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Introduzione

Negli ultimi decenni, le nanoparticelle sono state studiate per le applicazioni nel settore
biomedico sviluppando nuovi sistemi di somministrazione di farmaci. In questo ambito
vengono inseriti 1 sistemi di drug delivery, in cui il farmaco, caricato in una matrice organica o
inorganica, viene veicolato in una zona specifica del corpo umano in modo controllato
riducendo la tossicita e gli effetti collaterali; viene, inoltre, ridotta la dose di principio attivo
farmaceutico necessaria per il paziente [1]. L’applicazione topica dei DDs favorisce una
maggiore biodisponibilita del principio attivo che tende a disperdersi nello stato amorfo
all’interno del carrier. Nella fase di dissoluzione, il principio attivo nella fase amorfa viene
rilasciato in modo piu veloce in quanto 1’energia necessaria per rompere i legami ¢ minore
rispetto al corrispondente farmaco cristallino.

L’ossido di zinco ¢ un materiale inorganico usato come matrice di supporto nei drug delivery
systems per le sue proprieta fisiche e chimiche che lo rendono un nanomateriale versatile,
biocompatibile e non tossico. Viene, infatti, riconosciuto come sostanza sicura (GRAS) dalla
“Food and Drug Administration” [2]. Nel campo biomedico ¢ studiato per le sue proprieta
antibatterica, antinflammatoria, antifunginea e antitumorale.

Il lavoro di tesi si inserisce nell’ambito farmaceutico e nella sperimentazione dei sistemi di
farmaci a rilascio controllato per trattamenti dermatologici; ¢ stato scelto 1’ossido di zinco
mesoporoso come carrier di principi attivi cortisonici. Si vuole realizzare, quindi, un nuovo
sistema di drug delivery in cui si combinano 1’azione antibatterica dell’ossido di zinco e le
proprieta antinfiammatorie dell’idrocortisone. L’ impregnazione del farmaco ¢ stata effettuata
mediante Incipient Wetness Impregnation (IWI) e tecnica “green” con COz supercritica. Nella
parte conclusiva del lavoro sperimentale ¢ stato studiato il profilo di rilascio dell’idrocortisone
dalla matrice.

Nel primo capitolo viene spiegata la nuova strategia di somministrazione di farmaci per le
applicazioni sulla pelle evidenziando i1 vantaggi dei DDs rispetto alle terapie tradizionali.
Vengono, inoltre, illustrate in breve le nanoparticelle piu utilizzate come carrier di farmaci.

Il secondo capitolo pone I’attenzione sull’ossido di zinco e le sue proprieta fisiche e chimiche;
vengono spiegati 1 vari metodi di sintesi delle nanoparticelle che determinano le varie
morfologie assunte dal materiale e le proprieta mostrate nelle applicazioni in ambito biomedico.

L’obiettivo del terzo capitolo consiste nella descrizione dei metodi di impregnazione usati
durante la sperimentazione e 1 vantaggi dell’uso della scCOz. Nella parte finale vengono esposti
1 farmaci, idrocortisone e cortisone, con le loro caratteristiche.

Nel quarto capitolo inizia la parte sperimentale illustrando le metodologie e la strumentazione
utilizzate nel lavoro di tesi.

Il quinto capitolo raccoglie 1 risultati elaborati dalle prove effettuate riguardo la
caratterizzazione dell’ossido di zinco sintetizzato, i sistemi ottenuti con le due tecniche di
impregnazione, gli effetti del tempo e dell’umidita sulla cristallizzazione dell’idrocortisone
supportato sul carrier.

Nell’ultimo capitolo sono riportati i profili di rilascio dell’idrocortisone dall’ossido di zinco
mesoporoso e il confronto con il farmaco puro cristallino.

il



v



Capitolo 1

Sistemi per rilascio di farmaci

La nanotecnologia ¢ una scienza multidisciplinare in cui chimici, fisici, biologi e scienziati
hanno svolto un ruolo importante per lo sviluppo di nuovi trattamenti e sistemi da applicare in
vari settori, come la medicina, 1’agricoltura e 1I’ingegneria [3].

Nei campi biomedico e farmaceutico, i nanomateriali vengono manipolati per ottenere nuovi
tipi di bionsensori, utilizzati nella diagnostica, o per sviluppare nuovi sistemi per la
somministrazione di farmaci (nanoparticelle per drug delivery system).

I1 termine nanomateriale include tutti i materiali con almeno una dimensione compresa tra 1 nm
e 100 nm [4].

1.1 Nanotecnologia e dermatologia

I sistemi di drug delivery rappresentano un metodo alternativo di somministrazione di farmaci
a rilascio controllato tramite il quale ¢ possibile ottenere vantaggi rispetto alle terapie
farmacologiche tradizionali; I’intera quantita di farmaco necessaria per il paziente viene
somministrata in un’unica dose in modo controllato.

Un altro effetto positivo di tali sistemi consiste nella possibilita di circoscrivere 1’azione del
farmaco e rilasciarlo in una specifica zona del corpo umano, riducendo la tossicita ed evitando
il suo contatto con gli organi non interessati.

Nei drug delivery systems, micro e nanoparticelle vengono utilizzate come carrier in cui il
principio attivo € dissolto, incapsulato o adsorbito, [5] e viene, successivamente rilasciato per
diffusione o disgregazione della matrice di supporto.

Questi metodi innovativi vengono studiati in campo dermatologico per curare le ferite della
pelle, le dermatiti, le infezioni batteriche e/o fungine, la psicorasi e alcuni stati pre-cancerosi
della pelle.

Skin Drug Delivery Systems sviluppano sistemi di farmaci capaci di modificarne la
penetrazione/permeazione nelle zone piu profonde della pelle, superando la barriera
dell’epidermide e garantendo un contatto diretto con lo strato corneo, aumentare il periodo di
permanenza del principio attivo sulla pelle. [6]

Un’applicazione topica di drug delivery, per esempio, comprende nanoparticelle di argento che
presentano un’elevata attivita antimicrobica; le nanoparticelle rilasciano lentamente ioni
argento sulla pelle che possono inibire la proliferazione microbica e accelerare la guarigione
delle ferite. [7]

La pelle ricopre un ruolo importante per il corpo umano; ¢ definita come una barriera protettiva
che evita gli attacchi degli agenti chimici e fisici esterni, dei microrganismi e protegge dalle
radiazioni ultraviolette.

La pelle ¢ organizzata in una struttura multistrato e comprende tre strati: epidermide, derma e
ipoderma, come si puo notare dalla figura seguente:
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Figura 1.1: Rappresentazione della struttura della pelle [8]

La funzione di protezione ¢ attribuita allo strato corneo, la parte piu esterna dell’epidermide [9].
E costituito da una struttura lamellare che aumenta la resistenza alla permeazione della pelle
riducendo il passaggio di molecole, in particolare quelle con dimensione superiore a 500 Da
[10], rappresentando un ostacolo alla terapia topica tradizionale di farmaci.

Le nanotecnologie, percio, sviluppano nuove strategie, per esempio, sistemi basati sull’uso di
nanoparticelle con farmaco incorporato capaci di superare lo strato corneo e curare le malattie
dermatologiche. Conoscendo I’interazione tra le NPs e gli strati della pelle, si possono variare
le caratteristiche fisico-chimiche (dimensione, forma, area superficiale) dei nanomateriali
individuando la matrice piu idonea a svolgere il ruolo di carrier e favorire, quindi, la
somministrazione del principio attivo.

L’applicazione topica dei DDS ha portato molti vantaggi rispetto alle vie tradizionali di
somministrazione, ad esempio:

e Maggiore biodisponibilita del farmaco e rilascio controllato [11];

e Biocompatibilita del nanomateriale di supporto;

e [l principio attivo ¢ diretto nella sola zona bersaglio del sito cutaneo riducendo la
tossicita e gli effetti collaterali;

e Diminuzione delle dosi del farmaco da somministrare al paziente [1].



La seguente figura [10] confronta il trasporto del principio attivo attraverso la pelle nel caso di
terapia topica tradizionale e nei nuovi sistemi di drug delivery:
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Figura 1.2: Rappresentazione schematica del trasporto di farmaco attraverso la pelle

Si possono osservare i benefici del DDS rispetto alla somministrazione con farmaco puro,
infatti, la concentrazione di principio attivo che permea lo strato corneo dell’epidermide ¢
maggiore e cresce il tempo di residenza in tale strato. La sostanza caricata nel carrier € protetta
dalla degradazione metabolica, inoltre, 1’assorbimento del farmaco nel sangue ¢ piu basso
rispetto alla terapia tradizionale, evidenziando, quindi, una minore tossicita del nuovo sistema
di drug delivery.

1.2 Nanoparticelle per la terapia topica

L’uso delle nanoparticelle come carrier di farmaci consente di aumentare la solubilita del
principio attivo idrofobo, ridurre la tossicita del farmaco incorporato e gli effetti collaterali sulla
cute, per esempio, I’irritazione della pelle. Le loro caratteristiche fisico-chimiche, come la
rigidita, I’idrofobicita, la dimensione e la forma, sono importanti nello studio del meccanismo
di permeazione attraverso la pelle [6].

I materiali piu studiati come matrici di supporto per il drug delivery system sono: nanoparticelle
polimeriche, nanoparticelle a base lipidica (liposomi e nanoemulsioni), nanoparticelle
inorganiche, come si evince nella classificazione seguente:
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Figura 1.3: Rappresentazione schematica dei materiali usati come DDS [11]

1.2.1 Nanoparticelle polimeriche

Le nanoparticelle polimeriche sono costituite da polimeri biocompatibili e biodegradabili;
possono essere di origine sintetica, come 1’acido polilattico (PLA) e I’acido poli(lattico-co-
glicolico) (PLGA), e di origine naturale come il chitosano o 1’alginato.

I carrier polimerici si possono classificare in nanosfere e nanocapsule, (figura 1.4):

Figura 1.4: Nanosfere e nanocapsule [6]

Le nanosfere sono particelle a matrice solida in cui il principio attivo ¢ disciolto o disperso nella
matrice. Le seconde, invece, sono particelle piu piccole di 1 um [4], comprendono un nucleo a
base di un solvente lipofilo, generalmente un olio, circondato da una matrice polimerica sottile
stabilizzata da tensioattivi e/o agenti chimici.

Il lavoro di Gupta et al. [10] riporta un esempio di nanoparticelle di PLGA ricoperte da
chitosano, un polisaccaride con importanti proprieta biofarmaceutiche. Il sistema realizzato pud
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favorire I’incorporazione di due farmaci all’interno della matrice modificata e maggiore
stabilita delle macromolecole.

I carrier polimerici vengono impiegati per aumentare il tempo di permanenza sul sito cutaneo
quando vengono applicati e per ridurre 1’effetto di irritazione della pelle a diretto contatto con
il farmaco. Riescono, inoltre, a trattenere 1’acqua favorendo il controllo della capacita idratante
e dell’assorbimento del principio attivo sulla pelle [12].

1.2.2 Dendrimeri
I dendrimeri sono macromolecole tridimensionali ramificate; i piu utilizzati sono la
poliammidoammine (PAMAM) e la poli(L-lisina).

Ricoprono un ruolo importante nel rilascio di farmaci antifungini, farmaci poco solubili in
acqua; le ramificazioni della macromolecola sono idrofobiche e favoriscono 1’incapsulamento
di principi attivi idrofobici aumentando, quindi, la loro solubilita in ambiente acquoso [13].

1.2.3 Nanoparticelle solide lipidiche (SLN) e Carrier lipidici nanostrutturati
(NLC)

Le nanoparticelle solide lipidiche (SLN) sono costituite da lipidi dispersi in una soluzione
acquosa contenente un surfrattante. 1 carrier lipidici nanostruttrati vengono studiati per
superare i limiti delle SLN, come la limitata quantita di farmaco incorporata e I’espulsione del
principio attivo [12]. Le nanoparticelle, infatti, durante lo stoccaggio, tendono a riorganizzare
le molecole per ottenere un cristallo ordinato; questo comporta un minor spazio a disposizione
per il farmaco che viene, percio, eliminato dalla matrice [13]. I carrier lipidici ordinati
comprendono una miscela di lipidi solidi e lipidi liquidi formando una struttura meno ordinata,
offrendo cosi un maggior spazio in cui ospitare il farmaco:
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Figura 1.5: Rappresentazione di SLN e NLC [14]

Le nanoparticelle lipidiche possono essere prodotte mediante tecniche di ultrasuoni o
omogenizzazione ad alta pressione [12].

Tali carrier favoriscono il rilascio del farmaco per un tempo piu lungo, la riduzione
dell’assorbimento sistematico e minore tossicitd. Le dimensioni ridotte, inoltre, garantiscono



un contatto ravvicinato allo strato corneo aumentando la quantita di farmaco che penetra nella
pelle [10].

Nel lavoro di Akomeah [12], viene studiato un sistema di nanoparticelle lipidiche caricate con
clobetasolo propionato, farmaco usato per curare I’eczema. Rispetto alla formulazione
convenzionale della crema, si osserva una riduzione degli effetti collaterali, ovvero, minore
sensazione di prurito e inflammazione della cute.

1.2.4 Liposomi

I liposomi sono matrici costituiti da fosfolipidi; in ambiente acquoso i fosfolipidi formano
bistrati € un cuore acquoso. Le code degli acidi grassi sono rivolte verso 1’interno, i gruppi
polari della testa verso 1’esterno a causa della natura anfifilica [12].

(A) Liposomes

Phospholipids

Figura 1.6: Struttura dei liposomi [14]

Questi supporti, quindi, possono essere caricati con farmaci idrofili e idrofobi.
Esistono diversi tipi di liposomi [15]:

e Piccole unilamellari vescicole di diametro tra20 nm e 100 nm;
e Grandi vescicole unilamellari nell’intervallo 100-1000 nm,
e Piccole vescicole multilamellari nell'intervallo 0,1-10 pm.

L’uso dei liposomi dei DDS favorisce il rilascio localizzato del farmaco nella pelle e la
biocompatibilita, minimizza, inoltre, la tossicita del principio attivo e I’irritazione della cute.



1.2.5 Nanoemulsioni
Le nanoemulsioni sono sistemi costituiti da goccioline di olio disperse in acqua o viceversa
(figura 1.7):
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Figura 1.7: Nanoemulsioni [14]

I carrier hanno diametro compreso nell’intervallo 100-300 nm e vengono preparate mediante
tecnica di omogenizzazione ad alta pressione o metodo di separazione delle fasi [15].

Questi sistemi sono usati per incorporare farmaci idrofobi e idrofili; favoriscono un buon
contatto con lo strato corneo dell’epidermide e stabilita cinetica.

Le nanoemulsioni trovano applicazione nel trattamento di dermatiti e pelle secca senza
irritazione e indebolimento della cute [5].

1.2.6 Nanoparticelle inorganiche

[ carrier inorganici rimangono stabili per lunghi periodi, possiedono una buona
biocompatibilita ed elevata capacita di veicolare il farmaco nella zona di interesse. Alcuni
materiali sono caratterizzati da un’alta area superficiale e possono adsorbire un’elevata quantita
di principio attivo nei loro pori [15].

Le nanoparticelle inorganiche piu usate sono: silice, biossido di titanio (TiO2), ossido di zinco
(ZnO).

1.2.6.1 Silice

La silice mesoporosa ¢ stata studiata per le applicazioni topiche.
Questo materiale presenta le seguenti proprieta [9]:

e Stabilita chimica, fisica ¢ meccanica;
e Elevata area superficiale che favorisce 1’adsorbimento del farmaco;
e Grande volume dei pori per ospitare il farmaco;



e Concentrazione di silanoli sulla superficie che facilita le reazioni sulla superficie e il
legame delle molecole.

La figura 1.8 e la tabella 1.1 riportano i differenti tipi di silice e le loro caratteristiche [16]:

SBA-16
MCM-41/SBA-15
Types of
M3Ns

MCM-50

KIT-5

Figura 1.8: Tipi di silici mesoporose

Tabella 1.1: Tipi di silici mesoporose e loro caratteristiche

MSN Family ~ MSN Type Pore Symmetry Pore Size (nm)  Pore Volume [cm]a‘g]l References

MOM-41 2D hexagonal Pomm 158 1.0 [4243]
M415 MCM-48 3D cubic la3d 5 10 [4243]
MCM-50 Lamellar p2 5 10 [4445]
SBA-11 3D cubic Pm3m 11-36 0.68 [45-47]
BA SBA-12 3D hexagonal Py / mme KN 083 [48-50]
: SBA-15 2D hexagonal pomm b0 117 [43,51]
SBA-16 Cubic Im3m 515 091 [4352]
KIT KIT-5 Cubic Fm3m 493 045 [5354]
COK COK-12 Hexagonal Pom 58 045 [55,56]

Le silicit MCM.41, MCM-48, SBA-15, SBA-18 sono state impiegate per i1 sistemi di drug
delivery; sono studiate anche nel settore della catalisi e dei biosensori.

1.2.6.2 Nanoparticelle di biossido di titanio e ossido di zinco

I1 biossido di titanio e I’ossido di zinco vengono impiegati nelle creme solari per proteggere la
pelle dalle radiazioni ultraviolette. Rispetto ad altri composti chimici, non si decompongono
per effetto delle radiazioni UV [9].
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I due materiali sono stati studiati come matrici di supporto nei sistemi a rilascio controllato in
quanto favoriscono un ampio spettro di protezione per la pelle, assenza di irritazione della cute
e, percio, ridotto effetto di tossicita.

L’ossido di zinco presenta un’attivita antibatterica, infatti, puo rilasciare ioni zinco sulla cute.
Viene impiegato come carrier di farmaci antinflammatori o antibiotici abbinando, quindi, in un
solo sistema, entrambe le proprieta. Palanikuma et al [17], per esempio, hanno sperimentato
I’antibiotico amoxicilina supportato sull’ossido di zinco.
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Capitolo 2

Ossido di Zinco: dalle generalita alle applicazioni
biomediche

2.1: Generalita e proprieta di ZnO

Negli ultimi decenni 1’ossido di zinco ricopre un ruolo crescente nel settore delle
nanotecnologie per applicazioni in ambito biomedico e terapeutico. E un materiale inorganico
di grande interesse per le sue proprieta e per la disponibilita di differenti metodi di sintesi che
determinano varie morfologie delle nanostrutture [18].

L’ossido di zinco ¢ classificato come un semiconduttore del gruppo II-IV, presenta un energy
gap pari a 3.37 eV, energia di legame di 60 mV ed elevata stabilita termica e chimica a
temperatura ambiente [19]. Nella tabella seguente, sono riportate le proprieta fisiche delle
nanoparticelle dell’ossido di zinco:

Tabella 2.1: Proprieta fisiche di ZnO [20]

Physical appearance White, colorless, odorless solid
Crystalline structure Wurtzite

Molecular Weight 81.38 g/mol

Electron effective mass 60

Melting Point 1,975°C

Density 5.47 gz’cm2
[soelectric point 9.5-10

Space group Ce,'-P63mc
Standard molar entropy 43.97-K " 'mol™
Standard enthalpy of formation —348.0 kJ/mol

Le strutture cristalline presentate dall’ossido di zinco sono la wurtzite, la zircoblenda cubica e
il sale di roccia, mostrate nella figura 2.1. In condizioni ambientali, la struttura
termodinamicamente piu stabile ¢ la wurtzite; la struttura wurtzitica ¢ costituita da una cella
esagonale con i parametri di reticolo a=0.325 mm e ¢=0.521 mm; ogni atomo di zinco ¢
circondato da quattro atomi di ossigeno e viceversa [21]. La struttura di ZnO, inoltre, puo essere
semplicemente rappresentata come un numero di piani alternati composti da tetraedri, impilati
alternativamente lungo l'asse c [22].
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Rocksalt Zinc blende Wartzite

sapmiare

'''''

(b) (c)

Figura 2.1: Strutture cristalline di ZnO: (a) sale di roccia, (b) zircoblenda, (c) wurtzite [2].

L’ampia applicazione dell’ossido di zinco nel campo della nanotecnologia ¢ dovuta alla varieta
di nanostrutture che il materiale pud assumere in seguito ai vari metodi di sintesi. Si possono
trovare strutture in una-(1D), due-(2D) e tre-(3D) dimensioni, per esempio, nanosprings,
nanorings, nanowires, nanopellets, nanoflowers, nanoplates, come riportato in figura:

Figura 2.2: Differenti strutture di ZnO; una dimensione: (a) nanospings, (b) nanorings, (c) nanohelix,
(d) nanocombs, (e) nanowires, (f) nanorods; due dimensioni: (g) nanosheets, (h) nanopellets, (i)
nanoplates; tre dimensioni: (k) e (1) nanoflowers, (m) nanomesosphere; (n) nanourchins. [20]

Le caratteristiche fisiche e chimiche rendono 1’ossido di zinco un materiale versatile che viene utilizzato
in molti settori industriali (figura 2.3); per esempio, nell’industria della ceramica vengono sfruttate le
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proprieta di durezza e di rigidita del materiale, nel settore della cosmetica I’ossido di zinco ¢ usato come
componente delle creme solari per proteggere dalle radiazioni UV.

La figura evidenza i campi di applicazione di ZnO:

Figura 2.3: Rappresentazione schematica delle applicazioni dell’ossido di zinco [19]

Negli ultimi anni, le nanoparticelle di ZnO vengono studiate nel settore biomedicale e come
carrier nei nuovi sistemi di somministrazione di farmaci; sono usate, per esempio, come agenti
antimicrobici e antibatterici per la loro bassa tossicita e biocompatibilita [23] [24]. L’ossido di
zinco, infatti, ¢ riconosciuto come materiale sicuro (GRAS) dalla “Food and Drug
Administration”’[2].

2.2 Metodi di sintesi dell’ossido di Zinco

Per la sintesi dell’ossido di zinco esistono una varieta di tecniche che determinano la forma e
la dimensione delle diverse nanostrutture sintetizzate. Questi metodi vengono classificati in tre
gruppi: metodi chimici, metodi fisici e metodi biologici (figura 2.4).

I metodi fisici coinvolgono I'uso di attrezzature costose, elevate condizioni di pressione e
temperatura, ampio spazio per 1’installazione delle apparecchiature [25]; si formano inoltre
delle nanostrutture stabili e ben definite.

I metodi chimici si basano sull’uso di prodotti chimici per la sintesi del materiale; si tratta di
sostanze che possono rivelarsi dannose per I’ambiente e per la salute dell’uomo.

I metodi biologici nascono dall’esigenza di ridurre la pericolosita delle sostanze chimiche usate
negli altri due metodi e risultano essere eco-compatibili per le applicazioni in ambito medico e
farmaceutico [26].
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Figura 2.4: Metodi usati per la sintesi dell’ossido di zinco [20]

2.2.1 Metodi chimici

I metodi chimici sono classificati in base allo stato fisico: fase solida, fase liquida o fase vapore,
applicata per la sintesi di nanocompositi di zinco. Queste tecniche usano reagenti chimici
economici, apparecchiature semplici € meno costose rispetto ai metodi fisici [21].

» I metodi di precipitazione sono usati per ottenere nanostrutture con proprieta diverse.
La sintesi avviene mediante una reazione tra una soluzione di sali di zinco e un agente
riducente [19], seguita dalla precipitazione del precursore dell’ossido di zinco dalla
soluzione. Nello step successivo, viene effettuato un trattamento termico raggiungendo
un elevato livello di aggregazione delle particelle di ZnO.

La diversa morfologia dell’ossido di zinco ¢ controllata da alcuni parametri: la
concentrazione della soluzione, pH, temperatura di calcinazione e tempo di
precipitazione.

» La tecnica sol-gel coinvolge la preparazione di soluzioni colloidali che vengono
convertite in gel. La procedura prevede delle reazioni di condensazione,
polimerizzazione e idrolisi in cui vengono usati gli alcossidi metallici come precursori.
La crescita delle nanoparticelle con la tecnica sol-gel ¢ influenzata dalla natura del
gruppo alchilico e del solvente, dalla concentrazione del solvente e dalla temperatura
[21].

Questo processo puo essere applicato per produzioni industriali, ma ho lo svantaggio di
usare precursori di sintesi costosi.

» I metodi idrotermali non richiedono 1’uso di solventi organici e la fase di calcinazione
finale € assente. La sintesi viene effettuata in un’autoclave, la miscela di substrati viene
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riscaldata, per alcuni giorni, fino a 100-130 °C [19]; segue la fase di raffreddamento con
la nucleazione e la crescita dei cristalli dell’ossido di zinco. La dimensione e la forma
delle nanoparticelle dipendono dalla composizione della miscela iniziale e dalle
condizioni operative del processo.

Questo processo permette di operare a basse temperature, di ottenere un elevato grado
di cristallinita e di purezza del prodotto finale.

2.2.2 Metodi fisici

I metodi fisici comprendono un’ampia classe di tecniche, tra cui deposizione chimica e fisica
del vapore, irradiazione ultrasonica, evaporazione termica ed ablazione laser.

» La deposizione chimica da vapore (CVD) ¢ una delle tecniche piu utilizzate in cui la
crescita dei cristalli di ossido di zinco avviene su un substrato. Il processo puo essere
suddiviso in cinque stadi come mostra la seguente figura:

Desorption of

gaseous by-
Diffusion of products from
reactants and the surface Gaseous by-

adsorption onto
the surface

/" products diffuse
J-“'.. into the stream

Formation of Zn0 i \
growth sites [
S I-"
e | ,
I — '-"'-T
Before heating Beginning of Formation of

nucleation nanastructures

Figura 2.5: Diagramma del processo di deposizione chimica da vapore (CVD) [27]

Il primo e il secondo stadio includono la diffusione dei reagenti e 1’adsorbimento sul
substrato adsorbente; segue la reazione chimica superficiale per portare ad una
deposizione del solido. I sottoprodotti gassosi iniziano un processo di desorbimento
dalla superficie a temperature piu elevate rispetto al processo di deposizione fisica [27].

Alcuni tipi di procesi includono la deposizione chimica da vapore sotto pressione
atmosferica (APCVD), la deposizione chimica da vapore a bassa pressione (LPCVD), e
la deposizione chimica da fase vapore al plasma (PECVD).

» La deposizione fisica da vapore (PVD) ¢ un metodo fisico di sintesi in cui il materiale,
solitamente sublimato, ¢ inviato in una fornace (figura 2.6) in cui si raggiungono due
temperature differenti:

Znd or ZnlyC
mixture in a crucible Samples

At Oy i ' Vacwum/Exhawst

— | | I | —

5T,
Figura 2.6: Diagramma del processo di deposizione fisica da vapore (PVD) [27]
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Nella zona a temperatura piu elevata si verifica la sublimazione dell’ossido di zinco che,
dopo, in condizioni di bassa temperatura, si deposita sul substrato. L ’aria ¢ usata come
carrier per favorire il trasporto dell’ossido di zinco tra le due zone della fornace.

2.2.3 Metodi biologici

Le tecniche biologiche di sintesi di ZnO usano sistemi biologici, come piante, batteri, alghe e
funghi (figura 2.7) e presentano piu vantaggi rispetto ai metodi chimici tradizionali: sono piu
eco-compatibili non utilizzando prodotti chimici tossici.

Bacteria
Algae

Food

Plant

Fungi

Figura 2.7: Precursori per la biosintesi di nanoparticelle di ZnO [26]

I processi biologici richiedono severe condizioni operative [21] come la selezione degli
organismi coinvolti e dei loro medium di coltura, i1 valori di temperatura e pH.

Le nanoparticelle, prodotte con la biosintesi, esibiscono attivita antimicrobica contro i batteri
Gram-positivi e Gram-negativi e proprieta antifunginea. In letteratura [21] vengono individuati
due tipi di sintesi microbica: intracellulare ed extracellulare. La produzione intracellulare
consiste nel trasporto di ioni all’interno della cellula batterica per formare le nanoparticelle in
presenza di enzimi. La sintesi extracellulare coinvolge gli ioni sulla superficie delle cellule
batteriche e I’interazione degli ioni zinco con i componenti bioattivi rilasciati ottenendo le
particelle dell’ossido. Per la sintesi di ZnO, possono essere usati batteri come Lactobacillus
sporogens e Candida albicans che favoriscono la crescita di nanoparticelle con diametro
compreso tra 15-25 nm [23].

Il meccanismo mediato dalle piante dipende dai metaboliti secondari presenti nelle differenti
parti della pianta che agiscono come agenti riducenti dei sali precursorsi di ZnO.

2.3 Applicazioni dell’ossido di zinco in ambito biomedico

Molti studi sono stati eseguiti per sperimentare 1’ossido di zinco in ambito biomedico e
farmaceutico per le sue proprieta antibatterica, antinfiammatoria e antifunginea. Le
nanoparticelle, inoltre, vengono usate come carrier di farmaci per il rilascio e il trasporto in siti
specifici:
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Figura 2.8: Applicazioni biomediche di ZnO-NPs [28]

2.3.1 Attivita antibatterica

L’attivita antibatterica consiste nella distruzione o inibizione della crescita batterica [29]. La
dimensione e la concentrazione delle ZnO-NPs svolgono un ruolo importante per le proprieta
antibatteriche del nanomateriale, infatti una concentrazione elevata e un’area esposta grande
[30] favoriscono I’inibizione della crescita dei batteri Gram-positivi e Gram-negativi. Le
particelle piu piccole, infatti, possono penetrare piu facilmente nella membrana batterica
distruggendola.

In laboratorio, sono stati sperimentati diversi metodi per valutare l’attivita antibatterica
dell’ossido di zinco; alcuni ricercatori, per esempio, hanno studiato la capacita delle ZnO-NPs
contro 1 batteri E.coli e S.aureus utilizzando un metodo di diluizione nel brodo di coltura
contenente le nanoparticelle [29]. Sono stati, inoltre, variati alcuni parametri per valutare
I’effetto sulla velocita dell’attivita antibatterica, ottenendo un miglioramento al diminuire del
numero di colonie batteriche formate (colony forming unit, CFU).

Le proprieta antibatteriche dell’ossido di zinco sono legate al rilascio di ioni zinco Zn?", alla
formazione di ROS (reactive oxygenated species) e al diretto contatto delle ZnO-NPs con la
parete cellulare [24]. Gli ioni zinco disciolti provocano la distruzione della parete e della
membrana cellulare quando la cellula batterica interagisce con le nanoparticelle. I ROS si
formano quando le nanoparticelle sono investite da radiazioni UV generando radicali liberi e
superossidi che distruggono la cellula provocandone la morte. I ricercatori esprimono la
generazione di ROS attraverso le seguenti equazioni chimiche [29]:
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ZnO +hv —e +h',

h* + H,O — *OH + H',
e + 0, — *0;,
*O, + H" — HOS,

HOS + H" + e — H,0,.

Figura 2.9: Equazioni chimiche coinvolte nella formazione di ROS

2.3.2 Attivita antifunginea

L’ossido di zinco ¢ usato in applicazioni biomediche e dermatologiche come agente
antifungineo per la cura di dermatiti, infezioni e malattie della pelle. Molti ricercatori hanno
effettuato degli studi su diversi tipi di funghi dimostrando [Dattivita antimicotica delle
nanoparticelle. Sharma et al. [31] hanno studiato il comportamento delle nanoparticelle di
ossido di zinco contro il fungo Fusarium sp. Il ceppo ¢ stato inoculato e aggiunto in un medium
di agar e uno contenente le NPs sintetizzate in diverse condizioni e lasciato a contatto per 3-4
giorni. L’effetto antifungineo di ZnO-NPs ¢ stato, successivamente, confrontato con
I’antimicotico tradizionale, solfato di rame.

2.3.3 Attivita antidiabetica

Lo zinco svolge un ruolo importante nella sintesi dell’insulina, percio, sono stati intrapresi degli
studi per valutare questa proprieta dell’ossido di zinco e confrontata con i farmaci antidiabetici
tradizionali. In letteratura [28] sono stati scoperti i vantaggi delle ZnO-NPs per migliorare i
danni indotti dai medicinali nel pancreas.

2.3.4 Attivita antinfiammatoria

L’ossido di zinco mostra una proprieta antinfimmatoria; le nanoparticelle riescono a penetrare
negli strati piu profondi della pelle sopprimendo le infiammazioni locali cutanee e inducendo
la produzione di anticorpi [28]. Questo effetto ¢ legato alla capacita di ZnO di rilasciare ioni
zinco.

Sono stati condotti degli studi riguardo il rilascio di Zn** su una superficie che simula la cute
ottenendo il seguente profilo [32]:
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Figura 2.10: Profilo di rilascio di ioni zinco [32]

Si osserva che in 12 ore le nanoparticelle rilasciano un’elevata quantita di ioni confermando
I’attivita antiinfimatoria e antibatterica.

2.3.5 Attivita antitumorale

Le nanotecnologie hanno sviluppato nuovi sistemi per il trattamento dei tumori con vantaggi
rispetto ai metodi di somministrazione tradizionale. La chemioterapia, attualmente applicata ai
pazienti affetti da cancro, si basa su agenti achilanti, antimetaboliti, agenti biologici, vari
componenti che non sempre riescono a produrre una risposta antitumorale completa a causa
delle resistenza ai farmaci o alla loro incapacita di distinguere le cellule cancerogene e normali
[33]. Si verifica un effetto di tossicita sistemica e debilitazione dei tessuti normali del corpo,
per esempio soppressione delle funzionalita midollare. Le nanoparticelle di ossido di zinco
risultano essere buone candidate per il miglioramento delle terapie contro il cancro, infatti, le
ZnO-NPs esibiscono attivita antitumorali superando alcuni limiti dei farmaci tradizionali. I
nanomateriali interagiscono con il sito bersaglio non attaccando gli altri organi e riducendo la
tossicita del farmaco.

L’ossido di zinco viene usato per il trattamento dei tumori alle ossa, al colon, al seno e contro
la leucemia. L’attivita antitumorale delle nanoparticelle ¢ legata alla produzione e al rilascio
dei ROS che attaccano la cellula cancerogena portando alla sua distruzione selettiva [33].

Per D’attivita contro il cancro viene sfruttata la proprieta elettrostatica dell’ossido di zinco. Le
ZnO-NPs presentano un diverso comportamento della carica superficiale, a causa dei gruppi
ossidrilici chemisorbiti sulla loro superficie. A pH alto, i protoni (H") lasciano la particella
formando una superficie caricata negativamente; a basso pH, 1 protoni vengono trasferiti
dall’ambiente acquoso alla superficie della particella, determinando una superficie carica
positivamente [28]. Queste particelle positive interagiscono con i fosfolipidi anionici delle
membrane cellulari cancerogene promuovendo 1’assorbimento dalla cellula. Le NPs si
dissolvono e rilasciano ioni zinco che inibiscono I’azione degli enzimi e causano la morte della
cellula tumorale.
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2.3.6 ZnO in Drug Delivery Systems

L’ossido di zinco € usato come supporto nei sistemi di drug delivery favorendo la veicolazione
del principio attivo nel sito bersaglio. Si abbinano le proprieta mostrate dall’ossido di zinco con
le caratteristiche mediche dei farmaci supportati aumentando la biodisponibilita dei principi
attivi e il rilascio in un tempo minore rispetto alla terapia tradizionale.

Le nanoparticelle, per esempio, sono state testate in combinazione con la doxorubicina (DOX)
e il cisplatino (CPT) producendo una citotossicita maggiore di questi agenti chemioterapici [28]
per il trattamento dei tumori. In questo lavoro di tesi, viene studiato 1’ossido di zinco come
supporto di idrocortisone, farmaco antinfiammatorio poco solubile in acqua.
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Capitolo 3

Metodi di impregnazione dei farmaci cortisonici in ossido di
zinco

3.1 Incipient Wetness Impregnation (IWI)

In questo metodo, viene preparata una soluzione contenente il farmaco con un volume pari al
volume dei pori dell’ossido di zinco; la soluzione viene aggiunta al carrier e diffonde per
capillarita all’interno dei pori della matrice [34]. Il sistema viene essiccato per far evaporare il
solvente e il farmaco, depositato sulla superficie, rimane precipitato nei pori dell’ossido di
zinco.

Il metodo di Incipient Wetness Impregation viene effettuato a temperatura ambiente e permette
un controllo sulla quantita di drug loading [35].

3.2 Impregnazione con CO: supercritica

I fluidi supercritici hanno attirato 1’attenzione nel campo farmaceutico [36] in cui vengono
sfruttate le loro proprieta per migliorare la solubilita dei farmaci, per controllare la morfologia
e la dimensione delle particelle di principio attivo [37] e favorire I’impregnazione di differenti
API (Active Pharmaceuticals Ingredients) in matrici organiche e inorganiche per drug delivery
sistems.

Le operazioni tradizionali dell’industria farmaceutica prevedono 1’uso di solventi organici,
elevate temperature e stress meccanici che possono degradare le molecole di API [38]. In
seguito alla fase di purificazione del farmaco, possono rimanere nel principio attivo piccole
tracce di solvente organico alterando la purezza del prodotto. I ricercatori, percid, hanno
sviluppato sistemi di impregnazioni dei farmaci in nanomateriali mediante fluidi supercritici
ottenendo un prodotto finale puro [39].

L’impregnazione necessita di una fase mobile per dissolvere e trasportare il principio attivo
permettendo la diffusione della molecola sulla superficie del carrier e aumentando la velocita
di impregnazione [40]. La preparazione dei sistemi a rilascio controllato di farmaci prevede tre
fasi (figura 3.1):

e Dissoluzione del principio attivo in un adeguato solvente;
e Diffusione attraverso la matrice;
e Depressurizzazione del sistema per eliminare il solvente residuo.

Rispetto ai convenzionali metodi di preparazione, la tecnica di impregnazione ¢ definita
“green” ed eco-compatibile in quanto le condizioni operative del processo sono piu basse e il
solvente viene eliminato completamente lasciando il farmaco adsorbito sul supporto [41].

Tra 1 fluidi supercritici, 1’anidride carbonica supercritica (scCOz) € usata come solvente nelle
applicazioni farmaceutiche in quanto non ¢ tossica, inflammabile, ¢ economica ed eco-
compatibile.
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Figura 3.1: Rappresentazione del processo di impregnazione con scCO, [40]

Gonzalez et al. [42], per esempio, hanno usato la scCO2 come solvente per I’adsorbimento del
ketoprofene, farmaco antinfiammatorio, in microsfere di polisaccaride usato come carrier per
principi attivi poco solubili in acqua.

3.2.1 L’anidride carbonica supercritica

L’anidride carbonica supercritica ¢ una sostanza che presenta valori di pressione e temperatura
sopra il punto critico [38].
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Figura 3.2: Diagramma di fase dell’anidride carbonica supercritica [38]
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La temperatura critica (Tc) ¢ la piu alta temperatura a cui un gas puo essere convertito in un
liquido aumentando la pressione; la pressione critica (Pc) ¢ il valore di pressione piu alto a cui
un liquido puo essere convertito in un gas aumentando la temperatura del liquido [36]. Nel caso
della scCOz, la Tc ¢ pari a 31.1°C e la Pc corrisponde a 73.8 bar [38].

Sopra il punto critico, il SCF esiste come singola fase con proprieta fisico-chimiche (densita,
viscosita, diffusivitd) intermedie tra quelle del gas e del liquido; la sostanza esibisce densita
simile ai valori dei liquidi, viscosita e diffusivita come i gas. Queste proprieta sono importanti
per le applicazioni in ambito farmaceutico. Per esempio, le proprieta analoghe ai liquidi
forniscono benefici nel processo di estrazione di solventi organici e impurita, solubilizzazione
di farmaci; le caratteristiche dei gas, inoltre, facilitano il trasporto di materia [36].

La maggior parte delle applicazioni farmaceutiche sono state sviluppate con CO:2 supercritica,
in quanto presenta valori di Pc e Tc facilmente raggiungibili, €, inoltre, eco-compatibile,
riciclabile e economica. Nei processi di impregnazione, favorisce la dispersione amorfa dei
principi attivi nei supporti aumentando la solubilita di farmaci poco solubili in acqua e la loro
biodisponibilita. Il limite dell’uso della scCO2 ¢ legato alle sue proprieta fisiche e chimiche e
alla sua configurazione. L’anidride carbonica ¢ un solvente non polare [43], presenta un
momento dipolare nullo e, percio, non riesce a dissolvere specie polari e ioniche. Per le
applicazioni farmaceutiche, ¢ usato un co-solvente, come 1’etanolo, per aumentare la polarita
[41].

La scCOz puo svolgere anche il ruolo di agente anti-solvente se il farmaco non ¢ solubile nella
fase supercritica ma € miscibile con il solvente di natura organica favorendo la precipitazione
del soluto dal solvente. Il metodo GAS (Gas Antisolvent Recrystallization) usa 1’anidride
carbonica supercritica come anti-solvente; la scCO:2 diffonde nel solvente organico portando
alla sua evaporazione e riduzione della sua densita. Si verifica una minore affinita del solvente
organico nei confronti del soluto che inizia la sua nucleazione e precipitazione. La situazione
ideale per la tecnica GAS ¢ garantita da un’elevata miscibilita del fluido supercritico con il
solvente e insolubilita del soluto [36].

3.3 Amorfismo e cristallizzazione di farmaci

I farmaci possono esistere in diverse forme polimorfiche, ognuna delle quali mostra differenti
caratteristiche fisiche e chimiche come il punto di fusione, la solubilita e la biodisponibilita. La
dimensione ¢ la forma dei solidi polimorfi possono essere manipolate controllando la
temperatura e/o la pressione durante il processo con fluidi supercritici [44].

Per migliorare la biodisponibilita dei farmaci poco solubili in acqua, I’industria farmaceutica
ha cercato di sviluppare nuove strategie per superare questo limite; per esempio si cerca di
ridurre la dimensione delle particelle di API o di produrre delle dispersioni solide.

Le dispersioni solide sono sistemi in cui il principio attivo si deposita in modo amorfo nella
matrice porosa aumentando la biodisponibilita del farmaco. Lo stato amorfo, infatti, favorisce
un rilascio piu veloce in quanto non richiede un’energia elevata per rompere il reticolo
cristallino durante il processo di dissoluzione [45]. I materiali amorfi, inoltre, non presentano
un ordine molecolare mostrando una maggiore mobilita delle molecole e tendenza a
cristallizzare [46].

Le dispersioni solide vengono preparate mediante una procedura definita “metodo di
impregnazione con solvente”, la matrice porosa ¢ immersa in una soluzione di farmaco con
solvente organico (solitamente acetone, metanolo o etanolo) [47]. Dopo I’evaporazione del
solvente, 1 principi attivi precipitano e si forma una fase polimorfa metastabile con maggiore
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solubilita rispetto a quella cristallina stabile. Per farmaci con bassa energia cristallina (bassa
temperatura di fusione o calore di fusione), la forma amorfa ¢ principalmente dovuta alla
differenza di temperatura di fusione tra farmaco e carrier. Per farmaci con alta energia
cristallina, lo stato amorfo puo essere ottenuto scegliendo delle matrici che mostrano specifiche
interazioni con loro [45].

L’adsorbimento del farmaco sulla superficie e la precipitazione in seguito all’evaporazione del
solvente dipendono dalle interazioni tra le molecole del principio attivo e il supporto. Se
I’interazione ¢ forte, infatti, il farmaco ha maggior probabilita di essere confinato in forma
amorfa nei pori della matrice. Per esempio, nelle matrici a base di silice, i silanoli formano
legami idrogeno che determinano prevalentemente interazioni farmaco-supporto [47]. Le
interazioni influenzano anche la quantita complessiva impregnata nel supporto.

Il farmaco amorfo supportato presenta una maggiore mobilita molecolare rispetto alle parti
cristalline; le molecole in superficie mostrano un comportamento simile al fluido con una
maggiore mobilita rispetto alle molecole nel nucleo dei pori, dove la mobilita si avvicina a
quella cristallina. Dal punto di vista pratico, questo comportamento puo implicare una maggiore
reattivita dei solidi amorfi, ad es. verso 'ossigeno [47].

Durante lo stoccaggio dei farmaci, 'umidita rende instabile lo stato amorfo e promuove la
formazione di una fase piu ordinata [45] perdendo i vantaggi della dispersione amorfa del
principio attivo, quindi, la velocita di dissoluzione e la solubilita decrescono.

3.4 Farmaci cortisonici
La BCS (Biopharmaceutics Classification System) classifica i farmaci in quattro categorie
(figura 3.3) in base ai parametri di solubilita e permeabilita.

= Class | Class Ii

Z High solubility Low solubility

= High permeability High permeability
E Class Il Class IV

£ High solubility Low solubility
EJ Low permeability Low permeability
~ -

solubility — dissolution across the physiological pH range

Figura 3.3: Classificazione di principi attivi farmaceutici [48]

I farmaci cortisonici, idrocortisone e cortisone, appartengono alla classe II in base alla
classificazione BCS; sono poco solubili in acqua ma presentano affinita maggiore con i solventi
di natura organica. L’assorbimento di questi composti dipende dalla loro dissoluzione: un
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aumento della velocita di dissoluzione comporta una maggiore biodisponibilita del principio
attivo.

L’idrocortisone e il cortisone sono ormoni prodotti dalle ghiandole surrenali; si tratta di ormoni
steroidei appartenenti alla classe dei glucorticoidi che agiscono sul metabolismo dei carboidrati
e riducono le risposte inflammatorie ed immunitarie.

La struttura chimica di tali steroidi ¢ composta da un nucleo ciclopentanoperidrofenantrenico a 4
anelli come riportato di seguito:

O

Figura 3.4: Struttura chimica di idrocortisone (C21H30Os) [49]

O

Figura 3.5: Struttura chimica del Cortisone (C2;H2305) [50]
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Si tratta di solidi cristallini inodori dal colore bianco che presentano le seguenti proprieta
fisiche:

Tabella 3.1: Proprieta fisiche di Idrocortisone ¢ cortisone [49] [50]

Idrocortisone Cortisone
Peso molecolare [g/mol] 362.466 360.45
Punto di fusione [°C] 220 222
Solubilita in acqua [mg/ml] 0.32 0.28

Il cortisone ¢ inattivo e viene, percio, convertito nella molecola di idrocortisone mediante
I’enzima 11-B-steroide-deidrogenasi.

I farmaci cortisonici vengono somministrati al paziente per via orale, parenterale o per via
topica per il trattamento di infiammazioni, reazioni allergiche, punture di insetto, eczemi,
dermatiti o asma. Hanno azione antinfiammatoria ma portano ad un aumento della pressione
sanguigna, del livello di zuccheri nel sangue e ad una soppressione del sistema immunitario.

In letteratura, I’idrocortisone e il cortisone sono poco studiati nei sistemi di drug delivery in cui
vengono maggiormente impregnati in carriers polimerici. In questo lavoro di tesi, si vuole
studiare la combinazione della natura antinfiammatoria dei principi farmaceutici cortisonici e
dell’azione antibatterica dell’ossido di zinco per trattamenti topici.
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Capitolo 4

Materiali e metodi

4.1 Materiali

Per la sintesi dell’Ossido di Zinco sono stati utilizzati 1 seguenti materiali, forniti da SIGMA-
ALDRICH Italia:

e Acetato di zinco diidrato ((CH3COO)2 Zn*2H20);
e Idrossido di potassio (KOH);
e Metanolo (CH3OH).

Nelle prove di incorporazione con scCO2 e IWI, vengono impiegati:

Idrocortisone (C21H3005);

Etanolo (CH3CH20H);

Acetone (C3HeO);

e Cortisone (C21H2805);

¢ Anidride carbonica con purezza del 99,5%.

I primi tre materiali sono stati acquistati da SIGMA-ALDRICH Italia, il farmaco Cortisone ¢
fornito da Alfa-Aesar e, inoltre, la CO2 da SIAD.

Nell’ultima parte della tesi, la prova di rilascio del farmaco dalla matrice ¢ stata effettuata
usando Tampone Fosfato Salino (PBS) e Acqua bidistillata, entrambi forniti da SIGMA-
ALDRICH Italia.

4.2 Sintesi dell’Ossido di Zinco Mesoporoso

La sintesi dell’ossido di zinco mesoporoso (Meso-ZnO) ¢ stata eseguita in laboratorio seguendo
lo stesso metodo riportato nell’articolo di Mitra e colleghi, mediante tecnica di precipitazione
da soluzione [51].

Sono stati pesati 14,75 g del precursore acetato di zinco diidrato e 7,4 g di idrossido d potassio
(KOH); le due sostanze vengono disciolte rispettivamente in 60 ml e 32 ml di metanolo. Al fine
di ottenere una soluzione omogenea, i due sistemi sono stati posti in un agitatore magnetico,
mantenendoli in agitazione a temperatura ambiente. Le due sospensioni sono state versate in un
pallone da laboratorio per favorire il loro contatto. Il recipiente ¢ stato collegato ad un tappo
condensatore detto “reflux” in cui circola acqua; lo strumento ha lo scopo di evitare
I’evaporazione del metanolo durante la reazione. Il pallone ¢ stato inserito in un bagno di oli,
mantenuto ad una temperatura di 60°C da una sonda di temperatura del termoregolatore.

Il sistema ¢ stato posto in un agitatore magnetico per 72 ore ed ¢ stata impostata una Velocita
pari a 350 rpm.

Alla fine delle 72 ore, sono state eseguite le operazioni di lavaggio e purificazione dell’ossido
di zinco dal metanolo. Sono stati effettuati tre cicli di centrifugazione a velocita di 4000 rpm
con durata di 30 minuti ciascuno per separare il surnatante (metanolo) dal precipitato (Meso-
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Zn0). In seguito, rimosso il surnatante, il precipitato ¢ stato lavato con metanolo per eliminare
le tracce di idrossido di potassio.

Il precipitato (Meso-ZnO), infine, ¢ stato essiccato in un forno ad una temperatura di 50°C per
circa 24 ore, ottenendo una polvere bianca di Meso-ZnO.

4.3 Adsorbimento da CO; supercritica
L’adsorbimento dell’idrocortisone nell’ossido di zinco mesoporoso ¢ stata eseguita usando CO2
supercritica nella seguente apparecchiatura:

HEATED
RESTRICTOR

VESSEL

CRYOGENIC
BATH —¢

OVEN

SOLVENT
TRAP

Figura 4.1: Impianto usato per 1’incorporazione con scCO; [52]

Sono state preparate una pastiglia di Meso-ZnO (100 mg) e una pastiglia di HC (100 mg)
mediante una pressa idraulica. Successivamente le due pastiglie sono state poste in un cilindro
di vetro e separate da un filtro di carta per evitare il loro contatto e favorire la separazione dei
materiali alla fine del processo di incorporazione [53]. All’estremita del cilindretto ¢ stata
inserita la lana di vetro per impaccare il sistema, come si nota dalla seguente figura:

Figura 4.2: Cilindro di vetro pronto per I’incorporazione [54]
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Sono stati preparati quattro cilindretti e inseriti in un vessel di acciaio inossidabile. Il vessel ¢
stato posto in una stufa che opera a temperatura costante; il reattore ¢ stato riempito con anidride
carbonica liquida e riscaldato fino a 45°C. Dopo il riscaldamento, ¢ stata pompata 1’anidride
carbonica nel vessel fino a raggiungere una pressione di 130 bar [55]. Le condizioni di
temperatura e pressione non sono state cambiate durante la prova di incorporazione,
permettendo all’idrocortisone di dissolversi nella scCO2 e diffondere all’interno del carrier. Al
termine della prova, dopo 8 ore, I’apparecchiatura ¢ stata depressurizzata e riportata in
condizioni ambientali.

4.4 Incipient wetness impregnation (IWI)
L’incorporazione del farmaco nell’ossido di zinco tramite impregnazione (IWI) ¢ stata
effettuata preparando inizialmente una soluzione di HC in Etanolo, solvente in cui il principio
presenta una solubilita pari a 15 mg/ml [49]. Sono stati pesati 150 mg di polvere di HC ed ¢
stata ottenuta la soluzione usando un matraccio da 10 ml.

\

E stata pesata una quantita di Meso-ZnO pari a 1 g e posta in un beker; usando una pipetta ¢
stato aggiunto un volume di soluzione, contenente il farmaco, pari al volume dei pori della
matrice, quindi 0.14 cm®. E stato deciso, perd, di considerare un volume di soluzione maggiore
pari a 0.5 ml, quantita pari al volume occupato dalla polvere di ossido di zinco.

La quantita di farmaco che diffonde nell’ossido di zinco per ogni impregnazione ¢ pari a 7.5
mg ottenendo una percentuale totale di HC di 0.74% in massa. Al termine di ogni operazione
di impregnazione, il sistema ¢ stato lasciato a riposo per circa un’ora per consentire
I’evaporazione del solvente.

Sono stati preparati due sistemi con Meso-ZnO e HC impregnato:

1. 1II primo sistema contiene il 15.3% in massa di farmaco; per ottenere tale percentuale
sono state effettuate 24 impregnazioni;

2. La seconda impregnazione prevede una quantita di HC pari a 8.3% in massa, ottenuta
con 12 impregnazioni.

Il campione di Meso-ZnO_COR, contenente 8.3% in massa di farmaco, ¢ stato preparato con
lo stesso procedimento conoscendo la solubilita del cortisone in acetone, pari a 10 mg/ml. Ogni
operazione consente I’impregnazione di 5 mg di farmaco (0.5%) nel carrier; per ottenere la
quantita finale sono state effettuate 18 impregnazioni.

4.5 Invecchiamento
Il campione Meso-ZnO_HC 15% ¢ stato lasciato ad invecchiare per un mese per valutare gli
effetti del tempo e dell’'umidita sulla cristallinita del farmaco contenuto nella matrice.

Meta quantita del campione ¢ stata stoccata in un ambiente asciutto e in assenza di luce, 1’altra
meta ¢ stata posta in un essiccatore da laboratorio. La parte bassa dell’essiccatore ¢ stata
riempita con acqua, il campione ¢ stato posto in un contenitore sul piatto forato in ceramica,
come riportato in figura 3.3:
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Figura 4.3: Campione Meso-ZnO_HC 15% in essiccatore

Successivamente, si ¢ deciso di usare lo stesso procedimento per verificare la stabilita del
supporto a contatto con 1’'umidita.

4.6 Rilascio dell’Idrocortisone

Le prove di rilascio sono state effettuate per stimare la concentrazione di farmaco disciolta in
una soluzione in funzione del tempo; al termine della misura si puo valutare il tempo impiegato
dal farmaco per passare in soluzione e, quindi, il suo tempo di biodisponibilita. Si ¢ deciso di
confrontare le cinetiche di rilascio del campione impregnato Meso-ZnO HC 15% e del
farmaco cristallino puro.

Inizialmente ¢ stata preparata una soluzione di HC in PBS a concentrazione 13.33 ppm per
valutare lo spettro di assorbimento del farmaco; si registra un picco di assorbimento alla
lunghezza d’onda di 248 nm.

\

E stata costruita la retta di taratura per I’analisi della soluzione di idrocortisone in PBS, solvente
a pH pari a 7.4. Si ¢ deciso di usare il tampone fosfato alcalino per simulare 1’ambiente di
rilascio del farmaco. E stata creata una soluzione madre a concentrazione 30 ppm, misurando
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0.03g di HC in un volume di 1 litro di PBS, dalla quale sono state preparate le diluizioni a
concentrazioni di 19 ppm, 15 ppm, 12 ppm, 9 ppm, 5 ppm, 2 ppm. Dalla stima dell’assorbanza,
letta mediante lo spettrofotometro al picco massimo di 248 nm, si ottiene la retta di taratura.

La misura di rilascio ¢ stata effettuata in continuo nello strumento USP II ( Erweka
Dissolution Tester, GmdH, Germania), riportato nella seguente figura:

Figura 4.4: Sistema usato per il rilascio del farmaco idrocortisone

Il recipiente ¢ stato riempito fino a 750 cc con tampone fostato alcalino ed ¢ stato inserito in un
bagno termostatato e mantenuto a 40°C. E stato aggiunto il campione da analizzare nel
recipiente che viene opportunamente agitato da un agitatore, la cui velocita ¢ impostata a 100
giri/min. Il dispositivo ¢ collegato ad una pompa peristaltica che, in continuo, preleva una
quantita di soluzione e la invia allo spettrofotometro analizzando il suo valore di assorbanza.
Al termine della misura, la pompa ricircola la soluzione nel recipiente. Il prelievo ¢ effettuato
mediante un piccolo tubo contenente un filtro che separa eventuali particelle di carrier. Le
particelle di ossido di zinco assorbono la radiazione UV alterando la misura di assorbanza.

\

E stato impostato un tempo di prova di 8h e 1 prelievi sono stati effettuati ogni 5 secondi. La
misura ¢ stata condotta pesando 13,7 mg di HC per il rilascio del farmaco puro e 91,3 mg di
campione Meso-ZnO _HC 15% per la seconda prova.
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4.7 Metodi di caratterizzazione
I campioni sono stati caratterizzati mediante le tecniche di Analisi di fisiosorbimento di azoto

(BET), Spettroscopia Infrarossa a Trasformata di Fourier (FTIR), Diffratometria a raggi x
(XRD), Spettroscopia UV.

4.7.1 Analisi di fisisorbimento ad azoto

Questo metodo di caratterizzazione ¢ stato usato per valutare ’area superficiale specifica, la
dimensione dei pori e il volume dei pori del materiale mesoporoso; al termine della prova si
ottiene I’isoterma di adsorbimento che deve essere confrontata con le isoterme di riferimento
definite dalla classificazione [UPAC.

L’analisi € stata effettuata mediante lo strumento “ASAP 2020 PLUS” della Micromeritics;
I’area superficiale dei campioni analizzati ¢ stata valutata nell’intervallo di pressione relativa
tra 0.1 € 0.3 e I’area BET ¢ stata ottenuta con il modello Brunuer-Emmet-Teller.

La prova prevede un’operazione di degasaggio iniziale, in condizioni di vuoto, per eliminare
eventuali sostanze estranee presenti sul materiale. Il degasaggio ¢ stato effettuato a 150°C per
1’Ossido di Zinco, 70°C per i campioni impregnati.

4.7.2 Sprettroscopia Infrarossa a Trasformata di Fourier
La tecnica FTIR consente di valutare le interazioni tra la matrice e i farmaci studiati in seguito
ai processi di incorporazione e impregnazione.

La caratterizzazione dei campioni ¢ stata eseguita mediante uno spettrofotometro “Brucker
Tensor 27” correlato al software Opus. E stata preparata una pastiglia supportata da Bromuro
di Potassio (KBr), inerte al fascio di radiazioni. Il campione in proporzione 50:50 di KBr ¢ stato
pressato in una pressa idraulica ad una pressione inferiore a 3 torr per 10 secondi. Per ogni
prova, ¢ stata effettuata un’operazione di degasaggio a temperatura ambiente per 1h.

4.7.3 Diffratometria a raggi X
La struttura di un solido cristallino € studiata mediante le misure XRD.

In laboratorio ¢ stato usato lo strumento “PANalytical X’Pert Powder”, connesso al software in
cui sono state impostate le condizioni di 40 KV per la tensione e 40 mA per la corrente. L’analisi
¢ stata eseguita in condizioni di alti angoli, ottenendo uno spettro diffratometrico nell’intervallo
tra 5 e 80 di 26.

4.7.4 Spettroscopia UV

La spettroscopia UV ¢ stata usata nell’ultima parte della tesi per valutare il rilascio
dell’Idrocortisone impregnato nell’Ossido di Zinco. La misura della quantita rilasciata ¢ stata
effettuata a valori di assorbanza corrispondenti al picco massimo di assorbimento del farmaco.

\

E stato impiegato uno spettrofotometro “PerkinElmer” connesso al software “Lamba 25 e 1
campioni sono stati analizzati in cuvette di quarzo da 10mm.
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Capitolo 5

Risultati

In questo capitolo vengono descritti 1 risultati ottenuti durante la caratterizzazione dell’Ossido
di Zinco mesoporoso e dei sistemi impregnati da idrocortisone e cortisone. Nella parte
successiva vengono riportate le analisi di invecchiamento effettuate sul sistema HC@Meso-
ZnO_15% e sul supporto.

5.1 Caratterizzazione dell’Ossido di Zinco mesoporoso

5.1.1 Analisi di fisisorbimento ad azoto
Nella figura 5.1 viene riportata 1’isoterma di adsorbimento ad azoto a 77K dell’ossido di zinco
mesoporoso:
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Figura 5.1: Isoterma di adsorbimento di azoto di Meso-ZnO

Secondo la classificazione TUPAC, I’isoterma ottenuta ¢ di tipo IV, tipica dei materiali
mesoporosi con diametro compreso tra 2 ¢ 50 nm [56]. La caratteristica dell’isoterma ¢ il ciclo
di isteresi: partendo da pressioni relative prossime all’unita si compie il ciclo inverso, ciclo di
desorbimento; la curva non segue lo stesso tracciato di adsorbimento [57]. Inizialmente il gas
tende a formare un monostrato, in seguito, si ha la formazione di un multilayer. Ad una certa
pressione il gas all’interno dei pori non ¢ stabile in fase vapore e condensa (condensazione
capillare) [57].

La seguente figura mostra la distribuzione monomodale dei pori con diametro di 8 nm.
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Figura 5.2: Distribuzione porosimetrica di Meso-ZnO

L’area superficiale specifica, calcolata mediante il modello BET, ¢& pari a 75 m?/g; il volume
dei pori, ottenuto con il modello NLDFT equilibrium, risulta 0.14 cm®/g.

5.1.2 Spettroscopia Infrarossa a Trasformata di Fourier
La figura 5.3 riporta lo spettro FT-IR dell’ossido di zinco.
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Figura 5.3: Spettro FT-IR di Meso-ZnO
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Si pud notare una banda larga intorno a 3400 cm’!, legata alle vibrazioni dei gruppi ossidrili
superficiali. Le bande strette e intense tra 1600-1300 ¢cm™ sono tipiche dei carbonati
superficiali, dovute al chemisorbimento dell’anidride carbonica sull’ossido di zinco.

I risultati ottenuti sono concordi ai valori riportati in letteratura [51].

5.1.3 Diffrattometria a Raggi X

L’analisi diffrattometrica a Raggi X ha prodotto il seguente spettro:

Intensita [u.a.]

10 20 30

20 [°]

Figura 5.4: Spettro XRD di Meso-ZnO

I riflessi visibili nello spettro a 26= 31.73°, 34.31°, 36.02°, 47.58°, 56.42°, 62.70°, 66.41°,
67.98°, 69.12°, 76.98° sono tipici della struttura wurtzitica. Dall’articolo di Mitra et al [51] si
puo notare che i valori sperimentali corrispondono agli stessi della letteratura.
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5.2 Caratterizzazione Idrocortisone

5.2.1 Spettroscopia Infrarossa a Trasformata di Fourier
La seguente figura riporta lo spettro FT-IR dell’idrocortisone, farmaco supportato sull’ossido
di zinco mesoporoso:
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Figura 5.5: Spettro FT-IR dell’Idrocortisone

Lo spettro riporta i picchi caratteristici del farmaco: la banda stretta e intensa a 3435 cm™!
corrisponde alle vibrazioni stretching dei gruppi ossidrili intermolecolari; i modi relativi ai
valori di 2972 e 2931 cm™' sono tipici dello stretching dei gruppi C-H. I valori ottenuti
sperimentalmente sono in accordo con quelli riportati in letteratura [58].

I picchi intensi a 1710 e 1644 cm™ corrispondono ai due gruppi carbonili presenti

nell’idrocortisone. Il primo ¢ il modo del gruppo carbonilico del gruppo carbossilico impegnato
in due legami idrogeno intermolecolari; il secondo corrisponde al gruppo carbonile dell’anello
a sei atomi di carbonio. La figura seguente evidenzia i due gruppi carbonili:

Figura 5.6: Gruppi carbonili dell’idrocortisone
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Le vibrazioni bending del gruppo C=0 appartengono all’intervallo 1830-1650 cm™; I’inviluppo
del doppio legame C=C corrisponde al numero d’onda 1650 cm™ [59]. Nell’idrocortisone,
percio, si presenta un doppio effetto in quanto 1 carbonili sono legati ai gruppi O-H e al doppio
legame C=C; I’intensita, quindi, si rafforza ottenendo dei picchi alti.

Alcuni autori [60] hanno assegnato la banda a 1644 cm al gruppo (C=0)OH; questa
assunzione non ¢ corretta in quanto una banda del carbonile di un gruppo carbossilico non puo
scendere sotto il valore di 1700 cm™ [61].

5.2.2 Diffrattometria a Raggi X
L’analisi a diffrazione a Raggi X ¢ stata effettuata per valutare la cristallinita del farmaco. Lo
spettro XRD ottenuto ¢ riportato nella figura seguente:

Intensita [u.a.]

10 20 30 40 50 60 70 80

20 [7]
Figura 5.7: Spettro XRD dell’Idrocortisone

Dalla figura ¢ possibile evidenziare un picco intenso a 20= 14.65°; gli altri picchi corrispondono
a 20=16.33°, 17.69°, 19.11°, 19.77°, 23.42°, 27.54°, 29.38°, 29.48°, 31.48°, 35.47°, 37.23°,
43.25°.
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5.3 Caratterizzazione del Cortisone

5.3.1 Spettroscopia Infrarossa a Trasformata di Fourier
La figura 5.8 mostra lo spettro del farmaco cortisone ottenuto dall’analisi FT-IR:
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Figura 5.8: Spettro FT-IR del Cortisone

E evidente una banda stretta a 3340 cm™' corrispondente alle vibrazioni stretching dei gruppi
ossidrili; i modi dei gruppi C-H appartengono all’intervallo compreso tra 2965-2885 cm™'. I
picchi tra 2000-1500 cm™! sono tipici dei gruppi carbonili e carbossilico.

Figura 5.9: Gruppi carbonili del cortisone
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5.3.2 Diffrattometria a Raggi X
La figura seguente riporta lo spettro del cortisone, farmaco usato per I’impregnazione in ossido
di zinco:

Intensita [a.u.]
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Figura 5.10: Spettro XRD del Cortisone

Lo spettro mostra dei picchi che confermano la natura cristallina del farmaco; i picchi
corrispondono a 26= 14.49°, 14.94°, 15.59°, 15.88°, 16.22°, 17.42°, 18.09°, 19.27°, 20.27°,
20.87°, 23.76°.

5.4 Caratterizzazione di HClwMeso-ZnO dopo adsorbimento da CO;

supercritica

E stata eseguita la prova di adsorbimento dell’idrocortisone in ossido di zinco con scCO»; il
sistema ottenuto ¢ stato caratterizzato mediante spettroscopia infrarossa a trasformata di Fourier
e nella figura 5.11 ¢ riportato lo spettro ottenuto.

Sono evidenti le bande tipiche dell’ossido di zinco ma non quelle relative al farmaco;
I’idrocortisone, essendo poco solubile in scCO2, non ¢ efficacemente adsorbito sul supporto.

Lo spettro mostra i seguenti assorbimenti: una banda larga intorno a 3400 cm™ dovuta alle
vibrazioni dei gruppi ossidrili superficiali; una banda stretta e intensa sotto i 2000 cm™! legata
ai carbonati superficiali che si formano in seguito ai trattamenti dell’ossido di zinco con scCOz.
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Figura 5.11: Spettro FT-IR di HC@Meso-ZnO_scCO,

5.5 Caratterizzazione di HC@Meso-ZnO 15% dopo Incipient
Wetness Impregnation
5.5.1 Diffrattometria a Raggi X

La prova a diffrazione a raggi x permette di affermare che il farmaco ¢ stato supportato sul
carrier con successo; lo spettro mostra due fasi cristalline, una dovuta alla struttura wurtzitica
del supporto, 1’altra al principio attivo che non si disperde in modo amorfo.

Nella seguente figura si notano i picchi intensi dell’idrocortisone a 26=14.65°,16.33°.
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Figura 5.12: Spettro XRD di HC@Meso-ZnO_15%

Dal confronto con la letteratura [60] [62] emerge che 1’idrocortisone in matrici organiche tende
a disperdersi in modo amorfo; nel lavoro sperimentale di tesi, in matrici inorganiche come
I’ossido di zinco, si ottiene la cristallizzazione del farmaco.

La differenza tra i due sistemi ¢ legata al tipo di interazione con il carrier; nel caso di matrice
polimerica si verifica un assorbimento del farmaco all’interno del supporto in forma
molecolare. Sulla matrice inorganica, al contrario, il principio attivo viene adsorbito e
I’interazione tra carrier e idrocortisone svolge un ruolo importante per stabilizzare la forma
amorfa. Se I’interazione tra la superficie dell’ossido di zinco e il farmaco non ¢ efficace,
I’idrocortisone non si disperde nei mesopori ma le molecole interagiscono tra loro e possono
crescere formando dei cristalli.

5.5.2 Spettroscopia Infrarossa a Trasformata di Fourier
L’analisi FT-IR mostra la presenza dell’idrocortisone nell’ossido di zinco; nella figura 5.14
sono evidenti delle bande strette che confermano la cristallinita del principio attivo. Nel caso di

dispersione amorfa del farmaco, infatti, le bande corrispondenti ai gruppi funzionali sono piu
larghe [32].
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Figura 5.13: Spettro FT-IR di HC@Meso-ZnO_15%

Lo spettro mostra i seguenti assorbimenti: un assorbimento intorno a 3400 cm™ legato alle
vibrazioni dei gruppi ossidrili; una banda intensa a 2900 cm’! relativa ai modi dei C-H
dell’idrocortisone e un picco a 1710 cm™! tipico del C=0O del principio attivo. Confrontando
questo sistema con lo stesso farmaco in matrici polimeriche [60], si pud notare la scomparsa
della banda a 1710 cm™; il gruppo carbossilico, quindi, a contatto con supporti organici si
dissocia e diventa carbossilato. In matrici inorganiche, come I’ossido di zinco, il gruppo
carbossilico non si trasforma ottenendo nello spettro FT-IR il picco tipico del gruppo
funzionale.

Le bande tra 1730 e 1250 cm™! sono tipiche dei carbonati superficiali dell’ossido di zinco.

5.5.3 Analisi di fisisorbimento ad azoto

Dalla prova di caratterizzazione si ottiene 1’isoterma di adsorbimento (figura 5.15) del sistema
HC@Meso-ZnO; nella tabella 5.1 sono posti a confronto i valori dell’area superficiale e del
volume dei pori del sistema impregnato e dell’ossido di zinco sintetizzato:
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Figura 5.14: Isoterma di adsorbimento di HC@Meso-ZnO_15%

Tabella 5.1: Confronto dei valori di area superficiale e di volume dei pori

Area superficiale [m?/g] Volume dei pori [cc/g]
Meso-ZnO 75 0.14
HC@Meso-ZnO 15 0.06

Dai valori ottenuti dall’analisi BET si osserva una riduzione dell’area superficiale e del volume
dei pori; la riduzione puo essere associata alla locazione del farmaco nei pori o all’occlusione
dei pori. La forma dell’isoterma del sistema HC@Meso-ZnO ¢ cambiata; la variazione indica
un intimo contatto del farmaco cristallino con il supporto.

5.5.3.1 Confronto dei sistemi HC@Meso-ZnO e IBU@Meso-ZnO

Si ¢ deciso di confrontare 1 dati relativi all’analisi BET del sistema impregnato HC(@Meso-ZnO
con il sistema IBU@Meso-ZnO [63] in cui I'ibuprofene ¢ amorfo nello stesso supporto per
valutare il comportamento dell’idrocortisone nell’ossido di zinco. Entrambi i1 campioni
presentano la stessa percentuale di farmaco incorporata, 15% in massa.

Sono state calcolate le variazioni di area superficiale e volume dei pori nei due sistemi:

43



Tabella 5.2: Variazioni percentuali di area superficiale e volume dei pori nei sistemi HC@Meso-ZnO
e IBU@Meso-ZnO

ASgeT(%0) AVp (%)
HC@Meso-ZnO_IWI 80% 57%
IBU@Meso-ZnO_scCO; [63] 75% 64%

Confrontando i valori ottenuti, si nota una variazione simile dell’area superficiale e del volume
poroso tra 1 due diversi sistemi: 1’ibuprofene ¢ completamente amorfo nell’ossido di zinco
mesoporoso, l’idrocortisone, al contrario, ¢ parzialmente cristallino. Assumendo che la
cristallizzazione del farmaco non avvenga all’interno dei pori molto piccoli dell’ossido (circa 8
nm), le variazioni drastiche di area superficiale e volume indicano 1’occlusione dei pori. Il
principio attivo, dunque, cristallizza occludendo 1 pori della superficie esterna e 1 cristalli
finemente dispersi non occupano il volume interno dei mesopori.

La diversa disposizione dei due farmaci anti-infiammatori nello stesso supporto ¢ osservata
nella variazione del cappio di isteresi nell’isoterma di adsorbimento:
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Figura 5.15: Isoterme di adsorbimento di HC@Meso-ZnO_IWI e IBU@Meso-ZnO_scCO; [63]
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I1 cappio di isteresi e la curva di desorbimento sono diverse nelle due isoterme; nel sistema con
idrocortisone il cappio ¢ piu in alto ed ¢ spostato verso destra, nell’altro caso il cappio si ¢
allargato. Lo step di caduta del desorbimento ¢ meno nitido ed accentuato con 1’ibuprofene.

Tali variazioni indicano un contatto intimo dell’idrocortisone con la matrice, infatti,
confrontando il sistema con il campione contenente I’ibuprofene, si registrano valori di area
superficiali e volume dei pori simili; dalla forma dell’isoterma si pud comprendere il
comportamento diverso del farmaco parzialmente cristallino rispetto a quello amorfo.

Si puo escludere che il sistema HC@Meso-ZnO si comporti come una miscela meccanica; in
questo caso si dovrebbe ottenere una riduzione dell’area piu piccola. Si suppone, per esempio,
di preparare una miscela meccanica in cui 1’ossido di zinco e I’idrocortisone al 15% in massa
vengono miscelati. Considerando 1g come base di calcolo, il campione ¢ costituito da 850 mg
di ZnO e 150 mg di HC. Assumendo che 1’area superficiale e il volume poroso misurati
dall’azoto dipendano solo dal carrier e non dall’idrocortisone, si ottengono dei valori dovuti
alla variazione in massa dell’ossido di zinco. L’area libera dell’ossido, dopo la miscelazione, ¢
pari a 64 m*/g, ottenuta dal prodotto dell’area iniziale del carrier (75m?/g) e della quantita di
ossido di zinco presente (0.85 g); si calcola, infine, una variazione percentuale di circa 15%,
pari al contenuto di principio attivo aggiunto. Il medesimo calcolo ¢ eseguito per il volume dei
pori, ottenendo un volume libero nella matrice pari a 0.4 cc/g. Con una miscela meccanica,
I’idrocortisone precipita sul carrier, quindi si ottiene solo un effetto sulla variazione della massa
di Meso-ZnO.

Dalle prove BET, pero, emergono valori di area e volumi piu bassi; questi dati confermano un
intimo contatto tra il carrier e il farmaco che presenta una distribuzione omogenea sull’ossido
di zinco. L’idrocortisone ¢ finemente disperso e non si puo escludere una fase amorfa nei
mesopori.

5.6 Caratterizzazione di HC@Meso-ZnO 8% dopo Incipient wetness
Impregnation

5.6.1 Diffrattometria a Raggi X

La prova di caratterizzazione a Raggi X mostra I’impregnazione della matrice di supporto dalla
soluzione di idrocortisone. Riducendo la quantita in massa del farmaco fino a 8%, si registra la

cristallizzazione del principio attivo; sono infatti evidenti 1 picchi del farmaco e della struttura
wurtzitica dell’ossido di zinco sintetizzato.
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Figura 5.16: Spettro XRD di HC@Meso-ZnO 8%

5.6.2 Spettroscopia Infrarossa a Trasformata di Fourier
Dalla prova FT-IR effettuata sul campione HC@Meso-ZnO_ 8%, emerge il seguente spettro:
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Figura 5.17: Spettro FT-IR di HC@Meso-ZnO_8%

46



Si osservano 1 picchi caratteristici dell’idrocortisone, quindi, I’impregnazione ¢ avvenuta con
successo. In questo sistema, come nel precedente, si notano delle bande strette che dimostrano
la natura cristallina del principio attivo sul carrier.

5.6.3 Analisi di fisisorbimento ad azoto
L’analisi di fisisorbimento ad azoto ha prodotto I’isoterma riportata in figura 5.18:
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Figura 5.18: Isoterma di adsorbimento di HC@Meso-ZnO_8%

La tabella 5.3 riporta i valori dell’area superficiale e del volume dei pori prima e dopo
I’impregnazione:

Tabella 5.3: Confronto dei valori di area superficiale e di volume dei pori

Area superficiale [m?/g] Volume dei pori [cc/g]

Meso-ZnO 75 0.14

HC@Meso-ZnO 21 0.07

Sono stati ottenuti dei valori di area e volume dei pori piu bassi rispetto alla matrice iniziale,
quindi il farmaco si dispone sulla superficie dei pori occludendoli.

Applicando un ragionamento analogo al sistema HC@Meso-ZnO_15%, si puo affermare che il
farmaco ¢ intimamente mescolato al carrier e non costituisce una fase segregata.
L’idrocortisone ¢ finemente disperso sulla matrice in una distribuzione omogenea € non puo
cristallizzare in pori di dimensioni piccole.
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5.7 Caratterizzazione di COR@Meso-ZnO 8% dopo Incipient
Wetness Impregnation
5.7.1 Diffrattometria a Raggi X

La prova XRD riporta il seguente spettro in cui ¢ visibile la presenza del farmaco che ¢ stato
supportato sulla matrice mediante tecnica di Incipient Wetness Impregnation. Il cortisone tende
a formare dei cristalli sul supporto e presenta, percio, comportamento paragonabile
all’idrocortisone.
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Figura 5.19: Spettro XRD di COR@Meso-ZnO_8%
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5.7.2 Spettroscopia Infrarossa a Trasformata di Fourier
La tecnica FT-IR viene applicata per valutare i gruppi funzionali del farmaco dopo 1’operazione
di impregnazione.
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Figura 5.20: Spettro XRD di COR@Meso-ZnO_8%

Lo spettro esibisce i seguenti assorbimenti una banda intorno a 3400 cm™ tipica dei gruppi
ossidrili O-H, le vibrazioni dei gruppi C-H appaiono nell’intervallo tra 2970-2880 cm™. Si
osservano dei picchi che cadono tra 1700 e 1300 cm™; si tratta dei gruppi C=O appartenenti
alla molecola del cortisone e dei carbonati superficiali dell’ossido di zinco. Le bande relative al
cortisone sono ben marcate e, simile allo spettro ottenuto per HC@Meso-ZnO_15% (figura
5.14), non scompaiono; il carbonile del gruppo carbossilico non si dissocia nelle matrici
inorganiche.

5.7.3 Analisi di fisisorbimento ad azoto
Dall’analisi di fisisorbimento ad azoto si ottiene la seguente figura in cui vengono confrontate
le 1soterme di adsorbimento dell’ossido di zinco e del cortisone supportato:
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Figura 5.21: Isoterma di adsorbimento di COR@Meso-ZnO 8%

Non si osserva una differenza significativa rispetto all’isoterma di adsorbimento di HC(@Meso-
ZnO (figura 5.15).

Dall’analisi BET si calcolano I’area superficiale e il volume dei pori; i risultati sono riportati
nella tabella 5.4:

Tabella 5.4: Confronto dei valori di area superficiale e di volume dei pori

Area superficiale [m?/g] Volume dei pori [cc/g]

Meso-ZnO 75 0.14
COR@Meso-ZnO 16 0.065

Dai dati ottenuti, si pud concludere che il cortisone ha un comportamento equivalente
all’idrocortisone; ¢ intimamente mescolato con il supporto disperdendosi sulla sua superficie in
forma cristallina. Le variazioni di area superficiale e volume dei pori sono legate all’occlusione
del farmaco che cristallizza sulla matrice; simile ai sistemi impregnati da idrocortisone non si
puo escludere una parziale amorfizzazione.
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5.8 Effetto del tempo sulla cristallizzazione di HC@wMeso-ZnO _15%
Il sistema HC@Meso-ZnO_15% ¢ stato lasciato ad invecchiare in un ambiente asciutto ma non
si riscontra nessuna variazione della cristallinita dell’idrocortisone.

Dalle prove XRD, emerge che il tempo non produce alcun effetto di amorfizzazione del
farmaco; I’idrocortisone, infatti, mantiene la sua natura cristallina (figura 5.23). Il supporto,
inoltre, risulta essere stabile e non subisce alcuna trasformazione in carbonato di zinco in
presenza di anidride carbonica.
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Figura 5.22: Spettro XRD di HC@Meso-ZnO 15% SECCO

Dal confronto degli spettri prima e dopo invecchiamento, si osserva la stessa intensita dei picchi
del principio attivo confermando la presenza dei cristalli sulla superficie del supporto.

—— HC@Meso-ZnO_15%_SECCO
—— HC@Meso-ZnO_15%
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Figura 5.23: Confronto spettri XRD di HC@Meso-ZnO_15% prima e dopo invecchiamento
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5.9 Effetto del tempo e dell’umidita sulla cristallizzazione di
HC@wMeso-ZnO 15%

I1 sistema HC@Meso-ZnO 15% ¢ stato lasciato in un ambiente umido e dopo 30 giorni ¢ stato
ritrovato con le goccioline di acqua poste sulla superficie della polvere di campione, come
rappresentato nella seguente foto:

Figura 5.24: HC@Meso-ZnO_15% dopo invecchiamento in umido

La prova XRD, effettuata dopo un mese, ha prodotto il seguente spettro:

Intensita [a.u.]

T T T T T T T T T T T T T T 1
10 20 30 40 50 60 70 80

20 []

Figura 5.25: Spettro XRD di HC@Meso-ZnO 15% UMIDO
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L’intensita dei picchi relativi all’idrocortisone € piu alta rispetto al sistema iniziale, indicando
un aumento della cristallinita del principio attivo sulla matrice. L’umidita non favorisce la
dispersione amorfa del farmaco ma la formazione di nuovi cristalli.

Dallo spettro emerge un aspetto importante: il sistema ¢ trifasico, infatti, sono presenti dei
picchi non legati alle fasi cristalline dell’ossido di zinco e dell’idrocortisone. Per comprendere
la natura della nuova fase ¢ stato invecchiato, con lo stesso procedimento, il supporto.

L’analisi diffrattometrica (figura 5.27) dell’ossido di zinco in umido mostra la presenza della
nuova fase i cui picchi corrispondono a 26=8.91°, 13.41°, 31.75°, 59.51°.

Confrontando i1 valori sperimentali con quelli della letteratura, i dati corrispondono a una specie
di idrossido di zinco carbonato, Zns(OH)e(CO3)2[64].
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Figura 5.26: Spettro XRD di Meso-ZnO _UMIDO

Dal confronto degli spettri dell’ossido di zinco privo di farmaco e contenente 1’idrocortisone,
entrambi in umido, si comprende che I'umidita rende instabile il supporto:

— Meso-ZnO_UMIDO
— HC@Meso-ZnO_UMIDO
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Figura 5.27: Confronto spettro XRD di HC@Meso-ZnO 15% UMIDO e Meso-ZnO_UMIDO
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L’umidita favorisce la formazione della fase cristallina idrozincite Zns(OH)s(CO3 )2 ottenuta
dalla trasformazione dell’ossido di zinco in presenza di acqua e anidride carbonica:

5Zn0+ 3H20+2C02= Zns(OH)s(CO3)2

L’idrozincite ¢ usata come precursore dell’ossido di zinco nella sintesi chimica e termica; per
decomposizione termica a 154°C, I’idrozincite espelle I’acqua e la CO2 formando la parte attiva
dell’ossido di zinco [65]. La reazione inversa si basa su uno strato di acido carbonico adsorbito
(H20+CO:2) e quindi dipende anche dalle pressioni parziali dell’acqua e dell’anidride carbonica;
la trasformazione si verifica rapidamente quanto il rapporto pH20/(pH20+pCO2) supera il
valore di 0.35 causando una modifica delle proprieta dell’ossido di zinco [65].
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Capitolo 6

Rilascio di Idrocortisone

In questo capitolo viene descritto il rilascio dell’idrocortisone dal carrier e viene confrontato
con la curva di rilascio del farmaco puro cristallino per valutare eventuali differenze tra i due
sistemi e 1 vantaggi del sistema di drug delivery.

6.1 Retta di taratura

La prima fase della procedura di rilascio consiste nella preparazione della retta di taratura; nella
tabella 6.1 e nella figura 6.1 vengono riportati 1 risultati ottenuti:

Tabella 6.1: Valori di assorbanza in PBS

Concentrazione Assorbanza
[ppm]
19,63 0,813
15,82 0,613
12,80 0,509
9,78 0,369
5,48 0,244
2,03 0,090
0 0
0.9
0.8 L)
y =0,0401x
0.7 R2=0,9954
§ os o
-':é 0.5 ad
=
0.4 S
0.3
0.2 2
0.1 -
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

C (ppm)

Figura 6.1: Retta di taratura di Idrocortisone in PBS

Il coefficiente di determinazione della retta ¢ circa pari all’unita, il modello scelto approssima
bene i dati sperimentali.

55



6.2 Confronto curve di rilascio di Idrocortisone
La figura 6.2 riporta le due curve di rilascio del farmaco supportato (HC@Meso-ZnO_15%) e
dell’idrocortisone cristallino.

— HC@Meso-ZnO
: HC

HC rilasciato [ppm]

o ¥———r—-mp——--ar 1T "]
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Figura 6.2: Curve di rilascio di HC cristallino e di HC da HC@Meso-ZnO 15%
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Figura 6.3: Curve di rilascio di HC cristallino e di HC da HC@Meso-ZnO 15%
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Si osserva che in 8 ore 1’ossido di zinco rilascia tutto il principio attivo, a differenza del farmaco
puro che arriva ad una percentuale rilasciata pari a 94%. La cinetica di rilascio del sistema di
drug delivery ¢ piu veloce e dopo tre ore, il supporto espelle il 95% del farmaco.

I1 farmaco cristallino sul supporto viene, percio, rilasciato con una modalita differente rispetto
all’idrocortisone puro. La cinetica di rilascio ottenuta sperimentalmente ¢ concorde con i dati
riportati in letteratura [66], in cui viene studiato il rilascio del farmaco puro nello stesso
solvente, tampone fosfato alcalino.

Il profilo di rilascio ¢ tipico di un farmaco amorfo o finemente disperso. Si deduce che i cristalli
dispersi nel supporto di ossido di zinco sono molto fini e si sciolgono piu velocemente nel
solvente di rilascio. L’ossido di zinco, dunque, rende piu biodisponibile il principio attivo
diminuendo il tempo di rilascio e mostra i1 vantaggi dei sistemi di drug delivery nonostante
I’idrocortisone non sia disperso in forma amorfa.

6.3 Confronto cinetiche di rilascio di HC@wMeso-ZnO 15% e di
CTZwMeso-ZnO

E stato confrontato il campione ottenuto in laboratorio con un sistema in cui il farmaco
(clotrimazolo) ¢ disperso in forma completamente amorfa nell’ossido di zinco mesoporoso. I1
sistema CTZ@Meso-ZnO ¢ stato preparato mediante tecnica di adsorbimento con etanolo e il
contenuto di principio attivo ¢ pari a 16% in massa. Nella figura 6.4 ¢ riportata, inoltre, la
cinetica di rilascio del clotrimazolo dal sistema ottenuto mediante adsorbimento con scCOx.

I sistemi HC@Meso-ZnO 15% e CTZ@Meso-ZnO, preparati con tecniche tradizionali,
presentano la medesima quantita caricata e si decide di paragonare le due curve di rilascio per
evidenziare le eventuali analogie.

La figura seguente riporta il rilascio del clotrimazolo dall’ossido di zinco [32]:
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Figura 6.4: Curva di rilascio del clotrimazolo da Meso-ZnO [32]
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Si nota un comportamento analogo dell’idrocortisone al clotrimazolo amorfo supportato nello
stesso carrier. La curva di rilascio presenta una cinetica piu rapida nelle prime ore di
somministrazione del farmaco, come nel sistema HC@Meso-ZnO _15%.

Dai confronti si puo affermare che 1’idrocortisone tende a cristallizzare sull’ossido di zinco
mesoporoso rispetto ad altri farmaci, come ibuprofene e clotrimazolo. La fase cristallina che si
forma ¢ ben supportata, la matrice inorganica riesce a contenere il farmaco in quantita elevate
e paragonabile ai sistemi amorfi. Dalla prova di rilascio, si osserva una cinetica tipica dei
sistemi di somministrazione a rilascio controllato e, dunque, differente dall’idrocortisone puro.
L’ossido di zinco svolge il ruolo di supporto richiesto dai sistemi di drug delivery.
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Conclusioni

Negli ultimi anni, 1’ossido di zinco ¢ ritenuto un buon candidato per le applicazioni biomediche
nei DDs per le sue proprieta di versatilita, biocompatibilita e bassa tossicita. Il nanomateriale ¢
stato caricato con idrocortisone, farmaco poco solubile in acqua.

Nel lavoro di tesi ¢ stato sperimentato, per la prima volta, un nuovo sistema combinando
I’azione antibatterica dell’ossido di zinco e la natura antinfiammatoria dell’idrocortisone per la
cura delle malattie e infezioni della pelle.

\

L’ossido di zinco ¢ stato sintetizzato in laboratorio mediante tecnica di precipitazione da
soluzione; mostra una struttura wurtzitica e un’area superficiale di 75 m?/g, il volume dei pori
¢ pari a 0.14 cm®/g e diametro di 8 nm.

I1 farmaco ¢ stato adsorbito su ZnO mediante CO: supercritica, solvente non tossico rispetto ai
solventi di natura organica tradizionale. Dalle analisi FT-IR emerge che I’idrocortisone non ¢
stato efficacemente adsorbito sulla superficie del supporto, essendo poco solubile in anidride
carbonica supercritica.

Successivamente, ¢ stata effettuata I’impregnazione del farmaco mediante Incipient Wetness
Impregnation (IWI) ottenendo un drug loading di 15% e 8% in massa nei due sistemi.
L’idrocortisone non si disperde in una forma amorfa nel materiale ma tende a formare dei
cristalli mostrando una bassa interazione con la superficie del supporto. Dall’analisi BET
emergono una riduzione drastica dell’area superficiale e del volume dei pori dell’ossido di zinco
e un cambiamento della forma dell’isoterma di adsorbimento ad azoto; questi dati evidenziano
un intimo contatto tra la matrice e I’idrocortisone che cristallizza sulla superficie esterna
dell’ossido di zinco occludendo i mesopori € non escludendo una fase amorfa del farmaco nel
volume poroso.

Dall’invecchiamento del sistema nel tempo, non emergono delle variazioni della cristallinita
del principio attivo e il supporto risulta essere stabile non subendo trasformazioni in carbonato
di zinco in presenza di COz. L’effetto dell’umidita, durante lo stoccaggio, non favorisce una
trasformazione dell’idrocortisone supportato nello stato amorfo, al contrario, aumenta la
cristallizzazione. L’ossido di zinco, in ambiente umido, ¢ instabile e, in presenza di acqua e
anidride carbonica, si trasforma in una nuova fase, idrozincite.

Nella parte finale del lavoro, sono stati confrontate le cinetiche di rilascio dell’idrocortisone da
Meso-ZnO e del farmaco puro cristallino. Si osserva che in otto ore il sistema rilascia tutto
I’idrocortisone con un profilo paragonabile ad altri sistemi a rilascio controllato con farmaci
amorfi nella matrice. Nello stesso tempo, il principio attivo puro raggiunge il 94% di rilascio in
tempi piu lenti.

Si pud concludere che il farmaco tende a cristallizzare sulla matrice inorganica, i cristalli
dispersi sono molto fini e si sciolgono piu velocemente nel solvente di rilascio. L’ossido di
zinco svolge il ruolo di drug carrier nei sistemi di drug delivery rendendo 1’idrocortisone
biodisponibile per le applicazioni topiche.

In futuro si potrebbe cercare di:

e Effettuare un test di rilascio con “Cella di Franz” per simulare il comportamento del
farmaco rilasciato attraverso un campione di pelle;

e sviluppare nuovi sistemi di somministrazione a rilascio controllato impregnando in ZnO
altri farmaci antinflammatori o antibiotici per le malattie ed infezioni dermatologiche.
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