aumenta la densita superficiale.
Per conoscere la densita di PEG legato superficialmente alle nanoparticelle ¢ necessario
conoscere la superficie libera su cui vi é la possibilita di grafting. Questa corrisponde
alla superficie esterna della particella, ovvero alla superficie dell’analoga sfera piena a cui
viene sottratta l’area occupata dalle imboccature dei pori; questa affermazione vale solo
se si introduce un importante assunzione: che il polimero non entri nei pori e non ne
funzionalizzi la superficie interna. Questa ipotesi corrisponde solitamente alla realta per
polimeri ad elevato PM; il PEG con peso molecolare pari a 2000 Dalton ¢ abbastanza
grande da non riuscire ad entrare nei pori, o per lo meno ¢é sfavorito in questo, dato che
risulta lungo circa 13 nm rispetto a pori si circa 2-3 nm. [66] Cid non si puo affermare
per catene piu corte, dove ’area di grafting calcolata non € piu rappresentativa di quella
reale; in quest’ultimo caso molto dipende non solo dal tipo di polimero usato (PM grande
o piccolo) ma anche dalla procedura di PEGylation, come sara approfondito nei capitoli
successivi.
Secondo 'articolo di Sofia J. et Al. [80], & possibile stimare la densita superficiale di catene
di PEG legate sulle nanoparticelle mesoporose, conoscendo la dimensione della particella
ricavata dalle immagini TEM, come spiega anche Cauda et Al. nel suo lavoro [83]. Proprio
da quest’ultimo articolo & possibile con alcune approssimazioni, ricavare questo dato dalla
seguente eq.: [84]
—24
Dpgg = [molecole/nm?] = M (3.1)
6M(1— 75%)

dove,
p ¢ la densita della silice che oscilla fra i 1,85 e 2,20 g/cm?, 3 ¢é la perdita in peso dovuta
al PEG nell’analisi TGA [mg/g], Na ¢ il numero di Avogadro, d ¢ la dimensione della
particella determinata dalle immagini TEM, M ¢ il peso molecolare del polimero, V,, ¢ il
volume dei pori calcolato mediante tecnica BET.
Il modello alla base dell’equazione 3.1 assume che :
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e le particelle siano sferiche;

e i pori siano cilindrici, dritti, senza difetti o curve, e che attraversino da lato a lato
I'intero volume della particella;

e il numero dei mesopori ¢ definito come il doppio del numero dei cilindri (la testa e la
coda a ogni estremita della particella);

L’approccio a questo problema consiste inizialmente nel calcolo del volume occupato dai
pori in una sola nanoparticella; questo valore viene determinato dalla massa di una di
queste nanoparticelle moltiplicate per la misura del volume dei pori [em3/g] ottenuto
mediante analisi BET:

Vl = VBET . ’LU1

pori
1 1
W™ = Psilice * stera

4
‘/slfera = gﬂ' : d%"EJV[ (32)

dove, Vplom. ¢ il volume occupato dai pori in una sola particella, Vggr € il dato ottenuto
dalla tecnica BET, w® & il peso di una singola nanoparticella, pgiice ¢ la densita della
silice, Vslfem ¢ il volume di una particella piena avente diametro pari al valore ricavato
dalle immagini TEM, drgas.

Ottenuto il volume dei pori di una singola particella, si ricava la superficie libera della

nanoparticella :

1 1 1
Sl ree — Spiena - Spori
d dpori
1 TEM \2 1 2
Spiena = 47T( 2 ) Spom’ = Npori * W(%)
1 do

opori = T Veitinari = 7(=5)? - drgm - (3.3)

Veitindri 2
dove, S%,., ¢ la superficie disponibile di una nanoparticella, Sj,.,, ¢ la superficie della

stessa particella in assenza di pori, S}%ori ¢ l'area che occupano i pori di diametro dpors
sulla superficie, npor; € il numero di pori presenti in una particella: calcolato dividendo
il volume vuoto della particella (Vplm,i) per il volume di un ipotetico cilindro lungo drg
e con base rotonda con diametro d,.,; ricavato dalla misura della distribuzione dei pori
sempre mediante tecnica BET.

A questo punto per determinare la superficie disponibile alla funzionalizzazione di 1 gram-
mo di nanoparticelle: .

wl

St?fee = S}ree : (34)

Unendo le varie equazioni 3.2, 3.3, 3.4 e inserendo la quantita di polimero legato alle par-
ticelle, ottenuta dall’analisi TG, dopo alcuni passaggi si risale all’eq. 3.1 da cui é possibile
ricavare il valore della densita di PEGylation.

3.3.2 Spessore dello strato di PEG

Il diametro medio delle particele dopo il processo di PEGylation aumenta a causa della
presenza del PEG superficiale e puo essere determinato mediante la tecnica DLS oppure
direttamente al TEM. Nel primo caso, la tecnica dello Dinamic Light Scattering misura la
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dimensione idrodinamica della particella, ovvero la dimensione del sistema costituito dalla
particella stessa e lo strato del mezzo disperdente che si muove solidale a essa; questa misu-
ra dipende principalmente dall’interazione fra la superficie della particella e il mezzo in cui
é dispersa, oltre che dai fenomeni di aggregazione che possono insorgere durante la prova.
Per esempio, le particelle di silice nude mostrano dimensioni idrodinamiche maggiori in
acqua rispetto alle stesse PEGylate. Nelle particelle ricoperte da polimero, l'interazione
del PEG con il solvente sembra essere pitt debole rispetto a quella che genera la superficie
della silice, percio € giustificato un diametro idrodinamico minore.

Nel caso in cui, la particella sia PEGylata solo parzialmente, si osserva una minor dimi-
nuzione della sfera idrodinamica rispetto al caso precedente, indipendentemente dal PM
del polimero [83]; probabilmente cid ¢ causato dall’incompleto ricoprimento superficiale
dello strato di PEG. Risulta possibile ottenere elevate densita di PEGylation e ricopri-
menti pressoché totali della superficie della particella mediante il grafting di polimeri con
lunghezza delle catene diverse (o di diverso PM medio).

Le dimensioni del sistema ricavate dalle immagini TEM risultano essere piil piccole rispetto
a quelle determinate con la DLS, a causa delle condizioni presenti all'interno della camera
del TEM. Dagli ingrandimenti é possibile determinare un aumento medio delle dimensioni
tra le particelle PEGylate e non, riconducibile a una variazione di diametro dell’ordine dei
10-15 nm, come riportato dalla letteratura [83]; inoltre & possibile notare un cambiamento
nella morfologia dei pori della particella e un arrotondamento dei bordi, come se vi fosse
presente una sorta di deposito superficiale.

3.3.3 Conformazione dello strato polimerico

Un altra proprieta del polimero che influenza le proprieta della particella PEGylata é
il tipo di conformazione che assume la catena. La configurazione del polimero é legata
anche al suo peso molecolare: all’aumentare del PM medio del PEG legato, le catene si
modificano da una configurazione prevalentemente a brush (spazzola), vedi fig. 3.9, a quella
fungo mushroom, come mostrato nella fig. 3.10 [12]. La conformazione a spazzola presenta
un’elevata densita superficiale di polimero e una miglior disposizioni delle catene che si
estendono verso ’esterno della particella; tali caratteristiche rendono questa struttura del
PEG, la migliore al fine di sviluppare proprieta stealth nei nano-sistemi. La configurazione
a fungo, invece, genera uno strato di PEG con bassa densita di catene e di qualita minore
rispetto la prima, ma presente una mobilita delle catene decisamente maggiore rispetto alla
conformazione a spazzola, che ne migliora la resistenza al fenomeno dell’ opsonizzazione. Al
contrario, sembra che per alte densita di PEGylation, di PEG a elevati pesi molecolari, la
forma brush limiti enormemente la flessibilita delle catene, riducendo Veffetto di stabilita
sterica che si cerca d’ottenere.[12, 21]
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Tesi/immagini/brush.png

Figura 3.9: PEGylation con conformazione a spazzola delle catene di PEG, la
sola variazione della forma del polimero ne aumenta la densita di ancoraggio.

La copertura superficiale ottimale si ottiene, quindi, con una configurazione intermedia
fra le due, al fine d’ottenere un’alta densita superficiale delle catene e una contemporanea
alta mobilita, cosi da ricoprire interamente e in maniera efficiente la particella.[22]

In questo caso non si é tenuto conto dell’interazione polimero-superficie che puo incidere
pesantemente sulla struttura del layer polimerico.

Tesi/immagini/mushroom.png

Figura 3.10: PEGylation con conformazione mushroom

L’uso di catene di PEG a diversa lunghezza, o diverso peso molecolare, pud essere
una strategia per aumentare la stabilita delle particelle PEGylate; infatti lo strato fisso
d’acqua superficiale (FALT, fized aqueous layer thickness, parametro legato alla qualita
della PEGyation e fondamentale per la stabilita sterica del sistema) varia a seconda della
struttura che assume il polimero e pare che, usando catene di lunghezza diversa, questo
strato aumenti, vedi fig. 3.11 [85]. Cio & vero solo per un certo rapporto fra il PEG con
PM elevato e con PM piccolo, al discostarsi da questo valore, lo spessore del FALT varia
tra i due casi estremi di PEGylation con solo PEG a PM elevato o PM piccolo.

Questo effetto & stato messo in luce da uno studio condotto su liposomi PEGylati, e
nonostante la diversa natura delle particelle, presenta un riscontro anche nel caso delle
nanoparticelle di silice [83].
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Tesi/immagini/layer.png

Figura 3.11: Variazione della dimensione del FALT a seconda del valore e del-
la distribuzione di PM del polimero: a)PEG con catene a lunghezza ridotta,
b)PEG con catena a lunghezza elevata, ¢)PEG di diverso PM e catena di diversa
lunghezza

Porosita

La porosita nelle MSN PEGylate varia a seconda del PM del polimero legato. Polimeri
di grandi dimensioni non sono fisicamente capaci di entrare nei pori della silice (si trat-
ta di pori con diametri medi tra i 2.5 e 3 nm), ma possono in qualche modo occluderne
I’accesso, pertanto la distribuzione delle porosita nella nanoparticella non varia anche se
risulta drasticamente diminuita. Bisogna notare pero, che la tecnica BET utilizzata per
questa misura richiede che il campione venga raffreddato a temperatura dell’azoto liquido,
pertanto il polimero legato in queste condizioni risulta rigido e pud occludere 'ingresso
dei pori. In questo modo, il valore misurato di porosita della particella di silice PEGylata
risulta drasticamente sottostimato rispetto al valore reale.[21].

In caso di polimeri piu piccoli, con PM inferiore a 500 Dalton, il PEG si lega anche all’in-
terno dei pori, in pratica riducendo realmente la porosita interna delle nanoparticelle.

3.4 Processi di PEGylation

Il processo di PEGylation di nanoparticelle di silice mesoporose pud essere condotto sia
durante la sintesi delle stesse particelle (Co-condensazione) [86], sia in un momento suc-
cessivo (Post-Sintesi). In entrambi i casi, a seconda della procedura seguita, vi & I'uso del
polimero tale e quale, senza che abbia subito alcuna modifica, oppure di un suo derivato
funzionalizzato, come le varie coniugazioni del PEG descritte nel capitolo precedente, tra
cui il PEG-Silano.

Il polimero si lega sulla superficie della particella disponendosi a seconda dell’ingombro
sterico presente tra le catene del PEG, che percio, risulta essere uno dei principali fattori
che determina: la densita di PEG aggraffato e la struttura stessa del layer polimerico. Cio
significa che come detto precedentemente, polimeri con PM medio diverso possono dare
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densita di PEGylation diverse.

In entrambi i processi, il polimero puo legarsi in vari modi alla superficie dei supporti: un
fisi-adsorbimento superficiale, mediante legami di semplice natura elettrostatica, oppure,
con un chemio-adsorbimento, dove tra la catena di polimero e il supporto si instaura un
vero e proprio legame chimico. C’é da precisare che ognuna di queste interazioni presenta
pregi e difetti: nel caso di una PEGylation con un metodo non-covalente, la particella
perde le sue proprieta di stabilitd in mezzi con elevata forza ionica in tempi relativamente
brevi a causa delle deboli forze di legame in gioco, inoltre la densita superficiale di catene
del polimero risulta essere scarsa|87]; per tutta questa serie di motivi, questo approccio
viene poco utilizzato[88]. Un esempio di questa metodologia si trova nel lavoro di Thierry
B. et Al[89].

Il metodo covalente, fig. 3.12, sopperisce a questi problemi con un legame piu forte tra
supporto e polimero, tuttavia le condizioni di sintesi che richiedono questo tipo di proce-
dura sono in genere incompatibili con la presenza di possibili molecole, come di farmaci
che si intende caricare; inoltre la procedura da seguire risulta complessa e con tempi di
reazione molto lunghi.[74, 90]

Tesi/immagini/PEGylation.png

Figura 3.12: Possibili risultati di tecniche covalenti di PEGylation[50], & possi-
bile usare PEG bifunzionalizzati per ottenere ulteriori siti di reazione per legare
molecole specifiche: proteine, anticorpi,. . .

In questo capitolo, verranno riportate le procedure e le tecniche di PEGylation, compati-
bili con le nanoparticelle di silice, e che comportano la formazione di legami chimici tra il
PEG e la superficie delle particelle.

Queste procedure si dividono in:

e le procedure di grafting del tipo POST-sintesi, che avvengono successivamente alla
sintesi delle particelle. Possono essere ulteriormente suddivise in due categorie:

Grafting from Consiste in una reazione di polimerizzazione con cui si sintetizza il
polimero direttamente sulla superficie della particella; in genere sulla nanopar-
ticella viene aggraffato un’iniziatore polimerico, da cui si sviluppa il polimero
aggiungendo all’ambiente di reazione il monomero.[91, 92]

Grafting to In questo tipo di processo, il PEG o la superficie di silice, o entram-
bi, vengono funzionalizzati con particolari gruppi funzionali, per poi fatti rea-
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gire insieme allo scopo d’aggraffare il polimero sulla particella con un legame
covalente. 88|

e le procedure di grafting che avvengono durante la sintesi delle particelle; le quali
possono essere divise a seconda del tipo di derivato del PEG usato:

PEGylation diretta/Intrappolamento In questa procedura si utilizza il PEG e
la silice non funzionalizzata e la reazione di grafting coinvolge i gruppi ossidrilici
delle due specie. Anche se tale procedura viene riportata in alcuni articoli, ¢
messa in dubbio da altri lavori scientifici.

Co-condensazione In questa procedura si utilizza un derivato del PEG, in gene-
re PEG-Silano, che, aggiunto durante la sintesi delle MSN, produce particelle
PEGylate (il PEG-Silano possiede 3 gruppi -OEt capaci d’idrolizzare, pertanto
tende a disporsi sulla superficie delle particelle in accrescimento anche per effetto
dell’elevato ingombro sterico del polimero).

Generalmente i processi di PEGylation usano reattivi chimici comuni tra loro, solitamente
quelli maggiormente usati sono riportati nella tabella 3.2.
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Struttura Nome

IPTS, 3-Isociannato Propil Trietossi Silano;
Il principale reagente alla base delle reazioni di
sintesi dei PEG-Silani

Tesi/immagini/IPTS.png

GPTS, 3-Glicidossi Propil TrietossiSilano;
Un’altro importante reagente alla base del-
le reazioni di sintesi dei PEG-Silani, usato
prevalentemente nel processo a TWO STEP

Tesi/immagini/GPS.png

APTS 3-Amino Propil TrietossiSilano;

Questo silano é usato principalmente nei pro-
Tesi/immagini/APTS.png cessi TWO STEP come sito di aggraffaggio del
PEG sulla superficie della silice.

MPS, 3-Metacrilato PropiltrietossiSilano;

Un altra funzionalizzazione del TEOS, usato co-
me punto d’aggancio del PEG sulla superficie
della particella.

Tesi/immagini/MPS. jpg

Tabella 3.2: Reagenti silanici maggiormente utilizzati nella PEGylation

3.4.1 GRAFTING FROM

Il processo di PEGylation con metodo grafting from, prevede la crescita delle catene po-
limeriche di PEG direttamente sulla superficie delle nanoparticelle di silice; questa tecnica
permette d’ottenere una maggior densita di catene aggraffatte , per effetto della piccola
barriera sterica generata del polimero in accrescimento, che si traduce in una migliore
diffusione delle molecole di monomero nei siti di reazione.

Gli svantaggi sono un basso PM del polimero e un mancato controllo della dimensione
delle catene (ovvero, un elevata polidispersione del polimero aggraffatto).

Il PEG non ¢ il solo polimero che si pud aggraffare con questa procedura di grafting.
Come riportato nell’articolo di Radhakrishnan [88], & possibile sintetizzare diversi polime-
ri direttamente sulla superficie delle particelle mediante le polimerizzazioni inizializzate
superficialmente. A seconda del polimero, esistono differenti meccanismi di reazione, che
coinvolgono reagenti e condizioni diverse; alcuni di queste reazioni sono: ATRA (Atom
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transfer radical addiction, RAFT (reversible addition—fragmentation chain transfer),. ...

Nel caso specifico, se si vuole sintetizzare il Poli etilen glicole sulle particelle di silice, il
processo di grafting from viene denominato ROP, ring-opening polymerization dell’ossido
d’etilene e viene descritto nell’articolo di Joubert et Al. [93]. La metodologia segue 3
passaggi distinti e 'uso di tre reattivi:

1° passaggio Le particelle di silice vengono funzionalizzate superficialmente con il GPS,
3-glycidozypropyl trimethoxysilane, fig 3.2, allo scopo d’introdurre sulla superficie
della particella i siti d’ancoraggio del polimero;

Tesi/immagini/GPS.png

Figura 3.13: Struttura chimica del 3-glycidoxypropyl trimethoxysilane

2°passaggio Alle particelle di silice aggraffate con GPS, viene aggiunto aluminium isopro-
pozide, che si lega sulla superficie nei siti ossidrilici liberi dal GPS; questo composto
é l'iniziatore metallico del processo di polimerizzazione.

3°passaggio Infine, va aggiunto il monomero, 1'ossido d’etilene che va ad accrescere le
catene del polimero.

A questo punto, le particelle vengono lavate e centrifugate piu volte in etanolo per elimi-
nare i reagenti non reagiti, o il PEG non aggraffato; infine vengono seccate sotto vuoto. Il
grado di polimerizzazione medio viene calcolato, dalle concentrazioni monomero e d’inizia-
tore, assumendo che solo uno dei due gruppi ossidrilici, derivati dall’apertura dell’anello
del GPS, reagisca [93]; come riportato dall’articolo, questo processo non ottiene rese di
conversione molto alte, che sono influenzabili anche dal tipo si silice utilizzata.

Un’altra sintesi interessante ¢ descritta nell’articolo di Khan et Al [94]; in questo caso
si sintetizza sulla particella di silice, il Poli-Glycidol simile al PEG, anche se in questa
procedura si punta ad ottenere un polimero altamente ramificato e non lineare; si suppone
che il meccanismo di reazione sia lo stesso dell’esempio precedente, il ROP, pero in ambiente
decisamente basico che permette la crescita del polimero su entrambi i gruppi ossidrilici
derivanti dall’idrolisi dell’anello del glicidolo, fig. 3.14, allo scopo di generare una struttura
decisamente ramificata.

Tesi/immagini/glycidol.png

Figura 3.14: Struttura chimica del Glycidol

3.4.2 GRAFTING TO

A differenza della tecnica di PEGylation precedente, il processo grafting to prevede 1'uso
del polimero PEG gia sintetizzato, e il processo di funzionalizzazione avviene attraverso
una reazione specifica tra un polimero mono- o bi- funzionalizzato e la superficie della
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nanoparticella di silice anch’essa funzionalizzata.
Esistono varie strategie da seguire, le quali possono essere suddivise a seconda del numero
dei passaggi che coinvolgono 1'uso delle particelle di silice:

Sintesi ONE STEP Viene prima sintetizzato il composto PEG-Silano, o PEG-attivato,
usato nella reazione di PEGylation vedi es. tab 3.1; in seguito si aggraffa il polimero

sulla particella di silice mediante una reazione che coinvolge la componente attiva del
PEG-Silano;

Sintesi TWO STEP In questo caso vengono funzionalizzate, a parte, la superficie della
particella e uno dei due gruppi terminali del PEG; successivamente li si fa reagire fra
loro in modo da aggraffare il polimero alla superficie;

Di seguito sono riportate le sintesi trovate in letteratura con i relativi articoli e suddivise

a seconda del numero di sintesi che segue la nanoparticelle di silice( una sola volta, ONE
STEP; due volte, TWO STEP).

Procedure di sintesi ONE STEP

Questa metodologia si concentra sulla sintesi del PEG-Silano, una specie chimica che
funziona da compatibilizzante tra la silice e il PEG; successivamente segue la reazione
di grafting vera e propria, con la formazione di legami covalenti fra il PEG-Silano e la
particella.

La struttura di base della molecola di PEG-Silano ¢ pitt o meno la stessa per tutte le
metodologie, cio che in veritd cambia é il legame-ponte fra il gruppo silano e il PEG del
composto, e dipende dal tipo di reagenti usati; & possibile trovare PEG-silani legati da:

e un gruppo carbamato (legame uretanico), vedi fig 3.15:

Tesi/immagini/PEGSiCarb.png

Figura 3.15: PEG-silano ottenuto da IPTS e PEG

Il composto deriva dalla reazione di gruppo ossidrile (mnPEG-OH) e un gruppo iso-
ciannato (IPTS) catalizzato dalla presenza di DBTL, DiButilTin DiLaurate [70, T1,
75, 90, 95-98] ¢ possibile sintetizzare il composto anche senza catalizzatore, ma a pit
alta temperatura e con un maggior tempo di reazione [99]; oppure dalla reazione fra
un PEG funzionalizzato con un acido (PEG-COOH) e un silano (APTS) [66].

La caratterizzazione avviene per identificazione dei picchi caratteristici nello spettro
IR del gruppo carbamato, e la scomparsa dell’assorbimento dovuto al gruppo -OH
del PEG[75, 100].

e un gruppo carbamidico; a differenza del carbamato sono presenti due gruppi ammidici
invece che uno solo, vedi fig 3.16:

Tesi/immagini/PEGSiUr.png

Figura 3.16: PEG-silano ottenuto da IPTS e PEG-NH,
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Derivato sempre da un gruppo isociannato (IPTS) e un’ammina primaria mPEG-
NH;(in questo caso un PEG precedentemente funzionalizzato)[96];

e un gruppo amminico secondario, vedi fig 3.17: derivato dalla reazione tra un PEG

Tesi/immagini/PEGSiAm.png

Figura 3.17: PEG-silano ottenuto da PEG-Br e APTS

funzionalizzato con un buon gruppo uscente (-Br o -T5s,tosilato) e un silano(APTS)[83,
101];

e un semplice ponte etereo, vedi fig 3.18;
In questo caso il PEG-Silano é ottenuto dalla reazione tra il semplice PEG-OH e il

Tesi/immagini/[PEGSiCl.png

Figura 3.18: PEG-silano ottenuto da PEG-OH e TetraCloruro di silicio

Si(Cl)y catalizzata dalla TriEtil Ammina o in genere di una base di Lewis.[73, 81]

Reazione fra il PEG-Silano e la silice Successivamente alla sintesi del PEG-Silano,
segue la reazione di grafting;

Tesi/immagini/Silaniz.png

Figura 3.19: Meccanismo di condensazione tra la superficie di silice e PEG-silano

Il meccanismo di reazione é relativamente semplice: tra i gruppi silossanici del PEG-
silano e i gruppi ossidrilici presenti sulla superficie della particella di silice, avviene una
reazione di silianizzazione, con la formazione di legami a ponte Si-O-Si tra gli atomi di
silicio delle due specie reagenti, vedi fig 3.19, e il conseguente grafting del polimero.

Tale sintesi viene eseguita in vari ambienti:

e in un semplice riflusso in Toluene [98§],
e in una soluzione acqua/etanolo in presenza di un acido,[102],

e in etanolo con acido [98],
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e ancora in acqua in presenza di una base [70, 75];

e successivamente alla sintesi delle nanoparticelle di silice, aggiungendo di fatto il
composto PEG-silano dopo poche ore U'inizio del processo Stober [15, 103];

I tempi di reazione non sono comparabili tra i lavori, in ogni caso a seconda dell’ambiente
di reazione si avranno tempi che variano da poco meno di un’ora fino al massimo di un
giorno.

Ovviamente, si assume che in ogni procedura, il tempo di reazione scelto permetta di rico-
prire con il massimo numero possibile di molecole di PEG la superficie delle nanoparticelle,
in relazione alla concentrazione di PEG-Silano utilizzata.

Successivamente, la polvere ottenuta viene lavata piu volte in acqua o etanolo e centrifu-
gata, al fine d’eliminare ogni traccia d’impurezze.

Va detto che, in molti articoli, al processo di PEGylation precede una fase di idrolizzazione-
attivazione superficiale della silice, sia essa sotto forma di particella o altra geometria (per
esempio una superficie generica), allo scopo di massimizzare il numero di gruppi -OH
superficiali su cui si vanno ad aggraffare le molecole di PEG; tale reazione ¢ condotta
prevalentemente in ambiente acido e in presenza di forti agenti ossidanti. [96, 98, 104]
Inoltre, ¢ stato dimostrato che eseguire un processo idrotermale (in ambiente acquoso a
circa 90°), successivamente al processo di PEGylation, comporta un aumento della stabilita
delle nano-particelle PEGylate in ambienti fisiologici, quali PBS.[103]

Procedure di sintesi TWO STEP

In questo caso non viene sintetizzato un composto compatibilizzante, come il PEG-silano,
ma si funzionalizza separatamente la superficie della particella di silice e un gruppo ter-
minale del PEG, vedi fig. 3.20; i composti che si ottengono hanno il vantaggio di poter
reagire specificatamente fra loro e a condizioni pit blande rispetto al metodo precedente-
mente descritto.

Le strategie di sintesi sono molto varie, e in genere é diffuso I'utilizzo di agenti funziona-

Tesi/immagini/twostep.png

Figura 3.20: Meccanica di processo della sintesi two step

lizzanti come PAPTS e il GPTS, vedi tab.3.2, e le reazioni maggiormente usate sono quelle
tra gruppi isociannati, succinimidici e amminici; di seguito sono riportate brevemente le
strategie di sintesi ricavate dagli articoli scientifici presenti nella letteratura:

50



3.4. Processi di PEGylation 3. PEGy]ation

il lavoro di Zhu et Al[54], propone una PEGuylation partendo dal poli etilenossido
funzionalizzato con un gruppo amminico. In tale processo, viene prima aggraffato il
composto APTS sulla superficie delle particelle di silice in solvente d’etanolo a tem-
peratura ambiente; successivamente il PEG-NHj e la silice vengono posti a reagire
insieme con p -phenylene diisothiocyanate, che lega le due strutture a ponte con le-
gami carbimidici.

Particolo di Pilloni et Al[105], segue una procedura pitd complicata; dal classico
mPEG-OH si ottiene per sintesi successive un PEG funzionalizzato con il gruppo
succinimidico, che si lega selettivamente ad ammine primarie, come quella presente
sul’APTS che viene precedentemente aggraffatto sulla particella di silice.

la procedura seguita da Zhang et Al[92] & piu semplice dato che parte da un PEG
gia funzionalizzato con il gruppo isociannato, fatto reagire con una superficie di silice
precedentemente funzionalizzata con PAPTS;

metodologia diversa seguono i lavori di Pielher et Al[106], Shen et Al[107] e Feng et
Al[108]; in questo caso, la silice viene inizialmente funzionalizzata con il GPTS. L’a-
nello epossidico introdotto dal GPTS reagisce selettivamente con diversi tipi di PEG
derivati, nel caso di questi lavoro vengono usati un PEG-ammina e un PEG-COOH,
entrambi aggraffati con successo sulla superficie della particella.

La chimica di reazione del GPTS richiede un piccolo approfondimento. Come detto
prima, il gruppo epossidico introdotto sulla superficie della particella reagisce con vari
tipi di PEG funzionalizzati e di conseguenza varia anche il tipo di legame-ponte che
unisce la silice al PEG; cio garantisce una notevole liberta al processo di PEGylation,
dato che é possibile usare la derivazioni del polimero che piu si adatta alle condizioni
di sintesi. Nella tabella 3.21, é riportato un breve scorcio dei prodotti di reazione di
alcune funzionalizzazione del PEG con il GPTS.

un’altra strategia di sintesi prevede l'impiego del MPS (Methacryloxypropyltrime-
thoxysilane, fig 3.22); secondo il lavoro di Flesch et Al[109], si procede inizialmente
aggraffando sulla superficie della particella il MPS su cui si lega il polimero funzio-
nalizzato con un altro gruppo Metacrilato mediante una copolimerizzazione diretta
inizializzata da KPS (potassium persulfate).

la strategia di PEGylation usata da Godin et Al [110], si basa sulla reazione specifica
fra un gruppo succinimidico, tab.3.1, presente sulla molecola di PEG, e il gruppo
amminico primario sulla particella di silice, precedente funzionalizzato con ’APTS; il
prodotto della reazione é un polimero perfettamente legato alla silice mediante legame
amidico.

una sintesi relativamente complicata ¢ quella di Lin Y.S. et Al [111]. Partendo da un
funzionalizzazione della silice con 'IPTS, si riesce a ottenere un legame-ponte tra il
PEG e la silice di tipo -NH-CH,-, mediante la sintesi di un PEG-chetone e 1'uso di
adeguati catalizzatori;

infine, larticolo di Wang et Al [112], presenta una PEGylation che utilizza un PEG
non funzionalizzato. Cido ¢ possibile grazie alla funzionalizzazione della superficie
della silice con gruppi -Cl che sostituiscono i gruppi ossidrilici; la sintesi é condotta

per 4 h a Temp. ambiente, sotto atmosfera d’azoto e con 1'uso del cloruro di tionile,
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Tesi/immagini/tabGPTS.png

Figura 3.21: Reazioni tra il GPTS e alcune delle principali funzionalizzazioni
del PEG.

Tesi/immagini/MPS. jpg

Figura 3.22: struttura chimica del 3- Metacrilato PropiltrimetossiSilano

SOCl,. Successivamente vengono fatti reagire il PEG e la silice clorurata in etanolo
sempre per 4h a temperatura ambiente; la sintesi produce una polvere bianca di
nanoparticelle di silice PEGylata, che va lavata piu volte in acetone e infine seccata
sotto vuoto.

3.4.3 PEGylation diretta,intrappolamento e co-condensazione

Alcuni lavori introducono la possibilita di PEGylare le particelle di silice mediante reazio-
ne diretta fra il gruppo terminale ossidrile del PEG e i gruppi ossidrilici della superficie
della silice. In realta, le reazione di aggraffaggio del PEG avviene in simultanea con quel-
la di sintesi delle nanoparticelle, cosicché molte delle catene risultano intrappolate nella
matrice silicea e una piccola parte si aggraffa sulla superficie [87]. Questa tecnica di Co-
condensazione & molto pit usata nel caso di semplici silani funzionalizzati (come I’APTS,
IPTS,...), e genera particelle con elevata densita di gruppi funzionali distribuiti omoge-
neamente nel sistema. [113]

La procedura seguita in questi articoli prevede la sintesi delle particelle di silice, secondo
il classico metodo Stéber, in presenza del PEG libero nell’ambiente di reazione. [86, 114,
115]

Parte del polimero si lega alla superficie della particella in formazione mediante una rea-
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Si-OEt + HO-CH,-CHs- [O—CHQ—CHQ]H—O—CHQ
1

Si-O-CH,-CHs-[O-CH2-CHg|,-O-CHy + HO-Et

Figura 3.23: Reazione di Trans esterificazione tra i gruppi ossidrilici del polimero
e quelli presenti sulla superficie della silice.

zione di trans-esterificazione: La reazione € una condensazione fra il gruppo silanolo su-
perficiale e il gruppo terminale alcolico del PEG, con formazione del legame etereo Si-O-C,
come si vede in fig. 3.23; in molti lavori é chiamata reazione di trans-esterificazione dato
che il meccanismo ricorda da vicino ’esterificazione di Fischer (dove un acido carbossilico
é direttamente convertito in un estere con un alcol, in presenza di acidi minerali e alta
temperatura).

Il meccanismo é una sostituzione acilica nucleofila, acido-catalizzata, dato che il gruppo
ossidrile non & abbastanza acido per dare il via al processo.[116]

La percentuale di PEG che si lega alla silice seguendo una procedura di intrappolamento
o di PEGylation diretta risulta essere, salvo alcune eccezioni, bassa rispetto alle tecni-
che viste nei capitoli precedenti, inoltre le analisi TGA condotte su questi sistemi ibridi,
mostrano come la perdita in peso di PEG avvenga a temperature maggiori rispetto al
polimero puro, come se l'intrappolamento delle catene polimerica nella matrice di silice
ritardasse la decomposizione del polimero. [117]

Co-condensazione Nel caso si non si usi il polimero puro, ma il composto PEG-Silano,
la sintesi prende il nome di co-condensazione. Questa procedura si puo trovare in alcuni
articoli che trattano il problema della stabilita fisica delle sospensioni prodotte con le na-
noparticelle mesoporose di silice PEGylate. L’aggiunta del composto PEG-Silano avviene
al termine del processo Stober, in modo tale che la condensazione dei gruppi silanolici
del composto PEG-silano avvenga sulla superficie delle particelle da poco sintetizzate, che
presentano basso grado d’aggregazione.[15, 83, 101]

Questa metodologia & caratterizzata da un importante problema. Il tensioattivo presente
all’interno della silice deve essere successivamente eliminato mediante estrazione chimica,
dato che un processo di calcinazione degraderebbe il polimero aggraffato. L’efficienza di
questa fase d’eliminazione dipende da vari fattori: solvente usato (metanolo, etanolo,...),
ioni di scambio (acidi, ione ammonio,...) e numero di estrazioni; inoltre, probabilmente,
la stessa dimensione dei pori regola la cinetica d’estrazione e la stessa presenza del PEG
sulla superficie di questi sistemi puo ostacolare in qualche modo 'uscita delle molecole di
tensioattivo dai pori.

Nel prossimo capitolo del documento verra descritta la parte sperimentale del lavoro

svolto, con la descrizione dettagliata delle procedure e la caratterizzazione di ogni sistema
prodotto.
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Capitolo

Parte sperimentale

4.1 Reagenti utilizzati

I composti chimici usati in questo lavoro sono stati usati come tali, senza essere sottoposti

ad alcun tipo di purificazione.

Composto PM Densita[20°Clfjurezza Marca CAS
- Dalton g/cm? % - -
Etanolo 46 0.789 >99.9 Carlo [64-17-5]
Erba
Reagents
Metanolo 32.04 0.791 >99.6 Sigma- [67-56-1]
Aldrich
Toluene 92.14 0.865- >99.5 Carlo [108-88-3]
0.869 Erba
Reagents
Cetil Trimetil Ammonio 364.46 - - Sigma- [57-09-0]
Broruro [CTAB] Aldrich
Amminio idrossido 17.03 0.88 - Fluka [1336-21-
6]
Tetra Etil Orto Silicato 208.33 0.933 98 Sigma- [78-10-4]
[TEOS] Aldrich
3-Isocianato Propil Trie- 247.37 0.999 >95 Sigma- [24801-
tossi Silano [IPTS] Aldrich 88-5]
Mono-Metossi Poli Etilen 5000 - - Sigma- [9004-74-
Glicole [mPEG] Aldrich 4]
1-6 Dilsocianato Esano 168.2 1.040 >98 Sigma- 822-06-0
[DIE] Aldrich
Acido cloridrico 36.45 37

Il mPEG é stato trattato sottovuoto per alcune ore, allo scopo d’eliminare ogni residuo di

acqua presente.
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4.2 Procedura di sintesi:MSN

Le nanoparticelle di silice mesoporose sono state sintetizzate seguendo la preparativa ri-
portata nell’articolo di Qiao et al [46]. Il processo & una sintesi Stober templata, in cui la
presenza di un tensioattivi cationico (CTAB) sviluppa la porosita all’interno delle parti-
celle di silice.

In un pallone da 200 ml vengono inseriti 56,6 ml di acqua deionizzata, 8,86 ml di alcol
etilico, 2,08 g di CTAB e 0,484 ml di soluzione acquosa d’idrossido d’ammonio. La solu-
zione viene lasciata, sotto forte agitazione, alla temperatura di 50°C.

Dopo 30 minuti, vengono aggiunti goccia a goccia 5,48 ml di TEOS, mediante apposito
imbuto gocciolatore. La sospensione viene mantenuta a 60°C, sotto energica agitazione
per 2 ore.

Terminata la reazione, la sospensione viene lasciata raffreddare fino a temperatura am-
biente per poi venir separata mediante centrifugazione. Successivamente, la componente
solida della soluzione colloidale separata dal surnatante, viene ri-dispersa in alcol etilico e
di nuovo centrifugata. Questa operazione va ripetuta per almeno 3 volte per eliminare i
reagenti che non hanno reagito durante la sintesi delle particelle.

Infine, il precipitato bianco che si ottiene, viene trattato termicamente in muffola alla tem-
peratura di 550°C per almeno 6 ore; questo passaggio permette la completa eliminazione
del surfattante (CTAB). La polvere ottenuta viene stoccata in un essiccatore oppure di-
spersa, con l'aiuto di un sonicatore a punta, in acqua bi-distillata e conservata in frigo a
4°C.

Le quantita riportate permettono d’ottenere circa 1.5 g di nanoparticelle di silice. I
rapporti dei reagenti rispetto al TEOS sono riportati in dettaglio nella tabella 4.1

TEOS NHj Acqua Alcol Etilico CTAB
1 0.28 125.7 6.1 0.24

Tabella 4.1: Nella tabella, sono riportati i rapporti molari dei vari reagenti
rispetto al TEOS.

4.3 Procedure di sintesi: PEGylation

In questo lavoro di tesi si sono esplorate le tecniche di PEGylation su nanoparticelle di silice
con approccio grafting to, riportate in letteratura. Questa metodologia si puo dividere in
2 principali processi, che si dividono a seconda del numero di reazioni che coinvolgono le
nanoparticelle di silice:

ONE STEP La procedura prevede la sintesi di un composto mPEG-Silano e la successiva
reazione di condensazione con le particelle di silice, gia sintetizzate.

TWO STEP In questa metodologia la silice viene inizialmente funzionalizzata con un
gruppo chimicamente attivo (in questo caso un gruppo isocianato -NCO). La succes-
siva reazione consiste nel legare le catene di PEG alla superficie della silice mediante
reazione fra il gruppo attivo inserito in precedenza e il gruppo -OH del polimero.
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Oltre all’approccio grafting to si & voluto esplorare anche una sintesi diretta di parti-
celle di silice mesoporose PEGylate:

CO-CONDENSAZIONE Questa procedura prevede la Pegylation mediante 'aggiunta
del composto PEG-Silano durante la sintesi Stober. Secondo un recente studio [103],
operare un trattamento idrotermale di seguito a questa procedura, migliora la qualita
della PEGylation.

Il PEG utilizzato in questo lavoro ¢ il uso derivato monometile, con peso molecolare medio
di 5000 Dalton.

4.3.1 Procedura ONE STEP

Inizialmente si procede con la sintesi del composto PEG-Silano, mediante reazione d’accop-
piamento fra il gruppo isocianto del composto IPTS (3-Isocianato Propil Trietossi Silano)
e il gruppo ossidrilico del mPEG.

La procedura seguita ¢ riportata in diversi lavori scientifici,[75, 99, 117] e viene schema-
tizzata in fig. 4.1.

(‘)CHQCHg
CchHQO—s‘i— (CHy)s—N=—=C=—=0 + OH%CHQCHQO %CHLQ,
OCH,CH; B
A
(‘)CHQCH;; CH)
. CchHzo—s‘i—(CHQ)g—NH CO—GCHQCHQO %CHLQ,
OCH,CH;
C

Figura 4.1: Schema della reazione d’accoppiamento per la sintesi del composto
PEG-Silano. Il composto A & I’8-Isocianato Propil Trietossi Silano, IPTS; il
composto B ¢é il Poli Etilene Glicole mono metilato, mPEG; il composto C é il
PEG-Silano.

La reazione di grafting avviene in toluene, dove vengono disperse, insieme al composto
PEG-Silano, le nanoparticelle di silice mesoporosa ottenute dal processo Stdber descritto
precedentemente. In questo ambiente avviene la PEGylation delle nanoparticelle mediante
reazione di condensazione fra il gruppo silanolico del PEG-Silano e i gruppi ossidrilici
superficiali della silice, come mostrato in fig. 4.2.
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(‘)CHQCHg (ﬁ
Tesi/immagini/MSN. PdfCHgCHgO—S‘Ji— (CHy)5—NH —C—O0—PEG
OCH,CHj;

MSN PEG-Silano

0]

|
- Tesi/immagipisiMS (pf,);—NH—C—O —PEG

MSN PEGylata

Figura 4.2: Schema della reazione di grafting.

Sintesi del PEG-Silano

In un pallone da 100 ml vengono inseriti 15 g di mPEG. Il polimero viene sciolto a 70°C
sotto flusso d’azoto e mantenuto in agitazione per 30 min. Vengono aggiunti 0.85 ml di
IPTS e la reazione viene lasciata proseguire per le seguenti 24 h, nelle stesse condizioni.
Successivamente, si aggiungono altri 0.85 ml di IPTS e si prosegue la reazione per ulteriori
24h.

Infine, il liquido contenuto nel pallone viene raffreddato e lasciato solidificare su di un
vetrino; il solido che si ottiene viene inizialmente macinato con un mortaio, poi purificato
disperdendo la polvere in n-esano e recuperando il prodotto di sintesi mediante centrifu-
gazione. L’operazione viene condotta almeno per 3 volte. La polvere cosi ottenuta viene
fatta seccare sotto vuoto e stoccata in un essiccatore.

Durante la sintesi ¢ necessario mantenere un flusso costante di azoto per mantenere il piu
possibile anidro ’ambiente di reazione, dato che, la presenza di acqua provoca un drastico
calo nella resa di reazione, con la produzione di composti amminici derivanti dall’idrolisi
del gruppo isocianato.

Reazione di grafting

In un bicchiere da 100 ml vengono posti 30 ml di toluene e 300 mg di nanoparticelle silice
mesoporosa. La miscela viene posta in bagno sonico per 30 minuti al fine di disperdere le
particelle nel toluene. E’ possibile usare un sonicatore a punta per migliorare la qualita
della dispersione.

La sospensione viene versata in un pallone da 100 ml dotato di sistema per il riflusso del
solvente e riscaldata a 90°C sotto forte agitazione. Successivamente, in un bicchiere da 100
ml vengono posti 2 g di composto PEG-Silano, precedentemente sintetizzato, e 40 ml di
toluene; la miscela viene posta nel bagno sonico per 15 min e poi inserita nel pallone con
la silice.

La sospensione viene mantenuta in queste condizioni (90°C, a riflusso) per le successive 24
h.

Infine, la silice PEGylata viene recuperata mediante centrifugazione.

Il processo di purificazione viene eseguito disperdendo la polvere in alcol etilico e centri-
fugando nuovamente la sospensione, tale operazione viene eseguita per 3 volte in alcol e 2
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in acqua bi-distillata.
Infine, le particelle vengono risospese in acqua bi-distillata, filtrate attraverso un filtro
gooch (porosita G3) e stoccate in frigorifero a 4°C.

4.3.2 Procedura TWO STEP

La PEGylation eseguita con procedura Two step prevede una prima attivazione della
superficie della silice con il 1-6 Di-Isocianato Esano (DIE), al fine di legare un gruppo
attivo sulla superficie della particella, come mostrato in fig. 4.3.

Tesi/immagini/MSN.péf 0O=C=N —(CHj)s —N=C=0

DIE

MSN

O
o I
— Te81/1mag1m/(ySN4p}iLNH7(CH2)6 — N=C=0

MSN Funzionalizzata

Figura 4.3: Schema della reazione di attivazione delle nanoparticelle di silice
mesoporose, nel processo two step.

Infine, il PEG viene aggraffato sui siti isocianato (-N=C=0) presenti sulla particella,
mediante reazione d’accoppiamento con il gruppo ossidrilico della catena polimerica, come
mostrato in fig. 4.4.

0O

R I
Tesi/immagipi (YSN.pdf  NH—(CHy)s —N=C=0 + HO —PEG —CHj;

MSN Funzionalizzata mPEG

I i

o 1. |
Tesi/immagipi (YSN.pdf NH—(CH,)s —NH —C—0 —PEG —CHj;

MSN PEGylata

Figura 4.4: Schema della reazione di grafting nel processo two step.
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Attivazione superficiale delle MSN

In un bicchiere da 100 ml vengono posti 60 ml di toluene e 600 mg di nanoparticelle silice
mesoporosa, precedentemente sintetizzata. La miscela viene posta in bagno sonico per 30
minuti al fine di disperdere le particelle nel toluene. Se questa operazione non ha successo
é possibile usare un sonicatore a punta per migliorare la qualita della dispersione.

La sospensione viene versata in un pallone da 100 ml dotato di sistema per il riflusso del
solvente, posta sotto forte agitazione e sotto flusso d’azoto; in seguito, nel pallone vengono
aggiunti 1.63 ml (10.11 mmoli) di DIE e la reazione viene lasciata proseguire per 50 h a
50°C.

Successivamente la sospensione viene centrifugata, ri-sospesa in n-esano e ri-centrifugata.
La polvere che si ottiene deve essere utilizzata in breve tempo per evitare la decomposizione
dei gruppi isocianato aggraffati superficialmente alle particelle di silice.

Reazione di grafting

Le particelle di silice funzionalizzate con gruppi isocianato vengono poste in un pallone da
100 ml con 60 ml di toluene in agitazione sotto flusso d’azoto e mantenute alla temperatura
costante di 50°C.

Successivamente, in un bicchiere da 100 ml vengono posti 7.5 g di mPEG e 40 ml di to-
luene; la miscela viene posta nel bagno sonico per 15 min e poi inserita nel pallone con la
silice.

Sempre sotto flusso d’azoto, la reazione viene fatta continuare per 24 h a 50°C.

Infine, la silice PEGylata viene recuperata mediante centrifugazione.

Il processo di purificazione viene eseguito disperdendo la polvere in alcol etilico e centri-
fugando nuovamente la sospensione, tale operazione viene eseguita per 3 volte in alcol e 2
in acqua bi-distillata.

Infine, le particelle vengono risospese in acqua bi-distillata, filtrate attraverso un filtro
gooch (porosita G3) e stoccate in frigorifero a 4°C.

4.3.3 Procedura di CO-CONDENSAZIONE

In un pallone da 100 ml si segue la procedura della sintesi delle nanoparticelle di silice
mesoporosa riportata nella sezione precedente. Trascorse 2 ore dall’addizione del TEOS
nell’ambiente di reazione, vengono aggiunti 1.5 g del composto PEG-silano precedente-
mente sintetizzato.

In seguito, trascorse altre 2 ore, la miscela viene centrifugata e dispersa in metanolo per 2
volte, al fine d’eliminare i reagenti di reazione non reagiti. La polvere che si ottiene, viene
dispersa in 150 ml di metanolo e 12 ml di acido cloridrico concentrato in un pallone da
250 ml; la sospensione viene scaldata a riflusso di solvente sotto agitazione a 80°C per 24
ore per estrarre il CTAB. Trascorso questo periodo di tempo, la miscela viene centrifuga-
ta e la polvere ri-sospesa in etanolo per almeno 3 volte e altre ulteriori 2 volte in acqua
bi-distillata. Infine, le particelle ottenute vengono ri-sospese in acqua bi-distillata, filtrate
attraverso un filtro gooch (porositd G3), per eliminare i macro-aggregati, e stoccate in
frigorifero a 4°C.

Trattamento Idrotermale

Una variante della procedura riportata precedentemente prevede un trattamento idroter-
male delle particelle di silice PEGylate. Tale trattamento viene eseguito prima d’eliminare
il tensioattivo e ha lo scopo di migliorare la PEGuylation sulle particelle, completando la
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reazione di condensazione dei gruppi silanolici del PEG-silano, che non hanno reagito com-
pletamente.

Trascorse le 2 ore dall’aggiunta del composto PEG-Silano, la sospensione viene filtrata con
un gooch, il filtrato viene posto in un pallone da 100 ml e scaldato a 90 °C per 24 ore sotto
agitazione. In seguito la procedura prevede 'estrazione del CTAB, come riportato nella
metodica precedente e la successiva purificazione.

Le operazioni eseguite con la centrifuga in tutte le procedure precedentemente descritte
vengono condotte con il seguente settaggio: 9000 rpm, 12500 g per 30 min.

4.4 Strumenti di caratterizzazione

Le particelle di silice mesoporosa PEGuylate sono state caratterizzate con i seguenti stru-
menti.

Lo strumento per ’analisi dell’area superficiale attraverso la misura dell’adsorbimento
dell’azoto ¢ un Micrometrics ASAP 2010.
Per le immagini microscopiche si ¢ usato un microscopio elettronico a trasmissione (TEM)
JEOL JEM 3010.
Le analisi termo gravimetriche sono state condotte in flusso d’azoto con un rate di tempe-
ratura di 10°C/min in un range tra i 40 °C e i 1000°C. Il materiale di confronto ¢ allumina.
Lo strumento utilizzato & un Netzsch STA 409.
Per le analisi IR si é utilizzato un NExus FT-IR, le misure sono state eseguite in DRIFT
con l'accessorio Nicolet AVATAR Diffuse Reflectance. Gli spettri IR sono generati dalla
raccolta di 200 runs con risoluzione di 2 cm™!. Il materiale disperdente usato & il KBr.
Le analisi DLS sono state eseguite con lo strumento Zetasizer Nano ZS con sorgente laser
He-Ne da 633nm.
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Capitolo

Risultati e discussione

In questa sezione sono riportate le caratterizzazione eseguite sui vari sistemi prodotti.
Nella prima parte sono state caratterizzate le nanoparticelle di silice mesoporosa ottenute
dalla sintesi Stober, allo scopo di poter valutare le variazioni alle proprieta fisiche indotte
dal processo di PEGuylation. Successivamente € stato analizzato il composto PEG-Silano,
essenziale per alcune delle sintesi seguite in questo lavoro.

In seguito, si riportano le caratterizzazioni delle varie particelle prodotte con i tre pro-
cessi di PEGyaltion descritti nel capitolo precedente, approfondendo in particolar modo
la variazione della porosita causata dal processo stesso. Infine, nell’ultima parte & stata
studiata la stabilita colloidale dei diversi sistemi sintetizzati, in particolare, in soluzioni
saline fisiologiche, PBS, al fine di verificare l'effettivo sviluppo di proprieta stealth nelle
particelle di silice PEGylate.

Le nanoparticelle di silice che non hanno subito alcun tipo di trattamento verranno indica-
to come MSN, mentre quelle PEGylate, MSNQPEG con indicato fra parentesi se ottenute
dal processo one step (1), two step (2) o co-condensazione (cc).

5.1 Caratterizzazione: MSN

Le nanoparticelle di silice mesoporosa sono state caratterizzate mediante spettroscopia IR,
adsorbimento-desorbimento gas (BET) e TEM.

Spettroscopia Infrarossa

Lo spettro d’assorbimento infrarosso delle nanoparticelle di silice, é caratterizzato dalla
presenza di diversi assorbimenti, fig. (5.1).

L’intenso picco a 3750 cm ! & dovuto ai gruppi ossidrilici (-OH) superficiali delle particella.
Questi gruppi rappresentano i possibili siti di grafting della silice e in genere, la scomparsa
del loro segnale dimostra che sia avvenuta una qualche funzionalizzazione superficiale della
particella.

Dalla stessa zona € possibile osservare una banda, anche molto intensa, fra i 3700-3000
cm™!, legata alle vibrazione di stretching asimmetrico degli stessi gruppi ossidrilici, che
si sovrappongono alla banda d’assorbimento della molecola d’acqua, presente come specie
adsorbita sulla superficie della silice. Anche il picco d’assorbimento presente a 1640 cm ™!
é legato all’acqua assorbita del materiale. L’intensita di questi assorbimenti dipende dalla
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Tesi/immagini/IRMSN.pdf

Figura 5.1: Spettro d’assorbimento infrarosso di nanoparticelle di silice mesopo-
rose sintetizzate mediante processo Stober. I picchi d’assorbimento caratteristici
sono indicati con un cerchietto.

percentuale d’acqua presente nel campione, ad esempio quello riportato in fig. 5.1 risulta
essere particolarmente anidro.

Infine, gli intensi assorbimenti presenti tra i 1400 e 1000 cm™
silossanici (Si-O-SI).

! sono caratteristici dei legami

Adsorbimento-desorbimento gas

La porosita delle nanoparticelle di silice prodotte ¢ molto elevata. Come ricavato dalle
analisi d’adsorbimento e desorbimento di gas, in media la superficie specifica di questi
materiali raggiunge circa i 1000 m?/g e un volume interno dei pori pari a circa 1 cm?/g.

Le isoterma che generano queste strutture sono di tipo IV, tipiche dei materiali me-
soporosi. Inoltre, presentano una distribuzione della porosita relativamente stretta e ca-
ratterizzata da pori con diametro medio di 2.7 nm, come riportato nelle immagini in fig.
5.2.
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Tesi/immagini/BETMSN1.png

(a) Isoterma d’assorbimento-desorbimento.

Tesi/immagini/BETMSN2.png

(b) Distribuzione diametro pori.

Figura 5.2: Isoterma d’adsorbimento e distribuzione dei pori di nanoparticelle
di silice mesoporosa.
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Immagini TEM

Tesi/immagini/MSNTEM1.pdf

(a) Ingrandimento 25000z, fascio 300 kV.

Tesi/immagini/MSNTEM2.pdf

(b) Ingrandimento 60000z, fascio 300 kV.

Figura 5.3: Magnificenze TEM di nanoparticelle di silice mesoporose ottenute
dal processo Stober.
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Nella figura 5.3 sono riportate due immagini ottenute al TEM delle nanoparticelle di
silice prodotte seguendo la procedura descritta nel capitolo precedente. In particolare, le
immagini si riferiscono a un campioni di particelle con dimensione media di 95 + 7 nm.
Le particelle in queste immagini risultano aggregate a causa delle condizioni di alto vuoto
presenti all’interno del microscopio elettronico e probabilmente anche per un’eccessiva
concentrazione di particelle usate per I’analisi.

5.2 Caratterizzazione: PEG-Silano

Il composto PEG-Silano, fig. 4.1, é stato caratterizzato mediante spettroscopia infrarossa
al fine di verificare 'effettiva sintesi e caratterizzarne la struttura chimica.

Per far cio, si sono confrontati gli spettri d’assorbimento IR dei reagenti con quelli che
invece appartengono al prodotto di reazione analizzato; in particolare si sono evidenziati i
picchi dello spettro IR che appartengono al legame uretanico (-O-(C=0)-NH-), elemento
essenziale per confermare Peffettiva sintesi del composto PEG-silano.|[75, 102]

I principali assorbimenti IR sono elencati in tabella 5.1 mentre nelle immagini in figura 5.4
sono riportati i confronti degli spetti IR tra il composto PEG-Silano e rispettivamente, il
mPEG! e 'TPTS?.

Composto  Gruppo funzionale Numero d’onda
cm™!
-OH 3480 [90]
mPEG C-H 2900-2700
-N=C=0 2000-2500 [71, 102]
IPTS Si-O-C 1100 [75]
Si-C 780 [102]
4 ~C=0 1720-1700 [70, 97]
PEG-Silano C-N-H 1540 e 3345 [71, 90, 102]

Tabella 5.1: Tabella riassuntiva dei principali assorbimenti che caratterizzano i
composti chimici in esame.

In fig. 5.4 é riportato il confronto fra gli spettri d’assorbimenti IR tra il mPEG e I'TP-

TS; si pud notare come la banda tra i 2000-2500 cm ™! dello spettro dell’TPTS sia sparita
dallo spettro del PEG-Silano. Tale banda appartiene al gruppo isocianato (-N=C=0) e
la sua scomparsa indica che tale gruppo ha reagito e non ¢é pitt presente nel prodotto di
reazione.
Gli assorbimenti a 1710 e 1550 cm™!, caratteristici del legame uretanico sono presenti
anche nel composto IPTS oltre che nel composto PEG-silano. Cid, molto probabilmente,
¢ causato dalla presenza d’impurezze o da degradazioni che ha subito il composto IPTS
durante il lasso di tempo impiegato per eseguire l'analisi ('ITPTS, infatti, ¢ un composto
estremamente reattivo, e in presenza di acqua genera derivati amminici primari, che pre-
sentano forti assorbimenti IR attorno i 1550 cm™1).

ImPEG = Monometil PoliEtilen Glicole
2IPTS = 3-Isocianato Propil Trietossi Silano
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Tesi/immagini/IPTSPEG-SilanoIR.png

(a) Confronto fra gli spettri: PEG-Silano e IPTS.

Tesi/immagini/PEGPEG-SilanoIR.png

(b) Confronto fra gli spettri: mPEG ¢ PEG-Silano.

Figura 5.4: Confronto fra gli spettri d’assorbimenti IR dei reagenti e del
composto PEG-Silano
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Il grafico di fig. (a) 5.4 confronta gli spettri d’assorbimento IR tra il mPEG e il com-
posto PEG-Silano, mentre nella figura (b) fig. 5.4 confronta gli spettri d’assorbimento IR
tra 'IPTS e il composto PEG-Silano. Come si pud notare, rispetto al polimero puro, il
composto sintetizzato presenta i picchi caratteristici del legame uretanico a 1710, 1550 e
3350 cm™!; inoltre sono presenti il picco d’assorbimento IR, dei gruppi etilici (-OCHCH3z)
a 790 cm ™!, tipici del gruppo silano legato alla catena del polimero. Un’ulteriore prova
dell’avvenuta reazione fra il mPEG e I'IPTS ¢ la scomparsa dell’assorbimento a 3450 cm ™!
nello spettro del PEG-Silano, presente invece nello spettro del mPEG; questo picco é do-
vuto al gruppo ossidrile (-OH) del polimero, che in fase di sintesi reagisce con il gruppo
isocianato dell’IPTS.

5.3 Caratterizzazione: ONE STEP

Spettroscopia IR

Il confronto fra gli spettri d’assorbimento IR tra le particelle di silice PEGylata e non, in
fig. 5.5, evidenzia la presenza del polimero aggraffato e quindi dell’avvenuta PEGylation.

Tesi/immagini/IRos.pdf

Figura 5.5: Confronto fra gli spettri d’assorbimento IR delle particelle di silice:
non PEGylate e PEGylate con processo one step.

L’assorbimento a 3750 cm ™! nello spettro della silice nuda & causato dai gruppi ossi-
drilici presenti sulla superficie della silice stessa. La scomparsa di questo picco dimostra
che é avvenuta una funzionalizzazione superficiale che ha reso non pit disponibili tali siti
di reazione.
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La conferma dell’aggraffagio del PEG sulla superficie delle particelle di silice é supportata
da due fattori:

e la presenza della banda tra i 2800 e i 2900 cm ™! nello spettro della silice PEGylata,
che evidenza la presenza di gruppi alifatici (-CHz-) appartenenti al PEG;

e la presenza degli assorbimenti caratteristici del legame uretanico, 1710 e 1550 cm ™!,

che confermano la presenza del legame tra il PEG e il gruppo silano, appartenente al
composto PEG-Silano sintetizzato in precedenza.

Dall’altra parte, risulta improbabile che il polimero sia presente come fisi-adsorbito sulla
superficie della silice o semplicemente in forma libera, dato che ’elevato numero di pas-
saggi di purificazione durante la procedura di sintesi, permette d’eliminare ogni traccia di
PEG non reagito. Pertanto, gli assorbimenti IR del polimero, presenti nello spettro delle
nanoparticelle di silice PEGuylate, si pud assumere appartengano esclusivamente al PEG
aggraffato sulla silice.

Analisi termo-gravimetrica

Per quantificare la quantita di PEG presente realmente sulle particelle si é effettuata una
misura termo-gravimetrica.

Tesi/immagini/TGOS.png

Figura 5.6: Confronto fra I’analisi termogravimetrica di: PEG, MSN PEGylatee
MSN.

Nella figura 5.6 é riportato il confronto dell’analisi termo-gravimetrica fra la silice non
PEGylata e quella PEGylata. Si noti come la perdita di peso che avviene a circa 400°C
nelle particelle di silice PEGylate, sia riconducibile alla degradazione del polimero legato
alla loro superficie, dato che, I’eliminazione termica del PEG avviene alla medesima tem-
peratura.
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Pertanto ¢ possibile considerare tale valore come la percentuale in peso di PEG aggraffa-
to alle particelle e risalire al valore di densita di PEGylation seguendo il modello teorico
riportato nei capitoli precedente (si veda eq.3.1).

Da cio risulta che, nelle condizioni di sintesi, il processo one step lega alle particelle di
silice una quantita di polimero pari a circa il 32% in peso di tutto il sistema; considerando
che le particelle di questo campione hanno dimensione media di 99.5 £ 7 nm, la densita
media di catene polimeriche sulla superficie delle particelle ¢ di circa 6.5 molecole/nm?.

Per ricavare le condizioni ottimali di sintesi per il processo One step, sono state sinte-
tizzate una serie di nanoparticelle PEGylate con il medesimo processo ma variandone la
quantita di PEG-Silano introdotto nell’ambiente di reazione e il tempo della reazione di
grafting, pari per tutti i campioni a 3 ore.

Le quantita di PEG-silano usato nelle prove risulta essere rispetto alla silice delle nano-
particelle pari allo 4, 2, 1, 0.2 ¢ 0.1 % molare.

Tesi/immagini/var.pdf

Figura 5.7: Andamento della quantita di PEG legato sulle particelle di silice al
variare della quantita di PEG-Silano aggiunta durante il processo di PEGyaltion.
L’errore associato alla densita di PEGylation & del 10% della misura, mentre
quello associato al rapporto percentuale fra PEG-Silano e silice ¢ inferiore allo
0.1 %

Si noti dalla figura 5.7, che la densita di PEGyaltion tende a crescere lentamente per
elevate concentrazioni di PEG-Silano; tale comportamento ¢ imputabile alla saturazione
della superficie disponibile alla funzionalizzazione con il polimero.

Alla luce di questi dati ¢ possibile affermare che, nelle condizioni in cui si opera general-
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mente e utilizzate in questa tesi (rapporto molare PEG-Silano/silice pari al 7.5 %), l'intera
area superficiale disponibile della particella viene funzionalizzata con il polimero.

Adsorbimento-desorbimento di gas: BET

Una delle principali ragioni per cui le nanoparticelle mesoporose di silice sono d’estremo
interesse scientifico, € ’elevata porosita che possiedono.

Il processo di PEGylation influenza questo parametro, di fatto occludendo 'entrata dei
pori con il polimero oppure funzionalizzando la superficie interna delle particelle; in ogni
caso, quello a cui si assiste ¢ una generale diminuzione della porosita del sistema, anche se
in recenti studi é stato ipotizzato che tale calo sia sovrastimata dalla tecnica BET utiliz-
zata per ricavare il dato della porosita [102].

Anche le nanoparticelle PEGylate mediante processo One Step risentono di tale riduzione,
come si puod notare dalla fig. 5.8.

Le particelle di silice mesoporose non PEGylata presentano un’isoterma di tipo IV, tipica
dei materiali mesoporosi con elevata superficie specifica e grande volume interno dei pori,
dove il diametro medio di quest’ultimi & di circa 2.7 nm. Al contrario, le particelle sotto-
poste al processo di PEGuylation presentano un piccola anche se non trascurabile porosita.
I dati sono riportati in tab. 5.2.

Campione Volume pori  Andamento Superficie Andamento
specifica
(teoria BET)
cm? /g m?/g
MSN 0.977 - 969.9 -
MSN@PEG (1)jj0.288 -70.6% 144.6 -85.1%

Tabella 5.2: Riassunto dei principali parametri ricavati dall’analisi d’ad-
sorbimento e desorbimento di gas sulle particelle di silice PEGylate o
non.

Come si pud notare, una volta eseguita la PEGylation, la porosita della particella me-
soporosa di silice cala drasticamente. La causa principale risulta essere la chiusura dei
pori da parte delle catene di PEG aggraffato superficialmente; risulta invece poco proba-
bile che il calo di porosita sia dovuto all’entrata del polimero all’interno dei pori e alla
possibile funzionalizzazione della superficie interna. A conferma di cid va tenuto conto
dell’ingombro sterico che caratterizza la catena polimerica, infatti, se una molecola PEG
lineare con peso molecolare medio di 2000 Da raggiunge circa i 13 nm [66], un polimero di
PM medio 5000, come quello usato in questo lavoro, possiede catene lunghe fino ai 30 nm
che difficilmente riescono a penetrare all’interno dei pori della particella.
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Tesi/immagini/BETos1.pdf

(a) Isoterma d’assorbimento-desorbimento.

Tesi/immagini/BETos2.pdf

(b) Distribuzione diametro pori.

Figura 5.8: Isoterma d’adsorbimento e distribuzione dei pori di nanoparticelle
di silice mesoporosa PEGylate mediante processo one step.
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Immagini TEM

Tesi/immagini/TEMos1.png Tesi/immagini/TEMos2.png
(a) Ingrandimento 25000z, fascio 300 (b) Ingrandimento 80000z, fascio 300 kV.
kV.

Figura 5.9: Immagini TEM di particelle di silice mesoporosa PEGylata (a
destra) o non (a sinistra), mediante processo One step.

Le immagini delle particelle ottenute mediante microscopia elettronica in trasmissione so-
no utili per determinare la dimensione media delle particelle.

Nell’immagine 5.9 é possibile vedere come appaiono le particelle di silice mesoporosa nude
e come invece appaiono una volta aggraffato il PEG. La forma delle particelle non subisce
variazioni significative, mentre cid che si puo evidenziare ¢ come vari il bordo della parti-
cella stessa. Nell'immagine a sinistra, le particelle non ricoperte da polimero presentano
un contorno frastagliato dovuto essenzialmente alla presenza dei pori, al contrario, nel-
I'immagine a destra, le particelle di silice PEGylate possiedono un contorno arrotondato e
la stessa struttura dei pori risulta essere meno visibile proprio a causa della presenza dello
strato polimerico, come si pud anche osservare nell’ingrandimento in figura 5.10.
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Tesi/immagini/zoom.pdf

Figura 5.10: Ingrandimento di una particelle di silice PEGylata. Ingrandimento
80000x, energia del fascio 300 kV.

Mediante la misura del diametro di un campione di circa 100 particelle & possibile
definirne una dimensione media. Mentre le MSN hanno dimensione media di 96 nm, le
stesse MSN PEGylate hanno dimensione media di 111 nm. Ne risulta che la variazione di
dimensione fra la particella PEGyalta e non é di circa 15 nm.

Staining Data la difficolta d’osservare direttamente lo strato polimerico aggraffato sulle
particelle di silice, si € ricorso alla tecnica di staining. Tale tecnica prevede I'impiego di un
agente di contrasto durante ’analisi delle particelle al TEM al fine di aggiungere maggior
contrasto al componente del sistema che risulta poco visibile, in questo caso il PEG; é pero
necessario che questo agente interagisca con il polimero, sia per semplice fisi.adsorbimento
che chemi-adsorbimento.

In questo lavoro si é usato lo ione uranile come agente di staining, UO?*, il quale viene
intrappolato fra le catene del polimero.[18, 118§]
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Tesi/immagini/stain.png

Figura 5.11: Immagini TEM di particelle di silice mesoporosa PEGylata, stes-
so campione della figura 5.9, ottenuta con tecnica di staining. Ingrandimento
50000x, fascio 300 kV

Come si puo notare dalla figura 5.11, 'impiego dell’agente di contrasto permette di

distinguere approssimativamente due strutture che formano la particella: un core centrale
di silice e un guscio di polimero che circonda la particella.
Le strutture riportate nell’immagine potrebbero essere scambiati per semplice sovrappo-
sizione di particelle; in realta la differenza di contrasto fra i due sistemi (la silice e il
guscio polimerico) rivela delle strutture concentriche tra loro, dando forza all’ipotesi che
sia effettivamente uno strato cresciuto sulle superfici sferiche delle particelle.

Dynamic light scattering, DLS

La tecnica DLS permette di ricavare importanti parametri sulle sospensioni generate dalle
nanoparticelle di silice tra cui:

e il diametro medio idrodinamico.
Esso rappresenta la dimensione del sistema particella piu strato di solvente che si
muove solidale a essa; ¢ indicativo dell’interazione solvente-particella e del grado di
aggregazione della sospensione.

e il potenziale superficiale.
E’ un parametro che indica la carica superficiale associata alla singola particella,
dovuta ai gruppi funzionali presenti sulla superficie stessa. Influenza la stabilita di
tipo colloidale e biologica del sistema.

74



5.3. Caratterizzazione: ONE STEP 5. Risultati e discussione

Tesi/immagini/Sizeconfrontoacqua.pdf

(a) Confronto dimensioni idrodinamiche fra particelle di silice PEGylate e non, in
acqua.

Tesi/immagini/SizeconfrontoPBS.pdf

(b) Confronto dimensioni idrodinamiche fra particelle di silice PEGylate e non, in
PBS.

Figura 5.12: Confronto dei diametri medi idrodinamici delle particelle funziona-
lizzate con il PEG e non. La curva in rosso rappresenta le particelle PEGylate,
mentre quella in verde rappresenta le particelle di silice nuda.

Nella figura 5.12 a e b, si pud notare come all’interno della popolazione delle varie parti-
celle PEGylate e non , sia in acqua che in PBS, esistano due tipi di distribuzioni: per la
silice nuda, la prima ha un diametro medio di 200 nm e l’altra di 1000 nm; per la silice
PEGylata la piu piccola ha diametro medio di 90 nm e laltra di 300nm. Le popolazione di
particelle a elevata dimensione, sono probabilmente formate da aggregati che lo strumento
rappresenta come particelle singole.

Si noti come le dimensioni ricavate da questa tecnica sono maggiori rispetto a quelle ri-
cavate al TEM (in questo campione MSN sono di 65 nm), dato che viene considerato il
raggio idrodinamico della particella e non il solo raggio della sfera.

Cio che interessa capire da questi grafici, é chiarire 'influenza del processo di grafting del
PEG sulla dimensione idrodinamiche delle particelle.

In acqua, le silici PEGylate presentano dimensioni minori rispetto alle loro controparti
senza PEG; tale comportamento puo essere spiegato dalla minore interazione fra la silice
e il solvente tra cui si pone lo strato di polimero. Infatti, dato che lo strumento misura
il sistema particella+solvente, che si muovono tra loro solidali, se viene aggraffato del po-
limero sulla superficie della silice vi saranno meno molecole di solvente che interagiranno
con la particella dato che il PEG scherma parte della superficie, e di conseguenza verra
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Tesi/immagini/Zeta.pdf

Figura 5.13: Potenziale associato alla carica superficiale presente sulle particelle

di silice, sia PEGylata che non. In rosso é rappresentato il campione che ha
subito il processo di PEGylation, mentre in verde il campione di silice nuda.

misurato un diametro idrodinamico inferiore. Cio spiega la differenza di diametro fra le
particelle di silice PEGylate e non, misurato con la tecnica DLS.

In PBS, fig.5.12b, le distribuzioni dei due tipi di particelle sono circa le stesse. In questo
caso, risulta probabile che ’elevata forza ionica del mezzo influenzi in qualche modo lo
strato di polimero, incrementando il raggio idrodinamico delle particelle. Tale comporta-
mento ¢ noto in letteratura.[103]

In figura 5.13 sono poste a confronto le distribuzioni del potenziale associato alla carica
superficiale delle nanoparticelle prodotte. Tale dato ¢ molto importante dato che incide
sulla stabilita fisica delle sospensioni formate dalle particelle, inoltre, determina il tipo
d’interazione che il nanosistema instaura con molte macromolecole biologiche. Come si
puo osservare, sia i campioni di silice nuda sia di quella PEGylata presentano la stessa di-
stribuzione centrata attorno al valore medio di -20mV. Tale comportamento ¢é riscontrato
in alcuni lavori scientifici, dove si é accertato che la diminuzione della carica superficiale
delle particelle avviene con polimeri a PM pit elevato di quello in uso in questo lavoro.|[21]

5.4 Caratterizzazione: TWO STEP

Spettroscopia IR

Le nanoparticelle di silice mesoporosa PEGylate ottenute con il processo Two Step sono
state caratterizzate mediante spettroscopia infrarossa allo scopo di determinare la strut-
tura e i gruppi funzionali presenti nel sistema.

Il processo two step prevede un’iniziale funzionalizzazione superficiale delle particelle col
il DIE3. Tale metodica, produce delle MSN con gruppi isocianato superficiali.

3DIE = 1-6 Di-Isocianato Esano
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Tesi/immagini/IRts2.pdf

Figura 5.14: Confronto fra gli spettri d’assorbimento della silice non trattata,
MSN, e quella invece che ha subito il processo di attivazione con il composto
DIE (MSN@NCO), nel processo Two Step.

Nella figura 5.14 si sono messi a confronto gli spettri della silice nuda (MSN) e di quel-
la funzionalizzata con il composto DIE, MSN@QNCO. Come si pud notare dall'immagine,
rispetto allo spetto d’assorbimento della silice pura, la silice attivata presenta alcune dif-
ferenze sostanziali che confermano I’avvenuta funzionalizzazione; anche in questo caso gli
assorbimenti caratteristici sono segnalati da dei pallini:

e la scomparsa del picco d’assorbimento a 3750 cm ™!, prova dell’effettiva funzionaliz-
zazione superficiale della silice;

e comparsa del gruppo di picchi d’assorbimento fra i 2900-2800 cm ™!, dovuti ai gruppi
alifatici della catena del DIE;

e banda d’assorbimento tra i 2500 e 2000 cm™!, caratteristica del gruppo isocianato
(-N=C=0), presente ora come gruppo superficiale della particella di silice;

e presenza degli assorbimenti infrarosso del legame uretanico a 1710 e 1550 cm™'.

Alla luce di cio é possibile affermare che le nanoparticelle di silice mesoporosa sono state
funzionalizzate con successo ed & percio possibile eseguire la successiva fase di PEGylation.
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Tesi/immagini/IRtsl.pdf

Figura 5.15: Confronto fra gli spettri d’assorbimento della silice preceden-
temente attivata, MSN@NCO, e quella invece che ha subito il processo di
PEGylation.

L’immagine in figura 5.15 pone a confronto gli spettri IR della silice funzionalizzata
superficialmente con il gruppo isocianato, con quella che ha subito il processo two step
di PEGuylation. Come era logico suppore, nel grafico non vi sono prove evidenti della
presenza del PEG, dato che i contributi d’assorbimento dei carboni alifatici e del legame
uretanico. insieme alla scomparsa del picco d’assorbimento a 3750 cm ™!, sono gia presenti
nel campione MSN@NCO.

Una prova indiretta della presenza del polimero sulla superficie delle particelle é la maggior
intensita degli assorbimenti IR dei carboni alifatici nello spettro del campione MSNQPEG(2)}
(assorbimenti tra i 2800-2900 cm~1) insieme alla scomparsa della banda caratteristica del
gruppo isocianato (assorbimento a 2250 cm~!), che quindi ha reagito nel processo di PE-
Gylation.

Alla luce di cio, la conferma dell’avvenuta PEGylation, mediante processo two step, richiede
un’analisi termo-gravimetrica.

Analisi termo-gravimetrica

Rispetto alla sintesi One step, la sintesi Two step prevede 1'utilizzo del composto DIE per
funzionalizzare inizialmente la particella di silice. Pertanto, nell’analisi TG, va diviso il
contributo alla perdita di peso data dal solo mPEG da quella invece dovuta dal residuo di
DIE aggraffato, sia che abbia reagito con il PEG sia che invece non lo abbia fatto.
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Tesi/immagini/TGts.png

Figura 5.16: Confronto fra 'analisi termogravimetrica di: MSN, mPEGe
MSN@QPEG(2).

Dalla figura 5.16 si puo osservare la presenza di due distinte variazioni di peso, centrate
a 250°C e 400°C. Mentre la prima perdita di peso é legata alla degradazione termica delle
molecole di DIE ancorate sulla superficie della silice, la seconda deriva unicamente dalla
degradazione del mPEG.
Nel campione sintetizzato secondo la procedura descritta nel processo Two step risulta che
la perdita di peso legata al DIE, una volta eliminato il contributo della silice, & pari al
12.8%, mentre la perdita di peso del mPEG ¢ del 26.1%.
Le densita di queste specie sulla superficie della particella risultano essere rispettivamente
di: 63.7 molecole/nm? per il DIE e 3.8 molecole/nm? per il PEG; mentre il dato del PEG
risulta verosimile, confrontato con i valori delle densita ricavati dal precedente processo di
PEGylation, il dato riferito alla densita del DIE ¢ inverosimilmente troppo elevato.
Una possibile spiegazione ¢ che la prima fase di funzionalizzazione delle particelle di silice
non prenda luogo esclusivamente sulla loro superficie esterna, ma coinvolga anche in parte
quella interna dei pori. Assumendo cid, da un lato é possibile spiegare 1’elevato valore
della densita di grafting del composto DIE, mentre d’altro lato indica che sia avvenuta
una funzionalizzazione anche all’interno delle particelle, la quale pud causare dei problemi
per le possibili applicazioni biomediche che questo tipo di materiale puo esprimere.

Con i dati ottenuti da quest’analisi é possibile ipotizzare il tipo di struttura del layer
che si ¢ formato sulla MSN. Dato che, il composto DIE aggraffato ¢ presente in quantita
maggiore rispetto alle PEG sulla superficie della silice, ¢ possibile ipotizzare che lo strato
cresciuto sulla particella sia formato da:

e un primo strato costituito dal DIE; il quale, se a una estremita presenta il legame
uretanico con cui é legato alla superficie della silice, nell’altra presenta o il PEG,
con cui & legato attraverso un altro legame uretanico, oppure un gruppo amminico
(-NHy), derivato dall’idrolisi del gruppo isocianato.
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e un secondo strato con densitd superficiali minori rispetto al DIE, costituito dal
polimero (PEG) legato al gruppo funzionale esterno del DIE.

Adsorbimento-desorbimento gas

L’analisi BET di un campione di nanoparticelle di silice PEGylate con processo Two step
mostra un drastico calo della porosita del sistema.

Tesi/immagini/BETtsl.png

Figura 5.17: Confronto fra I’analisi BET di particelle mesoporose di silice PE-
Gylate e non, con processo Two step; il grafico rappresenta il confronto delle
isoterme di adsorbimento e desorbimento dei due sistemi.

In fig. 5.17 e 5.18 si puod notare come le particelle prodotte mediante processo two
step presentino un drastico calo della loro porosita, anche maggiore rispetto alle particelle
sintetizzate mediante processo one step in cui si raggiungono, oltretutto, densita di PE-
Gylation piu elevate.

Questo comportamento pud essere un ulteriore prova che avvalora 'ipotesi che vi sia una
funzionalizzazione interna dei pori delle nanoparticelle.

Campione Volume dei Andamento Superficie Andamento
pori specifica
(teoria BET)
cm? /g m?/g %
MSN 0.977 - 969.9 -
MSN@PEG(2)jJ0.193 -80.6% 64.9 -93.3%

Tabella 5.3: Riassunto dei principali parametri ricavati dall’analisi d’adsorbi-
mento e desorbimento di gas sulle particelle di silice PEGylate o non e relativa
variazione percentuale.
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Tesi/immagini/BETts2.png

Figura 5.18: mentre il secondo ¢ il confronto fra la distribuzione volumetrica dei
pori. In quest’ultimo é riportata anche la distribuzione dei pori di un campione
di silice PEGylato mediante processo One step.

Immagini TEM

Le immagini ottenute mediante microscopia elettronica a trasmissione mostrano uno stra-
to sulle particelle che pud essere ricondotto al polimero aggraffato.

Tesi/immagini/1.png Tesi/immagini/2.png

(a) Ingrandimento 100000z, fascio 300 kV.  (b) Ingrandimento 50000z, fascio 300 kV.

Figura 5.19: Immagini TEM di particelle di silice mesoporosa PEGylata
mediante processo Two step a due diversi ingrandimenti.

Dalle immagini in fig. 5.19, in particolare negli ingrandimenti in figura (a), si puo
notare attorno alle particelle uno strato di materiale non presente negli ingrandimenti
osservati al TEM di MSN non PEGylata, fig. 5.3. Inoltre, le particelle presentano un
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bordo arrotondato e non frastagliato come invece é quello delle particelle non PEGylate,
riportate in fig. 5.3. In questo caso non si ¢ applicato un metodo di staining, dato che
la differenza di morfologia tra le MSN e le MSN@QPEG(2) ¢ visibile anche in condizioni di
contrasto normali.

5.5 Caratterizzazione: Co-condensazione

Una parte delle particelle di silice mesoporosa prodotte con il processo di co-condensazione,
hanno subito un blando trattamento idrotermale al fine di migliorarne il grafting del po-
limero sulla loro superficie. Percio le caratterizzazioni che seguono sono state eseguite
sia sulle particelle che hanno o non hanno, questo subito trattamento. I campioni sono
chiamati rispettivamente Hy ¢ NoHy.

Spettroscopia IR

Lo spettro d’assorbimento IR delle particelle di silice PEGylata mediante processo di
co-condensazione é riportato in figura 5.20.

Tesi/immagini/IRccn.pdf

Figura 5.20: Confronto spettri d’assorbimento IR fra particelle di silice non
PEGylate e particelle sintetizzate con processo di co-condensazionee senza
trattamento idrotermale.

Come per le particelle sintetizzate nei precedenti processi, anche in questo caso si
possono osservare delle variazioni nello spettro d’assorbimento IR delle strutture di silice
PEGylata rispetto alle MSN nude. La scomparsa del picco a 3750 cm ™! evidenzia che la
silice sia stata funzionalizzata superficialmente, dato che ne scompaiono quasi del tutto i
gruppi funzionali ossidrilici superficiali. Invece, la presenza degli assorbimenti a 1720-1700
e 1550 em™! confermano che vi sia un legame uretanico nella struttura appartenente al
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composto PEG-silano legato alle superfici della particella.

Le nanoparticelle prodotte, sia che abbiano o non abbiano subito il trattamento idro-
termale, presentano gli stessi assorbimenti nello spettro infrarosso, salvo alcune differenze.

Tesi/immagini/IRcchn.pdf

Figura 5.21: Confronto spettri d’assorbimento IR fra particelle di silice PEGy-
late con processo di co-condensazionee; lo spettro d’assorbimento IR di colore
nero ¢ legato alle particelle che hanno subito trattamento idrotermale, quello in
rosso invece appartiene a quelle non trattate.

Nella figura 5.21 é riportato il confronto fra gli spettri d’assorbimento IR delle particelle

che hanno subito il trattamento idrotermale e non. Come si puo osservare, le particelle che
non sono state sottoposte a questo trattamento presentano un piccolo picco a 3750cm ™!
(indicato dal punto in figura 5.21), che indica la presenza di gruppi ossidrilici sulla su-
perficie della silice. Cio significa che parte della superficie della particella non & stata
completamente funzionalizzata.
Al contrario, nelle particelle che hanno subito il trattamento, tale picco scompare del tutto,
probabilmente a causa del completamento della reazione di grafting del PEG sull’intera
superficie libera della particella; affermazione confermata dall’analisi termo-gravimetrica
seguente.

Analisi termogravimetrica

L’analisi termo-gravimetrica condotta su queste particelle ha prodotto una serie di risul-
tati interessanti, che confermano quanto gia riportato in letteratura.[15] I trattamento
idrotermale risulta migliorare in modo evidente la qualita della PEGylation, come si pud
notare nell’analisi termo-gravimetrica in fig. 5.22.

Il campione trattato con il processo idrotermale mostra una perdita di peso maggiore del
campione non trattato. Tale differenza ¢ di circa il 10% ed ¢ riconducibile al PEG in pia
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Tesi/immagini/TGcchn. pdf

Figura 5.22: Confronto fra gli andamenti termo-gravimetrici del campione di
nanoparticelle trattato con il processo idrotermale (curva rossa) e non (curva
nero).

aggraffato .

Questo conferma che il trattamento termale conduce a un miglioramento nella resa di PE-
Gylation, consolidando i legami di quelle catene di PEG ancora non del tutto legate alla
superficie delle particelle. Nel campione NoHy, tale trattamento non viene condotto, in
tal modo quella parte di PEG non ancora legata in modo stabile alla superficie della silice,
viene eliminata nelle procedure di purificazione e pertanto non risulta aggraffata.

Adsorbimento-desorbimento di gas

La porosita e struttura delle nanoparticelle PEGylate ottenute per co-condensazione sono
completamente diverse dalle particelle di silice viste nei precedenti casi.

L’isoterma d’adsorbimento riportata in figura 5.23 & stata ottenuta dall’analisi dei due
differenti campione. Dall’isoterma & possibile estrapolare alcune informazioni:

e entrambe le isoterme manifestano un piccolo flesso a bassi valori di pressione relativa
(tra 0.2 e 0.3); cio indica che, le particelle possiedono una certa mesoporosita.

e si puo inoltre ipotizzare, che le particelle formino delle sovrastrutture caratterizzate
da pori di dimensione maggiori dei precedenti. Cio é supportato dall’elevato assorbi-
mento che le particelle manifestano a pressioni relative maggiori di 0.9, caratteristico
di strutture aggregate.

84



5.5. Caratterizzazione: Co-condensazione 5. Risultati e discussione

Tesi/immagini/BETcc2. pdf

Figura 5.23: Isoterma di adsorbimento e desorbimento dei campione di nano-
particelle PEGylate sintetizzate con processo di co-condensazione, sia che ha
subito il processo idrotermale (Hy), che no (NoHy).

Tesi/immagini/BETccl.pdf

Figura 5.24: Distribuzione del diametro medio dei pori del campione di
nanoparticelle PEGylate che ha subito il processo idrotermale.
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La distribuzione dei pori non pare variare con il trattamento termico. Infatti, anche se
entrambi i campioni presentano una distribuzione simile della dimensione dei pori, centra-
ta a circa 2.3 nm, la diversa altezza della distribuzione puo essere attribuita alla diversa
quantita di polimero aggraffato (come si puo vedere dall’analisi termo-gravimetrica in fig.
5.22), che ostruisce in misura diversa i pori delle due particelle.

Queste particelle PEGylate presentano:

Campione Volume dei pori Superficie specifica
(teoria BET)
cm? /g m’/g
Hy 1.49 484
NoHy 1.07 754

Tabella 5.4: Riassunto dei principali parametri ricavati dall’analisi d’adsorbi-
mento e desorbimento di gas sulle particelle di silice PEGylate con processo di
co-condensazione e trattate o meno col processo idrotermale.

I diversi valori di superficie specifica e di volume dei pori del campione Hy rispetto a

quello NoHy (riportati in tab. 5.4), sono probabilmente causati dal processo idrotermale;
il quale, in qualche modo influisce sulla morfologia delle particelle modificandone la strut-
tura e favorendo un certo grado d’aggregazione, come si pud vedere nell'immagine TEM
in fig. 5.25.
La dimensione media dei pori risulta diversa da quello che si ottiene nelle MSN preceden-
temente sintetizzate per gli altri processi di PEGylation (2.7 nm), nonostante le condizioni
di sintesi e la quantita di reagenti siano le stesse. Pertanto, dato che I'unica variabile é
I’aggiunta del composto PEG-Silano all’interno dell’ambiente di reazione, si puo affermare
che anche la stessa presenza del polimero durante la sintesi delle MSN comporti profon-
de variazioni della struttura e morfologia delle particelle finali, che andrebbero studiate e
approfondite, ma che esulano dal compito di questo lavoro.

Immagini TEM

Le nanoparticelle di silice prodotte con questa procedura risultano essere molto diverse da
quelle sintetizzate fin’ora, nelle precedenti prove.
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Tesi/immagini/TEMcchl.pdf Tesi/immagini/TEMcch2.pdf

(a) Energia del fascio 40 kV. (b) Energia del fascio 40 kV.

Figura 5.25: Immagini TEM del campione di nanoparticelle di silice prodotte
mediante processo di co-condensazione e trattamento idrotermale (Hy).

Tesi/immagini/cch.pdf Tesi/immagini/cch2.pdf

(a) Energia del fascio 40 kV. (b) Energia del fascio 40 kV.

Figura 5.26: Immagini TEM del campione di nanoparticelle di silice prodotte
mediante processo di co-condensazione e senza trattamento idrotermale (No-

Hy).

Come gia detto precedentemente, il processo di co-condensazione, a differenza degli
altri due (one step e two step), influenza direttamente la sintesi delle nanoparticelle. Dalle
immagini riportate in fig. 5.25 e 5.26, & possibile notare come le strutture di silice generate
siano sempre porose, come testimoniano i canali dei pori presenti nelle singole particelle,
ma di dimensione media di circa 30-40 nm, notevolmente minori rispetto ai casi precedenti.
Si vuole evidenziare, come le particelle riportata nelle immagini TEM tendano a rimanere
maggiormente aggregate,in particolare nel campione Hy che ha subito il processo idroter-
male. Tale morfologia delle strutture puo spiegare gli elevati valori di volume assorbito a
pressione relativa maggiore di 0.9, mostrati nell’analisi BET in figura 5.23, e caratteristico
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di strutture aggregate.

5.6 Prove di stabilita

Le prove di stabilita riguardano principalmente la stabilita di tipo fisico delle sospensioni
generate con le nanoparticelle di silice mesoporosa PEGYylate, sintetizzate precedentemen-
te. Le prove sono state eseguite disperdendo un ugual numero di particelle in due diversi
mezzi: acqua e PBS.

Le prove svolte disperdendo le particelle in acqua hanno dimostrato che a distanza di
5 giorni, le particelle di silice PEGylate e anche non, rimangono disperse senza presentare
sedimentazione o aggregazione, come dimostrano le foto in fig. 5.27.

Tesi/immagini/Primogiorno.pdf Tesi/immagini/Primogiornol.pdf

(a) Primo giorno. (b) Primo giorno, in evidenza lo scattering
della luce causato dalle particelle.

Tesi/immagini/Terzogiorno.pdf Tesi/immagini/Terzogiornol.pdf

() 5° giorno. (d) 5° giorno, in evidenza lo scattering della
luce causato dalle particelle.

Figura 5.27: Sospensioni in acqua delle nanoparticelle prodotte con le tre pro-
cedure precedentemente descritte. Campioni:

A, particelle di silice mesoporosa;

B, MSN PEgylate con processo one step;

C, MSN PEGylate con processo two step;

D, MSN PEGylate con processo di co-condensazione e trattamento idrotermale;
E, MSN PEGylate con processo di co-condensazione senza trattamento idroter-
male;

F, acqua per confronto.
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Al contrario, le prove eseguite disperdendo le particelle in PBS, evidenziano la stabilita
fisica di un solo tipo di sospensione, quella preparata con le nanoparticelle PEGylate con
la procedura one step, come si pud vedere dalle immagini riportate in figura 5.28.

Tesi/immagini/Primogiornoa.pdf Tesi/immagini/1g.pdf

(a) Primo giorno. (b) Primo giorno, in evidenza lo scattering
della luce causato dalle particelle.

Tesi/immagini/5g.pdf Tesi/immagini/5gb.pdf

() 5° giorno. (d) 5° giorno, in evidenza lo scattering della
luce causato dalle particelle.

Figura 5.28: Sospensioni in PBS delle nanoparticelle prodotte con le tre proce-
dure precedentemente descritte. Campioni:Campioni:

A, particelle di silice mesoporosa;

B, MSN PEgylate con processo one step;

C, MSN PEGylate con processo two step;

D, MSN PEGylate con processo di co-condensazione e trattamento idrotermale;
E, MSN PEGylate con processo di co-condensazione senza trattamento idroter-
male;

F, acqua per confronto.

Le particelle prodotte con le tecniche di co-condensazione e processo two step non
risultano stabili in sospensione per piu di 24 h, in particolare, le prime citate formano
aggregati gia dopo pochi minuti, come si pud osservare nei campioni D-E in figura 5.28(a).
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Capitolo

Conclusioni

In questo lavoro di tesi sono state sintetizzate diversi tipi di nanoparticelle mesoporose
di silice mediante sintesi Stober templata. Tali sistemi sono caratterizzati da un’elevata
porosita, una distribuzione molto stretta dei pori centrata attorno un diametro medio di
2.7 nm e una dimensione media delle particelle tra i 50 e i 100 nm, che li rendono potenziali
strutture per diverse applicazioni bio-mediche, in particolare per il drug delivery.

Tali particelle manifestano pero, una scarsa stabilita fisica e biologica in molti mezzi disper-
denti, in special modo nei fluidi fisiologici che possiedono elevata forza ionica; per ovviare
a questa problematica, il lavoro di questa tesi ha indagato sulle possibili funzionalizzazioni
da applicare a queste nanoparticelle, per svilupparne stabilita e proprieta stealth sopratut-
to nelle applicazioni in vivo. In particolare, la ricerca si & concentrate sulle procedure di
PEGylation che é la tecnica maggiormente utilizzata per risolvere queste problematiche.
Tale procedura consiste nella funzionalizzazione superficiale delle nanoparticelle di silice
con il polimero PEG, PoliFEtilenGlicole, allo scopo di:

e inibire ’adsorbimento di proteine sulla superficie della particella stessa, che causa il
fenomeno dell’opsonozzazione,

e sviluppare preparative che aumentino il contributo di repulsione sterica fra le nano-
particelle, che aumentino la stabilita fisica delle sospensioni delle MSN in solventi ad
elevata forza ionica.

Il tipo di PEG utilizzato in queste procedure € di tipo lineare con peso molecolare medio
di 5000 Dalton; in particolare é stata usata la sua forma mono metilata, in cui uno dei suoi
gruppi terminali ossidrilici € sostituito da un gruppo metilico, per evitare complicazioni
durante i processi di grafting.

Il lavoro svolto si é concentrato sullo studio delle varie possibilita di PEGylation di nano-
particelle mesoporose di silice, in particolare approfondendo ’approccio grafting to . In
linea generale, questa procedura utilizza un polimero funzionalizzato che puo aggraffare
direttamente sulle particelle di silice (one step) oppure dopo una funzionalizzazione della
loro superficie (two step).

In questo lavoro di tesi si sono confrontate le particelle di silice mesoporosa PEGylate
mediante processo one step e two step. Inoltre é stato condotto uno studio sul metodo di
co-condensazione, che secondo alcuni lavori, permette la produzione di particelle PEGylate
direttamente nella fase di sintesi Stober delle particelle.
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Mediante il processo one step é possibile funzionalizzare le particelle mesoporose di si-
lice con grandi quantita di PEG, raggiungendo elevate densita di PEGylation. La porosita
di queste particelle risulta essere drasticamente ridotta rispetto alle MSN non PEGylate;
tale calo puo essere giustificato dalla presenza del polimero che occlude I'ingresso dei pori,
ma, pud essere anche in parte sovrastimato a causa delle basse temperature utilizzate nella
tecnica di caratterizzazione, le quali, irrigidiscono le catene di polimero che di fatto posso-
no tappare 'ingresso dei pori in misura maggiore di quanto non avviene alle temperature
ordinarie.

A parte questo problema legato a tutte le MSN PEGuylate, il processo one step si é
dimostrato molto promettente, di relativa facile esecuzione e senza particolari svantaggi.
Al contrario, le altre due procedure sono affette da diverse problematiche.

In particolare, nella procedura two step, le particelle di silice PEGylate che sono state

prodotte, presentano una funzionalizzazione anche interna dei pori che puo causare, ol-
tre che la diminuzione della porosita dell’intero sistema, 'insorgere di diversi problemi di
compatibilita fra le funzionalizzazioni e i possibili guest caricati in queste strutture.
Qualora venisse controllata, questa funzionalizzazione interna potrebbe invece, rappre-
sentare un vantaggio nel processo d’impregnazione, in particolare per quei composti che
manifestano una certa affinitd con i gruppi funzionali all’interno dei pori. In ogni caso
la drastica riduzione della porosita dovra essere risolta dato che incide sulla quantita di
materiale che queste MSN sono capaci di ospitare all’interno della loro struttura.
La quantita di PEG aggraffato con questo processo non raggiunge i valori di densita che
presentano le particelle PEGylate con il processo one step; inoltre, dall’analisi termo-
gravimetrica sembra che lo strato presente sulla superficie della particella sia costituito da
un primo layer molto denso, costituito dal composto DIE aggraffato (presente come forma
idrolizzata, ovvero come ammina primaria) sopra il quale vi & un secondo layer, legato ad
alcune delle catene di DIE del primo strato, formato dal PEG.

Il processo di co-condensazione invece, produce particelle di per se gia PEGylate ma
essendo una procedura che incide direttamente sulla sintesi Stober delle particelle stesse,
provoca variazioni nella dimensione e morfologia nelle strutture finali, come si pud osser-
vare dalle immagini mostrate in fig 5.25, ottenute al TEM .

Le prove di stabilita colloidale hanno evidenziato come il processo one step permetta

d’ottenere particelle con elevata densita di PEGylation, a differenza delle altre metodologie;
queste particelle risultano stabili in sospensione di PBS per piu di 5 giorni, contrariamente
agli altri campioni che gia dopo poche ore presentano un precipitato sul fondo del porta
campione.
Pertanto, ai fini delle future applicazioni biomediche e dei possibili risvolti applicativi di
queste strutture, il processo di PEGylation con approccio grafting to che comporta i
maggiori vantaggi, in termini di densita di polimero aggraffato e minori problematiche, é
il processo one step.

Sviluppi futuri

L’applicazione finale di queste strutture di silice PEGylate ¢é il drug delivery e il lavoro
fin qui condotto, rappresenta un piccolo passo in avanti sullo sviluppo di potenziali nano-
carriers per quest’applicazione bio-medica.

91



6. Conclusioni

In questo lavoro si é dimostrato che come sia possibile produrre MSN PEGylate capaci
di rimanere a lungo in sospensione in mezzi a elevata forza ionica, quali gli ambienti fisio-
logici; il passaggio successivo & di verificare che questi sistemi non danneggino le cellule e
che non interferiscano in alcun modo sul loro metabolismo. Cio, viene appurato da analisi
condotte in vitro e in vivo, con le quali si determina l’effettiva inerzia biologica delle nano-
particelle di silice PEGylate. Oltre a cio, é necessario indagare sull’adsorbimento proteico
manifestato dalle particelle prodotte in questo lavoro di tesi, fenomeno che in definitiva,
rappresenta 1’ostacolo maggiore da superare e la principale causa al limitato tempo di vita,
all’interno del corpo, che i sistemi di silice mesoporosa mostrano nelle prove in wvivo.
Inoltre, vi € la necessita di capire in che modo il processo di PEGylation incida sulla quan-
tita di guest che queste strutture sono capaci di contenere.

Se anche questi test venissero superati, i sistemi prodotti potrebbero essere ulteriormen-
te funzionalizzati con macromolecole biologiche (enzimi, proteine,. .. ), per implementarne
funzioni di targeting (in particolare di tipo attivo) o anche d’imaging.

Un problema che sara necessario affrontare é ’ottimizzazione del processo di PEGyla-
tion nel caso in cui si voglia caricare qualche guest all’interno delle particelle mesopose; in
particolare, in caso di sostanze sensibili a temperatura e solventi organici, come possono
essere diversi tipi di farmaci e proteine, il processo di grafting del polimero deve essere
compatibilizzato con il drug che di volta in volta si presentera; inoltre, si dovra tenere
conto anche della presenza di possibile altre funzionalizzazioni, come il possibile targeting
citato precedentemente, al fine di non modificarne o inibirne le funzioni che esplica.
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Capitolo

Appendici

7.1 FT-IR

La spettroscopia infrarossa ¢ una tecnica d’indagine spettroscopica che utilizza la radia-
zione infrarossa per ricavare informazioni strutturali su diversi tipi di molecole.

La vasta raccolta bibliografica e il gran numero di spettri depositati nelle banche dati
rendono questa procedura rapida, versatile e con la possibilita d’indagare vari tipi di ma-
teriale, ideale per le caratterizzazioni da laboratorio. In linea generale, la tecnica si basa
sull’assorbimento selettivo della radiazione Infrarossa da parte di gruppi caratteristici di
atomi, ne consegue che ogni molecola genera uno spettro che differisce dagli altri a seconda
dei gruppi funzionali che possiede, come una sorta di impronta digitale e che ne permette,
salvo rare eccezioni, la facile e veloce identificazione in un campione.

Basi teoriche

La radiazione infrarossa € una regione dello spettro elettromagnetico compresa tra la zona
del visibile e quella del microonde, in genere la spettroscopia infrarossa prende in conside-
razione un intervallo pitl stretto tra i 4000 cm™! e i 400 cm™?.

L’interazione che la radiazione infrarossa ha con la materia pud essere rappresentata in
termini di variazione dei dipoli molecolari associati ai moti vibrazionali e rotazionali di un
specifico gruppo di atomi.

In definitiva, la radiazione infrarossa puo essere assorbita e convertita da una serie di atomi
o molecole in energia e moti rotazionali del sistema stesso; questo si traduce in uno spettro
d’assorbimento del composto in esame, formato da assorbimenti discreti, essendo queste
energie assorbite quantizzate. L’assorbimento della radiazione IR genera anche a moti
vibrazionali (in genere con le frequenze tra i 10.000 e i 100 cm™1) caratterizzati anch’essi
da energie quantizzate. In realtd, questi assorbimenti vibrazionali non sono discreti ma
si presentano come delle bande; cio, é causato del fatto che per ogni livello vibrazionale,
esistono svariati livelli rotazionali associati che possono dare origine ad assorbimenti.

I moti vibrazionali possono essere scomposti in due principali tipologie: stretching e ben-
ding. La differenza fra i due sta nel tipo di movimento coinvolto nella vibrazione. Mentre
lo stretching ¢ un movimento lungo ’asse di legame che lega i due atomi, il bending ¢ un
movimento in cui si varia ’angolo di legame di due atomi legati a un terzo comune. Le
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Tesi/immagini/stretching.png

Figura 7.1: Modi vibrazionali di stretching: A. stretching simmetrico, B.
stretching asimmetrico

Tesi/immagini/bending.png

Figura 7.2: Modi vibrazionali di bending: C. Deformazione, D. Rocking, E.
Wagging, F. Twisting; il segno + e - indicano oscillazioni perpendicolari al
piano del foglio.

vibrazioni si dividono ulteriormente in simmetriche o asimmetriche a seconda se i moti
degli atomi risultino in fase o meno.

In ogni caso, & essenziale che le vibrazioni generino una variazione periodica del momento
di dipolo della molecola; se cid avviene, si genera un accoppiamento fra il campo elettrico
generato dal dipolo oscillante e il campo elettromagnetico della radiazione IR, che viene
assorbita.

Il numero di modi vibrazionali che puo presentare una molecola é legato al numero di ato-
mi che essa contiene. Se vi sono n atomi nella molecola, vi saranno 3n modi vibrazionali
(1 per ogni direzione dello spazio: x, y, z). Nel caso di una molecola non lineare, il numero
di modi vibrazionali associati ai singoli atomi saranno 3n-6, dato che vanno sottratti i 3
modi rotazionali e i 3 traslazionali della molecola stessa. Nel caso di una molecola lineare,
invece, questi saranno 3n-5.

Oltre a questi determinati assorbimenti, esistono altri fenomeni che incrementano il
numero di bande presenti nello spettro IR: generazione di seconde o terze armoniche o
combinazione di toni fra piu frequenze; e altri che invece ne diminuiscono il numero nel
range di frequenze analizzato: modi rotovibrazionali senza generazione di dipolo o bassa
intensita di alcune transizioni.

I moti di stretching possono essere approssimati applicando la legge di Hooke, e trat-
tando il sistema come un oscillatore armonico; costituito da due masse (gli atomi) legate
da una molla (il legame chimico). In tal modo & possibile descrivere matematicamente il
moto vibrazionale e determinare le frequenze caratteristiche d’assorbimento.

v=o [fr/z (7.1)

2me | mx

dove, v ¢ la frequenza d’assorbimento, f é la forza del legame e m* é 1 massa ridotta del
sistema.

Queste frequenze possono in realta non corrispondere a quelle reali. Cio é causato dal
fatto che, il legame € ovviamente influenzato dal contorno chimico e dal mezzo in cui si
trova. Pertanto, anche la preparazione del campione, la presenza di altri gruppi funzionali
sulla stessa molecola, gli isotopi e la presenza di legami a idrogeno, possono far variare i
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Tesi/immagini/inter.png

Figura 7.3: Interferometro di Michelson

valori di frequenza di un certo modo rotovibrazionale.

Spettroscopia Infrarossa a trasformata di Fourier

Questa tecnica si ¢ imposta velocemente per la velocita e accuratezza delle analisi, ridu-
cendo notevolmente il tempo necessario per 'ottenimento di un singolo spettro. Cio che
distingue principalmente questa tecnica da quella classica é la modalita con cui viene ma-
nipolato e analizzato il fascio di radiazione IR proveniente dal campione in esame.

Mentre nella tecnica classica ¢ presente un monocromatore, ovvero un sistema ottico
che ha lo scopo di variare gradualmente la frequenza del fascio come avviene di fatto in
un analogo spettrofotometro UV-Vis, in un strumento FTIR non vi é nulla del genere.

In questo caso il fascio inviato al campione non é monocromatico, come richiederebbe la
tecnica classica, ma contiene tutte le frequenze dello spettro da analizzare (tra i 5000 e i
400 cm~1). 1l raggio cosi composto entra in un interferometro di Michelson, fig. 7.3, dove
il fascio viene splittato in due singoli raggi. Ogni raggio viene riflesso da uno specchio, per
poi successivamente ricongiungersi presso il rilevatore. Uno degli specchi non ¢ fisso, per
cui muovendolo si inducono sul raggio ricongiunto, fenomeni di interferenze costruttiva e
distruttiva.

Il rilevatore raccoglie I'interferogramma prodotto dal fascio proveniente dal campione, che
altro non é che lo spettro d’assorbimento nel dominio del tempo. 1l calcolatore, appli-
cando la trasformata di Fourier ai dati raccolti, genera lo stesso spettro nel dominio delle
frequenze, da cui si ottiene, sottraendo il segnale di background, lo spettro d’assorbimento
IR del campione.
[119-121]

I principali vantaggi della tecnica FT-IR tecnica sono:

e Non si usano monocromatori o fenditure che limitano I'intensita del fascio (vantaggio
di Jacquinot);

e La scansione dell’intero spettro avviene in contemporanea, riducendo drasticamente
il tempo d’analisi (vantaggio di Fellgett);
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7.2 DLS

La tecnica DLS detta anche PCS, Photon Correlation Spectroscopy ¢ molto diffusa in
campo biologico e permette, attraverso la misura del moto Browniano, una veloce caratte-
rizzazione fisica di diverse macrostrutture organiche, quali proteine ed enzimi, ma risulta al-
trettanto utile nello studio di nano-sistemi in sospensione, quali polimeri e nano-particelle.
Le proprieta fisiche che vengono determinate con questa tecnica sono:

e la dimensione idrodinamica delle particelle.
Ovvero la dimensione del sistema particella pit solvente che si muove solidale alla
particella stessa.

e il potenziale zeta.
il quale é legato alla carica superficiale delle particelle in sospensione;

e il peso molecolare medio.
Calcolato principalmente nel caso di polimeri e proteine.

La tecnica si basa sull’acquisizione dello scattering della luce generato dalle particelle in
sospensione e sull’analisi della variazione dell’intensita nel tempo di questa radiazione dif-
fusa .

Se una particella in sospensione viene illuminata da una sorgente luminosa, come un
laser, essa diffondera la luce in ogni direzione; tale fenomeno prende il nome di scattering,
spiegato e risolto da varie teorie tra cui quella di Rayleigh e di Mie. Se invece, le particelle
che danno origine al fenomeno di scattering sono molte di pit, la luce diffusa risultante sara
la somma delle diffusioni di ogni singola particella. Ora, nel caso particolare in cui queste
sorgenti di scattering (le particelle) siano stazionarie (ovvero ferme), se si raccogliesse la
radiazione diffusa entro un certo angolo solido, questa si presenterebbe come un immagine
statica costituita da un’insieme di zone molto luminose e altrettante scure, dove di fatto
non arriva alcuna luce. Tale ¢, una figura di interferenza causata dal fatto che, sebbene
lo scattering sia lo stesso per ogni particelle, i singoli centri di scattering si trovano a
distanze diverse dal rilevatore e le condizioni d’interferenza sia costruttiva che distruttiva
coincideranno solo per certi angoli, dove i raggi diffusi da ogni corpuscolo saranno in fase
o meno rispetto agli altri.

In realta, le particelle in sospensione non sono ferme ma si muovono costantemente
a causa del moto Browniano (il movimento causato dagli urti casuali delle molecole di
solvente contro il corpo sospeso); la velocita con cui si muovono questi corpi dipende dalla
loro dimensione, pit sono piccole e piu il moto € veloce viceversa se sono particelle pit
grandi, tale relazione é descritta dall’equazione di Stokes-Einstein.

A causa del moto Browniano, U'intensita della radiazione diffusa che giunge al rilevatore
varia nel tempo, appunto perché si modificano di continuo le posizioni delle particelle e
quindi le condizioni d’interferenza della luce misurata al sensore. Lo strumento, in defi-
nitiva, misura la variazione della luce diffusa nel tempo e da cio ne ricava le informazioni
d’interesse.
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Tesi/immagini/DLS1.png

Figura 7.4: Esempio dell’andamento temporale dell’intensita di luce diffusa da
particelle in sospensione.

In fig. 7.4, é riportato un tipico andamento dello scattering di nanoparticelle al variare
del tempo. L’intensita varia attorno ad un valore costante, con alcune fluttuazioni sia
positive che negative che si ripetono ad un intervallo pitt 0 meno regolare.

Definendo la curva della luce diffusa con la funzione A, si puo definire il suo valore
medio lungo un certo intervallo T, piu grande rispetto le fluttuazioni, come:

T—oo T

< A(t) >= lim 1/TA(t)dt (7.2)
0

Se si considera un valore della funzione A ad un certo tempo t+7, A(t + 7) (dove T &
per definizione piccolo rispetto alle fluttuazioni), questo risultera tendere al valore di A(t)
per piccoli valori di 7 , mentre divergera per valori crescenti di 7. Questa correlazione
temporale puod essere espressa matematicamente dal valore medio del prodotto delle due
funzioni:
1 [T
< ADA(t+7) >= lim ~ / A() At + ) dt (7.3)
T—o0 0

Lo strumento DLS elabora questo tipo di correlazione per i vari valori di 7, generando un
grafico tipo quello riportato in fig. 7.5,
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Tesi/immagini/DLS2.png

Figura 7.5: Profilo della funzione di correlazione temporale della variabile A,
riportata in fig. 7.4.

La funzione correlazione ¢ caratterizzate da un decadimento compreso tra il valore di
massimo <A2> e di minimo <A>2, i quali corrispondono al valore di ascissa 7=0,

lim < A(0)A(T) >=< A? > (7.4)

T—0

Mentre per valori elevati di 7 si avra:

lim < A(0)A(T) >=< A > (7.5)

T—r 00

La funzione di autocorrelazione viene espressa come la forma normalizzata al valore di
<A?> dell’eq.7.3
< A(t)A(t >
Gy = SAMAG+7)
< A(t)? >
e in genere, quando ¢ legata alla cinetica delle particelle come nel caso della tecnica DLS,
segue un decadimento di tipo esponenziale,

(7.6)

Gir)=1-(<A’>—-<A>%)exp = (7.7)

Il valore di 7, prende il nome di tempo di decadimento.

Tale parametro della funzione di autocorrelazione ¢ legato alla frequenza delle fluttuazioni
che é a sua volta legata alla velocita di spostamento delle particelle, legata alle dimensioni
delle particelle stesse.[122]

Pertanto particelle di dimensione diverse manifesteranno decadimenti della funzione di au-
tocorrelazione diversi, fig. 7.7.
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Figura 7.6: Andamento temporale della luce diffusa per particelle di dimensione
diversa. Si noti come particelle grandi, muovendosi piu lentamente diano ori-
gine a fluttuazioni meno frequenti, al contrario, particelle pit piccole generano
fluttuazioni molto piu frequenti a causa della loro alta velocita

Tesi/immagini/DLS3.png

Figura 7.7: Confronto del profilo della funzione di autocorrelazione prodotta
dalla variazione dello scattering di particelle di grande e di piccola dimensione

Il tempo di decadimento ¢ correlato al coefficiente di diffusione delle particelle conside-
rate, pertanto, secondo la relazione si Stokes, ¢ un parametro legato sia alla temperatura
che alla viscosita del mezzo disperdente. A parita di queste, lo strumento & capace di
ricavare il valore medio e la distribuzione delle dimensioni di un qualsiasi nano-sistema in
dispersione.

Nel caso in cui, le particelle in sospensione risultino avere dimensioni diverse, la tecnica
DLS puo esprime la distribuzione totale delle dimensioni delle particelle in 3 distinti modi
[123]:

e rispetto al numero di particelle;

e rispetto al volume delle particelle;
in questa rappresentazione, le particelle pit grandi pesano di pit nella distribuzione.

e rispetto allo scattering;
in questo caso, la differenza di segnale & dovuto al fatto che le particelle piu grandi
diffondo di piu la luce; infatti secondo I’approssimazione di Rayleight I'intensita della
luce diffusa é proporzionale alla sesta potenza del diametro del centro di scattering.
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Tesi/immagini/DLS5.png

Figura 7.8: Nella figura, le tre diverse distribuzioni che puo esprimere la tecnica
DLS. 1II caso in figura rappresenta una sospensione con due uguali popolazioni
di particelle a dimensione diversa (5 e 50 nm). A sinistra, la distribuzione delle
dimensione delle particelle & pesata sul numero di particelle; al centro, ¢ pesata
sul volume delle particelle e a destra sull’intensita della luce diffusa.

7.3 Tecnica Adsorbimento-Desorbimento di gas

Una delle tecniche maggiormente usate nella determinazione delle proprieta fisiche super-
ficiali di materiali porosi, ¢ I’adsorbimento di atomi o molecole gassose.

Mediante questa procedura € possibile ricavare alcuni parametri fisici particolarmente im-
portanti per questi sistemi, quali:

Superficie specifica;

e Volume vuoto occupato dai pori;

Distribuzione delle dimensione e del volume dei pori;

entalpia d’adsorbimento;

L’adsorbimento del gas sulla superficie del materiale puo essere di due tipi: fisico, percio
si trattera di fisi-adsorbimento determinato da interazioni deboli e di natura elettrosta-
tica (forze di Van der Waals, interazione fra dipoli elettrici) e chimico, dove invece vi &
la formazione di un vero e proprio legame chimico. La differenza essenziale fra i due tipi
d’interazione & legata alla reversibilita della reazione; cosi, mentre per ’adsorbimento fi-
sico vi € la possibilita per il gas di de-adsorbirsi dal materiale, nel chemi adsorbimento il
processo risulta irreversibile.

La caratterizzazione dei materiali porosi avviene mediante ’analisi delle isoterme di

adsorbimento-desorbimento, ovvero le curve che rappresentano la quantita di gas adsorbi-
to a temperatura costante dal materiale, in funzione della pressione parziale a cui € posto.
La normale procedura che si segue per costruire queste isoterme prevede un’iniziale dega-
saggio del campione mediante un trattamento termico; successivamente segue un raffred-
damento fino alla temperatura di liquefazione del gas utilizzato nella misura, che verra
mantenuta per l'intera durata dell’analisi. Nella gran parte dei casi il gas & 'azoto, e
pertanto, la temperatura da raggiungere € di circa 77K.
A questo punto, l'isoterma di adsorbimento viene costruita inserendo gradualmente, al-
Iinterno del porta-campione, del Ns, e registrando di volta in volta i valori di pressione
parziale (p/p°, con p°, pressione di vapore del gas alla temperatura d’esercizio) e volume
adsorbito. Infine, operando nel modo opposto, si raccolgono i dati che vanno a costruire
I'isoterma di de-adsorbimento.
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Tesi/immagini/BET1.png

Figura 7.9: I principali tipi di isoterme d’adsorbimento secondo la classificazione
IUPAC

Queste curve sono differenti a seconda del tipo di materiale analizzato, e manifestano an-
damenti diversi a seconda della dimensione e del volume dei loro pori.

La normativa IUPAC classifica le isoterme d’adsorbimento e desorbimento in 6 tipolo-
gie, riportate in fig. 7.9.

Tipo I é tipica di materiali con micropori di dimensioni molecolari.

Tipo II ¢ una deviazione dell’isoterma di tipo I, caratterizzata dalla formazione di mul-
tistrati di gas successivamente alla formazione di un monostrato. Risulta tipica
per materiali con una larga distribuzioni delle dimensione dei pori o per materiali
Nnon-porosi.

Tipo III ¢ un’isoterma simile al tipo II. Tipica di materiali macro-porosi.

Tipo IV simile al tipo II, é caratterizzata dalla presenza di un’isteresi fra l'isoterma
d’adsorbimento e desorbimento. Tale comportamento ¢ dovuto alla condensazione
delle molecole di gas nei pori. Questa curva € tipica dei materiali mesoporosi.

Tipo V é tipica di materiali che danno bassa interazione tra gas e superficie. L’isteresi &
causata sempre dalla condensazione del gas nei pori come nel caso precedente.

Tipo VI ¢ un’isoterma a scalini. Tipica di materiali non porosi dove ogni scalino rappre-
senta la formazione di uno strato di gas adsorbito.

Per determinare le proprieta fisiche dei materiali porosi ¢ necessaria 'applicazione di
modelli e teorie che diano una spiegazione alle varie tipologie di isoterma.
La teoria di Langmuir é una di queste, ed ¢ la base di partenza da cui poi si sviluppano
i moderni modelli, come la teoria BET. Secondo Langmuir esiste una relazione che lega
la pressione di un gas e il volume adsorbito per la formazione di un solo monostrato di
molecole di gas su di una superficie. Tale relazione, espressa matematicamente nell’eq.7.8,

0

considera il parametro 0, definito come il rapporto tra il volume di gas adsorbito (V) e il
volume di gas necessario per formare un monostrato completo di molecole di gas adsorbite
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(V). Si capisce che conoscendo i parametri legati a una singola molecola di gas (volu-
me molecolare, densita di ricoprimento superficiale,...) & possibile ricavare i valori della
superficie specifica del materiale analizzato. Pero, la teoria di Langmuir fa un’importante
assunzione, ovvero che si formi unicamente un monostrato di molecole adsorbite, pertanto
il passo successivo per una miglior conoscenza del fenomeno sara quello d’introdurre nella
teoria la formazione del multi-strato di gas adsorbito.

Oggigiorno, il modello d’adsorbimento maggiormente diffuso & quello formulato da Bru-
nauer, Emmett e Teller, che prende il nome di BET. In tale teoria si introducono alcune
assunzioni: che i fenomeni di adsorbimento e desorbimento siano in equilibrio tra loro per
ogni valore di pressione parziale e che inoltre l'interazione fra superficie e molecola di gas
vari a seconda se quest’ultima si trovi vicino alla superficie (e pertanto legata all’energia
d’adsorbimento) o negli strati pitt esterni (e quindi legata all’entalpia d’evaporazione). Da
cio, la teoria BET conclude che:

1% cp

Ve = =P+ e+ DI] (79)

dove c ¢é legato alle energie d’interazione fra superficie e molecola di gas adsorbita. Con la
teoria BET si puo estrapolare il valore di V,,, leggendo direttamente il volume adsorbito
a p/p’ ~ 0.3, ma cio non risulta molto accurato. Dato che l'isoterma a pressioni relative
basse (fino a 0.3) ¢ lineare rispetto alla pressione parziale (p/p°), nella normale procedura,
si linearizza l'eq. 7.9,
p 1 c—1p
V(pe —p)  Vie + Vine pY
e in tal modo ¢ possibile ricavare dall’intercetta il valore di V,,, da cui, conoscendo ’area
che occupa una molecola di gas adsorbito(c?) e il numero di Avogadro (N,4) & possibile
ricavare l'area superficiale del materiale.

(7.10)

VmNAO'O
22.414

Un altro dato ricavabile con questa tecnica € il volume totale dei pori. Tale valore
si ottiene assumendo che: quando la pressione raggiunge valori prossimi alla pressione di
saturazione del gas, il volume di gas adsorbito sulla superficie esterna del materiale poroso
risulta trascurabile rispetto al gas presente all’interno dei pori. In tal modo il volume di
gas adsorbito puo essere considerato come il volume totale dei pori.

Agpec = (7.11)

Un altro parametro importante ¢ la distribuzione e la dimensione media dei pori. Per

ricavare questo dato si appllica il modello BJH, acronimo delle iniziali degli autori della
teoria Barrett, Joyner and Halenda. In tale approccio si assume che i pori siano costituiti
da cilindri di diametro costante e che al loro interno avvenga la condensazione del gas a
determinate pressioni legate alla dimensione del poro.
Ci6 che il modello predice é che quando la pressione del gas é pari a p°, tutti i pori risultano
riempiti del gas condensato, ovvero di liquido; se a questo punto si riduce gradualmente la
pressione, parte del liquido nei pori comincera a evaporera. In realta, questa evaporazione
non avviene contemporaneamente allo stesso modo per tutti i pori, ma avera inizialmente
nei pori con diametro maggiore (r,,), seguendo la legge di Kelvin,

%) _ 273 cos(0) (7.12)

RTr,,
0 é ’angolo di contatto, 3 ¢ il volume molare del gas condensato,y ¢ la tensione superficiale.
La pressione critica p* rappresenta la pressione alla quale avviene la condensazione del gas

log(
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7.3. Tecnica Adsorbimento-Desorbimento di gas 7. Append1c1

nei pori con diametro r,,. Pertanto, raccogliendo i dati di pressione e volume di gas
adsorbito, é possibile risalire alla distribuzione dei pori e quindi anche al loro diametro
medio.
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