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Premessa

L'attivita di tesi svolta presso il Dipartimento di Scienza Applicata e Tecnologia (DISAT)
del Politecnico di Torino consiste nella preparazione e caratterizzazione di nanoparticelle

magnetoplasmoniche potenzialmente utilizzabili in vivo per teranostica.

L'idea alla base del lavoro & quella di realizzare nanostrutture magnetoplasmoniche
composte da nanoparticelle di magnetite, sintetizzate tramite co-precipitazione di sali di
ferro in soluzione acquosa, e nanoparticelle di argento od oro, ridotte direttamente,
tramite I'acido tannico, sulla superficie delle nanostrutture magnetiche, al fine di ottenere
un’unica particella composita che integri nella sua struttura le caratteristiche peculiari

delle singole formulazioni.

Applicando un campo magnetico e sfruttando le proprieta superparamagnetiche
dell’unita di magnetite, e possibile manipolare dall’'esterno le nanoparticelle
magnetoplasmoniche ottenute e veicolarle verso il microambiente tumorale,

diminuendone I'assorbimento in organi o tessuti sani.

Una volta garantito un accumulo efficace nel sito di interesse, al fine di distruggere le
cellule cancerose si pud utilizzare la terapia fototermica plasmonica sulle particelle
metalliche nel caso di tumori superficiali, o I'ipertermia magnetica per trattare tumori piu
profondi; nel secondo caso, la presenza dell’unita di argento o di oro puo essere sfruttata

per garantire antibattericita o per la funzionalizzazione con biomolecole.

Rispetto a terapie termiche convenzionali, in questo modo si va direttamente a
incorporare la fonte di riscaldamento all’interno dell’ambiente tumorale, rendendo il
trattamento piu specifico, dal momento che il calore va a danneggiare esclusivamente le

cellule cancerose.

Vi



Nella prima parte della tesi vengono fornite informazioni riguardo la nanotecnologia e
i nanomateriali (capitolo 1), le nanoparticelle magnetiche (capitolo 2), la biodistribuzione,
la farmacocinetica, la biodegradazione e la tossicita (capitolo 3), le proprieta magnetiche
e lipertermia (capitolo 4), le nanostrutture di argento e oro e le nanoparticelle

magnetoplasmoniche (capitolo 5).

La seconda parte presenta, invece, i due diversi metodi di sintesi utilizzati per ottenere
i nanocompositi e le tecniche di caratterizzazione adoperate (capitolo 6), i risultati ottenuti
e la loro discussione (capitolo 7), le conclusioni (capitolo 8) e, infine, i riferimenti

bibliografici utilizzati.
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Capitolo 1

Nanotecnologia e nanomateriali

1.1 Introduzione [1,2]

La nanotecnologia e il termine utilizzato per descrivere le aree della scienza e
dell'ingegneria in cui i fenomeni che si verificano su scala dimensionale dell’ordine del
nanometro (10 metri) sono sfruttati nella progettazione, caratterizzazione, produzione e

applicazione di materiali, strutture, dispositivi e sistemi.

Nonostante il termine nanotecnologia sia stato coniato solo negli anni '60, clusters di
nanoparticelle d’oro venivano gia utilizzati piu di 2000 anni fa da parte dei Romani per
creare colori vividi nei vetri e, piu tardi, a partire dal X secolo, 'uso di nanomateriali

diventato sempre piu diffuso nell’arte ceramica e del vetro.

Ma il vero passo verso la progettazione di nanomateriali per scopi specifici € avvenuto
solamente nell’ultimo quarto del XX secolo quando, grazie alla scoperta del fullerene (Ceo)
e dei nanotubi di carbonio, all’laumento di interesse nei processi di sintesi e a importanti
progressi nella caratterizzazione dei materiali tramite I'invenzione del microscopio a forza
atomica (AFM) e del microscopio a scansione a effetto tunnel (STM), & stato possibile

iniziare a modificare attivamente e intenzionalmente molecole e strutture alla nanoscala.

Oggigiorno la nanotecnologia € uno strumento dal potenziale immenso, in grado di
avere un impatto molto significativo non solo sulla societa attuale, ma anche futura, poiché

teoricamente capace di migliorare qualsiasi campo tecnologico e industriale.
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| vantaggi nel suo uso risiedono nell'impiego di particelle in scala nanoscopica, da circa
1 nmfino a circa 100 nm; &, infatti, in questo intervallo che i materiali presentano proprieta
sostanzialmente diverse rispetto alle stesse sostanze aventi dimensioni maggiori, sia
perché possiedono un'area di superficie molto elevata in rapporto al volume e sia perché
gli effetti quantici, non visibili a dimensioni maggiori, iniziano a giocare un ruolo

importante a questi intervalli di grandezza.

1.2 Classificazione dei nanomateriali [3,4]

Come precedentemente accennato, i nanomateriali, anche noti come nanoparticelle o
nanopolveri, sono sostanze ingegnerizzate e fabbricate per avere proprieta specifiche e

una o piu dimensioni tipicamente comprese tra 1 e 100 nm.

In Figura 1.1 e possibile avere un’idea dell’ordine di grandezza delle nanoparticelle

rispetto a varie entita biologiche od oggetti comuni.
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Figura 1.1 Confronto dimensionale di nanomateriali, biomolecole e oggetti [4]
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In termine di composizione chimica i nanomateriali possono essere distinti in:

e nanostrutture di natura organica: dendrimeri, nanocarriers polimerici e lipidici;

e nanostrutture inorganiche: nanoparticelle metalliche/plasmoniche, di materiali
semiconduttori (quantum dots), magnetiche, a base di ossidi di metallo, di silice,

di carbonio (nanotubi, grafene e fullereni).

Questa classificazione non puo pero essere considerata cosi netta; & necessario, infatti,
tener presente che buona parte dei nanomateriali € sintetizzata utilizzando sostanze di
natura organica al fine di stabilizzare e funzionalizzare le nanoparticelle inorganiche e,
pertanto, sarebbe pil opportuno considerare queste nanostrutture come sostanze di

natura ibrida.

Oltre alla classificazione in base alla composizione chimica, un’ulteriore distinzione puo
essere fatta considerando dimensioni e forma; &, quindi, possibile suddividere le

nanoparticelle in quattro categorie:

e nanomateriali OD con diametro dell’'ordine del nanometro quali, ad esempio,

sfere e clusters;

e nanomateriali 1D con una dimensione su scala nanometrica, ad esempio film

sottili e rivestimenti superficiali;

e nanomateriali 2D con due dimensioni su scala nanometrica, ad esempio

nanotubi, nanofibre, nanofili;

e nanomateriali 3D con tutte e tre le dimensioni su scala nanometrica, ad esempio

nanocristalli.
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1.3 Strategie generali di sintesi [4,5]

La maggior parte delle tecniche di sintesi di nanomateriali puo essere ricondotta a due

modelli di fabbricazione differenti:

e approccio top-down: le nanostrutture sono “scolpite” da un blocco di materiale

bulk e la suddivisione in pezzi piu piccoli avviene attraverso metodi che sfruttano

energia meccanica, chimica o altre forme energetiche;

e approccio bottom-up:

le nanostrutture sono sintetizzate assemblando

gradualmente precursori atomici o molecolari fino a ottenere la struttura

desiderata, oppure facendo crescere in dimensione specie atomiche o

molecolari tramite reazioni chimiche o self-assembly.

Viene presentata in Figura 1.2 una schematizzazione delle due strategie generali di

sintesi.

BULK

MATERIALE NANOSTRUTTURATO

%,
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Figura 1.2 Approccio top-down e bottom-up per la produzione di nanomateriali [5]

In entrambi gli approcci, risultano fondamentali il controllo delle condizioni di

fabbricazione (ad esempio, I’energia del fascio di elettroni) e delle condizioni ambientali

(ad esempio, la presenza di contaminanti).
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In ogni caso, qualunque sia il metodo utilizzato, e di notevole importanza la capacita di
controllare dimensione, forma, composizione, distribuzione dimensionale e grado di

agglomerazione delle nanoparticelle.

1.4 Campi di applicazione [6]

Di seguito vengono illustrate alcune tra le innumerevoli applicazioni attuali o potenziali

della nanotecnologia in campo scientifico e tecnologico.

Settore tessile

La realizzazione di tessuti contenenti particelle o fibre di dimensioni nanometriche
permette un miglioramento delle proprieta senza un significativo aumento di peso,

spessore o rigidita.

Le attuali applicazioni riguardano, tra le altre, I'impiego di nanowhiskers per la
realizzazione di pantaloni di materiale idrorepellente e antimacchia o l'uso di

nanoparticelle di argento al fine di uccidere i batteri e rendere gli indumenti antiodore.

Nanoelettronica

La nanotecnologia pud migliorare le caratteristiche dei dispositivi elettronici
riducendone il peso e il consumo energetico, migliorandone la capacita attraverso
I'aumento della densita dei chip di memoria e diminuendo le dimensioni dei transistor

utilizzati nei circuiti integrati al fine di creare dispositivi piu piccoli e potenti.

Ambiente
La nanotecnologia puo aiutare a ridurre sia I'inquinamento atmosferico che delle acque.

La qualita dell’aria puo essere migliorata agendo, ad esempio, sulle prestazioni dei

catalizzatori utilizzati per trasformare in gas innocui i vapori che fuoriescono da automobili
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o impianti industriali. La maggior area superficiale dei catalizzatori nanotecnologici
permette loro di interagire simultaneamente con piu sostanze chimiche, dimostrando

un’efficacia maggiore rispetto alla controparte utilizzata convenzionalmente.

Nel miglioramento della qualita dell’acqua, invece, si sta cercando attraverso la
nanotecnologia di sviluppare soluzioni a problemi diversi. Una sfida & la rimozione
dell'inquinamento idrico industriale utilizzando nanoparticelle per convertire la sostanza
contaminante, attraverso reazioni chimiche, e renderla innocua. Un'altra sfida ¢ Ia
rimozione di sale o metalli dall'acqua: metodi di deionizzazione basati su elettrodi
composti da fibre nanometriche risultano promettenti nel ridurre costi e fabbisogno

energetico di trasformazione dell'acqua salata in acqua potabile.

Sensori chimici

Nanotubi di carbonio, nanofili di ossido di zinco o nanoparticelle di palladio possono

essere utilizzati come elementi di rilevamento in sensori nanotecnologici.

Il principio di funzionamento & bastato sul cambiamento delle caratteristiche elettriche,
quali resistenza o capacita, dell’elemento sensibile in seguito all’assorbimento di poche
molecole di gas; cio permette di rilevare concentrazioni anche molto basse di vapori
chimici.

Una possibile applicazione potrebbe riguardare il montaggio di questi sensori in luoghi
in cui si vuole verificare la presenza di vapori emessi da dispositivi esplosivi, al fine di

garantire la sicurezza.

Agroalimentare

La nanotecnologia puo influenzare diversi aspetti delle scienze alimentari, da come il
cibo viene coltivato a come viene confezionato, ma anche la sicurezza alimentare o i

benefici per la salute offerti dal cibo.

Un’applicazione in fase di sviluppo consiste nell'impiego di nanosensori in grado di

rilevare batteri e altri contaminanti in impianti di confezionamento. Cio permetterebbe
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test frequenti e a un costo inferiore rispetto all'invio di campioni a un laboratorio di analisi
e avrebbe, come conseguenza, la notevole riduzione del rischio che il cibo contaminato

possa raggiungere gli scaffali dei negozi.

Sport

La nanotecnologia € in grado di offrire vantaggi anche nel settore sportivo andando a
migliorare non solo le attrezzature, ma anche elevando il livello di prestazioni dell’atleta
cosi da ridurre il rischio di infortuni e rendere I’esperienza sportiva piu piacevole per atleti

e spettatori [7].

Alcune delle applicazioni attuali prevedono I'aggiunta di nanoparticelle al telaio delle
racchette da tennis che consentono un migliore controllo e una maggiore potenza quando
si colpisce la palla, o il riempimento con nanoparticelle di silice degli spazi tra le fibre di

carbonio nelle canne da pesca, al fine di rafforzarle senza aumentarne il peso.

Nanomedicina [4,8]

Si occupa di diagnosticare, monitorare, trattare e prevenire malattie al fine di migliorare

e rendere piu efficaci i trattamenti gia esistenti e sviluppare nuove terapie.

Il contributo delle nanotecnologie nel settore medico € molto ampio e comprende
nuovi strumenti diagnostici, agenti e metodi di imaging, sistemi per la somministrazione

di farmaci, terapie, impianti e costrutti in grado di riparare e rigenerare tessuti e organi.

Il tutto € reso possibile dalla manipolazione di atomi e molecole alla nanoscala per
produrre strutture dalle proprieta desiderate e di dimensioni comparabili a quelle delle

biomolecole, in grado di interagire con le cellule del corpo umano.

Nei prossimi capitoli si illustreranno in maniera piu approfondita le potenzialita delle

nanoparticelle in campo biomedico.
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Capitolo 2

Nanoparticelle magnetiche

2.1 Introduzione [9,10]

Le nanoparticelle magnetiche rappresentano uno dei pil promettenti candidati nella
progettazione di nanosistemi teranostici multifunzionali, in grado sia di identificare uno

stato patologico, che di somministrare, simultaneamente, la terapia adeguata.

L'utilizzo di questo tipo di nanoparticelle risulta particolarmente vantaggioso:
sfruttando un campo magnetico esterno, esse possono essere facilmente manipolate e

trasportate all’interno del corpo umano verso tessuti e cellule bersaglio.

Nella sua forma piu elementare, una nanoparticella magnetica & costituita da un nucleo

magnetico di materiale inorganico.

In molti casi € poi presente un rivestimento superficiale biocompatibile utile per
minimizzare le interazioni indesiderate con I'ambiente a contatto, garantire la stabilita in
condizioni fisiologiche ed evitare I'agglomerazione, dal momento che le particelle possono

attrarsi a vicenda come risultato delle forze attrattive di tipo van der Waals.

E possibile la presenza di un ulteriore rivestimento esterno rappresentato da

biomolecole, farmaci, coloranti o agenti di targeting specifici, come peptidi e acidi nucleici.

Questa funzionalizzazione permette alle nanoparticelle di oltrepassare le barriere

tissutali e cellulari e di poter, quindi, esplicare la propria funzione teranostica.
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Viene mostrato in Figura 2.1 uno schema generale relativo alla progettazione di una
nanoparticella magnetica: partendo da precursori di origine diversa, attraverso metodi di
sintesi opportuni, si arriva alla sua realizzazione, cui segue una fase di modifica superficiale

e, infine, di funzionalizzazione.

| vari passaggi verranno descritti dettagliatamente nei paragrafi successivi.
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k antibody
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Figura 2.1 (A) Progettazione di nanoparticelle magnetiche, (B) possibile modifica e

funzionalizzazione [11]
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2.2 Nanoparticelle di ossido di ferro

La magnetite (FesOs) e la maghemite (y-Fe;03) sono ritenute le nanoparticelle
magnetiche piu adatte per applicazioni biomediche in vivo e vengono preferite ad altre

nanostrutture per la loro biocompatibilita e stabilita.

Nuclei magnetici a base di cobalto, nichel o neodimio-ferro-boro offrirebbero migliori
proprieta magnetiche, ma con il rischio di risultare facilmente suscettibili all'ossidazione o

essere tossici, se non adeguatamente trattati [10,12,13].
La magnetite, in particolare, risulta quella pil ampiamente studiata.

Presenta una struttura a spinello inverso in cui gli anioni 0% formano un
impacchettamento chiuso, cubico a facce centrate e gli ioni bi- e trivalenti del ferro

occupano i siti tetraedrici interstiziali e quelli ottaedrici.

Piu precisamente, gli ioni ferrici Fe3* sono distribuiti su tutti i siti tetraedrici e meta di
quelli ottaedrici, mentre gli ioni ferrosi Fe?* occupano il resto dei siti ottaedrici (Figura 2.2)

[14,15].

Figura 2.2 Struttura cristallina della magnetite (le sfere nere rappresentano gli

ioni Fe?*, le sfere verdi gli ioni Fe¥, le sfere rosse gli ioni 0%) [16]

10
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Le proprieta magnetiche della magnetite derivano proprio dalla presenza di ioni, sia in

numero, che con valenza diversa nella struttura cristallina.

Gli ioni di ferro trivalente (lll) distribuiti in posizioni ottaedriche sono allineati
parallelamente ma in direzione opposta a quelli in posizioni tetraedriche, e il loro

accoppiamento fa si che i momenti magnetici generati si annullino reciprocamente.

Gli ioni di ferro bivalente (ll), invece, occupando i soli siti ottaedrici, generano momenti
magnetici paralleli e allineati che non si annullano e che, quindi, sono responsabili della

magnetizzazione netta della magnetite (Figura 2.3) [17,18].

Cation Octahedral goals Tetrahedral goals Net magnetic moment

Fe l j v W Complete cancellation

Fe*

Figura 2.3 Distribuzione dei momenti magnetici prodotti dagli ioni Fe** e Fe3* nella

struttura cristallina della magnetite [18]

11
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2.3 Metodi di fabbricazione [13,14]

Le diverse tecniche di produzione di nanoparticelle magnetiche possono essere

raggruppate in tre macrocategorie:

e metodi fisici come ad esempio la deposizione fisica da vapore e la litografia a
fascio di elettroni. Sono, tendenzialmente, procedure elaborate che non
garantiscono un controllo dimensionale adeguato alla nanoscala.

Tecniche pil recenti quali la sintesi tramite ablazione laser, risultano, invece,
efficaci nel produrre polveri fini con dimensione media delle particelle di 20-50

nm e distribuzione dimensionale relativamente stretta.

e Metodi di preparazione chimica a umido includono la co-precipitazione chimica,
reazioni idrotermali, sol-gel, metodi elettrochimici, la decomposizione termica,
la microemulsione.

Sono le tecniche di fabbricazione di nanoparticelle piu diffuse e sono, per la
maggior parte, procedure di tipo bottom-up. Riescono, generalmente, a fornire

un buon controllo su dimensioni, composizione e forma.

e Metodi microbici in cui le nanoparticelle magnetiche si formano in un processo
di biomineralizzazione.
Il prodotto naturale di batteri magnetotattici & costituito da particelle uniformi
il cui nucleo ha un diametro di 20-45 nm e cristalli a dominio singolo.
La co-precipitazione di ioni ferrosi e ferrici in condizioni cinetiche di crescita dei
cristalli simili a quelle di crescita di magnetite nei batteri magnetotattici, puo
fornire nanoparticelle di magnetite relativamente grandi o particelle
multidominio.
Sono metodi ad alta resa, con buona riproducibilita, scalabilita e controllo

dimensionale.

12
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Di seguito si illustrano nel dettaglio, le tecniche di preparazione di nanoparticelle

magnetiche maggiormente utilizzate tra i metodi di preparazione chimica.

2.3.1 Co-precipitazione [19,20]

E una tecnica semplice e conveniente per sintetizzare, per lo piu, nanoparticelle di
ossido di ferro (FesOs 0 y-Fe2030) a partire da soluzioni acquose di sali Fe?*/Fe3* tramite
I'aggiunta di una base in atmosfera inerte o in aria, a temperatura ambiente o poco piu

elevata (Figura 2.4).

Parametri quali il tipo di sali impiegati (ad esempio cloruri, solfati, nitrati), il rapporto
tra ioni Fe?*/Fe**, la temperatura di reazione, il pH e la forza ionica del mezzo, influenzano

considerevolmente composizione, forma e dimensione delle particelle ottenute.

Una volta fissate le condizioni di sintesi, il metodo risulta completamente riproducibile

e permette di ottenere nanostrutture dalle caratteristiche desiderate.

Poiché le nanoparticelle di magnetite risultano instabili in condizioni ambiente e
possono essere facilmente ossidate a maghemite, puo essere necessario uno step di
passivazione tramite I’aggiunta di nitrato ferrico; cid porta alla formazione di un guscio di

maghemite utile a prevenire il verificarsi di un’ossidazione incontrollata.

Base addition -
e

pH 9-14

oxygen-lree

environment

Aqueous solutions of salts Mixture, molar ratio 2:1 Black agqueous precipitate
Fe*"/Fe? of magnetite

Figura 2.4 Sintesi di nanoparticelle di ossido di ferro tramite co-precipitazione [20]
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2.3.2 Decomposizione termica [20,21]

Nanocristalli magnetici monodispersi possono essere sintetizzati per decomposizione
termica di composti organometallici in solventi organici ad elevata temperatura,

contenenti tensioattivi stabilizzanti (Figura 2.5).

Tra i precursori organometallici sono solitamente utilizzati metalli acetilacetonati,
cupferronati o metallocarbonili e come tensioattivi acidi grassi, acido oleico ed

esadecilammina.

La tecnica consente di avere un controllo molto accurato su forma, dimensione e
struttura cristallina. Fattori importanti in tal senso sono la scelta dei precursori, dei

surfattanti e dei solventi, nonché i rapporti tra i reagenti di partenza [16].

Rispetto ad altri metodi, le particelle ottenute sono piu piccole e risultano

maggiormente monodisperse.

Poiché solitamente la reazione si verifica in solventi organici contenenti stabilizzanti
idrofobi, sono necessarie modifiche superficiali affinché le nanoparticelle risultino stabili

in un mezzo acquoso e non siano tossiche, cosicché da essere impiegate in applicazioni

biomediche.
oxygen=ree Evaporation,
environment purification
heating Replacement
140-280°C by water
Surfactant and catalyst in Suspension in organic Black agueous precipitate
organic solvent solvent of magnetite

Figura 2.5 Sintesi di nanoparticelle di ossido di ferro tramite decomposizione termica

[20]
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2.3.3 Microemulsione [19]

Miscelando due microemulsioni acqua-in-olio identiche contenenti i reagenti
opportuni, la fase acquosa risulta dispersa sotto forma di microgocce dal diametro

tipicamente compreso tra 1 e 50 nm, che si scontrano ripetutamente tra di loro.

Cio porta alla formazione di aggregati piu grandi per effetto della coalescenza, a una
nuova separazione e, infine, alla formazione di un precipitato che & possibile estrarre,
tramite filtrazione o centrifugazione, aggiungendo alle microemulsioni un solvente come

I’acetone o I’etanolo (Figura 2.6).

Una microemulsione puo essere, quindi, utilizzata come un nanoreattore per la

formazione di nanoparticelle di forma diversa.

La resa di questo metodo e piuttosto bassa se confrontata a quella delle due tecniche

precedentemente illustrate.

Inoltre, per sintetizzare quantita apprezzabili € necessario usare molto solvente e,

pertanto il processo risulta poco efficiente, oltre ad avere anche bassa scalabilita.

— Fe'” and Fe*
Evaporation
Replacement
by water
Surfactant micelles in Black aqueous precipitate
organie selvent of magnetite

Figura 2.6 Sintesi di nanoparticelle di ossido di ferro tramite microemulsione [20]
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2.3.4 Sintesi idrotermale [21]

E un metodo utilizzato per la fabbricazione di polveri ultrafini, oltre che per

nanoparticelle magnetiche.

La reazione avviene in mezzo acquoso, all'interno di un’autoclave o un reattore con

pressioni che possono arrivare fino a 138 bar e temperature fino a 200 °C.

Il processo permette di ottenere particelle con un miglior grado di cristallinita rispetto

ad altre procedure.

La sintesi idrotermale risulta il metodo piu efficace per produrre cristalli dei materiali
pil svariati, ma presenta lo svantaggio di avere una cinetica di reazione troppo lenta,
qualunque sia la temperatura; la soluzione a questo inconveniente puO essere

rappresentata dall’'uso del riscaldamento a microonde.
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Nella tabella presentata di seguito (Tabella 2.1), si evidenziano le principali

caratteristiche dei quattro processi di sintesi appena descritti.

Synthetic Synthesis Reaction Reaction  Solvent Surface-capping agents Size distri-  Shape Yield
method temp. [°C] period bution control
co-precipitation very simple, ambient  20-90 minutes water needed, added during or  relatively not good high/
conditions after reaction narrow scalable
thermal decom- complicated, inert 100-320 hours— organic needed, added during very narrow  very high/
position atmosphere days compound  reaction good scalable
microemulsion  complicated, ambient 20-50 hours organic needed, added during relatively good low
conditions compound  reaction narrow
hydrothermal simple, high pressure 220 hours water-etha-  needed, added during very narrow very medium
synthesis ca. days nol reaction good

Tabella 2.1 Confronto tra i metodi di sintesi comunemente utilizzati per la produzione

di nanoparticelle magnetiche [19]

In base a quanto detto precedentemente e osservando lo schema riportato, risulta

evidente come la co-precipitazione sia il metodo di sintesi piu semplice, nonché il piu

veloce per ottenere nanoparticelle magnetiche. La tecnica, tuttavia, soffre dell’incapacita

di avere un controllo preciso su dimensioni e forma.

In tal senso, la decomposizione termica e la sintesi idrotermale risultano piu affidabili,

ma presentano lo svantaggio di essere metodi piu complicati e con tempi di reazione molto

lunghi, oltreché richiedere temperature e/o pressioni piuttosto elevate affinché la

reazione di sintesi possa avvenire.

La microemulsione sembra essere, invece, il metodo peggiore, in quanto & un processo

non del tutto semplice da realizzare, che richiede tempi di reazione piuttosto lunghi, con

controllo dimensionale non troppo accurato e resa molto bassa.
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2.4 Stabilizzazione e funzionalizzazione superficiale
[16,19]

Nonostante negli anni ci siano stati grandi miglioramenti nella preparazione di
nanoparticelle magnetiche, un problema inevitabile associato al loro uso rimane

I'instabilita intrinseca nel tempo, che si manifesta sotto forma di:

e perdita di disperdibilita: le nanoparticelle tendono ad aggregarsi formando

clusters piu grandi al fine di ridurre la propria energia superficiale;

e perdita di magnetismo: le nanoparticelle tendono ad ossidarsi nell’aria a causa

della loro reattivita chimica.

La stabilita e un requisito fondamentale in applicazioni biomediche.

Per impedire o perlomeno minimizzare |'agglomerazione e [I‘ossidazione, le
nanoparticelle magnetiche possono essere rivestite da una matrice solitamente di tipo

polimerico o anche in silice o carbonio.

In tal modo, risulteranno fisse nello spazio I'una rispetto all’altra e cid non & spesso

desiderato.

Un metodo alternativo che lascia le nanoparticelle libere di muoversi e al contempo
impedisce l'agglomerazione e I'ossidazione, consiste nell’applicazione di un layer

superficiale impenetrabile [21].

Si realizza in tal modo una struttura core-shell in cui la nanoparticella magnetica
rappresenta il nucleo ed & incapsulata in un rivestimento che la isola dall’ambiente a

contatto.

Se, invece, la nanoparticella non si trova al centro del rivestimento funzionale, Ia

struttura e solitamente definita yolk-shell (Figura 2.7).
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Yolk-shell

Core-shell

Figura 2.7 Tipiche morfologie di nanomateriali magnetici compositi (la parte

magnetica e colorata in nero, il rivestimento in blu) [22]

In entrambi i casi, I'impiego di uno strato superficiale non solo migliora la stabilita della
nanoparticella, ma la rende piu biocompatibile, pud introdurre nuove proprieta fisiche e

fungere da supporto per biomolecole.
Il rivestimento puo essere di tipo organico o inorganico.

Alternativamente, per preservare le particelle & possibile indurre un'ossidazione
controllata del loro strato superficiale esterno attraverso una tecnica chiamata

passivazione.

2.4.1 Rivestimenti organici [16]

Includono polimeri, tensioattivi e piccole molecole.

Polimeri

La funzionalizzazione tramite questo tipo di materiali (Figura 2.8) non solo fornisce
gruppi multifunzionali e stabilita colloidale alle nanoparticelle magnetiche, ma svolge
anche un ruolo significativo per quanto riguarda il loro destino biologico (biodistribuzione

e farmacocinetica).
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Possono essere adoperati diverse classi di polimeri biodegradabili, sia di origine
naturale che sintetici come polisaccaridi, chitosano, alginato, glicole polietilenico (PEG),

acido polilattico (PLA), polimetilmetacrilato (PMMA).

Gli approcci comunemente utilizzati sono il rivestimento in situ e post-sintesi. Dal
momento che il primo metodo non riesce sempre a garantire una stabilita colloidale

adeguata e a controllare lo spessore del guscio, il secondo approccio € da preferire.

Negli ultimi anni, in biomedicina ha suscitato notevole interesse la funzionalizzazione
con polimeri cosiddetti smart, capaci di conferire proprieta speciali alle nanoparticelle
magnetiche. Le nanostrutture cosi realizzate sono, infatti, in grado di esplicare la propria
funzione in risposta a stimoli ambientali come una variazione di pH o di temperatura e
trovano impiego in risonanza magnetica, come biosensori e per la somministrazione di

farmaci.

E bene sottolineare che, in alcuni casi, il rivestimento polimerico pud avere un’influenza

negativa sulle proprieta magnetiche delle nanoparticelle e, pertanto, € necessario

sceglierlo in maniera adeguata.

Inoltre, se il guscio & sottile, pud rivelarsi incapace di evitare I'ossidazione delle
particelle se queste sono molto reattive. Un ultimo inconveniente e rappresentato, infine,
dalla stabilita intrinseca relativamente bassa del rivestimento di tipo polimerico a

temperature piu elevate [19].

2
Magnetic core: 2 _
metals Co, Ni, Mn, Fe, O I\VH = M
their alloys and oxides ! coil
" 583:2 $ ¢ polymeric shell
CONHCH{CH,),
CgH CH,CI

Figura 2.8 Nanoparticella magnetica rivestita con polimero [23]
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Tensioattivi e piccole molecole

La fabbricazione di nanoparticelle di ossido di ferro solubili in olio & molto importante

affinché esse risultino monodisperse.

| composti organici comunemente utilizzati a tal proposito sono I'acido oleico e

I'oleilammina.

Il primo, in particolare, permette di formare un monostrato protettivo molto denso,

consentendo la sintesi di nanoparticelle altamente uniformi.

In piu, non causa cambiamenti apprezzabili nel comportamento magnetico delle

particelle [24].

Affinché le nanoparticelle possano essere impiegate in applicazioni biologiche, €, pero,
necessario trasferirle dalla fase organica alla fase acquosa e il rivestimento tensioattivo

idrorepellente deve essere sostituito da uno idrofilo e biocompatibile.

In alternativa, & possibile sintetizzare nanoparticelle magnetiche che siano
direttamente solubili in acqua, utilizzando nel processo di reazione piccole molecole come

amminoacidi, acido citrico, vitamine, ciclodestrine.

Tra di esse, particolarmente utilizzato e I’acido citrico che presenta gruppi carbossilici (-
COOH); alcuni di questi si legano ai cationi di ferro sulla superfice delle nanoparticelle di
magnetite in modo da formare un rivestimento robusto, mentre i gruppi non coordinati si
estendono nel mezzo acquoso, conferendo un alto grado di stabilita per repulsione

elettrostatica, oltreché permettere ulteriori modifiche superficiali [25,26].

Per legare vari tipi di molecole bioattive, le nanoparticelle di ossido di ferro possono
essere funzionalizzate con i gia citati gruppi -COOH, ma anche con gruppi di tipo -OH, -NH,,

-SH, che ne permettono l'uso in diverse applicazioni biomediche.

Viene spesso utilizzato a tal proposito il silano e in particolare il 3-

amminopropiltrietossisilano (APTES, Figura 2.9).

La funzionalizzazione con molecole di questo composto permette di mantenere
pressocché inalterati i valori di magnetizzazione di saturazione rispetto a nanoparticelle

magnetiche non modificate e di preservarne la morfologia [27].
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Inoltre, la presenza dei gruppi -NH; puo rendere le nanoparticelle, intrinsecamente

idrofobe, dispersibili in acqua.

Dol

S Cilels

Magnetic core: :
metals Co, Ni, Mn, Fe, O - =
their alloys and oxides T

pe
il

silane shell

el —#

Figura 2.9 Nanoparticella magnetica funzionalizzata con APTES [23]

2.4.2 Rivestimenti inorganici [16,19]

Componenti inorganici con cui e possibile rivestire le nanoparticelle magnetiche sono

la silice, il carbonio, metalli preziosi come oro e argento.

Silice
Gusci formati da questo materiale (Figura 2.10 A) oltre a proteggere i nuclei magnetici,

possono anche impedire il contatto diretto della nanoparticella con agenti addizionali

legati superficialmente evitando, cosi, interazioni indesiderate [21].

Ad esempio, I'ancoraggio diretto di agenti fluorescenti alle nanoparticelle magnetiche
puo portare alla cessazione del fenomeno di luminescenza; cid puo essere evitato tramite

I'impiego di un guscio di silice [28].

Il rivestimento con silice garantisce stabilita in ambiente acido e in condizioni acquose
se il pH & sufficientemente basso, e permette di aggiungere facilmente gruppi funzionali,
in modo tale da consentire I'impiego in applicazioni quali il biolabeling e il rilascio

controllato e mirato di farmaci.
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Tuttavia, nonostante i progressi fatti nella sintesi di nanoparticelle cosi rivestite, risulta
difficile ottenere gusci di silice che abbiano uno spessore controllato alla nanoscala, ma
soprattutto che siano uniformi. La presenza di pori € quindi inevitabile e, pertanto, questo
tipo di rivestimento risulta spesso incapace di prevenire la diffusione di ossigeno o altre

specie chimiche.

Inoltre, la silice & instabile in condizioni basiche.

Carbonio

Negli ultimi anni le nanoparticelle magnetiche protette dal carbonio (Figura 2.10 B)
hanno ricevuto piu attenzione in quanto questo materiale presenta una maggiore stabilita
sia dal punto di vista chimico che termico ed & piu biocompatibile rispetto ai polimeri o alla

silice.

Tuttavia, nanoparticelle magnetiche rivestite di carbonio sono spesso ottenute sotto
forma di clusters, a causa della mancanza di un metodo di sintesi efficace e di una scarsa

comprensione del meccanismo di formazione.

MNP = Magnetic Nanoparticle

(A)

MNP@SiO, MNP@C

Figura 2.10 Nanoparticella magnetica rivestita con: (A) silice, (B) carbonio [29]

Metalli

| metalli presentano interessanti proprieta ottiche alla nanoscala quali la risonanza

plasmonica di superficie localizzata o I'effetto Raman.
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Il rivestimento di nanoparticelle magnetiche di ossido di ferro con metalli permette di

combinare le proprieta fisico-chimiche dei due materiali (Figura 2.11).

L'oro, in particolare, sembra essere un candidato ideale grazie all sua bassa reattivita e
perché e capace di stabilizzare le nanoparticelle di magnetite sia in condizioni acquose

neutre che acide.

Inoltre, la superficie d’oro pud essere ulteriormente funzionalizzata con gruppi tiolo,
consentendo alle nanoparticelle di formare legami con ligandi funzionali che le rendono

adatte per applicazioni ottiche o come catalizzatori.

gold shell

Magnetic core:

metals Co, Ni, Mn, Fe,
their alloys and oxides

Figura 2.11 Nanoparticella magnetica rivestita con oro [23]

24



3 - Biodistribuzione, farmacocinetica, biodegradazione e tossicita

Capitolo 3

Biodistribuzione, farmacocinetica,
biodegradazione e tossicita

3.1 Introduzione [30]

Non appena le nanoparticelle magnetiche vengono introdotte all'interno del corpo
umano, il sistema immunitario mette in atto una serie di meccanismi fisiologici volti a
riconoscere queste sostanze estranee, a raccoglierle e a indirizzarle verso i principali

percorsi di escrezione.

Siinstaura, quindi, una sorta di “competizione” tra la distribuzione delle nanoparticelle
in organi o tessuti specifici (biodistribuzione desiderata) e il loro tasso di riconoscimento e

di eliminazione (farmacocinetica).

Risulta, dunque, di fondamentale importanza conoscere i parametri che regolano questi
due aspetti, al fine di migliorare la funzionalita prevista delle nanoparticelle, aumentarne

I’efficacia terapeutica e la biosicurezza, minimizzandone, al contempo, gli effetti tossici.

A seconda dell’applicazione biomedica cui sono destinate, le nanoparticelle possono
essere somministrate in diversi modi, ma l'iniezione endovenosa rappresenta l'approccio

pill comunemente usato.
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Indipendentemente dalle barriere biologiche specifiche per ciascun metodo di
somministrazione, il corpo umano risponde rapidamente alla loro presenza, cercando di

eliminarle attraverso due diversi meccanismi di clearance.

3.1.1 Clearance attraverso il sistema reticoloendoteliale [30,31]

Il sistema reticoloendoteliale (RES), anche noto come sistema fagocitario mononucleare

(MPS), rappresenta il principale percorso di clearance all’interno del corpo umano.

Come riportato in molti studi, piu del 75% delle nanostrutture magnetiche vengono

assorbite dal RES e in particolare dal fegato (cellule di Kupffer) [9].

In generale, il fegato e la milza sono gli organi principalmente impegnati nella clearance
delle nanoparticelle dalla circolazione sanguigna, tuttavia, se iniettate in alte dosi, i
macrofagi presenti in questi organi sono in grado di eliminarne solo una frazione e quelle

in eccesso vengono accumulate in altri siti quali i polmoni.

Il processo di cattura & basato su tre eventi: opsonizzazione, riconoscimento e fagocitosi

(Figura 3.1).

(1) @ c;(- (3 (4)

NP Opsonin protein Macrophage Liver sequesters NPs

Figura 3.1 Adsorbimento di opsonine sulla superficie di nanoparticelle magnetiche,

riconoscimento da parte dei macrofagi e accumulo nel fegato [30]

Le cellule fagocitarie del RES non sono in grado di identificare direttamente le
nanoparticelle all'interno del flusso sanguigno, ma riconoscono sostanze chiamate

opsonine che ricoprono la loro superficie.
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Si tratta di macromolecole e, tra le piu comuni, vi sono le immunoglobuline, i
componenti del sistema del complemento C3, C4 e C5 e proteine plasmatiche come la

laminina, la fibronectina, il collagene di tipo I.

L'esatto meccanismo attraverso il quale avviene il processo di opsonizzazione non &
ancora del tutto compreso; si pensa che le opsonine presenti nel sangue entrino in
contatto con le nanoparticelle iniettate attraverso moti browniani e, non appena risultano
sufficientemente vicine alla loro superficie, ci si leghino tramite forze attrattive di tipo van

der Waals, elettrostatico, idrofobico.

Il passo successivo consiste nel riconoscimento delle nanoparticelle da parte delle

cellule fagocitarie.

Cio avviene grazie al fatto che le opsonine ad esse legate subiscono cambiamenti
conformazionali da proteina inattiva presente nel siero a struttura proteica attivata
individuabile dai macrofagi, le cui superfici contengono recettori specializzati che,
interagendo con la conformazione modificata delle opsonine, vengono allertate della

presenza di sostanze estranee.

L’ultimo passaggio consiste nell’ingestione delle nanoparticelle e nella decomposizione

del materiale fagocitato attraverso la secrezione di enzimi digestivi e radicali ossidanti.

3.1.2 Clearance renale [30,32,33]

La clearance renale rappresenta il secondo piu importante meccanismo di rimozione di
materiali indesiderati dal corpo umano e costituisce un processo biologico essenziale per

proteggere I'organismo da eventuali danni e possibili forme di tossicita.

Il sistema di filtrazione nei reni & fisicamente diverso da quello presente nel fegato e

nella milza.

Mentre in questi ultimi le nanoparticelle pit grandi di una certa dimensione vengono
intrappolate nei capillari sinusoidi e prelevate rispettivamente dalle cellule di Kupffer o dai

macrofagi splenici, I'endotelio fenestrato dei capillari glomerulari agisce da filtro che
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consente solo a specie piu piccole di una certa dimensione (10-15 nm) di passare e, quindi,

lasciare il flusso sanguigno ed essere espulse dal corpo tramite |'urina.

Per via dei limiti dimensionali imposti dalla grandezza di queste fenestrae, solitamente,
nessun report attesta la presenza di nanoparticelle di ossido di ferro non degradate nelle

urine.

Tuttavia, attraverso i reni & possibile che si verifichi I’eliminazione di piccole molecole
di rivestimento qualora queste ultime, a causa di legami deboli, si staccassero dalla

superficie delle nanoparticelle.

3.2 Targeting tumorale [31,34]

Affinché un vettore teranostico possa esplicare la propria funzione deve essere
presente nel flusso sanguigno abbastanza a lungo da raggiungere e riconoscere il proprio
sito d'azione, evitando il piu possibile i processi di opsonizzazione o di rimozione da parte

del RES.

E a tal proposito che risulta importante il concetto di targeting tumorale inteso come

accumulo selettivo e assorbimento delle nanoparticelle nel microambiente tumorale.

Cio pud essere ottenuto passivamente attraverso il cosiddetto effetto EPR o

attivamente attraverso |'uso di agenti e/o altri meccanismi di targeting.

3.2.1 Targeting passivo [34,35,36]

Nel targeting passivo macromolecole e nanoparticelle si accumulano in maniera
preferenziale nei tessuti neoplastici come risultato dell’effetto di aumentata permeabilita
e ritenzione (EPR), descritto per la prima volta da Maeda e Matsumura nel 1986 (Figura

3.2 A).
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Una volta che un tumore raggiunge dimensioni superiori a 2-3 mm3, il normale apporto
di ossigeno e sostanze nutritive non & piu sufficiente a soddisfare le crescenti richieste

delle cellule maligne in rapida crescita.

Pertanto, il tessuto neoplastico si adegua attraverso meccanismi di angiogenesi volti a

formare nuovi vasi sanguigni utili a sostenere il proprio sviluppo.

Lo squilibrio risultante dei fattori angiogenici e delle metalloproteasi della matrice
(MMP) si traduce in una vascolarizzazione altamente disorganizzata e con ampie
fenestrature che permette I'extravasazione delle nanoparticelle dal circolo sanguigno
sistemico, facilitandone I'accumulo all’interno del microambiente tumorale (aumentata

permeabilita).

Inoltre, poiché questi tessuti non sono dotati di un sistema linfatico adeguatamente
sviluppato, il drenaggio e ridotto e, quindi, le nanoparticelle tendono a rimanere al loro

interno (aumentata ritenzione).

L'effetto EPR pud essere ulteriormente accentuato dal fatto che i vasi tumorali sono
spesso privi dello strato di muscolatura liscia che circonda, solitamente, le cellule
endoteliali; cio fa si che il sistema vascolare associato al tumore risulti in una condizione di
vasodilatazione permanente che aumenta ulteriormente I'apporto di sangue e soluti al suo

interno.

3.2.2 Targeting attivo [9,17,34,35,37,38]

Rispetto al targeting passivo, i meccanismi di targeting attivo mostrano una maggiore
specificita ed efficacia in quanto rendono I'assorbimento delle nanoparticelle piu selettivo

e consentono di ottenere una migliore distribuzione nel sito tumorale.

La sfida pil importante nel targeting attivo e la definizione delle strategie piu idonee

per il trasporto delle nanoparticelle nei tessuti cancerosi.

Esse si basano principalmente sulla funzionalizzazione delle nanoparticelle con ligandi

specifici (ad esempio anticorpi, aptameri, peptidi), capaci di riconoscere e legarsi
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esclusivamente ad antigeni o a determinati recettori sovraespressi sulla superficie delle

cellule neoplastiche, in modo da innescare il processo di endocitosi mediata da recettore.

In tal modo si riducono le interazioni non specifiche indesiderate e si evita qualsiasi tipo
di tossicita.
Un’altra strategia di targeting attivo potrebbe consistere nello sfruttare I'aumentata

attivita metabolica delle cellule neoplastiche, legando molecole quali il glucosio o I'acido

folico sulla superficie delle particelle.

Un’altra ancora consiste nell'impiego di un campo magnetico esterno per veicolare le
nanoparticelle di ossido di ferro verso il sito tumorale (Figura 3.2 B); questo migliorerebbe
notevolmente la capacita di targeting e diminuirebbe I'assorbimento in organi o tessuti

sani.

Tuttavia l'efficacia di questo metodo oltre a dipendere dalle caratteristiche delle
nanostrutture utilizzate, € influenzata da altri fattori quali I'intensita del campo magnetico,

la profondita del tessuto bersaglio e la velocita del flusso sanguigno.

Infine, un approccio meno convenzionale consisterebbe nell’inibire il sistema

reticoloendoteliale con farmaci prima dell’impiego di nanoparticelle.

A tal proposito, Abdollah et al. hanno dimostrato che la soppressione delle cellule di
Kupffer nel fegato con destrano solfato pud aumentare significativamente I'emivita delle

nanoparticelle magnetiche e I'efficacia di targeting dei tessuti di interesse [39].
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Figura 3.2 (A) Effetto EPR nel targeting passivo, (B) utilizzo di un campo magnetico

esterno nel targeting attivo [30]
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3.3 Parametri di interesse [9,40]

Caratteristiche quali morfologia, dimensione, carica e chimica superficiale influenzano

in maniera significativa la prestazione delle nanoparticelle in vivo.

Morfologia [30,41]

Come riportato in alcuni studi, le strutture sferiche sembrerebbero rimanere nella
circolazione sistemica generalmente meno a lungo rispetto a particelle 1D, principalmente

perché quest’ultime tendono ad allinearsi con il flusso sanguigno.

E stato, inoltre, osservato che nanostrutture sferiche si accumulano in misura minore

nei tumori rispetto a controparti dalla forma filamentosa.

Questi risultati hanno fornito, negli ultimi anni, la base per l'esplorazione di diverse

morfologie.

E, perd, importante sottolineare che & difficile fabbricare costrutti di forma differente
mantenendo gli altri parametri identici (numero delle molecole di rivestimento,
polidispersita, stabilita) e, pertanto, il confronto di risultati di questo tipo, relativi a

geometrie diverse, non & molto sensato.

Dimensione [9,13,34,40,41]

Solitamente, la grandezza delle particelle (Figura 3.3 A) ¢ il fattore che piu influisce su

aspetti quali I'emivita, la biodistribuzione e la clearance.

La dimensione idrodinamica di una nanoparticella definita come dimensione combinata
del nucleo e del rivestimento, deve essere sufficientemente piccola da evitare
I'assorbimento da parte degli organi del sistema reticoloendoteliale, ma abbastanza

grande da eludere la clearance renale.

Piu precisamente, nanoparticelle con dimensioni maggiori di 200 nm rimangono

intrappolate nella zona marginale e nella polpa rossa e vanno incontro a filtrazione
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splenica, mentre nanostrutture piu grandi di circa 100 nm sono catturate dalle cellule di

Kupffer nel fegato.
Al contrario, un diametro inferiore a 10-15 nm comporta una rapida clearance renale.

Pertanto, la dimensione idrodinamica ideale si attesta tra 10 e 100 nm, in quanto
permette un assorbimento delle nanoparticelle molto ridotto da parte degli organi del RES
e dei reni e offre, generalmente, un’emivita abbastanza lunga da garantire un’efficienza di

targeting migliore.

Carica superficiale [9,13,41]

Oltre alle dimensioni, anche la carica superficiale (Figura 3.3 B) gioca un ruolo
fondamentale nel determinare |’emivita, influenzare i meccanismi di clearance e

migliorare I'accumulo selettivo in specifici siti di interesse.

Come riportato nello studio di Osaka et al., nanoparticelle cariche positivamente
dimostrano un assorbimento piu efficiente da parte delle cellule di carcinoma mammario

rispetto a quelle con carica negativa [42].

Tuttavia, hanno un tasso di assorbimento non specifico piu alto nella maggior parte
delle cellule umane e tendono a essere riconosciute piu rapidamente dal sistema

reticoloendoteliale come risultato dell'adsorbimento di proteine plasmatiche.

Al contrario, nanoparticelle con carica superficiale neutra o leggermente negativa sono

meno soggette a meccanismi di opsonizzazione e hanno un’emivita maggiore.

Inoltre, considerato che le nanoparticelle devono essere emocompatibili e che, quindi,
non devono rilasciare sostanze tossiche, causare reazioni avverse da parte dell’organismo
o andare incontro ad alterazioni, e dal momento che I'emocompatibilita e legata in parte
alla carica superficiale, nanoparticelle cariche negativamente sono preferibili a quelle di
segno opposto: infatti, una carica negativa garantisce repulsione elettrostatica con le
piastrine sanguigne, cariche anch’esse negativamente, evitando fenomeni di

trombogenesi [43].
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In base a quanto detto si pud quindi affermare che, in un primo momento, sarebbe
ideale avere nanoparticelle con carica negativa, affinché si possa avere una minore
clearance da parte del RES, garantire un’emivita superiore ed evitare la formazione di
trombi ma, successivamente, si preferirebbe il passaggio a una carica positiva per un
miglior targeting tumorale; cio e possibile grazie a nanoparticelle zwitterioniche con carica

commutabile in risposta a stimoli ambientali.
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Figura 3.3 Confronto della biodistribuzione di nanoparticelle magnetiche nei
polmoni, nel fegato, nella milza e nei reni in base a (A) dimensione, (B) carica superficiale

[41]

Funzionalizzazione superficiale [31,34,35,40]

La funzionalizzazione superficiale rappresenta un ulteriore stratagemma progettuale

per minimizzare i fenomeni di clearance mediata da macrofagi.

Affinché sia possibile eludere la cattura da parte degli organi del sistema
reticoloendoteliale & necessario impedire che si verifichino le interazioni elettrostatiche e

idrofobe che aiutano le opsonine a legarsi alla superficie delle particelle.
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L'utilizzo di tensioattivi polimerici anfifilici & di grande aiuto in tal senso: la presenza di
un rivestimento di questo tipo fornisce, infatti, uno strato protettivo idrofilo sulla
superficie delle nanoparticelle che, oltre a prevenire I'aggregazione tra le stesse, riduce

significativamente le interazioni con i componenti del sangue.

A tale scopo, il glicole polietilenico (PEG) rappresenta il polimero piut comunemente

utilizzato; una valida alternativa a materiali polimerici € rappresentata dagli zwitterioni.

Nella figura riportata di seguito (Figura 3.4), si presentano le varie barriere fisiologiche
incontrate tipicamente da una nanoparticella di ossido di ferro in seguito a
somministrazione endovenosa e si riassumono i limiti da queste imposti e i principali

stratagemmi che ¢ possibile adottare per eluderli.
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Figura 3.4 Confronto tra le diverse barriere fisiologiche incontrate dalle nanoparticelle,

limiti e strategie per permettere un efficace accumulo nel sito di interesse [34]

3.4 Biodegradazione e tossicita [9,30,40,44,45,46]

Mentre in un primo momento la biodistribuzione delle nanoparticelle di ossido di ferro
e regolata da parametri volti ad eludere, per quanto possibile, i meccanismi di clearance e

ad aumentarne l'efficacia di targeting, piu tardi, una volta esplicata la propria funzione,
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entrano in gioco altri fattori, quali i meccanismi di regolazione metabolica dei livelli di ferro

sistemico e cellulare.

In seguito a processi di degradazione intracellulari delle nanoparticelle c'e, infatti, un
eccesso di ferro negli organi che deve essere regolato, dal momento che I'accumulo di

ferro libero pud aumentare lo stress ossidativo e causare tossicita.

I modo in cui il corpo metabolizza le nanoparticelle dipende dalla loro composizione
chimica e in special modo dal tipo di rivestimento o ligandi presenti, ma in ogni caso i nuclei
di ossido di ferro entrano solitamente nella normale riserva di ferro corporea e seguono

gli stessi percorsi di escrezione della controparte endogena.

In particolare, la ferritina e la transferrina sono i due principali complessi ferro-proteici
che si occupano della gestione dei sottoprodotti derivanti dalla degradazione delle

nanoparticelle di magnetite all’interno del corpo umano.

| dati di tossicita in vivo sulle nanoparticelle magnetiche dimostrano che il loro uso non
ha implicazioni a lungo termine se somministrate a concentrazioni clinicamente rilevanti

attraverso i principali metodi di somministrazione.

Va sottolineato, pero, che modifiche superficiali volte ad assicurare una maggiore
efficacia di somministrazione intracellulare o una migliore elusione dei meccanismi di

clearance del RES tendono solitamente ad aumentare la loro potenziale tossicita.

Diversi reports riportano I'accumulo di ferro nei tessuti, ma con cambiamenti istologici

insignificanti negli organi vitali, attestando la sicurezza delle rispettive formulazioni.

A titolo di esempio, in un soggetto sano in eta adulta il livello totale di ferro si aggira
normalmente su circa 3500 mg, di cui, mediamente, nel fegato sono contenuti circa 0.2

mg per grammo.

La dose attualmente approvata per imaging a risonanza magnetica in un adulto varia
tra i 50 e i 200 mg, valore relativamente piccolo se confrontato al livello totale presente

nel corpo umano.

Si andrebbe incontro a tossicita cronica soltanto qualora la concentrazione di ferro

raggiungesse un livello di 4 mg per grammo di fegato.
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Capitolo 4

Proprieta magnetiche e ipertermia

4.1 Introduzione [13,19,47,48,49]

Le proprieta magnetiche osservabili macroscopicamente dipendono da fenomeni
microscopici legati al movimento di particelle dotate sia di massa che di carica elettrica,

quali elettroni, protoni, cationi e anioni.

| dipoli magnetici generati da queste particelle sono raggruppati nei materiali in volumi
definiti domini di Weiss, ciascuno dei quali costituisce una regione con una propria
magnetizzazione uniforme, poiché al suo interno i momenti di dipolo risultano tutti

allineati nella stessa direzione.
Il concetto di domini magnetici distingue il ferromagnetismo dal paramagnetismo.

Materiali bulk ferromagnetici presentano una struttura multidominio, configurazione
favorita dal punto di vista energetico in quanto minimizza I’energia magnetostatica tanto

piu, quanto maggiore € il numero dei domini contenuti.

La presenza di piu domini implica I'esistenza di confini di separazione definiti pareti di

dominio, la cui formazione avviene spendendo una certa quantita di energia.

Se la dimensione del materiale diminuisce al di sotto di una certa soglia critica, la spesa

energetica per formare questi confini risulta troppo alta e, pertanto, la configurazione
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multidominio diviene energeticamente sfavorevole e lascia il posto a una struttura a

dominio singolo.

Per una particella sferica, il diametro critico € calcolabile come:

A-k
D, ~ 1834 Kerr
Ho M
con A costante di scambio, k. costante di anisotropia, u, permeabilita magnetica

del vuoto e M valore della magnetizzazione di saturazione.

Se il diametro e pari o inferiore a D, l'energia di anisotropia, responsabile del
mantenimento dei momenti magnetici lungo un asse preferenziale di magnetizzazione,

data dal prodotto della costante di anisotropia k. per il volume V della particella:

Quando la dimensione diminuisce ulteriormente, |'energia termica k- T, con k,
costante di Boltzmann e T temperatura, pud superare la forza di anisotropia e invertire
spontaneamente la magnetizzazione da un asse preferenziale all’altro, anche in assenza di

un campo applicato.

Questo fenomeno € chiamato superparamagnetismo: in questo stato la particella
mostra un momento magnetico complessivo qualitativamente simile a quello presentato

dai singoli dipoli dei materiali paramagnetici, ma di intensita maggiore.

La temperatura alla quale e raggiunta la condizione di superparamagnetismo e

chiamata temperatura di bloccaggio T, ed € uguale a:

T. =
b7 30k,

Nanoparticelle di magnetite mostrano comportamento superparamagnetico per un

diametro minore o uguale a circa 25 nm [50].
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4.2 Classificazione dei materiali magnetici [51,52]

Il comportamento di un materiale sotto I'azione di un campo magnetico esterno e

determinato da due fattori: la suscettibilita e la permeabilita.

La suscettibilita () descrive il livello di magnetizzazione (M) di un materiale in presenza

del campo magnetico (H):

M=y 0

La permeabilita (p) indica, invece, la variazione dell’induzione magnetica (§) indotta dal

campo (H):

|
I

=
=

In base al valore di suscettibilita e possibile classificare le sostanze magnetiche in:

e materiali diamagnetici: presentano un momento magnetico debole opposto al
campo che lo ha generato. Hanno, quindi, un valore di suscettibilita piccolo e
negativo, tipicamente dell’ordine di -10™.

Una volta rimosso il campo esterno, i momenti di dipolo tornano nella posizione

iniziale e il materiale non mostra caratteristiche magnetiche.

e Materiali ferromagnetici: possiedono una magnetizzazione non nulla anche in
assenza di un campo magnetico esterno. Se presente, i momenti magnetici si
allineano nella sua direzione.

La suscettibilita per le sostanze ferromagnetiche assume valori positivi e molto
alti, fino a un ordine pari a 10°.

Conservano una magnetizzazione residua una volta rimosso il campo esterno.
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e Materiali paramagnetici: presentano momenti magnetici che si allineano nella
direzione del campo applicato producendo una debole magnetizzazione [13].
Il valore di suscettibilita di queste sostanze & positivo ed € compreso
nell’intervallo tra 10 e 10°73.

Dopo la rimozione del campo, la magnetizzazione non persiste.

4.3 Curve di magnetizzazione [47,51,53,54]

Applicando un campo magnetico esterno di intensita H a un materiale ferromagnetico

si ottiene una curva di magnetizzazione come quella mostrata in Figura 4.1 (curva blu), in

cui si puo osservare che il valore di magnetizzazione M cresce all’aumentare del campo H

fino a raggiungere un valore massimo di saturazione Mj.

La curva mostra un ciclo di isteresi perché non tutti i momenti magnetici associati ai
domini della struttura ferromagnetica ritornano al loro orientamento originale

all’annullarsi del campo magnetico.

E, infatti, presente una magnetizzazione residua definita rimanenza, la quale pud essere

rimossa solamente applicando un campo coercitivo H, nella direzione opposta al campo

applicato inizialmente.

Aumentando l'intensita del campo nella nuova direzione, il materiale risultera

nuovamente saturo magneticamente ma nella direzione opposta.

Riducendo H a zero si ha di nuovo magnetizzazione residua uguale in modulo a quella

raggiunta nell’altra direzione.

Infine, invertendo nuovamente la direzione del campo applicato, il valore di

magnetizzazione M tornera di nuovo a zero e aumentando ulteriormente H il ciclo &

chiuso.
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Figura 4.1 Curve di magnetizzazione tipiche per diverse classi di materiali
magnetici (per un ferromagnete la curva e riportata in blu, per un superparamagnete in

viola, per un paramagnete in verde) [13]

Il valore di rimanenza (M,.) e quello di coercitivita (H.) sono i parametri che descrivono

la reazione di un materiale ferromagnetico all’applicazione del campo esterno.

Il secondo risulta particolarmente interessante; come descritto nel paragrafo 4.1,
guando la dimensione del materiale ferromagnetico diminuisce fino a un valore
corrispondente al diametro critico D, la coercitivita raggiunge un massimo e si passa da

una struttura multidominio a una configurazione a dominio singolo.

Per dimensioni ancora pil piccole, la coercivita diventa pari a zero e la particella mostra

caratteristiche superparamagnetiche (Figura 4.2).
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Figura 4.2 Relazione coercitivita-dimensione per particelle multidominio, a

dominio singolo e superparamagnetiche [47]

Le nanoparticelle superparamagnetiche hanno, quindi, coercitivita pari a zero e non

producono alcuna isteresi (Figura 4.1, curva viola).

Cio comporta che la magnetizzazione residua sia pari a zero in seguito alla rimozione

del campo.

Questa proprieta evita un comportamento "attivo" delle nanoparticelle quando non c’e
un campo applicato e fa si che, introdotte nei sistemi viventi, siano "magnetiche" solo in

Sua presenza.

L'assenza di una magnetizzazione residua, assieme alle dimensioni ridotte tipiche delle
nanoparticelle superparamagnetiche, impedisce anche che si verifichino interazioni

dipolari, migliorando la loro stabilita colloidale ed evitandone I'aggregazione.

Le nanoparticelle superparamagnetiche presentano, inoltre, un valore piu alto di
magnetizzazione di saturazione rispetto alla controparte paramagnetica (Figura 4.1, curva

verde).

Cio rende possibile controllarne il movimento nel circolo sanguigno e migliorarne il

targeting attivo direzionandole verso il tessuto patologico bersaglio.
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Le proprieta appena discusse rendono le nanoparticelle superparamagnetiche ottimi

candidati per applicazioni di ipertermia magnetica.

4.4 Trattamenti ipertermici [55,56]

L'utilizzo di alte temperature nel campo della medicina € una pratica comune da

moltissimi secoli.

Gia ai tempi dell’antica Grecia, il filosofo e scienziato Ippocrate uso con successo il

calore per trattare un tumore al seno.

Egli era profondamente convinto dell'efficacia dell'ipertermia, come dimostrano le

parole a lui attribuite:

<<Cio che i farmaci non riescono a curare, il bisturi puo curare; cio che il bisturi non riesce
a curare, il calore puo curare e se il calore non puo curare, deve essere considerato

incurabile>>.

In tempi piu recenti, uno dei primi reports sull’utilizzo dell’ipertermia risale a uno studio
tedesco del 1910 in cui centinaia di pazienti con diversi tipi di tumori avanzati furono
trattati tramite radioterapia e diatermia, tecnica per riscaldare localmente tessuti corporei

mediante I'utilizzo di correnti elettriche.

Un terzo di questi pazienti mostrarono una regressione tumorale completa, mentre

altrettanti beneficiarono di miglioramenti temporanei.

4.4.1 Ipertermia convenzionale [57]

In generale I'ipertermia consiste nell’aumentare la temperatura di un’area localizzata,
di una regione specifica o dell’intero corpo da un valore fisiologico di 37°C fino a valori nel

range tra 41 e 45°C.
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Il suo utilizzo come terapia antitumorale risulta particolarmente vantaggioso dal
momento che I'ambiente neoplastico & piu sensibile al riscaldamento rispetto ai tessuti
sani: cio e dovuto all'elevata acidita conseguente all’laumento delle attivita glicolitiche

all'interno delle cellule malate.

Inoltre, mentre nei tessuti sani, la velocita del sangue, in seguito al surriscaldamento,
pud aumentare fino a venti volte e, quindi, dissipare il calore velocemente, la portata

volumica nel tumore tende al piu a raddoppiare.

Pertanto, gli effetti dannosi comportati dalllaumento di temperatura risultano

irreversibili per le cellule tumorali, ma reversibili per quelle sane [18].

Nonostante i risultati promettenti, i trattamenti ipertermici convenzionali basati
sull’applicazione di ultrasuoni, radiazioni a microonde o riscaldamento a radiofrequenza
faticano a essere accettati clinicamente, poiché spesso inefficaci se applicati come unica

modalita terapeutica.

Risultano, infatti, scarsamente specifici non essendo sempre in grado di fornire calore

in maniera sufficiente e mirata al tumore senza riscaldare i tessuti sani.

Inoltre, le onde usate hanno bassa capacita di penetrazione per cui & difficile trattare

tumori profondi.

4.4.2 Ipertermia magnetica [17,57]

Conseguentemente a quanto detto, negli ultimi anni si & sviluppato un interesse
significativo nell’ipertermia magnetica basata sul targeting tumorale realizzato tramite la
somministrazione endovenosa di nanoparticelle di ossido di ferro e I'utilizzo di un campo

magnetico a corrente alternata.

Consiste in un trattamento minimamente invasivo che assicura una migliore
localizzazione dell’energia nell’area tumorale, in quanto va a incorporare la fonte di

riscaldamento, ossia le particelle magnetiche, direttamente nel tessuto canceroso [58].
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Permette, inoltre, un controllo adeguato della quantita di calore applicata che riscaldi

solo nell’intorno delle nanoparticelle in modo da ridurre al minimo gli effetti collaterali.

Infine, pud essere usata per trattare tumori di geometrie complesse o tumori nascosti

in organi vitali per i quali I'asportazione chirurgica non ¢ praticabile.

L'ipertermia magnetica & stata valutata in numerosi studi preclinici e clinici e diversi
reports hanno dimostrato che € in grado da sola di generare energia sufficiente a causare

una regressione tumorale completa.

4.5 Meccanismi di generazione del calore [57,59,60]

Una volta che le nanoparticelle magnetiche hanno raggiunto il sito tumorale,
I'attivazione del campo magnetico esterno genera calore al loro interno attraverso una

conversione di energia basata sul principio delle perdite per isteresi o delle perdite residue.

Considerate le ridotte dimensione delle particelle e le basse frequenze di campo
utilizzate, & possibile trascurare il calore prodotto da correnti parassite, ossia quelle
correnti elettriche indotte, a causa della variazione del campo magnetico, all'interno di un

conduttore, in tal caso il corpo umano.

4.5.1 Perdite per isteresi [57,59,60]

Rappresenta il meccanismo di riscaldamento dominante per nanoparticelle

ferromagnetiche.

In questo caso viene prodotto calore tramite dissipazione di energia termica in seguito

al processo di inversione dei domini magnetici.

La quantita di calore generata per unita di volume & data dalla frequenza moltiplicata

per |'area del ciclo di isteresi, secondo la formula:
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P=u0-f3€H-dM

Al diminuire del diametro dei nuclei magnetici la transizione dal comportamento
ferromagnetico a quello superparamagnetico comporta il cambiamento dei meccanismi di

perdita e, conseguentemente, dell’effetto responsabile del riscaldamento.

4.5.2 Perdite residue [19,57,58,59,60,61]

Nel caso di nanoparticelle superparamagnetiche il calore & generato dalle perdite

residue, ossia dal rilassamento di Néel e quello di Brown.

Rilassamento di Néel

Si riferisce al riscaldamento dovuto alle perdite di energia prodotte dalla rotazione dei
singoli momenti magnetici interni alle particelle e dipende essenzialmente dalle proprieta

magnetiche intrinseche, come I'anisotropia magnetica.

Come gia discusso nel paragrafo 4.1, quando le fluttuazioni termiche k;, - T superano

I’energia di anisotropia ks * V, si ha il riorientamento dei vettori di magnetizzazione.

L'energia fornita dal campo magnetico esterno aiuta a superare la barriera energetica

rappresentata dall’energia di anisotropia; si ha, quindi, produzione di calore.

Il processo e caratterizzato da un tempo di rilassamento caratteristico indicato come 7y
che dipende, appunto, dal rapporto tra l'energia di anisotropia e l'energia termica,

secondo la formula:

kerrV

con 7, dell’ordine di 10° s
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Rilassamento di Brown

Il secondo tipo di perdita residua e rappresentato dal rilassamento browniano in cui la
generazione di calore € dovuta alla rotazione fisica delle nanoparticelle stesse, in seguito

all’allineamento dei momenti magnetici con il campo applicato.

In questo caso, la barriera energetica € determinata dall'attrito che il fluido oppone alla

rotazione delle nanoparticelle presenti al suo interno.

Per il rilassamento di Brown, 75 dipende principalmente dalle proprieta idrodinamiche
del fluido:

31 Vp
Tg =Ty ——
B 0 k, T
dove 7 & la viscosita della sospensione fluida e V}, il volume idrodinamico che
differisce dal volume geometrico della particella, in quanto tiene conto degli strati fluidi a

essa aderenti

In realta questo tipo di perdita residua nonostante sia caratteristico delle nanoparticelle
superparamagnetiche, pud verificarsi anche per particelle piu grandi qualora la viscosita

del fluido risulti sufficientemente bassa da permetterne la rotazione.

Tuttavia, poiché i meccanismi di morte cellulare per ipertermia comportano
solitamente la presenza delle nanoparticelle nella matrice extracellulare o la loro
internalizzazione nelle cellule tumorali stesse, e poiché questi ambienti sono caratterizzati
da un alto valore di viscosita, il rilassamento browniano rappresenta, spesso, un
meccanismo di rilascio termico trascurabile rispetto a quello di Néel e alle perdite per

isteresi.
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Nella figura riportata di seguito (Figura 4.3), si riassumono i tre differenti meccanismi di

generazione del calore appena descritti.

Without Magnetic Magnetic
magnetic field field
field direction direction
. _—— . 4
; Multi-domain
HY?I;T:SIS magnetic
L 4 & g L ¥ nanoparticle
i N [ NN Y-
Neéel
relaxation
Single domain
\ J 2
> %J > < = superparamagnetic
B . nanoparticle
rownian
relaxation
L 7 'S .

Figura 4.3 Confronto tra le perdite per isteresi in nanoparticelle multidominio e
rilassamento di Néel e di Brown in strutture a dominio singolo (i cerchi arancioni
rappresentano le nanoparticelle, i trattini blu le pareti di dominio, le frecce blu la

direzione dei vettori di magnetizzazione, quelle rosse, curve, tratteggiate il cambiamento
di direzione dei momenti magnetici e quelle rosse, curve, continue la rotazione delle

particelle) [17]

4.5.3 SAR [59,60]

In ogni caso, qualunque sia il meccanismo di perdita coinvolto, il calore generato puo
essere espresso attraverso una grandezza definita tasso di assorbimento specifico (SAR) o

potenza di perdita specifica, definita come:

dT mg
s (). (2
dt my,
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s . e . dT .
con C capacita termica specifica della sospensione, (E) tasso di riscaldamento al
secondo, my massa della sospensione e m,,, massa del materiale magnetico in

sospensione

Il vantaggio nell’utilizzo delle nanoparticelle superparamagnetiche risiede nel fatto che,
per ampiezze di campo limitate, il SAR risulta essere maggiore di quello ottenuto con

particelle multidominio.

4.6 Ipertermia e morte cellulare [17,56,57]

Come dimostrato da esperimenti in vitro, la riduzione della vitalita cellulare indotta dal
riscaldamento non dipende solamente dalla temperatura, ma & influenzata anche dalla

durata del trattamento ipertermico.

In Figura 4.3 & possibile osservare che, a parita di percentuale di cellule sopravvissute,

sono richiesti tempi tanto piu brevi quanto maggiore & la temperatura.

Inoltre, si pud constatare che anche una piccola variazione, pari solo a mezzo grado

centigrado, pu0 avere un impatto sostanziale sul tasso di morte cellulare.
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Figura 4.4 Legame sopravvivenza cellulare-durata del trattamento ipertermico per

diverse temperature [17]

L'ipertermia puo ridurre la vitalita cellulare attraverso diversi meccanismi tra i quali la

denaturazione proteica.
Ciascuna proteina ha una propria soglia di temperatura che ne causa la denaturazione.

Questo fenomeno si osserva a partire da circa 40°C per proteine sia all’interno di cellule
sane che all’interno di cellule cancerose e, tanto piu é elevata la temperatura, maggiore

ne e il numero coinvolto.

Gli innalzamenti di temperatura comportano, inoltre, processi di aggregazione delle
proteine che, combinati al fenomeno di denaturazione, possono portare all'inattivazione

della sintesi proteica e all’inibizione dei processi di riparazione del DNA.

L'ipertermia puo avere un impatto negativo anche sul citoscheletro, sugli organelli, sul

trasporto intracellulare e sull'elaborazione dell'RNA.

Un ulteriore potenziale contributo alla riduzione della vitalita cellulare sono le
alterazioni indotte dal calore nelle membrane plasmatiche e in quelle subcellulari degli

organelli, cosi come sulle proteine di membrana.
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L'ipertermia puo, inoltre, rendere I'ambiente tumorale piu visibile al sistema
immunitario comportando una maggiore migrazione di cellule effettrici al suo interno, la
loro proliferazione, la produzione di citochine pro-infiammatorie e I'aumento dell’effetto

citotossico nei confronti delle cellule neoplastiche.

Oltre a utilizzare l'ipertermia come singolo trattamento antitumorale, & possibile
combinarla alla radioterapia e alla chemioterapia per un’azione multimodale ad efficacia

terapeutica maggiore.

Le aree tumorali essendo ipossiche possono, a volte, risultare radioresistenti: grazie a
trattamenti ipertermici si ha una maggiore perfusione vascolare e quindi un aumento
dell’apporto di ossigeno, e si accresce, cosi, la sensibilita delle cellule neoplastiche alla

radioterapia.

Inoltre, poiché l'ipertermia tende a denaturare le proteine e inattivare quelle coinvolte
nei processi di riparazione cellulare, & possibile impedire la guarigione delle cellule maligne

in seguito ai danni al DNA indotti dai trattamenti radioterapici.

Per quanto riguarda la chemioterapia, I'innalzamento della temperatura puo migliorare
I'efficacia degli agenti chemioterapici, facilitandone I'accumulo nel sito tumorale e

aumentandone la citotossicita nei confronti delle cellule cancerose.
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Capitolo 5

Nanoparticelle magnetoplasmoniche

5.1 Introduzione [62,63,64,65]

Negli ultimi decenni la ricerca scientifica si & interessata a una varieta di nanoparticelle
costituite da materiali diversi come i metalli nobili (oro, argento, platino), i semiconduttori,

i composti magnetici (maghemite, magnetite) e le loro possibili combinazioni.

Tra queste, le nanoparticelle e i nanocomplessi ibridi di metalli nobili hanno attratto
grande attenzione per via delle loro proprieta e la possibilita di impiego in vari campi di

applicazione.

| metalli preziosi risultano resistenti alla corrosione e all'ossidazione, non sono reattivi,
ma, soprattutto, presentano alla nanoscala proprieta ottiche ed elettroniche molto

particolari.
Tra tutti i metalli nobili 'argento e I'oro risultano essere i piu interessanti.

L'argento ha un prezzo relativamente basso, cosi da facilitare I'uso diffuso delle sue
nanoparticelle e presenta attivita antimicrobica che & particolarmente accentuata a
dimensioni nanometriche per via dell’elevata area di superficie e, conseguentemente,

I'alto numero di atomi superficiali presenti.

Le nanoparticelle d'argento dimostrano, infatti, un buon effetto inibitorio su diversi

batteri e virus, come lo Staphylococcus aureus e il virus dell'immunodeficienza umana.
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Per quanto riguarda I'oro, negli ultimi anni nanoparticelle di questo materiale sono
state portate alla ribalta della ricerca sul cancro per via della loro facilita di sintesi e

modifica superficiale, I'ottima biocompatibilita e I'assenza di tossicita.

5.2 Risonanza plasmonica di superficie localizzata
[66,67,68]

Le nanoparticelle di argento e oro (nanoparticelle plasmoniche), presentano un
fenomeno fotofisico unico, chiamato risonanza plasmonica di superficie localizzata (LSPR),

risultante dall'interazione con radiazioni luminose.

Quando una particella metallica viene esposta alla luce, il campo elettrico dell’'onda
incidente induce una polarizzazione degli elettroni liberi presenti all’interno della banda di

conduzione.

Si ha, pertanto, uno spostamento delle cariche negative rispetto a quelle positive,
considerate fisse, e la differenza di carica netta risultante da origine a una forza di richiamo

per gli elettroni.

L'eccitazione coerente di tutti gli elettroni liberi porta a un’oscillazione collettiva in fase

con il campo elettrico (Figura 5.1).

Electric Field

Electron Cloud

Figura 5.1 Interazione tra la radiazione luminosa incidente e una nanoparticella

plasmonica [69]

52



5 — Nanoparticelle magnetoplasmoniche

La radiazione luminosa che interagisce con le nanoparticelle plasmoniche subisce un

processo di estinzione dato dal contribuito di due fenomeni: scattering e assorbimento.

Lo scattering si verifica quando le oscillazioni elettroniche causate dall’esposizione alla
luce comportano I'emissione di parte dell’energia elettromagnetica incidente in tutte le

direzioni.

In aggiunta a questo fenomeno, le cariche elementari eccitate possono trasformare e,

quindi, dissipare I'energia fotonica sotto forma di energia termica (assorbimento).

E possibile valutare questi due fenomeni utilizzando |a teoria di Mie o I'approssimazione

di dipolo discreto (DDA).

In generale, per nanoparticelle plasmoniche piccole I'assorbimento domina il processo
di estinzione della radiazione luminosa, ma con I'aumentare delle dimensioni compare

anche lo scattering.

5.3 Terapia fototermica [65,66]

La terapia fototermica (PTT) & un trattamento minimamente invasivo che consiste nello
sfruttare radiazioni luminose nel visibile (Vis) o nel vicino infrarosso (NIR) per produrre

calore in una specifica regione bersaglio del corpo al fine di uccidere le cellule cancerose.

Nella sua forma classica & necessario impiegare nel sito tumorale coloranti organici in

grado di assorbire le radiazioni.

Cio rappresenta uno svantaggio in quanto questo tipo di fotosensibilizzatori ha una
bassa efficienza di assorbimento ed € soggetto al fenomeno del photobleaching per cui

perde nel tempo la capacita di fluorescenza.

Negli ultimi anni la PTT ha ottenuto nuovamente interesse nella comunita scientifica
grazie all’utilizzo, come agenti fotosensibilizzanti, di nanoparticelle plasmoniche (terapia

fototermica plasmonica, PPTT).
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Queste particelle mostrano una capacita di assorbimento milioni di volte superiore
rispetto alle molecole di colorante convenzionali, sono fotostabili, biocompatibili e hanno

un’elevata efficienza di conversione della luce assorbita in calore.

Il processo di trasformazione energetica inizia nel momento in cui si verifica una perdita
di fase degli elettroni coerentemente eccitati, a causa di fenomeni di collisione che ne

comportano il riscaldamento.

L'energia termica viene allora trasmessa dagli elettroni ai fononi, ossia ai quanti di

vibrazione nel reticolo, causando il riscaldamento dell’intera struttura cristallina.

Nel tempo il reticolo si raffredda per via di fenomeni di rilassamento del tipo fonone-
fonone e si ha, pertanto, dissipazione di calore dalle nanoparticelle plasmoniche

all'ambiente tumorale.

Per via del calore prodotto, le nanostrutture alterano le funzionalita cellulari

provocandone la distruzione.

I meccanismi di morte cellulare si basano sulla denaturazione proteica, su danni da
cavitazione indotti da bolle formatesi in seguito all’espansione termica delle

nanoparticelle, sulla rottura della struttura cellulare e, infine, sull’evaporazione del citosol.

La terapia fototermica plasmonica che impiega radiazioni nel visibile & limitata a studi

in vitro, a causa della loro scarsa capacita di penetrazione nei tessuti biologici.

Affinché il trattamento abbia successo in vivo, bisogna utilizzare luce nel vicino
infrarosso, in quanto queste radiazioni penetrano piu in profondita poiché subiscono un

assorbimento minimo da parte dell’emoglobina e delle molecole d’acqua.

Infine, per far si che l'assorbimento della radiazione nel NIR da parte delle
nanoparticelle plasmoniche sia massimale, € importante che ci sia sovrapposizione tra la

frequenza dell’onda incidente e la banda di assorbimento (spettro LSPR) delle particelle.

Generalmente, per nanoparticelle di oro e argento dalla forma sferica questa banda
cade nella regione della luce visibile, ma puo essere spostata verso il rosso a lunghezze
d’onda superiori utilizzando nanostrutture che abbiano dimensioni maggiori e/o una

morfologia differente.
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Per quanto riguarda le nanoparticelle d’oro, un altro modo per ottenere un picco di
risonanza a lunghezze d’onda superiori consiste nell’utilizzo di coloranti cationici, quali il
blu di toluidina: lo spostamento del picco € dovuto all’aggregazione delle nanoparticelle in

clusters in seguito all’aggiunta di queste molecole di colorante [70].

5.4 Nanocompositi [71,72]

Le nanoparticelle plasmoniche, oltre a presentare le interessanti proprieta di cui si &

discusso, presentano anche alcuni svantaggi.

In particolare, mostrano un’emivita piuttosto breve nel circolo sanguigno, poiché sono

velocemente eliminate dai meccanismi di clearance messi in atto dall’organismo.

Inoltre, dal momento che non & possibile manipolarle esternamente, solamente una
piccola parte di quelle somministrate riesce di solito a legarsi all’'organo o ai tessuti di

interesse.

Infine, anche se si utilizzano radiazioni nel vicino infrarosso che hanno maggiore
capacita di penetrazione rispetto alla luce visibile, I'applicazione di trattamenti fototermici
basati sull'impiego di nanoparticelle plasmoniche & comunque limitata a tessuti

superficiali.

L'idea & quindi di legarle a nanoparticelle magnetiche in modo da creare materiali
compositi (nanoparticelle magnetoplasmoniche) che, oltre a integrare diverse funzionalita
in un’unica particella composita, permettano di superare gli svantaggi propri di ogni

singola formulazione.

A tal proposito, risulta particolarmente promettente la combinazione di magnetite e

oro.

Da un lato, I'impiego di nanoparticelle d’oro crea un rivestimento in grado di garantire
la stabilita dei nuclei di magnetite, di evitarne I'aggregazione e rende possibile il legame

con una vasta gamma di biomolecole sfruttando I’affinita dell’oro con gruppi amminici e
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tiolo; dall’altro, la presenza di nanostrutture di magnetite permette un’efficienza di
targeting maggiore e quindi un migliore accumulo delle nanoparticelle
magnetoplasmoniche negli organi e tessuti di interesse, grazie alla possibilita di controllare

la componente magnetica tramite I'applicazione di un campo esterno.

All'interno di questi nanocompositi si possono modificare e ottimizzare in maniera
indipendente i parametri relativi a ogni unita presente, affinché ciascuna possa esplicare

la propria funzione, ma e anche possibile regolarli al fine di indurre fenomeni sinergici [15].

L'unione di due formulazioni all'interno di un’unica struttura cambia pero,

inevitabilmente, le singole proprieta plasmoniche e magnetiche.

In particolare, la presenza dell’'unita magnetica provoca uno spostamento del picco di
risonanza dallo spettro visibile verso il vicino infrarosso, poiché comporta la modifica di
parametri quali I'indice di rifrazione e la costante dielettrica che influenzano la risonanza

plasmonica secondo la teoria di Mie.

In base a quanto detto nel paragrafo precedente, questo cambiamento € in realta ben
accetto ed estremamente conveniente se si vuole garantire un’adeguata efficacia della

terapia fototermica.
Anche le proprieta magnetiche cambiano, ma, in questo caso, in maniera sconveniente.

Come dimostrato nello studio di D. K. Kirui et al., nanoparticelle magnetoplasmoniche
date dalla combinazione di magnetite e oro, presentano una curva di magnetizzazione
senza isteresi per cui conservano un comportamento superparamagnetico, ma peggiore,

in quanto mostrano una diminuzione del valore della magnetizzazione di saturazione M.

Anche il valore di relassivita r, importante per I'imaging a risonanza magnetica, risulta

minore.

In entrambi i casi, cio & attribuito al contributo debolmente magnetico dell'oro, che va
si a peggiorare le proprieta magnetiche, ma non al punto tale da compromettere I'efficacia

dell’'unita di magnetite e, quindi, dell’intera nanoparticella magnetoplasmonica [73].

Pertanto, combinando le proprieta magnetiche e ottiche delle singole unita, si possono

ottenere vettori teranostici multifunzionali che risultano efficienti e potenzialmente
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utilizzabili sia nell’imaging multimodale e, in particolare, in risonanza magnetica e in
tomografia computerizzata (grazie alle nanoparticelle d’oro), sia per scopi terapeutici quali
I'ipertermia magnetica per tumori profondi, la terapia fototermica plasmonica per quelli

piu superficiali e il trasporto e rilascio mirato di farmaci (targeted drug delivery).

Ad esempio, Wagstaff et al. hanno preparato nanoparticelle di ossido di ferro rivestite

d’oro e caricate con il componente attivo del farmaco antitumorale cisplatino.

| nanocarriers sono stati valutati in vitro e hanno dimostrato un effetto citotossico
centodieci volte maggiore rispetto al cisplatino su linee cellulari di carcinoma ovarico

umano A2780.

Inoltre, per capire se questi nanosistemi di drug delivery potessero essere controllati
magneticamente in un ambiente biologico, le cellule sono state trattate con le

nanoparticelle in presenza di un magnete a barra posto al di sotto della piastra di coltura.

Si & dimostrato che e possibile attrarre le nanoparticelle magneticamente e che la
localizzazione che ne deriva determina l'inibizione della crescita delle cellule tumorali in

guelle specifiche regioni [74].

L'attivita di tesi, descritta nelle pagine a seguire, € finalizzata a ottenere nanoparticelle
magnetoplasmoniche che conservino le caratteristiche peculiari di entrambi i

nanomateriali.

La sintesi di questi nanocompositi € ottenuta in maniera semplice e facilmente
riproducibile ed & basata sull’'uso innovativo dell’acido tannico, composto di origine

naturale, ecocompatibile e dalle proprieta antiossidanti e antitumorali.
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Capitolo 6

Materiali e metodi

6.1 Introduzione

L’obiettivo principale del lavoro di tesi consiste nel preparare e caratterizzare
nanoparticelle magnetoplasmoniche che permettano di combinare magnetite e argento o
magnetite e oro all'interno di un unico nanomateriale che possa essere utilizzato in vivo

per teranostica.

L'idea e quella di sfruttare le proprieta superparamagnetiche delle particelle di
magnetite per veicolare i sistemi nanocompositi nel microambiente tumorale al fine di

uccidere le cellule cancerose.

Cio & possibile utilizzando la terapia fototermica plasmonica sull’'unita di argento o di
oro nel caso di tumori superficiali o I'ipertermia magnetica per tumori piu profondi; nel
secondo caso, la presenza dell’unita di argento o di oro puo essere sfruttata per garantire

antibattericita o per la funzionalizzazione con biomolecole.

Rispetto a trattamenti termici convenzionali, in questo modo si va direttamente a
incorporare la fonte di riscaldamento all’interno del sito tumorale, garantendo una piu

precisa localizzazione energetica.
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Vengono pertanto presentati due diversi metodi di sintesi di nanoparticelle
magnetoplasmoniche, entrambi basati sulla co-precipitazione chimica di sali Fe?*/Fe3* in
soluzione acquosa per la realizzazione di nanoparticelle di ossido di ferro (magnetite -
Fes0a4), cui segue una fase di stabilizzazione, una di funzionalizzazione superficiale e, infine,

la decorazione con nanoparticelle di argento o di oro.

| due percorsi di sintesi si differenziano tra loro per il modo in cui le nanoparticelle
magnetiche vengono stabilizzate, per la presenza o meno di uno step di funzionalizzazione
e per come le nanoparticelle metalliche vengono sintetizzate e legate a quelle di

magnetite.
E possibile schematizzare il Metodo 1 nelle seguenti fasi:

a. Sintesi delle nanoparticelle di FesO4 tramite co-precipitazione chimica;

b. Stabilizzazione con acido citrico;

c. Funzionalizzazione superficiale con APTES (3-amminopropiltrietossisilano);

d. Sintesi e ancoraggio delle nanoparticelle di argento o di oro tramite riduzione in

situ di precursori metallici utilizzando I'acido tannico come agente riducente.

Il Metodo 2, piu rapido, risulta invece caratterizzato dai seguenti passaggi:

a. Sintesi delle nanoparticelle di FesO4 tramite co-precipitazione chimica;

b. Sintesi e ancoraggio delle nanoparticelle metalliche tramite riduzione in situ di
precursori, mediante I'impiego dell’acido tannico sia come agente stabilizzante

che riducente.

Di seguito, vengono illustrati nello specifico i due diversi percorsi di sintesi e sono,
infine, presentate le tecniche di caratterizzazione utilizzate per descrivere e confrontare le

nanoparticelle magnetoplasmoniche ottenute secondo i due metodi.
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Tutti i reagenti usati nel corso delle varie fasi sono stati acquistati, se non diversamente

specificato, da Sigma-Aldrich®.

6.2 Preparazione di nanoparticelle magnetoplasmoniche:
Metodo 1

Sintesi di nanoparticelle di magnetite

Come precedentemente accennato, le nanoparticelle di ossido di ferro (Fes04) sono
state sintetizzate a partire da soluzioni acquose di sali Fe?*/Fe3*, tramite I’aggiunta di una

base di idrossido di ammonio (NH4OH) a temperatura ambiente.

Per prima cosa, utilizzando una bilancia digitale di precisione sono stati pesati
accuratamente 1.02 g di cloruro ferroso tetraidrato (FeCl,*4H;0) e 1.3 g di cloruro ferrico

esaidrato (FeCls'6H,0), entrambi in polvere.

Ciascuno dei due é stato quindi inserito all'interno di un becher contenente 50 ml di
acqua bidistillata, poi posto su un agitatore magnetico al fine di ottenere la completa

dissoluzione del precursore presente.

A guesto punto, 37.5 ml di soluzione di cloruro ferroso sono stati versati nel becher
contenente 50 ml di cloruro ferrico e miscelati utilizzando un agitatore meccanico a

immersione.

Per indurre la formazione di nanoparticelle di magnetite, & stato aggiunto alla soluzione
idrossido di ammonio (NH4OH) goccia a goccia, sotto agitazione continua, fintanto che da
un valore iniziale di pH inferiore a 2 misurato tramite pH-metro, si € raggiunto un valore

compreso tra 9.5 e 10.

Al variare del pH, la soluzione partendo da un colore giallo ha acquistato una

colorazione nera.

Il colore per gli ossidi di ferro dipende molto dalla composizione chimica e ne consente

I'identificazione: la colorazione nera dovuta al raggiungimento di un valore finale di pH nel
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range 9.5 + 10 indica I'avvenuta sintesi di magnetite pura senza nessun altro ossido di ferro

associato [75].

La sospensione ottenuta & stata quindi posta all'interno di un bagno a ultrasuoni

(SONICA® Ultrasonic Cleaner) per 20 minuti a temperatura ambiente.

Una volta terminato il trattamento & stato posizionato un magnete al di sotto del becher
contenente la soluzione, al fine di indurre la sedimentazione delle nanoparticelle di Fe3Oa4
e si &, quindi, proceduto a rimuovere i residui dei reagenti e I'idrossido di ammonio tramite

tre cicli di lavaggio con acqua bidistillata.

Stabilizzazione con acido citrico

Come gia accennato nel capitolo 2, le nanoparticelle di magnetite mostrano
un’instabilita intrinseca che con il passare del tempo le porta ad aggregarsi al fine di

minimizzare la propria energia superficiale.

Per evitare che questo fenomeno avvenga € necessario impiegare agenti stabilizzanti: a

tal proposito, particolarmente utilizzato e I'acido citrico.

Pertanto, al termine dell’ultimo ciclo di lavaggio relativo allo step precedente, le
nanoparticelle sintetizzate sono state disperse in 120 ml di soluzione di acido citrico

monoidrato (CéHsO7-H20) 0.05 M.

Tramite agitatore meccanico si & posta la soluzione in agitazione continua e si € aggiunto
idrossido di ammonio (NH4OH), goccia a goccia, fino ad arrivare a un valore di pH pari a
5.2, per consentire la deprotonazione di due dei gruppi COOH caratteristici dell’acido

citrico.

La sospensione & stata quindi inserita all'interno di un orbital shaker (bagno
termostatico con agitazione-Julabo SW23) per 90 minuti a 150 giri/min e 80°C, affinché
due gruppi carbossilici deprotonati (-COO") dell’acido citrico reagissero con i gruppi
idrossili (-OH) esposti dalle nanoparticelle di magnetite in modo da permetterne

I’adsorbimento sulla loro superficie.
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Una volta ritirata dall’orbital shaker si & proceduto al lavaggio delle nanoparticelle

attraverso un dispositivo di ultrafiltrazione posto su un agitatore magnetico.

Questo passaggio e i due successivi cicli di lavaggio da 50 ml di acqua bidistillata sono
stati necessari per far si che le nanoparticelle stabilizzate venissero filtrate e separate

dall’acido citrico non reagito.

Le nanoparticelle sono state, infine, disperse in 120 ml di acqua bidistillata e il pH della
soluzione cosi ottenuta e stato regolato a 10.2 tramite aggiunta, goccia a goccia e sotto

agitazione continua, di idrossido di ammonio (NH4OH).

In tal modo anche l'ultimo gruppo carbossilico dell’acido citrico risulta deprotonato e
cio conferisce alle nanoparticelle di magnetite una carica negativa superficiale tale da
creare una forza repulsiva che ne impedisce le interazioni dipolari garantendo, quindi, una

migliore stabilita ed evitando la formazione di clusters.

Funzionalizzazione con molecole di APTES

L'APTES (CoH23NOsSi) e considerato un ottimo candidato per la modifica e la
funzionalizzazione superficiale di nanoparticelle di magnetite, poiché & biocompatibile e
ha un’alta densita di gruppi funzionali amminici (-NHz) che ne permettono il legame con

nanoparticelle metalliche, migliorando I'interazione tra le due nanostrutture [16,76].

Per prima cosa, 30 ml di soluzione contenente nanoparticelle di magnetite stabilizzate
con acido critico sono stati aggiunti a 450 ml di etanolo puro (C2HsOH) assieme a 255 pl di

APTES.
La sospensione cosi ottenuta e stata inserita nell’orbital shaker per 180 minuti a 150
giri/min e 80°C.

Terminato il trattamento, si € atteso che la soluzione si raffreddasse a temperatura
ambiente prima di raccogliere il soluto depositato sul fondo e di disperderlo in 30 ml di

acqua bidistillata.
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Per assicurarsi che tutto il solvente in eccesso fosse stato accuratamente eliminato,
sono stati effettuati due lavaggi della soluzione utilizzando una centrifuga (HERMLE Z 326

K), impostando il tempo di ciascun ciclo a 5 min e la velocita a 7500 giri/min.

Una volta terminato, le nanoparticelle di magnetite stabilizzate con acido citrico e

funzionalizzate con APTES sono state disperse in 75 ml di acqua bidistillata.

Infine, per indurre una carica positiva superficiale, € stata aggiunta alla sospensione,
goccia a goccia e sotto agitazione continua, una soluzione costituita da 0.05 ml di acido

nitrico (HNOs) 6 M diluita in 20 ml di etanolo.

In tal modo il pH della soluzione, inizialmente prossimo a 8, e stato abbassato fino a
raggiungere un valore pari a 5.1 per generare repulsione tra le nanoparticelle

funzionalizzate in modo da evitarne I'aggregazione.

Sintesi e legame delle nanoparticelle di argento

Come gia accennato, per produrre nanoparticelle magnetoplasmoniche costituite da
magnetite e argento si e effettuata, tramite I'impiego dell’acido tannico, una riduzione in
situ del nitrato di argento sulla superficie delle nanoparticelle di ossido di ferro

precedentemente stabilizzate e funzionalizzate.

L'acido tannico & un composto polifenolico estratto dalle piante che presenta una
struttura in cui il glucosio occupa la posizione centrale ed & collegato a molecole di acido
digallico; risulta particolarmente studiato per le sue proprieta antiossidanti, antimutagene

e antitumorali.

Dal momento in cui, presi singolarmente il glucosio si comporta come buon agente
stabilizzante ma come debole riducente e, al contrario, I'acido gallico come buon riducente
ma cattivo stabilizzante, I'acido tannico, essendo costituito da entrambe le formulazioni,
presenta buone capacita riducenti e stabilizzanti in condizioni alcaline a temperatura

ambiente [77,78].
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Prendendo spunto da un lavoro precedente [79], la sintesi e stata effettuata
mantenendo i rapporti tra i reagenti di partenza e i tempi di reazione, ma andando a

variare il pH della soluzione di nitrato d’argento.

Per prima cosa, sono stati accuratamente pesati su bilancia digitale di precisione 10 mg
di nitrato d’argento (AgNOs, acquistato da PanReac AppliChem) e 5 mg di acido tannico
(C76H52046).

L'acido tannico e stato aggiunto a 40 ml di acqua bidistillata e tramite idrossido di
ammonio il pH, da un valore iniziale prossimo a 2, & stato portato a un valore compreso

tra8e9.

La soluzione cosi ottenuta e stata inserita in un becher contenente 20 ml di
nanoparticelle di magnetite funzionalizzate con APTES, successivamente posto all’interno

dell’orbital shaker per 15 minuti a 150 giri/min e 37°C.

Contemporaneamente, il nitrato d’argento é stato disciolto in 20 ml di acqua bidistillata
e tramite la soluzione di acido nitrico diluita in etanolo, aggiunta goccia a goccia, ne & stato

abbastato il pH a un valore compreso tra 2.5 e 3.

A questo punto, la soluzione acquosa di nitrato di argento € stata aggiunta alla
magnetite e acido tannico appena preparata e la soluzione ottenuta & stata nuovamente

inserita all’'interno dell’orbital shaker per 15 minuti a 150 giri/min e 37°C.

Come ultimo passaggio, tramite I'impiego di un magnete posto al di sotto del becher, si

e effettuato il lavaggio per rimuovere i residui dei composti non reagiti.

Cio ha permesso di raccogliere le nanoparticelle di argento legatesi alla magnetite che

sono state, infine, disperse in 20 ml di acqua bidistillata.

Sintesi e legame delle nanoparticelle d’oro

Anche in questo caso, al fine di ottenere nanoparticelle composite di magnetite e oro si
€ applicata una riduzione in situ di precursori d’oro sulla superficie delle nanoparticelle di

ossido di ferro precedentemente stabilizzate e funzionalizzate.
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Di nuovo, basandosi su un lavoro precedente [79], la sintesi & stata effettuata
mantenendo i rapporti tra i reagenti di partenza e i tempi di reazione, ma andando a

variare il pH della soluzione di acido cloroaurico.

Per prima cosa, 3.37 mg di acido cloroaurico (HAuCls) sono stati disciolti in 20 ml di
acqua bidistillata e il pH e stato regolato a circa 8.5 tramite I'impiego di idrossido di sodio
(NaOH, acquistato da Riedel-de Haén) permettendo cosi I'idrolisi dell’acido cloroaurico e

la formazione della sospensione di idrossido d’oro (Au(OH)3).

La soluzione e stata poi unita a 20 ml di sospensione contenente nanoparticelle di
magnetite funzionalizzate con APTES e inserita all'interno dell’agitatore orbitale per 5

minuti a 150 giri/min e 70°C.

Contemporaneamente, 30 mg di acido tannico sono stati aggiunti a 20 ml di acqua
bidistillata e il pH & stato aggiustato a un valore compreso tra 8 e 9 con idrossido di

ammonio.

La soluzione di acido tannico & stata quindi combinata a quella ritirata dall’orbital shaker
e la soluzione ottenuta & stata reinserita al suo interno per un trattamento della stessa

durata, alla stessa velocita e temperatura.

Infine, si € proceduto al lavaggio raccogliendo tramite un magnete le nanoparticelle di

magnetite decorate con oro, poi disperse in 20 ml di acqua bidistillata.

6.3 Preparazione di nanoparticelle magnetoplasmoniche:
Metodo 2

Sintesi di nanoparticelle di magnetite

Seguendo la stessa procedura utilizzata per il Metodo 1, le nanoparticelle di ossido di
ferro (FesOs) sono state sintetizzate tramite co-precipitazione chimica a partire da
soluzioni acquose di sali Fe?*/Fe3* con I’aggiunta di una base di idrossido di ammonio

(NH20H) a temperatura ambiente.

65



6 — Materiali e metodi

Sintesi e legame delle nanoparticelle di argento

Nel Metodo 2 la sintesi di nanoparticelle magnetoplasmoniche avviene senza né
stabilizzare la magnetite con I'acido citrico, né funzionalizzarla superficialmente con

I’APTES.

Una volta ottenute le nanoparticelle di ossido di ferro si e, infatti, proceduto
direttamente a ridurre in situ i precursori di argento attraverso I'impiego dell’acido tannico

che agisce sia come riducente che come disperdente.

Anche in questo caso si & preso spunto da un lavoro precedente [79] e la sintesi & stata
effettuata mantenendo i rapporti tra i reagenti di partenza, ma variando i tempi di

reazione.

Per prima cosa, 0.3 g di nitrato d’argento (AgNOs) sono stati aggiunti direttamente in
6.25 ml di nanoparticelle di Fes04 e la soluzione & stata sonicata per 15 minuti a 40°C

all'interno del bagno ad ultrasuoni.

Nel frattempo, 0.15 g di acido tannico sono stati disciolti in 5 ml di acqua bidistillata e il

valore del pH e stato portato tra 8 e 9 tramite idrossido di ammonio.

A questo punto, la soluzione di acido tannico é stata aggiunta a quella ritirata dal bagno

a ultrasuoni e di nuovo sonicata per 5 minuti, a 40°C.

Utilizzando un magnete, la soluzione & stata lavata per rimuovere i residui dei composti

non reagiti e le nanoparticelle d’argento non legate alla magnetite.

Cosi facendo, le nanoparticelle di argento che si sono combinate alla magnetite sono

state raccolte per poi essere disperse in 20 ml di acqua bidistillata.

Sintesi e legame delle nanoparticelle d’oro

Anche in questo caso, per ottenere nanoparticelle composite di magnetite e oro si e
applicata una riduzione in situ di precursori d’oro sulla superficie delle nanoparticelle di
ossido di ferro, utilizzando I'acido tannico che funge sia da agente stabilizzante che

riducente.
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Per effettuare questo tipo di sintesi ci si € basati su un lavoro precedente [80], ma in tal
caso come reagente di partenza si & utilizzata magnetite pura invece che magnetite

stabilizzata con acido citrico e funzionalizzata con APTES.

Innanzitutto, adoperando la bilancia digitale di precisione sono stati accuratamente
pesati 2.55 mg di acido tannico e 60 mg di acido cloroaurico (HAuCls), successivamente

disciolti, rispettivamente, in 1.2 ml e 12 ml di acqua bidistillata.

Una volta uniti, la soluzione risultante ¢ stata inserita all’interno dell’orbital shaker per

5 minuti a 150 giri/min e 70°C.

A fine processo, sono stati aggiunti 3.9 ml di nanoparticelle di FesO4 e si & di nuovo
effettuato lo stesso tipo di trattamento, mantenendo invariate durata, velocita e

temperatura.

Infine, sempre per mezzo di un magnete, si & effettuato il lavaggio della soluzione e le
nanoparticelle di magnetite decorate con oro sono state disperse in 20 ml di acqua

bidistillata.

6.4 Tecniche di caratterizzazione

Per ogni fase relativa ai due percorsi di sintesi, le nanoparticelle sono state

caratterizzate al fine di ottenere informazioni di diversa natura.

In particolare, per valutare la dimensione e la morfologia delle nanostrutture ottenute,
sono stati utilizzati un microscopio elettronico a trasmissione TEM (FEI Tecnai F20 TWIN)
e un microscopio elettronico a scansione a emissione di campo FE-SEM in modalita STEM

(Zeiss Supra 40 GEMINI).

Per un’analisi strutturale e composizionale & stato invece adoperato uno spettrometro
a infrarossi a trasformata di Fourier: FT-IR (Thermo Scientific™ Nicolet™ iS50 FTIR
Spectrometer) e I'acquisizione spettrale e stata perfezionata tramite software OMNIC™,

utilizzando il metodo di indagine Smart iTX Diamond.
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Al fine di valutare I'efficacia delle magnetiti nel generare calore, le diverse formulazioni
sono state sottoposte a un campo magnetico per mezzo di un forno a induzione (EGMA 6,

Felmi srl).

Infine, € stata condotta un’analisi sulle proprieta ottiche mostrate dalle nanoparticelle
magnetoplasmoniche sintetizzate, attraverso uno spettrofotometro UV-Vis (UV-2600

Shimadzu), utilizzando il software UV-Probe per I'acquisizione spettrale.

Si riporta di seguito una descrizione delle tecniche usate.

Microscopia elettronica a trasmissione [81]

La microscopia elettronica a trasmissione (TEM) & basata sull’utilizzo di un fascio di
elettroni che, presentando una lunghezza d’onda molto minore di quella dei fotoni del
raggio luminoso in un microscopio ottico, consente di ottenere immagini con una migliore

risoluzione.

Il fascio viene generato riscaldando un filamento di tungsteno in un sistema in cui
necessario creare il vuoto spinto per prevenire collisioni tra elettroni e molecole d’aria, al

fine di evitare assorbimento energetico da parte di quest’ultime.

Il contrasto nell'immagine finale e prodotto dalla scattering degli elettroni in seguito

alla loro interazione con gli atomi che costituiscono il campione.

In particolare, le aree piu luminose sono dovute a una maggiore trasmissione delle
cariche elettriche negative, mentre quelle piu scure corrispondono a zone in cui si ha piu
scattering, solitamente a causa della presenza di atomi piu pesanti o del maggiore spessore

del campione in quel punto.

Microscopia elettronica a scansione in trasmissione [82]

Mentre la microscopia di tipo TEM sfrutta un fascio elettronico parallelo per generare
un’onda incidente in buona approssimazione piana, nel caso della microscopia elettronica

a scansione in trasmissione (STEM) la sorgente di elettroni & focalizzata sul campione.
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Si ha, infatti, un insieme di vettori d’onda con stesso modulo che possono essere
direzionati all’'interno del cono d’illuminazione in modo da localizzare il fascio in zone di

diametro inferiore a 0.1 nm.

L'immagine e, quindi, formata muovendo la sonda su tutta I'area d’interesse e
raccogliendo, per mezzo di opportuni rivelatori, il segnale generato a seguito

dell’interazione degli elettroni incidenti con gli atomi del materiale.

Per questo tipo di analisi, cosi come per quella al TEM, la preparazione dei campioni
avvenuta collocando qualche microlitro di soluzione su retini di rame (SPI Supplies Lacey

Carbon Coated 200 Mesh Copper Grids), posti su un porta-campioni.

Prima di eseguire I'indagine, le soluzioni sono state lasciate a essiccare a temperatura

ambiente.

Spettroscopia a infrarossi a trasformata di Fourier, FT-IR [83]

La spettroscopia a infrarossi permette di studiare i legami chimici fornendo informazioni
sui gruppi funzionali presenti nelle molecole attraverso la formazione di segnali che
possono essere legati alla presenza di gruppi noti a frequenze caratteristiche, oppure di

tipo fingerprint, cioe propri della molecola in questione e quindi non ritrovabili altrove.

La sorgente luminosa di uno spettrometro FT-IR emette radiazioni infrarosse che, nel
colpire il campione, possono essere assorbite comportando il passaggio delle molecole da

uno stato fondamentale ad uno stato vibrazionale eccitato.

Le transizioni vibrazionali corrispondono a uno stiramento del legame chimico
(stretching) o a una deformazione dell'angolo di legame (bending) e possono essere

simmetrici o asimmetrici.

Il segnale originato nell’operazione (interferogramma) viene convertito, per mezzo
della trasformata di Fourier, in un tradizionale spettro infrarosso, tipicamente da 4000 a
400 cm’?, in cui la variazione dell’intensita del segnale & in funzione del numero d’onda

della radiazione.
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Per eseguire questo tipo di analisi, al termine delle diverse fasi di sintesi si sono prelevati
pochi millilitri di soluzione che sono stati posti in piaste di Petri e lasciati a essiccare in un

incubatore per qualche giorno, al fine di ottenere campioni sotto forma di polveri.

Caratterizzazione termica

Per valutare la possibilita di impiego delle nanoparticelle sintetizzate in trattamenti
ipertermici, e stata condotta una caratterizzazione termica in vitro utilizzando un campo
magnetico alternato, applicato tramite un forno a induzione operante a una potenza di 3

kW e a una frequenza pari a 220 kHz.

In particolare, si vuole quantificare 'aumento medio di temperatura in un volume di
acqua simulante il liquido interstiziale di un tessuto tumorale, in seguito al calore dissipato

dalle nanoparticelle disperse al suo interno.

L’analisi e stata eseguita ponendo la soluzione da testare in una provetta in vetro a sua
volta inserita in un cilindro di polistirene che agisce da coibente ed evita dissipazioni di

energia termica verso I'ambiente esterno.

Il cilindro & stato, quindi, messo all’interno della bobina del forno a induzione in modo

che quest’ultima si trovasse alla stessa altezza della soluzione.

La corrente prodotta in uscita, scorrendo all’interno della bobina, comporta la formazione
di un campo magnetico che interagisce con le nanoparticelle contenute nella provetta e si
ha, quindi, generazione di calore al loro interno che viene dissipato nel fluido circostante

in cui sono disperse.

Ciascuna soluzione & stata sottoposta al campo magnetico per un tempo complessivo
pari a 20 minuti e le misure di temperatura sono state eseguite ogni 2 minuti andando a

spegnere momentaneamente il campo per evitare interferenze.

| valori di temperatura sono stati registrati tramite un termometro digitale collegato a
una termocoppia di tipo K che viene inserita all’'interno della soluzione attraverso un foro

nella parte superiore del cilindro che circonda la provetta.

70



6 — Materiali e metodi

Per far si che i valori ottenuti per ogni soluzione di nanoparticelle fossero comparabili,
prima di eseguire la caratterizzazione termica si & proceduto a misurare le diverse

concentrazioni.

. . . m N T
Dal momento che la minore e risultata essere paria 1 ﬁ, si e provveduto a diluire con

acqua bidistillata le altre soluzioni in modo tale che ognuna presentasse la stessa

concentrazione e che, per tutte, la quantita complessiva di solvente fosse pari a 3 ml.

Spettroscopia ultravioletta/visibile [84]

La spettroscopia ultravioletta/visibile & utilizzata per misurare l'assorbimento delle

radiazioni ultraviolette e visibili da parte di un campione.

L’assorbimento e associato all'eccitazione degli elettroni dal loro stato fondamentale a
uno stato eccitato ma, poiché i livelli energetici della materia sono quantizzati, una
specifica lunghezza d’onda € assorbita solamente se ha associata una determinata quantita

di energia tale da causare una transizione elettronica.

La sorgente luminosa di uno spettrofotometro UV-Vis € data dalla combinazione di
lampade al tungsteno e al deuterio e fornisce un fascio di radiazioni visibili e ultraviolette
che viene scomposto da parte di un reticolo di diffrazione in piu fasci a diverse lunghezze

d’onda.

Per determinare lo spettro di assorbimento delle nanoparticelle magnetoplasmoniche
sintetizzate, si & dispersa qualche goccia di ciascun campione in acqua bidistillata

all'interno di una cuvetta otticamente trasparente.

Per ogni lunghezza d'onda viene misurata l'intensita della luce che attraversa sia la
cuvetta contenente il campione (I) sia quella di riferimento (/) in cui & posto unicamente

il solvente, comunemente indicato come bianco.
Se I e inferiore a I, il campione ha assorbito parte della luce.

L'assorbanza (A) e correlata a I e I, secondo |'equazione:

Iy
A =logq T
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Il rilevatore converte, infine, I'intensita della radiazione che ha attraversato il campione
in un segnale di corrente che viene elaborato e trasformato in uno spettro

elettromagnetico.
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Capitolo 7

Risultati e discussione

7.1 Dimensione e morfologia

Al fine di ricavare informazioni riguardo la dimensione e la morfologia delle
nanostrutture ottenute nei due metodi di sintesi utilizzati, sono state effettuate, come gia
anticipato, analisi con un microscopio elettronico a trasmissione (TEM) e con un

microscopio elettronico a scansione a emissione di campo (FE-SEM) in modalita STEM.

Figura 7.1 Immagine TEM delle nanoparticelle di magnetite (M) sintetizzate

secondo il Metodo 1 e il Metodo 2

73



7 — Risultati e discussione

Come é possibile osservare dalla Figura 7.1, le nanoparticelle di magnetite (M) ottenute
sia tramite il Metodo 1 che il Metodo 2 presentano forma sferica, dimensione variabile

compresa tra 5 e 15 nm e risultano piuttosto aggregate.

Quest’ultimo aspetto e dovuto al fatto che, come pil volte discusso, le nanoparticelle
di ossido di ferro risultano di per sé instabili e quindi tendono a formare clusters se non

stabilizzate.

Inoltre, anche il metodo stesso di preparazione dei campioni per eseguire le analisi
tende a far aggregare la soluzione una volta posta sul retino: le nanoparticelle infatti
vengono preparate per I'analisi ponendo una goccia di soluzione su un retino di rame che
viene poi lasciata ad essiccare; cid comporta inevitabilmente che si verifichi la
sovrapposizione e |'aggregazione delle nanoparticelle contenute nel campione, come

visibile in Figura 7.1 e nelle immagini successive.
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Figura 7.2 Immagini TEM di (A) nanoparticelle di magnetite stabilizzate con acido

citrico (M+AC), (B) nanoparticelle di magnetite stabilizzate con acido citrico e

funzionalizzate con APTES (M+AC+APTES), entrambe secondo il Metodo 1

Come osservabile nelle immagini TEM in Figura 7.2 A e 7.2 B, lo step di stabilizzazione
con acido citrico e quello successivo di funzionalizzazione con APTES, entrambi eseguiti
esclusivamente nel Metodo 1, non vanno ad alterare la morfologia delle nanoparticelle che

preservano, quindi, una forma pseudo-sferica.

Anche la distribuzione dimensionale si puo considerare pressoché inalterata rispetto a
qguella che si aveva inizialmente per le nanoparticelle di magnetite (Figura 7.1); la
risoluzione, infatti, non e sufficiente per poter apprezzare le variazioni molto piccole che
si hanno in seguito a queste due fasi e che comportano la formazione di un sottile layer

che circonda le nanoparticelle.
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Figura 7.3 Immagini STEM di nanopatrticelle di magnetite decorate con argento

(M+AC+APTES+TA+Ag) secondo il Metodo 1, ottenute in modalita differenti (gli spots piu
chiari in (A) corrispondenti a quelli piu scuri in (B) rappresentano le nanoparticelle di

argento, la cui dimensione massima e evidenziata in (C))

Nelle immagini riportate in Figura 7.3, ottenute con microscopio FE-SEM, risultano
visibili  le  nanoparticelle  magnetoplasmoniche di  magnetite e argento

(M+AC+APTES+TA+Ag) ottenute tramite il Metodo 1 che prevede una fase di
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stabilizzazione e funzionalizzazione della magnetite prima della decorazione con argento,

tramite riduzione in situ per mezzo dell’acido tannico.

In particolare, I'immagine in Figura 7.3 A offre una visione morfologica complessiva del
campione che mostra la distribuzione delle nanoparticelle di argento, di forma pressoché

sferica, sulla superfice delle nanostrutture di magnetite.

In Figura 7.3 B, acquisita in modalita campo chiaro, & invece mostrato il range

dimensionale di queste nanoparticelle metalliche, compreso tra circa 15 e 53 nm.

Infine, nell'immagine in Figura 7.3 C (in campo scuro) ottenuta con un ingrandimento

maggiore, si mette in evidenza una delle particelle piu grandi presenti nel campione.

Si nota che, nelle immagini STEM sopra riportate cosi come vedremo nelle successive,
le nanoparticelle metalliche sono legate superficialmente a quelle di magnetite che
costituiscono, invece, lo strato piu profondo e che sono inglobate in una sorta di matrice

che tende a unirle tra loro.

Questo tipo di struttura non viene riscontrata nelle fasi precedenti di sintesi,
stabilizzazione e funzionalizzazione delle nanoparticelle di ossido di ferro e pertanto, e
possibile affermare che la sua presenza & dovuta all’utilizzo dell’acido tannico come agente

riducente nella decorazione con nanoparticelle metalliche.
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Figura 7.4 Immagini STEM di nanoparticelle di magnetite decorate con argento

(M+Ag+TA) secondo il Metodo 2, acquisite in modalita differenti (i punti piu chiariin (A)
corrispondenti a quelli piu scuri in (B) indicano le nanoparticelle di argento, le cui

dimensioni sono evidenziate in (C))

Le immagini in Figura 7.4 A, 7.4 B e 7.4 C mostrano nanocompositi di magnetite e
argento (M+Ag+TA) preparate secondo il Metodo 2 nel quale, alla sintesi delle
nanostrutture di ossido di ferro, segue direttamente la riduzione in situ dei precursori

d’argento, utilizzando I'acido tannico come agente stabilizzante e riducente.
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In particolare, in Figura 7.4 C, acquisita in modalita campo scuro, & possibile osservare
che le nanoparticelle metalliche, di forma pressoché sferica, mostrano dimensioni

comprese tra circa 29 € 93 nm.

Dal confronto tra I'immagine in Figura 7.4 C e quella in Figura 7.3 B, € inevitabile
constatare che le nanoparticelle di argento sintetizzate secondo il Metodo 2 (Figura 7.4 C)
risultano piu grandi e con distribuzione dimensionale pilu ampia rispetto a quelle ottenute

secondo il Metodo 1 (Figura 7.3 B).

Inoltre, osservando le immagini in Figura 7.4 le nanoparticelle metalliche preparate
tramite il Metodo 2 sembrano piu numerose e con distribuzione pil omogenea rispetto a

guelle sintetizzate secondo il Metodo 1 (Figura 7.3).

79



7 — Risultati e discussione

STEM S&g. Mode = DF

-

Figura 7.5 Immagini STEM di nanoparticelle di magnetite decorate con oro
(M+AC+APTES+Au+TA) secondo il Metodo 1, ottenute in modalita differenti (gli spots piu
chiari in (A) corrispondenti a quelli piu scuri in (B) rappresentano le nanoparticelle di oro,

le cui dimensione sono evidenziate in (C))

Nelle immagini riportate in Figura 7.5 risultano visibili le nanoparticelle
magnetoplasmoniche di magnetite e oro (M+AC+APTES+Au+TA) ottenute tramite il
Metodo 1 che prevede uno step di stabilizzazione e funzionalizzazione della magnetite

prima della decorazione con oro.

In particolare, in Figura 7.5 C, acquisita in modalita campo scuro, € possibile notare un

buon controllo dimensionale e si osserva che le nanoparticelle metalliche tendono a legarsi
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tra loro a formare una struttura di tipo dumbbell in cui ogni singola particella ha dimensioni

molto piccole, inferiori a 20 nm.

STEM Seg

Figura 7.6 Immagini STEM di nanoparticelle di magnetite decorate con oro
(M+TA+Au) secondo il Metodo 2, acquisite in modalita differenti (i punti piu chiariin (A)
corrispondenti a quelli piu scuri in (B) rappresentano le nanoparticelle di oro, la cui

dimensione massima € mostrata in (C))
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Le immagini di Figura 7.6 sopra riportate mostrano, invece, i nanocompositi di
magnetite e oro (M+TA+Au) preparate secondo il Metodo 2 nel quale, dopo la sintesi delle

nanostrutture di ossido di ferro, si va direttamente a ridurre in situ i precursori d’oro.

In particolare, I'immagine in Figura 7.6 A permette di avere una visione morfologica
complessiva del campione in cui si pud osservare che le nanoparticelle d’oro, piuttosto
ravvicinate tra loro, ben distribuite e di forma pressoché sferica, risultano legate

superficialmente alla magnetite.

Nell'immagine in Figura 7.6 B, acquisita in modalita back scattering, € visibile la piu
piccola nanoparticella metallica presente nel campione che ha una dimensione prossima
a 22 nm, mentre in quella in Figura 7.6 C (in campo scuro e con ingrandimento maggiore)

la piu grande, di 137 nm.

Andando a confrontare le immagini 7.6 B e 7.6 C con quella in Figura 7.5 C risulta
evidente che decorando superficialmente la magnetite con |'oro, le nanoparticelle
metalliche preparate secondo il Metodo 2 (Figura 7.6 B e 7.6 C) risultano notevolmente piu
grandi e con distribuzione dimensionale nettamente piu ampia rispetto a quelle ottenute

secondo il Metodo 1 (Figura 7.5 C).

Inoltre, dall’osservazione delle immagini in Figura 7.6 le nanoparticelle d’oro
sintetizzate secondo il Metodo 2 presentano una distribuzione pil omogenea rispetto a

guelle preparate secondo il Metodo 1 (Figura 7.5).

Lo stesso risultato si era osservato per le nanoparticelle d’argento ottenute nel Metodo

2 (Figura 7.4) rispetto a quelle sintetizzate tramite il Metodo 1 (Figura 7.3).
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7.2 Analisi strutturale e composizionale

Per ottenere informazioni di tipo strutturale/composizionale e quindi identificare i
materiali presenti nelle nanoparticelle magnetoplasmoniche ottenute, & stata invece

condotta un’analisi di spettroscopia a infrarossi a trasformata di Fourier (FT-IR).

In particolare, si vuole confermare I'avvenuta realizzazione delle diverse fasi previste

nei due metodi di sintesi utilizzati.

Pertanto, nelle pagine a seguire, gli spettri sono presentati in maniera coerente a questo
obiettivo, ossia vengono mostrati per ogni sezione solamente gli spettri relativi alla fase di
sintesi presa in analisi e sono indicati esclusivamente i picchi che confermano I'avvenuta

realizzazione della fase considerata.

Stabilizzazione con acido citrico (Metodo 1)
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Figura 7.7 Spettri FT-IR di: nanoparticelle di magnetite (M) in nero, acido citrico
(AC) in marrone, nanoparticelle stabilizzate con acido citrico (M+AC) in rosso.
(Nell'immagine in Figura 7.7 B sono riportati gli stessi spettri visibili in Figura 7.7 A, ma

con offset per una maggiore chiarezza visiva)
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La Figura 7.7 mostra gli spettri FT-IR relativi alle nanoparticelle di magnetite (M, curva
nera), all’acido citrico puro (AC, curva marrone) e alle nanoparticelle stabilizzate con acido

citrico (M+AC, curva rossa).

In particolare, & possibile osservare a circa 575 cm™ il picco relativo al legame Fe-O sia

per la curva nera (M) che per quella rossa (M+AC) [26].

Cio attesta il successo del metodo di co-precipitazione chimica adoperato, basato
sull’aggiunta delle base di idrossido di ammonio a partire da soluzioni acquose di sali

Fe?*/Fe3*, nell'indurre la formazione di nanoparticelle di magnetite.

Il picco a circa 1710 cm™ assegnabile alla vibrazione del legame C=0 (stretching
asimmetrico), visibile nello spettro relativo all’acido citrico (AC), si sposta a circa 1600
cm per le nanoparticelle stabilizzate (M+AC) e indica che gli ioni carbossilato (COO)
dell’acido citrico formano complessi con gli atomi di ferro sulla superficie delle

nanoparticelle di magnetite [26].

Le bande a 1400 e a 1250 cm™ sono invece relative, rispettivamente, allo stretching
simmetrico del COO" e allo stretching simmetrico del legame C-O del gruppo carbossilico

(-COOH) dell’acido citrico [26].

La presenza di questi due picchi e di quello a circa 1710 cm™ nello spettro in rosso
(M+AC) rispetto a quello iniziale in nero (M) attesta I'avvenuta stabilizzazione delle

nanoparticelle di magnetite nel Metodo 1.
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Funzionalizzazione con APTES (Metodo 1)
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Figura 7.8 Spettri FT-IR di: nanoparticelle di magnetite stabilizzate con acido
citrico (M+AC) in rosso, APTES (APTES) in verde, nanoparticelle funzionalizzate con APTES
(M+AC+APTES) in blu. (Nell'immagine in Figura 7.8 B sono riportati gli stessi spettri visibili

in Figura 7.8 A, ma con offset per una maggiore chiarezza visiva)

In Figura 7.8 vengono presentati gli spettri FT-IR relativi alle nanoparticelle di magnetite
stabilizzate con acido citrico (M+AC, curva rossa), all’APTES (APTES, curva verde) e alle
nanoparticelle stabilizzate con acido citrico e funzionalizzate con APTES (M+AC+APTES,

curva blu).

L'introduzione di gruppi amminopropile sulla superficie delle nanoparticelle e
confermata da due ampie bande a circa 3358 e 1644 cm™ (nella curva blu rispetto a quella
rossa), dovute rispettivamente alla vibrazione del legame N-H (stretching) e alla

deformazione dell'angolo di legame (bending) nei gruppi NH; liberi [85].

Nello spettro blu la presenza di molecole di APTES ancorate alla superficie &, inoltre,
confermata dalla vibrazione del legame CH> (stretching) a 2922 cm?, anch’esso assente

nella curva rossa [86].
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Infine, i picchi a circa 1089 e a 990 cm™ (quest’ultimo spostato nello spettro blu rispetto
a quello verde) sono relativi, rispettivamente, alla vibrazione del legame Si-O-Si e del
legame Si-OH e confermano la condensazione tra i gruppi idrossile sulla superficie delle

nanoparticelle e I'alcossisilano [87].

Pertanto, l'individuazione di queste bande caratteristiche nello spettro in blu
(M+AC+APTES) rispetto a quello di partenza in rosso (M+AC) attesta l'avvenuta
funzionalizzazione con I'APTES delle nanoparticelle di magnetite precedentemente

stabilizzate nel Metodo 1.

Decorazione con nanoparticelle di argento od oro tramite riduzione con acido

tannico (Metodo 1)
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Figura 7.9 Spettri FT-IR di: nanoparticelle di magnetite funzionalizzate con APTES
(M+AC+APTES) in blu, acido tannico (TA) in arancione, nanoparticelle decorate con
argento (M+AC+APTES+TA+Ag) in verde e decorate con oro (M+AC+APTES+Au+TA) in
viola. (Nell'immagine in Figura 7.9 B sono riportati gli stessi spettri visibili in Figura 7.9 A,

ma con offset per una maggiore chiarezza visiva)
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La Figura 7.9 mostra gli spettri FT-IR relativi alle nanoparticelle di magnetite stabilizzate
con acido citrico e funzionalizzate con APTES (M+AC+APTES, curva blu), all’acido tannico
puro (TA, curva arancione), alle nanoparticelle funzionalizzate decorate con argento
(M+AC+APTES+TA+Ag, curva verde) e decorate con oro tramite riduzione con acido

tannico (M+AC+APTES+Au+TA, curva viola).

In particolare, & possibile osservare a circa 2922 cm™ il picco relativo alla vibrazione del
legame C-H (stretching) sia per la curva verde (M+AC+APTES+TA+Ag) che per quella viola

(M+AC+APTES+Au+TA), per la quale, pero & molto meno pronunciato [88].

Questo picco risulta essere molto spostato rispetto alla posizione nello spettro
dell’acido tannico (banda a circa 2725 cm™ nella curva arancione [89]) e, in realta, la sua
presenza si riscontra anche nello spettro relativo alle nanoparticelle di magnetite

funzionalizzate con APTES (curva blu), come gia evidenziato osservando la Figura 7.8.

La banda a circa 1620 cm?, attribuibile alla vibrazione del legame C=0 (stretching) e
visibile sia per M+AC+APTES+TA+Ag che per M+AC+APTES+Au+TA, € anch’essa dovuta alla

riduzione con acido tannico (TA) [88].

Anche in tal caso il picco € riconoscibile nella curva blu ma, come discusso nella sezione
precedente, per questo spettro € dovuto alla deformazione dell'angolo di legame

(bending) nei gruppi NH; in seguito alla funzionalizzazione con APTES.

Un’ulteriore banda e presente sia nella curva verde (M+AC+APTES+TA+Ag) che in quella
viola (M+AC+APTES+Au+TA) a 1080 cm™ e corrisponde alla vibrazione del legame C-O
(stretching) [88].

Anche quest’ultima viene ritrovata nello spettro relativo alle nanoparticelle di
magnetite funzionalizzate con APTES ma, come gia evidenziato per la Figura 7.8, la sua

presenza e dovuta alla vibrazione del legame Si-O-Si.

La conferma dell’attribuibilita dei picchi a 2922, 1620 e 1080 cm™ anche alla riduzione

con acido tannico é data nella sezione a seguire.

Infine, le bande di assorbimento a 923 e a circa 800 cm™ potrebbero essere dovute,

rispettivamente, alla deformazione dell'angolo di legame (bending) dell’O-H e del C-H [88].
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La presenza di tutti questi picchi nello spettro verde (M+AC+APTES+TA+Ag) e in quello

viola (M+AC+APTES+Au+TA) attesta I'avvenuta riduzione dei precursori metallici tramite

acido tannico nella formazione delle nanoparticelle magnetoplasmoniche per il Metodo 1.

Si fa notare che la decorazione con nanoparticelle di argento e oro puo al piu alterare

I'intensita e la posizione dei picchi, ma non da segnali specifici nel campo di misura degli

spettrometri FT-IR convenzionali (4000 + 400 cm™) in quanto le frequenze vibrazionali dei

legami metallo-metallo sono al di la di questo range [88,90].

Decorazione con nanoparticelle di argento od oro tramite riduzione con acido

tannico (Metodo 2)
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Figura 7.10 Spettri FT-IR di: nanoparticelle di magnetite (M) in nero, acido tannico

(TA) in arancione, nanoparticelle decorate con argento (M+Ag+TA) in azzurro e decorate

con oro (M+TA+Au) in giallo. (Nell'immagine in Figura 7.10 B sono riportati gli stessi

spettri visibili in Figura 7.10 A, ma con offset per una maggiore chiarezza visiva)

In Figura 7.10 vengono presentati gli spettri FT-IR relativi alle nanoparticelle di

magnetite (M, curva nera), all’acido tannico puro (TA, curva arancione), alle nanoparticelle
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decorate con argento (M+Ag+TA, curva azzurra) e decorate con oro tramite riduzione con

acido tannico (M+TA+Au, curva gialla).

In particolare, si nota a circa 575 cm™ il picco corrispondente al legame Fe-O per le
nanoparticelle di magnetite (M), per quelle decorate con argento (M+Ag+TA) e per quelle

decorate con oro (M+TA+Au).

Cio attesta il successo del metodo di co-precipitazione chimica utilizzato, basato
sull’aggiunta delle base di idrossido di ammonio a partire da soluzioni acquose di sali

Fe?*/Fe3*, nell'indurre la formazione di nanoparticelle di magnetite.

Poiché anche per il Metodo 2 |la formazione delle nanostrutture magnetoplasmoniche
avviene tramite riduzione in situ dei precursori metallici, tutti i picchi dovuti alla presenza
dell’acido tannico che sono stati riscontrati negli spettri della Figura 7.9 (relativa al Metodo

1) vengono ritrovati qui.

Nella curva azzurra (M+Ag+TA) e in quella gialla (M+TA+Au) si nota, infatti, la presenza
di bande a circa 2922, 1620, 1080, 923 e 800 cm!, mostrate inoltre dalla curva arancione
(TA), che attestano I'avvenuta riduzione dei precursori metallici tramite acido tannico

anche per il Metodo 2.

Si fa notare che i primi tre picchi citati non sono individuabili nello spettro nero relativo
alla magnetite (M) e cio conferma quanto anticipato nella sezione precedente: pur
essendo gia riscontrabili nella curva blu di partenza della Figura 7.9 (M+AC+APTES), la
presenza dei picchi a questi numeri d’onda nelle nanoparticelle magnetoplasmoniche finali

e anche dovuta alla fase di riduzione con I'acido tannico.
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7.3 Caratterizzazione termica

Al fine di valutare I'efficacia nel generare calore in presenza di un campo magnetico, &
stata condotta, come gia anticipato, una caratterizzazione termica in vitro, ponendo le
nanoparticelle sintetizzate in un volume di acqua volto a simulare il liquido interstiziale in

un tessuto tumorale.
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Figura 7.11 Curve temperatura-tempo per: nanoparticelle di magnetite (M) in
nero, stabilizzate con acido citrico (M+AC) in rosso, funzionalizzate con APTES
(M+AC+APTES) in blu, decorate con argento (M+AC+APTES+TA+Ag) in verde e decorate
con oro (M+AC+APTES+Au+TA) in viola secondo il Metodo 1, nanoparticelle di magnetite
decorate con argento (M+Ag+TA) in celeste e decorate con oro (M+TA+Au) in giallo

secondo il Metodo 2

La Figura 7.11 mostra, per ogni formulazione, I'andamento della temperatura (Figura

7.11 A) e, per un miglior confronto, la sua variazione calcolata rispetto al valore iniziale
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(Figura 7.11 B) in funzione del tempo, dopo 20 minuti di applicazione del campo magnetico

tramite un forno ad induzione.

Dal momento che tutte le nanoparticelle sintetizzate contengono un’unita magnetica,
in presenza del campo esterno sono in grado di generare calore al proprio interno che
viene dissipato nel volume di acqua in cui sono disperse, provocandone I'aumento di

temperatura osservabile in Figura 7.11.

In particolare, si nota che le nanoparticelle di magnetite (M, curva nera) producono un
riscaldamento nettamente superiore rispetto a tutte le altre formulazioni, ossia rispetto
allo stesso tipo di nanostrutture che perd hanno subito successivi trattamenti di
stabilizzazione, funzionalizzazione, decorazione con argento od oro in base a quanto

previsto dai due metodi di sintesi.

Le altre nanoparticelle, ad eccezione di quelle stabilizzate con acido citrico (M+AC, curva
rossa) per cui il riscaldamento & leggermente superiore, provocano aumenti di

temperatura molto simili tra loro.

La grande differenza rispetto alla curva nera (M) potrebbe essere dovuta al fatto che le
ulteriori modifiche, previste per arrivare ad ottenere le nanoparticelle
magnetoplasmoniche, comportano la formazione di strati superficiali dal contribuito
magnetico nullo che vanno a circondare I'unita di magnetite, causando una perdita delle

proprieta magnetiche e peggiorandone la capacita di generare calore.

Un’altra possibile spiegazione potrebbe consistere nel fatto che, pur essendo le
concentrazioni identiche per tutte le soluzioni finali, la quantita di magnetite nella massa
totale differisce da campione a campione e soprattutto rispetto alla soluzione contenente
unicamente magnetite, per cui il riscaldamento € minore per quest’altre formulazioni

semplicemente perché contengono meno magnetite.

Tuttavia, cid non e cosi deleterio: osservando il grafico in Figura 7.11 B, infatti, si pud
notare che per tutte le formulazioni si ha un aumento di temperatura pari almeno a 6.5 °C
(valore minimo registrato per la curva verde) dopo 20 minuti di applicazione del campo

magnetico.
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Pertanto, considerando che la temperatura fisiologica nel corpo umano ¢ pari a 37 °C,

ciascuna formulazione, partendo da questo valore, sarebbe potenzialmente in grado di

provocare un aumento di temperatura tra 41 e 45°C, range di temperature utilizzate in

pertermia, e quindi di distruggere le cellule tumorali a contatto.

Cio fa si che le nanoparticelle magnetoplasmoniche prodotte secondo i due metodi di

sintesi possano, teoricamente, essere impiegate in trattamenti di ipertermia magnetica in

vivo.

7.4 Proprieta ottiche

Per ottenere informazioni riguardo le proprieta ottiche delle nanoparticelle

magnetoplasmoniche sintetizzate, e stata condotta un’analisi di spettroscopia

ultravioletta/visibile (UV-Vis).
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Figura 7.12 Spettri UV-Vis di (A) nanoparticelle di magnetite decorate con argento
(M+AC+APTES+TA+Ag) in verde e decorate con oro (M+AC+APTES+Au+TA) in viola, (B)
nanoparticelle di magnetite decorate con argento (M+Ag+TA) in celeste e decorate con

oro (M+TA+Au) in giallo
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In Figura 7.12 A sono presentati gli spettri UV-Vis relativi alle nanoparticelle
magnetoplasmoniche costituite da magnetite e argento (M+AC+APTES+TA+Ag, curva
verde) e da magnetite e oro (M+AC+APTES+Au+TA, curva viola) sintetizzate secondo il
Metodo 1, mentre in Figura 7.12 B gli spettri dello stesso tipo di nanoparticelle composite
(rispettivamente M+Ag+TA, curva celeste e M+TA+Au, curva gialla) sintetizzate secondo il

Metodo 2.

Per quanto riguarda le nanostrutture composite costituite da magnetite e argento, dal
confronto degli spettri € possibile osservare che quelle di M+AC+APTES+TA+Ag (curva
verde, Figura 7.12 A) mostrano una banda di assorbimento a una lunghezza d’onda
inferiore (456 nm) rispetto allo stesso tipo di nanostrutture (M+Ag+TA, curva celeste

Figura 7.12 B) per le quali ¢, invece, a 490 nm.

Cio e dovuto al fatto che alllaumentare delle dimensioni delle nanoparticelle

plasmoniche, la frequenza di assorbimento diminuisce, cioé si sposta verso destra [65].

La conferma arriva dalle immagini STEM (paragrafo 7.1) in cui si era visto che la maggior
parte delle nanoparticelle di argento ottenute nel Metodo 1 mostra dimensioni
generalmente inferiori (15 + 53 nm) rispetto a quelle ottenute secondo il Metodo 2 (29 +

93 nm).

Inoltre per la curva celeste (M+Ag+TA) il picco appare piu stretto rispetto a quello
mostrato dalla curva verde (M+AC+APTES+TA+Ag) e questo conferma quanto gia
osservato nelle immagini STEM, ossia che le nanoparticelle metalliche ottenute tramite il
Metodo 2 (M+Ag+TA) risultano essere distribuite pil omogeneamente rispetto a quelle

preparate tramite il Metodo 1 (M+AC+APTES+TA+Ag).

Osservando invece lo spettro di M+AC+APTES+Au+TA (curva viola, Figura 7.12 A) e
quello di M+TA+Au (curva gialla, Figura 7.12 B) si nota che per il primo tipo di
nanoparticelle il picco di assorbimento si trova presumibilmente a circa 552 nm, mentre

per il secondo tipo € a 606 nm.

Anche in questo caso, cio € dovuto al fatto che le particelle d’oro ottenute nel Metodo

1, come confermato dalle immagini STEM (paragrafo 7.1), sono nettamente piu piccole
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(per tutte il diametro € inferiore a 20 nm) rispetto a quelle ottenute nel Metodo 2 che sono

generalmente molto grandi e con dimensione variabile tra 22 e 137 nm.

Inoltre per la curva gialla (M+TA+Au) il picco appare piu intenso rispetto a quello
mostrato dalla curva viola (M+AC+APTES+Au+TA) che ¢, invece, poco accentuato: come si
e visto per le nanoparticelle di argento, anche per quelle d’oro gli spettri UV-Vis
confermano quanto gia osservato nelle relative immagini STEM, ossia che le particelle
d’oro ottenute tramite il Metodo 2 (M+TA+Au) risultano essere distribuite piu

omogeneamente rispetto a quelle preparate tramite Metodo 1 (M+AC+APTES+Au+TA).

In generale, per tutti e quattro gli spettri si riscontra uno spostamento del picco di
risonanza a lunghezze d’onda superiori rispetto ai dati riportati in letteratura sulle singole

unita plasmoniche responsabili delle proprieta ottiche.

Come discusso nel capitolo 5, cio € dovuto alla presenza dell’unita di magnetite nelle
nanoparticelle magnetoplasmoniche sintetizzate e puod essere considerato positivo

[71,72].

Infatti, per aumentare le possibilita di successo della terapia fototermica in vivo, oltre a
irradiare nel vicino infrarosso per far si che le radiazioni penetrino in profondita, &
preferibile che la frequenza dell’'onda incidente sia per quanto possibile sovrapposta allo
spettro delle nanoparticelle, affinché I'assorbimento della luce da parte dell’unita

plasmonica sia maggiore.

Come suggerito da H. Kitching et al., un altro modo per spostare il picco di risonanza
delle singole nanoparticelle d’oro verso il rosso, a lunghezze d’onda superiori consiste

nell’utilizzo di coloranti, quali il blu di toluidina [70].

Prendendo spunto da quanto proposto dagli autori, si € voluto provare a osservare se

lo stesso effetto potesse essere ottenuto su nanoparticelle magnetoplasmoniche.

A tal proposito, si € proceduto innanzitutto ad acquisire lo spettro di assorbimento di
una soluzione contenente nanoparticelle di magnetite decorate con oro (M+TA+Au)

disperse in 8 ml di acqua bidistillata.
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Successivamente, sono stati aggiunti 10 pl di una soluzione di blu di toluidina 5mM e ne

e stato determinato lo spettro.

Per vedere se l'effetto ottenuto fosse semplicemente dovuto alla presenza del
colorante in soluzione, si & effettuato infine il lavaggio tramite I'utilizzo di un magnete

posizionato sotto il becher, raccogliendo le nanoparticelle di magnetite decorate con oro

poi disperse in 8 ml di acqua bidistillata.

Si e, quindi, calcolata quest’ultima curva di assorbimento ottenendo quanto mostrato

di seguito.
1ed M+TA+AU iniziale
| |—— M+TA+Au con TB
| —— M+TA+Au finale
=
8
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Figura 7.13 Spettri UV-Vis di: soluzione iniziale di nanoparticelle di magnetite

decorate con oro (M+TA+Au iniziale) in nero, della stessa soluzione in presenza del blu di

toluidina (M+TA+Au con TB) in blu e in seguito al lavaggio (M+TA+Au finale) in rosso

Come ¢ possibile osservare dall'immagine, si nota che il picco di assorbimento si sposta
da un valore di partenza pari a 586 nm (M+TA+Au iniziale, curva nera) a 623 nm nel caso

della soluzione in cui le nanoparticelle sono a contatto con il blu di toluidina (M+TA+Au

con TB, curva blu).

95



7 — Risultati e discussione

Lo spettro finale, per le particelle lavate (M+TA+Au finale, curva rossa) mostra invece

un picco a 608 nm.

Pertanto il cambiamento persiste anche dopo aver eseguito il lavaggio per rimuovere il
colorante, tuttavia, il valore ottenuto & inferiore a quello registrato in presenza del blu di

toluidina.

Come suggerito nell’articolo, lo spostamento del picco € dovuto all’aggregazione delle

nanoparticelle di oro in seguito all’aggiunta del colorante [70].
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Capitolo 8

Conclusioni

L'attivita svolta in questo lavoro di tesi & stata finalizzata a preparare nanomateriali
compositi costituiti da un nucleo di magnetite decorato esternamente con nanoparticelle

di argento od oro che preservino le caratteristiche peculiari delle singole formulazioni.

Lo sfruttamento sinergico delle loro proprieta ne consentirebbe l'uso in vivo in
trattamenti tumorali per i quali 'accumulo nel sito di interesse pud essere ottenuto
manipolando dall’esterno i nuclei magnetici, e la distruzione delle cellule cancerose per
mezzo delle nanoparticelle metalliche (terapia fototermica) o dei nuclei stessi (ipertermia

magnetica).

| due metodi di sintesi proposti, semplici e facilmente riproducibili, hanno permesso di
ottenere, tramite co-precipitazione chimica, nanoparticelle di magnetite dalla forma

sferica e con dimensioni comprese tra5 e 15 nm.

Nella decorazione con argento od oro tramite I'uso innovativo dell’acido tannico,
composto di origine naturale, ecocompatibile e dalle proprieta antiossidanti e
antitumorali, & risultato evidente che per il Metodo 1, per il quale era prevista un’ulteriore
fase di stabilizzazione con acido citrico e funzionalizzazione con APTES dei nuclei di
magnetite, le nanoparticelle metalliche sintetizzate presentano un range dimensionale piu
stretto rispetto a quelle ottenute con il Metodo 2, ma questa seconda procedura consente

di ottenere una migliore distribuzione delle particelle metalliche.

La caratterizzazione strutturale/composizionale ha confermato la presenza delle

sostanze impiegate per la preparazione delle nanoparticelle magnetoplasmoniche,
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attestando I'avvenuta realizzazione delle diverse fasi previste nei due metodi di sintesi

usati.

| risultati ottenuti nell’analisi termica hanno invece dimostrato che, nonostante i
trattamenti di stabilizzazione, funzionalizzazione e la decorazione con argento od oro, tutti
i nanocompositi sintetizzati sono in grado di sviluppare calore grazie alla presenza
dell’unita di magnetite al loro interno e sono, pertanto, potenzialmente utilizzabili in

trattamenti di ipertermia magnetica in vivo.

Infine, I'analisi di spettroscopia UV-Vis ha evidenziato che tutte le nanoparticelle
magnetoplasmoniche sintetizzate presentano un picco di assorbimento molto evidente a
eccezione dei nanocompositi di magnetite e oro ottenuti secondo il Metodo 1 e cio &
probabilmente dovuto a una distribuzione non omogenea delle nanoparticelle

plasmoniche e alla ridotta quantita di acido cloroaurico impiegata in questa sintesi.

In generale, tutti e quattro gli spettri, per via della presenza dell’unita magnetica,
mostrano uno spostamento del picco di risonanza a lunghezze d’onda superiori rispetto ai
dati riportati in letteratura sulle singole unita plasmoniche e cid € conveniente se si

vogliono utilizzare questi nanocompositi per terapia fototermica in vivo.

Si ¢, inoltre, mostrato che per nanoparticelle composite di magnetite e oro & possibile
ottenere uno spostamento del picco di assorbimento utilizzando molecole di blu di

toluidina che comportano, presumibilmente, I’aggregazione delle unita metalliche.

Con questo lavoro di tesi si & quindi dimostrato che I'impiego dell’acido tannico
rappresenta una valida alternativa ecocompatibile ai riducenti chimici solitamente

utilizzati nella sintesi di nanoparticelle metalliche.

In particolare, il suo utilizzo come unico agente riducente e stabilizzante permette di
semplificare e rendere piu rapida la sintesi di nanoparticelle magnetoplasmoniche come
evidenziato nel Metodo 2, caratterizzato dall’assenza delle fasi di stabilizzazione con acido

citrico e funzionalizzazione con APTES presenti, invece, nel Metodo 1.
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Inoltre, il percorso di sintesi semplificato (Metodo 2) ha permesso di ottenere
nanoparticelle plasmoniche che, pur essendo piu grandi di quelle ottenute nel Metodo 1,

mostrano una distribuzione spaziale pill omogenea e un picco di assorbimento pil intenso.

Sviluppi futuri potrebbero essere mirati a perfezionare I'utilizzo dell’acido tannico come
unico riducente e stabilizzante provando, ad esempio, a ottimizzare i rapporti tra i reagenti
di partenza e i tempi di reazione, al fine di diminuire le dimensioni delle nanoparticelle

plasmoniche.
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