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Introduzione

I1 SNC: barriere

11 sistema nervoso centrale (SNC) ¢ un delicato distretto dell’organismo nel quale vengono
dirette molteplici funzioni vitali. Affinché esso possa funzionare correttamente, ¢ necessario
che ’ambiente circostante venga finemente controllato. II SNC si trova cosi protetto da tre
barriere di cui due barriere epiteliali: la barriera emato-liquorale (BEL) e la barriera
aracnoidea ed una barriera endoteliale: la barriera emato-encefalica (BEE). La BEL ¢
composta dalle cellule epiteliali del plesso coroideo a diretto contatto con il liquido
cerebrospinale (LCS), o liquor, prodotto nei ventricoli cerebrali. L’aracnoide, invece, ¢ una
delle tre meningi insieme alla dura madre ed alla pia madre a circondare completamente il
SNC. Questa ¢ interposta tra le altre due meningi, ed € nel suo strato esterno localizzato in
prossimita della dura madre, in cui viene esercitata la funzione di barriera [Abbott

2010;Nieuwenhuys et al., 2010].

La BEE: anatomia

Il termine Blut-Hirn-Schranke indicante la barriera emato-encefalica (BEE) fu coniato da
Lewandowsky nel 1900 [Lewandowsky, 1900], e I’esistenza della BEE fu ufficialmente
riconosciuta solo negli anni ‘60 benché Edwin Goldmann ne ipotizzo la presenza gia nel
1913 [Goldmann, 1913;Ribatti et al., 2006].

A Broman (1941) e Friemman (1942) spetta il merito di aver riconosciuto che la sede
anatomica della BEE fosse localizzata nella parete dei capillari cerebrali. Essa ¢ infatti
composta dalle cellule endoteliali formanti la vasta rete di capillari che irrorano il cervello ed
ha un’area superficiale di 180 c¢cm? per grammo di cervello [Pardridge, 2001]. La sua
localizzazione ¢ compresa tra la membrana luminale ed abluminale delle cellule endoteliali,
separate dal citoplasma endoteliale per una distanza di 200 nm [Brightman and Reese, 1969].
A differenza della maggior parte dei capillari sanguigni dell’organismo, le cellule endoteliali
che formano la parete dei capillari cerebrali sono fortemente unite da giunzioni serrate e da
giunzioni aderenti, meglio conosciute rispettivamente come tight junctions (TJ) ed adherens
junctions (AJ). Il complesso giunzionale delle AJ ¢ collocato sul lato basolaterale ed ¢
composto per lo piu dalle proteine caderine e catenine. Le caderine ne sono i costituenti
transmembrana principali ed il loro dominio citoplasmatico ¢ messo in comunicazione con
I’actina del citoscheletro per via del legame con le catenine. Le AJ hanno il compito di
assicurare I’adesione tra le cellule endoteliali dei capillari cerebrali, di garantire un supporto
cellulare e di avere un ruolo essenziale per il mantenimento delle TJ, in quanto una loro
rottura porta alla rottura della barriera stessa [Wolburg and Lippoldt, 2002]. Sono coinvolte

anche in funzioni differenti quali I’inibizione da contatto durante la crescita ed il
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Introduzione

rimodellamento vascolare, 1’avvio della polarita cellulare e la regolazione della permeabilita
paracellulare [Cardoso et a/., 2010]. Le TJ si trovano invece sul versante apicale e consistono
di un complesso di proteine transmembrana (occludine, claudine, molecole di adesione
cellulare (JAM)) e di proteine citoplasmatiche (zonula occludens [ZO] e cinguline), queste
ultime creano 1’ancoraggio con il citoscheletro. Le claudine sono fondamentali per la
funzione di barriera, ed i loro livelli di espressione ne determinano I’integrita. Le claudine e
le occludine sono collegate tra loro attraverso le [ZO] le quali, in seguito al legame con la
cingulina, interagiscono con I’actina e la miosina del citoscheletro [Alyautdin ez al., 2014].
Sono principalmente le TJ a limitare il movimento di ioni attraverso la BEE e quindi a
determinare ’elevato valore di resistenza elettrica (~1800 Q cm?) dell’endotelio cerebrale
[Butt et al., 1990]. In realta, le TJ sono delle complesse strutture delle quali fanno parte piu
di 40 proteine, includendo in queste quelle transmembrana, di supporto e di segnale
[Gonzalez-Mariscal et al., 2003]. Oltre alla funzione essenziale di barriera paracellulare, si
ritiene che le TJ siano implicate in differenti compiti quali controllo dell’espressione genica,
della proliferazione e della differenziazione cellulare [Gonzalez-Mariscal e al., 2008].

Tra le cellule endoteliali microvascolari cerebrali (BMVEC: brain microvascular
endothelial cells) che costituiscono la BEE (unita vascolare) ed il tessuto nervoso (unita
nervosa) si creano delle interazioni che nell’insieme formano 1’unita neuro-vascolare (NVU)
[Hawkins and Davis, 2005]. Queste interazioni partecipano alla regolazione delle funzioni
del SNC [Abbott, 2006] nonché della barriera. I compiti principali della NVU sono quelli di
limitare 1’accesso degli xenobiotici, tra cui i farmaci, nel SNC ed esercitare un controllo sul
flusso sanguigno cerebrale [Neuwelt ef a/., 2011] dimostrando come, attraverso la NVU, il
cervello sia in grado di regolare il suo flusso sanguigno, il metabolismo e 1’ambiente
elettrofisiologico [Neuwelt ef a/., 2011]. La NVU ¢ formata dalle BMVEC, dalla matrice
extracellulare e dalle circostanti cellule della glia (periciti e microglia), dai peduncoli

astrocitari ¢ da neuroni [ Abbott, 2006].
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Figura 1. Unita neurovascolare. Relazione tra la componente neuronale (astrociti, periciti,
microglia e neuroni) e quella vascolare (tight junction delle cellule endoteliali). Immagine

adattata (Obermeier B ef al., Nature Medicine. 2013;19, 1584-96).

I periciti si distribuiscono in modo discontinuo lungo i capillari cerebrali, circondando
parzialmente l’endotelio cerebrale. I periciti e le BMVEC cooperano per controllare
meccanismi di sviluppo, stabilitd, rimodellamento e maturazione vascolare [Choi and Kim,
2008]. Gli astrociti, con i loro peduncoli, ricoprono circa il 98% della parete vascolare
[Neuwelt er al, 2011], formando una rete complessa attorno ai capillari, importante
nell’indurre ed aumentare la funzione di barriera fisica (formazione di TJ piu serrate), di
trasporto (espressione di specifici trasportatori, tra cui la glicoproteina-P di efflusso_P-gp) e
metabolica (presenza di un numeroso sistema enzimatico) [Abbott, 2006]. Le proiezioni
assonali dei neuroni che vanno sulla muscolatura liscia arteriolare, per mezzo del rilascio di
neurotrasmettitori ¢ peptidi, regolano il flusso sanguigno cerebrale ¢ la permeabilita della
BEE [Hawkins and Davis, 2005]. Le cellule della microglia sono le cellule
immunocompetenti del SNC [Kreutzberg, 1996]. La matrice extracellulare, prodotta dalle
cellule della membrana basale, ¢ un sito di ancoraggio e regolazione del segnale tra le cellule
[Abbott, 2006]. Neuwelt ef al. (2011) include nella NVU anche cellule ematiche circolanti
quali cellule polimorfonucleate, linfociti € monociti che svolgono un controllo del segnale

neuronale e dell’attivita cellulare.
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Nell’insieme le cellule della NVU partecipano nel regolare finemente 1’influsso dei
nutrienti ¢ ’efflusso di sostanze di scarto, tossine e farmaci in modo da assicurare

I’omeostasi del SNC.

La BEE: funzione

Le complesse caratteristiche anatomo-fisiologiche possedute dalla BEE e dalla NVU,
portano a molteplici e differenti funzioni di barriera schematicamente raggruppate in:
barriera fisica, metabolica, immunologica e di trasporto [Alyautdin ez al., 2014].

Il compito di barriera fisica ¢ riconducibile alla presenza delle TJ e delle AJ le quali
prevengono il trasporto paracellulare di macromolecole e composti polari idrofili; si
comportano, cosi, da filtro altamente selettivo impedendo un libero scambio tra soluti
presenti nel sangue ed il fluido cerebrospinale. Solo piccole molecole lipofile (peso
molecolare (PM) inferiore a 400 Da) come O; e CO; diffondono liberamente attraverso la
membrana plasmatica seguendo il loro gradiente di concentrazione [Grieb ef al.,
1985;Pardridge, 2001]. 1II trasporto transcellulare viene limitato dalle cellule perivascolari
presenti attorno ai capillari della barriera, quali astrociti, microglia, periciti, che creano un
ulteriore strato lipidico cellulare ed aumentano 1’ingombro spaziale che una sostanza deve
sormontare per passare attraverso la BEE [Bernacki er a/., 2008]. Inoltre, il passaggio
transcellulare ¢ sfavorito a causa dell’assenza di fenestrature [Fenstermacher ef al., 1988] e
per la scarsita di canali transendoteliali e vescicole endocitotiche [Sedlakova er al., 1999]
nell’endotelio capillare.

La funzione di barriera metabolica ¢ data dalla presenza di numerosi enzimi intra-

(monoamminoossidasi, citocromo P450) ed extracellulari (nucleasi, peptidasi) [El-Bacha,
1999] e di un elevato numero di organelli mitocondriali [Oldendorf ez a/, 1977], mentre

cellule quali microglia, mastociti ¢ macrofagi creano una barriera immunologica limitando il

passaggio di linfociti ed altri componenti del sistema immunitario. Nella membrana
dell’endotelio capillare e dei peduncoli astrocitari sono inoltre espressi elevati livelli di
proteine di efflusso ABC (ATP-binding cassette) responsabili del riconoscimento e della
successiva estrusione di vari substrati. Tra queste proteine di trasporto ATP-dipendenti vi ¢
la glicoproteina P (P-gp), espressa soprattutto nella membrana apicale di numerose cellule
epiteliali, tra cui quelle dell’endotelio capillare cerebrale. E responsabile dell’allontanamento
di numerosi farmaci (ivermectina, ciclosporina A e loperamide), che una volta riconosciuti,
vengono rimandati nel circolo ematico ed impedito il loro accesso al parenchima cerebrale
[Schinkel et al., 1994;Schinkel et al., 1995;Schinkel and van Deemter, 1996], esercitando

cosi la funzione di barriera di trasporto.
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La BEE ¢ una struttura dinamica [Carvey et al., 2009] che funziona come un sistema di
filtraggio neurovascolare con il compito fisiologico di garantire un ambiente omeostatico
indispensabile per il corretto funzionamento del SNC, ostacolando 1’ingresso di sostanze
tossiche o agenti infettivi presenti nel sangue e permettendo il passaggio selettivo delle
molecole essenziali. I passaggio di queste ultime nel cervello ¢ garantito dalla presenza di
trasportatori selettivi, quali trasportatori degli amminoacidi [Hawkins, ez al., 2006], di acidi
organici, di cationi, di nucleosidi, del glucosio e degli esosi ed ormoni [Pardridge,
1981;1991].

Alcune sedi del SNC sono tuttavia prive della BEE che si interrompe a livello di particolari
strutture chiamate organi circumventricolari (CVO), collocati nelle regioni ventricolari
paramediane. Fanno parte dei CVO I’area postrema, I’eminenza mediana, la neuroipofisi, la
ghiandola pineale, 1’organo subfornicale e la lamina terminale. I vasi sanguigni dei CVO
sono caratterizzati da un maggiore spazio perivascolare, dall’assenza di TJ tra le cellule
endoteliali e dalla presenza di fenestrature. Per tali caratteristiche, molecole polari e con
elevato PM, possono diffondere indisturbate dal sangue allo spazio perivascolare e percio i
CVO vengono spesso indicati come “finestre del cervello” [Johnson and Gross,
1993;Ballabh et al., 2004]. Grazie alla loro collocazione e alle caratteristiche anatomiche, i
CVO tengono sotto controllo i livelli degli ormoni circolanti e di altre sostenze trasportate
dal sangue o dal LCS, fungendo quindi da organi chemosensitivi ¢ neuroematici

[Nieuwenhuys ef al., 2010]

11 trasporto dei farmaci al SNC: problematiche

Se, da un punto di vista fisiologico, il ruolo della BEE ¢ di fondamentale importanza,
questo diventa un impedimento dal punto di vista terapeutico e/o diagnostico in quanto limita
il raggiungimento del SNC alla maggior parte dei farmaci. Circa il 98% di piccole molecole
(PM>400 Da) farmacologicamente attive ¢ la totalita di quelle con grosse dimensioni (PM>1
kDa) ¢ incapace di attraversare la BEE [Pardridge, 2001].

Affinché un medicinale diretto al SNC (neuro-farmaco) possa avere una selettivita
ottimale, biodisponibilita e percio attivita, questo deve superare la BEE e pertanto
sormontare la barriera fisica, metabolica, immunologica e di trasporto che vi viene esercitata
[Alyautdin et al., 2014]. Accade spesso, pero, che molti dei neuro-farmaci sviluppati non
possano essere impiegati poiché incapaci di attraversare la BEE, portando ad un’ingente
perdita sia in termini di tempo (12-16 anni, tempo medio per lo sviluppo) che economica

(0,8-1,7 miliardi di dollari USA) [Matschay et al., 2008].
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Nel 2013, il Center for Drug Evaluation della Food and Drug Administration (FDA) ha
approvato 27 nuovi principi attivi di cui solo 11% neuro-farmaci (Tab. 1), in particolare 7%
rientranti nell’area terapeutica neurologica e 4% in quella psichiatrica [Mullard, 2014]. Tali
risultati indicano come la maggior parte della ricerca sia indirizzata verso lo sviluppo di altre
categorie di farmaci, come quelle degli antitumorali e dei farmaci orfani, che rappresentano

rispettivamente il 30% ed il 33% della lista delle molecole approvate.

Tabella 1. Elenco dei nuovi neuro-farmaci approvati dalla FDA nel 2013.

Farmaco Principio attivo Utilizzo

. Risonanza magnetica del cervello (MRI), spina dorsale e
Gadoterato di

Dotarem ) tessuti associati in pazienti con etd uguale o superiore ai
meglumina .
due anni.
Tecfidera  Dimetilfumarato Terapia forme recidive sclerosi multipla.
Brintellix Vortioxetina Terapia disturbi depressivi nell’adulto.
. Eslicarbazepina ) o . _ o
Aptiom Terapia aggiuntiva crisi convulsive epilessia.
acetato

http://www.fda.gov/downloads/drugs/developmentapprovalprocess/druginnovation/ucm381803.pdf

A cid va aggiunto che, attualmente, le patologie della sfera centrale che godono di un
maggior trattamento terapeutico riguardano i disturbi dell’umore e del comportamento
(depressione, schizofrenia, epilessia) in quanto prevedono 1’utilizzo di principi attivi a basso
PM, mentre la terapia di patologie neurodegenerative (Parkinson, Alzheimer, Huntington,
sclerosi multipla) o di tumori a carico del SNC, ¢ limitata dal fatto che le molecole, che
hanno dimostrato un potenziale terapeutico, sono caratterizzate da elevati PM e spesso
elevata idrofilia, fattori che ne complicano ’applicazione clinica [Pardridge, 2005].

Una maggiore comprensione dei meccanismi fisiologici, della funzione e dinamiche della
BEE, della comunicazione intercellulare nella NVU, della biologia di trasporto, del neuro-
sviluppo e dell’imaging strutturale potrebbero contribuire all’evoluzione delle strategie atte
al trasporto di neuro-farmaci al cervello per garantirne una loro applicazione [Neuwelt ef al.,

2012].

11 trasporto dei farmaci al SNC: strategie

Gli approcci esistenti per il trasporto dei farmaci al SNC derivano dalla conoscenza delle

caratteristiche anatomiche e fisiologiche della BEE.
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I sistemi attualmente utilizzabili per superare la BEE rientrano in due principali categorie:
metodi invasivi e metodi non invasivi [Jones and Shusta, 2007;Lu et al., 2014;Upadhyay,

2014], (Fig. 2).

— Strategie chimiche ——Modulazione del farmaco
. - .- Modulazione delle tight
Metodi imvasivi | Junction
| Strategie
. ﬁsiologiche Modulazione dei sistemi
Metodi non ] di trasporto (trasportatori
invasivi di efflusso, cqrrier o
recettori)
— Strategl.e —_— Sistemi coloidali
formulative
Strategie di
— somministrazione —— Nose-to-brain
alternativa

Figura 2. Rappresentazione schematica sui principali metodi di veicolazione di farmaci

destinati al SNC.

Metodi invasivi

I metodi invasivi permettono un superamento meccanico della barriera, fisicamente
sormontata mediante somministrazione diretta del farmaco nel SNC, cio permette 1’utilizzo
di basse concentrazioni di principio attivo e la riduzione nella comparsa di eventuali effetti
collaterali indesiderati dovuti ad un’azione periferica. Tuttavia, a causa della loro natura
invasiva presentano numerosi svantaggi, quali: scarsa idoneitd per patologie croniche
richiedenti ripetute somministrazioni di farmaco; danneggiamento della BEE; alto rischio ed
aumentata suscettibilita del SNC ad infiammazioni ed infezioni; intervento da parte di
personale medico specializzato; elevati costi; uso di anestesia; ospedalizzazione e bassa
compliance da parte dei pazienti.

L’infusione intracerebro-ventricolare, 1’iniezione intracerebrale e 1’utilizzo di impianti
intracerebrali sono alcuni esempi di metodi invasivi per la somministrazione di farmaci al
SNC. In tutti questi, pero, si evidenza un altro grosso svantaggio di tali strategie legato alla
lenta diffusione del farmaco verso il sito di azione. La somministrazione locale del principio

attivo prevede che questo migri nel parenchima cerebrale attraverso il LCS. Nonostante il
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passaggio di un farmaco dal LCS al torrente circolatorio avvenga velocemente attraverso un
moto di tipo convettivo, il passaggio dal LCS al tessuto cerebrale avviene per lenta
diffusione: la diffusione di un farmaco dal LCS al tessuto cerebrale diminuisce con il
quadrato della distanza [Pardridge, 2012]. Piu esattamente, la concentrazione cerebrale di un
farmaco di piccole dimensioni diminuisce in maniera logaritmica ogni mm di distanza
percorso dalla superficie del LCS. Se una piccola molecola di principio attivo ¢ liposolubile,
questa subisce una diminuzione nella concentrazione cerebrale di circa dieci volte ogni 500
um percorsi, mentre se il farmaco di piccole dimensioni € idrosolubile, la diminuzione nella
concentrazione ¢ di circa 10 volte ogni mm percorso. Di conseguenza, man mano che
aumenta I’idrofilia o il peso molecolare di un farmaco diminuisce il suo coefficiente di
diffusione [Pardridge, 2012]. Se da un lato per risolvere il problema diffusivo si potrebbe
pensare di utilizzare elevati quantitativi di principio attivo tali da permettere che questo
raggiunga sedi del cervello poste a differente distanza, dall’altro si favorirebbe 1’insorgenza
di tossicita acuta nel SNC.

Un altro metodo di somministrazione invasivo diretto, il convection-enhanced diffusion, &
stato concepito con lo scopo di ovviare al problema della lenta diffusione del farmaco. 1
sistemi reservoir, contenenti un principio attivo e collegati con cateteri transcraniali furono
inizialmente progettati ipotizzando che con questa strategia il farmaco potesse muoversi con
un flusso in bulk. In realta, anche con questo metodo il farmaco si sposta lentamente per

diffusione [Pardridge, 2012].

Metodi non invasivi

Un farmaco che viene somministrato per via vascolare, ed in grado di passare la BEE, si
distribuisce velocemente nell’intero cervello annullando cosi il fenomeno della lenta
diffusione che si manifesta quando il passaggio avviene dal LCS piuttosto che dal sangue
[Pardridge, 2012]. Grazie alla vasta area superficiale della barriera ed al fatto che la distanza
massima tra una cellula cerebrale e I’endotelio della BEE ¢ di circa 25 pm, il raggiungimento
del target avviene tempestivamente [ Abbott, 2010].

I metodi non invasivi sono molteplici e possono venire distinti in differenti categorie
basate su strategie chimiche, fisiologiche, formulative (uso di sistemi colloidali) e su

alternative vie di somministrazione (nasale).

Strategie chimiche

Agiscono sulla chimica del farmaco.
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Modulazione del farmaco: lipidizzazione. In letteratura € una tecnica che viene talvolta

indicata come un approccio del tipo farmacologico [Gabathuler, 2010] causando una certa
ambiguita. Di fatto, si potrebbe intendere una modifica sulla farmacologia del principio
attivo, mentre in realta si agisce sulla chimica del farmaco, senza cambiarne 1’azione
terapeutica. Spesso, la strategia si basa sulla sintesi di profarmaci ottenuti dalla coniugazione
del principio attivo con un vettore di natura lipidica (ad esempio esterificazione di gruppi —
COOH, —OH e —SH). In seguito alla dissociazione in vivo del profarmaco, raggiunto il target
d’azione, il farmaco rimane qui intrappolato grazie alla riconquistata idrofilia.

11 loro sviluppo deriva dal principio che una sostanza piu lipofila ha maggiore possibilita di
passare attraverso la BEE per trasporto transcellulare. Per una buona permeazione nel SNC i
valori di log P richiesti dovrebbero essere compresi tra 1,5 € 2,5 [Lu et al., 2014]. Soddisfare
il solo requisito di liposolubilita non ¢ tuttavia sufficiente poiché la BEE pud essere
attraversata solo da molecole che rispondano anche alle caratteristiche dimensionali
(PM<400 Da). Infatti, la diffusione di un soluto in un lipide ¢ in dipendenza del volume
molecolare che ¢ proporzionale al PM [Levin, 1980;van de Waterbeemd et al., 1998]. Sono
pochi i farmaci attualmente disponibili che rispettano entrambe le caratteristiche cosi come
lo sono i farmaci in cui un aumento della lipofilia porti ad un effettivo incremento nel
passaggio cerebrale, che viene in realta ridotto a causa di un’aumentata affinita nei confronti

del sistema di efflusso P-gp [Gabathuler, 2010] e dalla maggiore distribuzione tissutale.

Strategie fisiologiche
Agiscono sui meccanismi fisiologici della barriera.

Modulazione della BEE: modulazione delle tight junction. Strategia spesso indicata con il

termine disruption, comporta 1’apertura temporanea ¢ reversibile delle TJ. Il fenomeno viene
promosso in seguito all’utilizzo di mezzi chimici tra cui soluzioni iperosmotiche di
mannitolo, capaci di creare una contrazione delle cellule endoteliali, [Kroll and Neuwelt,
1998;Doolittle ef al., 2000] ed analoghi della bradichinina, capaci di modulare il recettore B2
della bradichinina il quale ¢ responsabile di cambiamenti nell’architettura delle claudine e
delle occludine e quindi delle TJ [Dean et al., 1999;Borlongan and Emerich, 2003] o fisici,
quali gli ultrasuoni o le onde elettromagnetiche che aumentano la permeabilita delle TJ
[Hynynen et al., 2001;2006]. La disruption pud essere responsabile di stress fisiologici,

aumento temporaneo della pressione intracranica ed il passaggio di sostanze indesiderate.

Modulazione dei sistemi di trasporto. Un tipo di modulazione dei sistemi di trasporto

prevede la regolazione dei trasportatori di efflusso implicati nell’allontanamento di un
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farmaco dal SNC. La sovra-espressione delle proteine di estrusione riscontrata in alcune
condizioni patologiche come I’ictus, I’epilessia, i tumori cerebrali, la neuro-AIDS e le
patologie neurodegenerative [Miller ef al., 2008] ¢ responsabile di una mancata o minore
efficacia terapeutica, in quanto limita la concentrazione del farmaco al sito di azione. La P-
gp ¢ una delle proteine principalmente coinvolta in questo meccanismo ed ¢ uno dei fattori
predominanti nel fallimento della terapia chemioterapica del SNC [Miller ef al., 2008].

La co-somministrazione di sostanze quali la ciclosporina A, il verapamil, il tamoxifene, il
diltiazem, in grado di inibire Dlattivita della P-gp, ¢ stata utilizzata per incrementare il
trasporto di farmaci antivirali, antifungini ed antitumorali [Alyautdin ez a/., 2014].

Tuttavia, anche tale strategia non ¢ priva di svantaggi. I modulatori della Pg-p di prima
generazione (verapamil, ciclosporina) inibiscono gli enzimi epatici metabolici CYP3A e
sono causa di tossicita da elevate dosi di somministrazione vista la loro bassa affinita con P-
gp. Con i modulatori delle generazioni successive si sono ridotte tali problematiche, ma ¢
risultata ambigua la loro capacita di favorire il raggiungimento del SNC dei farmaci
substrato dei sistemi di efflusso [Miller e a/., 2008]. Inoltre, 1’utilizzo cronico degli inibitori
della P-gp potrebbe favorire il passaggio anche di sostanze indesiderate e tossiche per il
SNC.

Un altro tipo di modulazione dei sistemi trasportatori consiste nello sfruttare i carrier o i
recettori espressi nella BEE per le sostanze endogene in modo da ottenere, tramite un
trasporto mediato da carrier (CMT) o da recettori (RMT), il passaggio di un farmaco nel
SNC. Nei sistemi CMT, le proteine di trasporto permettono il movimento bidirezionale
sangue-cervello di ioni, piccole molecole idrosolubili e nutrienti. Sono saturabili e specifici
per una categoria di substrati: vengono distinti in CMT per glucosio, amminoacidi, acidi
carbossilici, colina, nucleosidi, ormoni tiroidei e vitamine liposolubili [Pardrige 2002].
Alcuni farmaci terapeuticamente in uso (L-DOPA, gabapentin, melphalan) vengono
internalizzati nell’endotelio cerebrale con un meccanismo CMT grazie alla similitudine
strutturale con un substrato endogeno [Pardridge, 2012]. La coniugazione di un principio
attivo con un vettore dotato di affinitd per un determinato carrier ¢ un’altra strategia
ampiamente indagata nel campo dei sistemi CMT [Pardridge, 2012]. A causa della natura
stereospecifica dei carrier, la strategia CMT ¢ limitata all’impiego di piccole molecole
[Jones and Shusta, 2007].

Sia nel lato luminale che abluminale dell’endotelio cerebrale, sono espressi specifici
sistemi di trasporto recettoriali responsabili del passaggio bidirezionale di proteine e peptidi

circolanti come I’insulina e la transferrina (Tf). Nel RMT D’interazione del ligando con uno
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specifico recettore porta all’internalizzazione del complesso ligando-recettore per transicitosi
con il conseguente rilascio del ligando all’interno della cellula endoteliale.

L’identificazione e la comprensione dei meccanismi fisiologici di RMT ha portato allo
sviluppo dei sistemi di veicolazione in cui i composti terapeutici vengono coniugati o con
ligandi endogeni per il recettore o con ligandi modificati ma dotati di affinita recettoriale
oppure ancora con anticorpi in grado di riconoscere con specificita una struttura recettoriale
della BEE [Pardridge, 2002]. La coniugazione tra la molecola terapeutica ed il vettore pud
essere del tipo covalente (via ammine primarie o legame tioestere) o non covalente
(streptavidina/biotina, PEG); I’interazione non deve comunque modificare D’attivita del
farmaco. L’ampia espressione del recettore della transferrina (Tfr) a livello dell’endotelio
cerebrale [Jefferies er al., 1984], ha permesso che questo venisse ampiamente indagato nello
sviluppo di sistemi RMT. Per prevenire la competizione con il substrato endogeneo ed
evitare la saturazione del Tfr, i sistemi di veicolazione documentati in letteratura riguardano
I’uso di anticorpi diretti contro il Tfr tra cui uno dei maggiormente impiegati ¢ 1’anticorpo
monoclonale murino diretto contro il Tfr di ratto (OX26). Questo ha inizialmente dimostrato
di avere azioni di targeting cerebrale senza alterare |’attivita farmacologica del cargo ad esso
associato; ciononostante, il suo impiego nel garantire I’accumulo del farmaco nel
parenchima cerebrale ¢ risultato spesso fallimentare. Una giustificazione potrebbe essere
ricercata nel fatto che 1’espressione del Tfr si estende anche ai tessuti periferici il ché ne
limita la sito-specificita e 1’accumulo nel cervello [Gabathuler, 2010]. Tale svantaggio si
manifesta ugualmente nei sistemi RMT aventi come target il recettore dell’insulina (Ir).
Anche in questi, il vettore ¢ rappresentato da anticorpi poich¢ il ligando endogeno ¢ instabile
a livello ematico (emivita 10 min) ed € causa di un effetto ipoglicemizzante. Molteplici studi
su modelli animali hanno comunque confermato 1’efficaci nel trasportare un neuro-farmaco

al cervello attraverso il recettore dell’insulina [Pardridge, 2012; Boado ef al., 2014].

Strategia formulativa: uso dei sistemi colloidali

Le nanoparticelle (NP), i liposomi, le emulsioni, le micelle e i dendrimeri sono alcuni
esempi di sistemi colloidali (SC) accomunati tutti dall’avere dimensioni rientranti nel range
nanometrico (1-1000 nm).

11 piu delle volte, il passaggio dei nanosistemi nel SNC viene promosso dalla presenza di
agenti che operano sui meccanismi di trasporto fisiologicamente presenti nella BEE (sistemi
di efflusso, TJ, RMT, CMT); I’attraversamento spontaneo per transcitosi e/o endocitosi ¢

infatti limitato a causa delle scarse proprieta di permeazione della barriera.
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La versatilita nella natura delle NP, dettata dalla composizione della matrice quale
elemento costitutivo, e le numerose modifiche di superficie apportabili, permettono alle NP
di poter essere adattate nell’impiego di una ampia gamma di farmaci, e quindi di patologie,
rendendole strutture appetibili nell’ambito della ricerca dei sistemi per il trasporto cerebrale
di farmaci. Uno degli svantaggi principali associati all’'uso delle NP ¢ la loro rapida
rimozione ematica (clearance) ad opera del sistema reticolo endoteliale (RES), fenomeno
che influenza negativamente la biodistribuzione particellare ed il raggiungimento del target
d’azione. D’altro canto, una risposta alla problematica viene data mediante il controllo delle
caratteristiche dimensionali e di superficie delle NP che consente di aumentarne I’emivita
plasmatica. In riferimento a cid, ¢ stato appurato che le dimensioni medie ideali cadono nel
range dei 200-500 nm e che il fenomeno di clearance splenico, con passaggio nelle fessure
dei seni venosi, si riduce se, le particelle vicine al limite massimo dei 500 nm, sono capaci di
deformarsi. Per dimensioni minori di 200 nm prevale invece la clearance renale [Gastaldi ef
al., 2014]. In aggiunta, la presenza nella superficie particellare di surfattanti e/o polimeri
rende le NP stealth, cioé¢ meno riconoscibili da parte dei componenti del RES poiché meno
soggette a fenomeni fagocitotici o di opsonizzazione promossi dalla lipofilia e dalla carica
negativa superficiale del colloide.

La manipolazione delle caratteristiche di superficie consente di assolvere ad un altro
importante compito: il fargeting sito-specifico. La scelta del ligando sito-specifico viene
effettuata a seconda della @) problematica del passaggio legata al farmaco; b) via
preferenziale per I’attraversamento della BEE (RMT, CMT, transcitosi per adsorbimento,
inibizione dei sistemi di efflusso, fluidizzazione di membrana ed apertura delle TJ); ¢)
patologia (condizioni alterate della BEE, durata, tipologia ed entita del trattamento). Largo
impiego trovano i ligandi destinati ad un RMT; questi raramente sono i substrati endogeni
dei recettori, che creerebbero competizione con gli stessi presenti fisiologicamente nel
plasma, ma piuttosto anticorpi o molecole che interagiscono in siti allosterici [Kreuter,
2014].

Tra le NP studiate per la veicolazione di farmaci al cervello rientrano quelle a matrice
polimerica e quelle a matrice lipidica, passate recentemente in rassegna rispettivamente da
Kreuter (2014) e Gastaldi ef al. (2014). Il polimero dell’acido lattico (PLA) ed il co-polimero
dell’acido lattico con [I’acido glicolico (PLGA) trovano ampia applicazione nella
preparazione di NP polimeriche poiché biodegradabili, atossici, approvati dalla FDA; essi
inoltre, tramite semplici metodi preparativi quali ’emulsionamento con evaporazione del
solvente, portano facilmente all’ottenimento di NP [Lu ef «/., 2014]. NP lipidiche, meglio

conosciute come SLN, sono ottenute impiegando lipidi solidi a temperatura ambiente
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(gliceridi, acidi grassi, cere), principalmente mediante la tecnica di omogeneizzazione a
caldo, che pud venire sostituita da altre che prevedono meno stress meccanici e termici,
come I’emulsionamento seguito da evaporazione del solvente. Le SLN, rispetto alle
polimeriche hanno maggiori capacita di caricamento di farmaco e stabilita, minore costo e
tossicita; numerosi studi hanno comunque dimostrato che entrambe sono capaci di veicolare
al SNC molecole terapeuticamente problematiche quali peptidi, proteine, materiale genico,
oligonucleotidi [Alyautidin et al., 2014], anche se finora, le concentrazioni di farmaco
rinvenute nel cervello, sono state sempre troppo basse per rendere 1 sistemi

farmacologicamente applicabili [Masserini, 2013].

Strategia della via di somministrazione: il nose-to-brain

E una strategia che unisce i vantaggi dei metodi invasivi, aggirando la BEE, con quelli dei
metodi non invasivi, evitando la messa in atto di interventi chirurgici. La BEE viene
bypassata in quanto ¢ il naso, ['unico distretto dell’organismo, ad essere a diretto contatto
con il SNC. Dal bulbo olfattivo, sito nelle regioni limbiche cerebrali, si diramano i filamenti
nervosi del XII nervo cranico (nervo olfattivo) che vanno a proiettarsi nella mucosa olfattiva
nasale collocata nella parte postero-superiore dell’omonima cavita [Lochhead and Thorne,
2012]. 1l naso ¢ in comunicazione con il SNC anche per mezzo del V nervo cranico
(trigemino) di cui il ramo oftalmico e quello mascellare innervano rispettivamente la mucosa
olfattiva e quella respiratoria. Grazie al trigemino si crea una diretta comunicazione con il
tronco encefalico. Dalla cavita nasale si origina cosi una via di accesso per il trattamento
mirato delle patologic localizzate nelle sedi limbiche (disordini mentali,
neurodegenerazione) e nel tronco encefalico.

La validita e la rapidita della strategia nose-to-brain nel garantire il passaggio di farmaci al
SNC ¢ stata ampiamente dimostrata da piu di un centinaio di studi riguardanti la
sperimentazione animale [Djupesland er al., 2014]. Da questi sono stati ottenuti risultati
incoraggianti per la successiva applicazione in campo umano. Tuttavia, la pratica clinica ¢
stata rallentata da differenti fattori tra cui soprattutto una difficile traslazione agli umani dei
risultati degli studi animali per le differenze anatomo/fisiologiche intercorrenti tra le specie,
[Lochhead and Thorne, 2012]. Inizialmente si ¢ ritenuto che la mucosa olfattiva dei ratti e
topi avesse una piu ampia superficie rispetto a quella umana. Dettagliate analisi anatomiche
su campioni di biopsie umane hanno perod dimostrato come il nose-to brain si possa
estendere anche alla mucosa respiratoria abbondantemente innervata dal trigemino. La
complessa anatomia e fisiologia nasale dell’uomo richiede maggiori accorgimenti. Per

evitare un effetto sistemico ed avere un’azione mirata al SNC, le modalita di
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Introduzione

somministrazione, le proprieta chimico fisiche del materiale somministrato (dimensione,
morfologia, aerodinamicita, ecc.) cosi come i dispositivi di dispensazione sono da
considerarsi fattori determinanti al successo.

I1 meccanismo del rapido passaggio dei farmaci al SNC si compie tramite una migrazione
extra-cellulare in cui si ha inizialmente 1’attraversamento dei canali creati dalle cellule di
rivestimento disposte lungo il nervo trigemino ed olfattivo, il conseguente raggiungimento
del bulbo olfattivo, da cui si osserva, infine, una migrazione alle varie aree cerebrali per
mezzo della forza di spinta impartita dalle pulsazioni arteriorali, la cosi detta pompa
perivascolare [Djupesland ez a/., 2013]. Il movimento nel LCS, che bagna il bulbo olfattivo,
giocherebbe quindi un ruolo marginale in quanto, a causa del fenomeno della lenta
diffusione, impedirebbe ad un farmaco di raggiungere le sedi distanti dalle aree limbiche
[Djupesland et al., 2013; Pardridge, 2011]. Anche il meccanismo della lenta migrazione
intra-assonale, dovuto all’up-fake da parte dei neuroni sensoriali olfattivi, sembra non avere
peso [Chapman et al., 2013]. Tuttavia, rimangono ancora dei punti oscuri nel percorso di un
farmaco al SNC mediante questa modalita di trattamento [Lochhead and Thorne, 2012].

La via nasale ¢ una via non priva di svantaggi tra i quali attiva clearance mucociliare,
pseudo metabolismo di primo passaggio per la presenza di sistemi enzimatici metabolici
nonché variabilita interindividuale ed una possibile alterazione della mucosa nasale in
seguito alla somministrazione stessa del farmaco. Numerosi sono i vantaggi quali sicurezza,
rapidita, facilitd di esecuzione, possibilita nell’evitare il metabolismo di primo passaggio
epatico, ricca vascolarizzazione e presenza di cellule immuno-competenti. Inoltre si presta
alla veicolazione di differenti categorie di farmaci come ormoni [Nathan, 2011], fattori
neurotrofici [Alcala-Barraza et al., 2010], cellule staminali [Joyce et al., 2010] e peptidi
[Brown and Liu, 2014], macrolidi [Gavini et al., 2011], derivati purinici [Dal Piaz et al.,

2008] e triptani [Gavini ef al., 2013].

Elenco delle abbreviazioni

Al: adherens junctions; BEE: barriera ematoencefalica; BMVEC: cellule endoteliali micro
vascolari cerebrali; CMT: trasporto mediato da carriers; CVO: organi circumventricolari;
JAM: molecole di adesione cellulare; LCS: liquido cerebrospinale; NP: nanoparticelle;
NVU: unita neuro vascolare; P-gp: glicoproteina-P; PLA: acido polilattico; PLGA: acido
polilattico-co-glicolico; RES: sistema reticolo-endoteliale; RMT: trasporto mediato da
recettori; SC: sistemi colloidali; SLN: nanoparticelle solide lipidiche; SNC: sistema nervoso
centrale; Tf: transferrina; Tfr: recettore della transferrina; TJ: tight junctions; ZO: zonula

occludens.
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TARGETING CEREBRALE MEDIATO DA VETTORI SITO-
SPECIFICI E STRATEGIA NOSE-TO-BRAIN: RASSEGNE
BIBLIOGRAFICHE

Le rassegne bibliografiche trattate di seguito sono frutto di un mirato approfondimento di
parte della letteratura raccolta ed impiegata durante la Parte Sperimentale del lavoro (Parte

seconda ¢ terza).
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Capitolo 1

Da Agenti Neurotossici a Shuttle per il Trasporto di Farmaci al SNC
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Abstract

Le patologie situate nel sistema nervoso centrale (SNC) sono un difficile bersaglio
terapeutico e diagnostico. In tal senso, la barriera emato-encefalica (BEE) gioca un ruolo
fondamentale perché impedisce alla maggior parte dei farmaci di raggiungere il loro sito
d’azione all’interno del SNC. I sistemi per il trasporto di farmaci al cervello sono stati
concepiti per rispondere a questa problematica. Molti originano dall’analisi anatomo-
funzionale della BEE e sono stati sviluppati in modo da sfruttare la fisiologia della
membrana endoteliale cerebrale e consentire 1’accesso dei farmaci. Sia delle sostanze
endogene che esogene posseggono recettori o carrier che mediano il loro ingresso nel SNC.
Una strategia ampiamente utilizzata per il trasporto al cervello di rimedi terapeutici consiste
nel combinare i principi attivi con sostanze in grado di sfruttare i meccanismi di
internalizzazione cerebrali. Si ottiene il vantaggio di disporre di un metodo indiretto che
consente di superare la BEE senza invasivita e quindi con minor pericolo e costo.

Tra le sostanze presenti in natura come potenziali vettori di neuro-farmaci si distinguono le
neurotossine. Questa review passa in rassegna i principali sistemi di veicolazione,
attualmente presenti, composti da frammenti atossici di neurotossine usate per permettere il
passaggio della BEE ed il raggiungimento del SNC. L’obiettivo ¢ stato quello di stimolare la
ricerca nello sviluppo di nuove tipologie di sistemi di trasporto improntati all’'uso di sostanze
comunemente considerate pericolose, ma dietro alle quali si nascondono anche numerosi

vantaggi.
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Introduzione

Le patologie del SNC sono spesso una sfida terapeutica e diagnostica dal momento che la
BEE nega I’accesso alla maggior parte dei farmaci. La BEE ¢ un sistema cerebrovascolare
altamente complesso composta nel totale da circa 100 miliardi di capillari le cui cellule
endoteliali sono strettamente unite da tight junction (TJ) [Brightman, 1969], circondate da
astrociti, periciti e macrofagi che nell’insieme formano la complessa barriera che protegge il
SNC. E responsabile della protezione fisiologica di quest’ultimo ma al contempo la sua
presenza impedisce il passaggio di molecole terapeutiche. A causa di quest’ostacolo, ¢
risaputo che piu del 98% di farmaci con peso molecolare inferiore a 400 Da e la totalita di
quelli aventi un peso superiore non attraversano la barriera [Pardridge, 2003;2005]. 1l
trattamento di patologie quali ’emicrania, I’insonnia, i disturbi dell’'umore, il dolore e
I’epilessia & basato su agenti ben caratterizzati ed a basso peso molecolare. D’altra parte, le
patologie piu devastanti del SNC come i tumori cerebrali, 1’ictus e la neurodegenerazione
sono in attesa di una cura o trattamento. Cio € da ricondurre al fatto che, molecole che hanno
mostrato di essere attive contro lo sviluppo di queste malattie, sono di grosse dimensioni e
quindi incapaci di superare la BEE. In tal contesto, vi € un’urgente necessita nello sviluppo
di strategie che consentano a nuovi composti terapeutici di raggiunere il SNC. Di fatto, la
ricerca nell’ambito dei neuro-farmaci da parte dell’industria farmaceutica ¢ fortemente
rallentata e le sperimentazioni cliniche si fermano alla fase I o II, dopo ingenti costi di
sviluppo, principalmente a causa dello scarso raggiungimento del tessuto nervoso
[Khrestchatisky and Tokay, 2014]. In aggiunta, sono insufficienti gli investimenti volti al
progresso tecnologico per 1’ottenimento di sistemi atti al trasporto sito-specifico di questa
categoria farmaceutica.

Teoricamente la strategia pit immediata per arrivare alle sedi nervose centrali consiste nel
superamento fisico dell’ostacolo attraverso la somministrazione diretta di un farmaco nel
SNC per via intratecale, intraventricolare od intracerebrale [Alam ez a/., 2010]. In tal modo
si ricorre all’uso di metodi invasivi e quindi dolorosi, pericolosi e costosi, perché richiedono
personale specializzato ed idonea strumentazione, pertanto di complessa applicazione. La
somministrazione nasale rappresenta un approccio non invasivo per trasportare farmaci al
cervello; in realta, la comunicazione diretta tra naso e cervello puo offrire la possibilita di
aggirare la BEE. Il passaggio dal naso al cervello pud avvenire attraverso il neuro-epitelio
olfattivo tramite una via di trasporto paracellulare, transcellulare o neuronale [Pires ef al.,
2009]. Nell’ultimo decennio sono stati studiati diversi sistemi di veicolazione, come le micro
e le nanoparticelle, per la somministrazione nasale di un neuro-farmaco, in alternativa alla

via orale o parenterale. E stato documentato un aumento della quantita di farmaco nelle sedi
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centrali rispetto allo stesso libero [Dalpiaz ez al., 2008;Gavini et al., 2011;2013;Fazil et al.,
2012;Josea et al., 2013;Kumar et al., 2013].

D’altra parte, con gli approcci indiretti ¢ necessario che il farmaco sia capace di
attraversare la BEE. Questi possono venire classificati in: /) Metodi farmaceutici. Adattano
le caratteristiche chimico-fisiche della molecola per assicurare il passaggio della barriera.
Possono essere basati su modifiche strutturali del farmaco (profarmaco) o sulla formulazione
in sistemi quali liposomi e nanoparticelle [Witt ez al., 2000;Tiwari and Amiji, 2006]; 1I)
Metodi di modifica della barriera. Cambiano la struttura della BEE aumentando
temporaneamente la sua permeabilita tramite 1’impiego di agenti osmotici, biochimici,
ultrasuoni o onde elettromagnetiche [Doolittle et al., 2000;Plank et al., 2011;Huang et al.,
2012]. 1II) Metodi fisiologici. Sfruttano la presenza fisiologica nella BEE di trasportatori e
recettori che mediano I’ingresso dei loro substrati.

Grazie alla loro versatilita, i metodi fisiologici si rendono le strategie tra le piu interessanti.
Di fatto, possono essere impiegati con diversi stratagemmi per veicolare farmaci di varia
natura per il fargeting selettivo, sicuro e non invasivo del SNC. Sfruttare le strutture
fisiologicamente presenti significa utilizzare meccanismi di trasporto endogeni che
permettono alle sostanze di passare indisturbate indipendetemente dalle loro caratteristiche
chimico-fisiche (Fig. 1). Con il tempo sono stati sviluppati sistemi di trasporto come “cavalli
di Troia”, peptidi chimerici, proteine cationiche, profarmaci e vettori. La tecnologia del
“cavallo di Troia” molecolare utilizza proteine geneticamente ingegnerizzate per muovere un
farmaco alla superficie della BEE; il complesso viene quindi trasportato con meccanismo
mediato da recettore [Pardridge, 2006]. 1l sistema del peptide chimerico viene ottenuto
tramite legame covalente di una sostanza farmaceutica con un peptide o proteina vettoriale
abile nell’attraversare la BEE per transcitosi di adsorbimento, recettore o trasportatore
mediata [Prokai and Prokai-Tatrai, 2003]. Il sistema delle proteine cationiche & stato
disegnato per favorire la penetrazione encefalica di farmaci proteici tramite un’interazione
elettrostatica con 1 gruppi funzionali negativi presenti nella barriera e successiva
internalizzazione per endocitosi transcellulare da adsorbimento [Bradbury ef al., 2000]. 1
profarmaci vengono ottenuti accoppiando un farmaco con uno spezzone vettoriale sito-
specifico in modo da ottenere un sistema privo di attivita intrinseca, ma, che in seguito a una
bio-reazione, rigenera in vivo 1’agente farmacologicamente attivo. Questo viene reso
possibile dalla presenza di specifici enzimi sull’endotelio cerebrale. Un farmaco puo venire
coniugato con sostanze che passano normalmente la BEE e venire internalizzato con queste:
si ottiene la strategia conosciuta come trasporto mediato da vettori. Tra le sostanze vettoriali

che provengono dalla natura e capaci di varcare la BEE vi sono le neurotossine. Queste
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hanno come bersaglio il sistema nervoso ed agiscono modificando i segnali di trasmissione
chimica tra i neuroni. Bloccano il rilascio di vari agenti od interferiscono nella ricezione
della trasmissione nervosa spingendo, talvolta, i neuroni all’invio di falsi segnali; nel
complesso danneggiano seriamente o distruggono le cellule nervose. Le neurotossine
possono avere un’azione pre- o post-sinaptica e possono venire classificate in neurotossine
agenti sui canali ionici, sui recettori dei neurotrasmettitori o su meccanismi enzimatici
[Tipton and Dajas, 1994]. Pochi sono gli sforzi fatti nello sviluppo di vettori di questa natura
nell’ambito dei sistemi di neuro-veicolazione. Questa review indaga sull’'uso delle
neurotossine nei sistemi di veicolazione di farmaci al cervello. Esse sono state classificate in

base alla loro origine: microbica (virus e batteri) (Tab. 1.2) o animale (Tab. 3).

Shuttle virali

Virus dell’Herpes

L’Herpes simplex virus 1 e 2 (HSV1 e HSV2) e varicella-zoster virus (VZV) sono virus
neurotropici umani con DNA lineare a doppio filamento. Andando dall’esterno all’interno si
compongono di pericapside o envelope, tegumento, capside e core. Il pericapside ¢ il
rivestimento esterno provvisto di un doppio strato lipidico dove sono inserite glicoproteine
responsabili del legame con specifici recettori cellulari e del passaggio del virus nel
citoplasma. Il tegumento ¢ formato da proteine della matrice implicate nell’assemblaggio del
virione, nello shut-off proteico dell’ospite e nell’induzione dei geni virali. Il capside ha una
struttura icosaedrica simmetrica circondata dal tegumento e contenente il core al quale €
associato il genoma virale. Successivamente alla prima infezione, HSV1, HSV2 e VZV
possono persistere in uno stato di latenza principalmente nelle radici dorsali dei gangli e nel
nervo trigemino. In presenza di particolari stimoli (ambientali o soggettivi), il virus puo
venire riattivato e migrare lungo i terminali nervosi per raggiungere i siti di infezione
primaria come le aree cutanee e le membrane mucosali [Steiner ef al., 2007].

Un peptide a 19 residui amminoacidici (gH625) derivato dalla glicoproteina di fusione gH
(da aa 625 a 644) del HSVI1 facilita la fusione dell’envelope virale con la membrana
plasmatica della cellula ospite agendo come un dominio di perturbazione di membrana.
Similmente ai CPP (cell penetrating peptide), il gH625 ha la capacita di trasportare molecole
cargo attraverso le membrane cellulari. E stato utilizzato nella funzionalizzazione di
nanoparticelle (NP) come quantum dot, dendrimeri e liposomi, per promuovere e studiare il
meccanismo di ingresso cellulare [Falanga ef al., 2013;Smaldone et al., 2013]. Nel contesto
del trasporto di farmaci al cervello, gH625 ¢ stato legato covalentemente sulla superficie di

particelle di polistirene amminato (gH625-NP) [Guarnieri et al., 2013]. Differenti densita di
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peptide sono state utilizzate per investigare il ruolo da questo giocato nella caratterizzazione
delle gH625-NP e del loro trafficking intracellulare; le densita superficiali peptidiche
impiegate sono state di 3, 4 € 6 peptide/nm’? con la formazione di NP funzionalizzate
rispettivamente del 25%, 35% e 50%. Poiché le NP funzionalizzate per il 35% hanno
mostrato di non subire aggregazione particellare, di essere stabili in mezzo acquoso e capaci
di penetrare nelle cellule con un meccanismo random walk, queste sono state utilizzate per
gli studi di passaggio attraverso la BEE in vitro. Utilizzando modelli di BEE con cellule
cerebrali immortalizzate di topo (bEnd3), le gH625-NP sono state soggette ad un maggiore
up-take rispetto alle NP non funzionalizzate e capaci di sfuggire ai meccanismi di cattura
endocitotici. Il sistema si ¢ percio rivelato un mezzo utile per aumentare I’ingresso di un
farmaco nel SNC. Tuttavia andrebbe presa in considerazione la sua mancanza di sito-

specificita.

Virus della rabbia

E un virus neurotropico di forma bastoncellare o a proiettile, a singolo filamento negativo
di RNA [Rupprecht, 1996]. Dopo infezione periferica, raggiunge il SNC tramite trasporto
retrogrado [Rupprecht, 1996;Klingen et al., 2008].

RVG29 ¢ un peptide di 29 amminoacidi derivato dalla glicoproteina del virus della rabbia
[Kumar et al, 2007]. Si lega a specifici recettori dell’acetilcolina (AchR): i recettori
nicotinici a7 abbondantemente espressi nel SNC. Il primo lavoro basato sull’uso di questo
peptide come vettore per il targeting cerebrale ¢ stato pubblicato nel 2007 da Kumar et al.
Gli autori hanno documentato la possibilita di ottenere un sistema non invasivo e sicuro per
il raggiungimento del SNC dopo somministrazione endovenosa (e.v.). Con questo scopo,
hanno sintetizzato un peptide chimerico mediante aggiunta di 9 residui di arginina in modo
da rendere possibile il legame con un oligonucleotide. Il sistema di veicolazione ¢ stato
creato complessando elettrostaticamente il peptide con un oligonucleotide siRNA. Il
complesso ha mostrato la capacita di raggiungere selettivamente le cellule neuronali, di
trasportarvi il siRNA all’interno e garantire 1’effetto di silenziamento sia in sperimentazioni
in vitro che in vivo. Considerata I’origine del peptide, ne ¢ stata valutata la tossicita in vitro
attraverso studi di vitalita cellulare ed, in vivo, attraverso 1’analisi della risposta immunitaria
prodotta. II sistema (RVG-9R) si ¢ dimostrato sicuro, ma con stabilita ematica limitata (8 h).
Per risolvere questo problema, gli autori hanno suggerito di utilizzare RVG-9R come ligando
in: 1) NP inglobanti siRNA in modo da proteggere I’oligonucleotide, aumentarne il trasporto
e diminuirne la quantita necessaria per un efficiente silenziamento genico; 2) NP inglobanti

altro materiale genico o farmaci a basso peso molecolare; 3) sistemi ottenuti dalla diretta
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coniugazione del siRNA al posto della complessazione elettrostatica tra 1’oligonucleotide ed
1 9 residui di arginina del peptide virale. Nonostante I’evidenza della ridotta stabilita ematica,
il complesso privo di qualsiasi protezione ¢ stato utilizzato comunque con successo per il
trasporto di siRNA al cervello [Kumar ez a/., 2007].

I P137 RNA, RNA virale non codificante in grado di prevenire la morte di neuroni
dopaminergici, € stato complessato con RVG-9R per il potenziale trattamento del morbo di
Parkinson. Dopo somministrazione endovenosa in ratti, il coniugato ha conferito azioni di
prevenzione del danno dopaminergico nigrostriatale, permettendo al cargo RNA di superare
la BEE e raggiungere il SNC [Kuan e a/., 2012].

L’azione di trasporto sito-specifico del pDNA in cellule neuronali da parte di RVG-9R ¢
stata dimostrata misurando 1’efficienza di trasfezione del complesso pPDNA/RVG-9R in linee
cellulari esprimenti il AchR (Neuro2a) o non esprimenti (HeLa), prendendo il GFP come
gene reporter [Gong et al., 2012]. I risultati hanno stabilito che RVG-9R trasporta il pDNA
(pGL3) esclusivamente nelle cellule Neuro2a ma non in quelle HeLa con, in aggiunta, una
maggiore utilita rispetto ad un comune agente di trasfezione. Per provare in vivo 1’utilizzo e
I’efficacia del sistema, il complesso pGL3/RVG-9R (contenente 50 pg di DNA) ¢ stato
testato in topi per somministrazione parenterale e dopo 24, 48, 72 e 120 h, ¢ stata valutata
I’espressione della luciferasi in vari tessuti [Gong ef al., 2012]. L’espressione genica piu
elevata ¢ stata ritrovata nel tessuto cerebrale dopo 72 ore dalla somministrazione, con un
incremento di circa 3 volte rispetto al gruppo di controllo (plasmidi pGL3 liberi). Al
contrario, I’espressione della Iuciferasi non ha mostrato nessun cambiamento in altri tessuti
(fegato, cuore, reni, muscoli) suggerendo come la somministrazione periferica di
pDNA/RVG-9R porti al raggiungimento mirato del cervello [Gong ef al., 2012].

I sistemi di veicolazione impieganti RVG29 come ligando per il targeting cerebrale sono
stati oggetto di un maggior numero di studi rispetto ai complessi non formulati, come di
seguito riportato.

Liposomi cationici nanoparticellari contenenti siRNA sono stati funzionalizzati con RVG-
9R per avere complessi siRNA-liposoma-peptide (LSPC), preparati incubando dapprima
liposomi cationici con il siRNA e quindi con il peptide RVG-9R. I liposomi hanno garantito
la protezione dell’oligonucleotide dalla degradazione sierica ¢ RVG-9R il raggiungimento
selettivo del SNC grazie all’abbondante espressione di a7 nAchR nell’endotelio cerebrale. E
stata inoltre confermata, per mezzo di studi in vitro ed in vivo, la capacita nel trattare
infezioni prioniche previo utilizzo del LSPC veicolante siRNA per la proteina prionica (PrP):
¢ stata quindi osservata una riduzione dell’infezione prionica in cellule N2a e NCerP

precedentemente infette da prioni. Il silenziamento genico cerebrale ¢ stato provato tramite
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iniezione endovenosa in topi FBV. L’espressione nelle cellule cerebrali della proteina
prionica cellulare (PrP°) ¢ stata ridotta di circa il 75% nei topi trattati con LPSC [Pulford et
al., 2010].

NP a base di Pluronic e coniugate con RVG29 sono state studiate per il trasporto cerebrale
di un farmaco modello proteico. La coniugazione ¢ stata fatta mediante il gruppo tiolico del
RVG29-Cys ed il gruppo maleimmidico del MAL dei nanocarrier (MAL-PEG_NC) [Kim et
al., 2013]. 1l cervello ¢ stato raggiunto dopo somministrazione endovenosa in topo nudo e
I’attivita biologica del farmaco ¢ stata mantenuta. Gli autori hanno suggerito quindi I’utilizzo
dei nanocarrier sviluppati come mezzo diagnostico e/o terapeutico nei disordini cerebrali
[Kim et al., 2013].

Dendrimeri di poliammidoimmina (PMAM) sono stati concepiti come carrier per
materiale genico destinato a patologie cerebrali. Con questo scopo, PMAM sono stati
funzionalizzati con RVG29 con PEG come spacer bifunzionale ottenendo PAMAM-PEG-
RVG29 successivamente complessato con DNA per avere NP di PAMAM-PEG-
RVG29/DNA [Liu et al., 2009]. Attraverso studi di imaging in vivo gli autori hanno
dimostrato ’accumulo delle NP nel cervello con specificitd nei confronti delle cellule
endoteliali dei capillari cerebrali (BCEC); dopo internalizzazione nelle BCEC, consentono
un aumento dell’espressione genica rispetto a NP di PAMAM/DNA [Liu et al., 2009].

Hwang et al. (2011) hanno studiato il ruolo di RVG29 nel promuovere il trasporto
cerebrale di microRNA neurogenico (miR-124a) mediante NP modificate. Gli autori hanno
dapprima mostrato come ottimizzando il polimero polietilenimmina (PEI), attraverso
I’introduzione di un legame a ponte zolfo (eSeSe) e I’ottenimento di SSPEI, si migliori la
biocompatibilita e la biodegradazione polimerica per merito dell’azione di enzimi endogeni
come la glutatione reduttasi. Per funzionalizzazione con il peptide RVG, hanno utilizzato
SSPEI come carrier per il trasporto cerebrale di miRNA. Come risultato, i nanocarrier
RVG-SSPEI rispetto a quelli privi di peptide, hanno incrementato la concentrazione
cerebrale di miR-124a, ulteriormente accresciuta con la co-somministrazione di soluzioni di
mannitolo [Hwang et a/., 2011]. Gli stessi autori hanno sviluppato in aggiunta NP bioriducili
del co-polimero PEG-PEI covalentemente legate con RV(G29, destinate alla veicolazione
genica al cervello. I polimeri bioriducibili sono dei carrier ideali per il trasporto genico
grazie alla presenza del ponte zolfo che viene scisso dalla glutatione reduttasi nel citosol
cellulare. La degradazione porta al rilascio del materiale genico contenuto nella struttura
polimerica. E stata chiaramente dimostrata la capacita del ligando RVG, associato al vettore
PEG-PEL di raggiungere con specificita la BEE e di attraversarla per trasporto mediato da
recettore: il peptide coniugato con le NP di PEG-PEI ha portato ad un selettivo trasporto del
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pDNA nel cervello di topo. L up-take cellulare nelle linee Neuro2a ¢ stato garantito dalla
presenza dei recettori a7 nAchR, I’espressione dei quali nell’endotelio cerebrale giustifica
anche il passaggio al cervello nei modelli in vivo [Son ef al., 2011].

Recentemente il ruolo del RVG29 come vettore per il targeting cerebrale di siRNA ¢ stato
oggetto di ulteriori indagini. Il peptide ¢ stato covalentemente legato a complessi
siRNA/chitosano trimetilato (TMC) usando un PEG bifunzionale [Gao et al., 2014]. Dopo
somministrazione endovenosa in topo, si € osservato il passaggio della barriera e sito-
specificita cerebrale con accumulo dei complessi TMC in questo tessuto [Gao et al., 2014].

Nello studio di un’idonea terapia per il trattamento di infezioni micotiche cerebrali, NP di
albumina cariche con itraconazolo (ITZ-NP) sono state funzionalizzate con il vettore
cerebrale RVG29. Questo ¢ stato coniugato alle NP attraverso un legame
biotina/streptavidina [Chen ez a/., 2011]. RVG29 ha promosso il passaggio intracellulare
(studi di up-take in vitro) e ha aumentato la concentrazione cerebrale di ITZ a discapito di
ITZ-NP non funzionalizzate [Chen ef al., 2011].

RDP ¢ un altro peptide derivato dalla glicoproteina della rabbia con una differente
sequenza amminoacidica rispetto a RVG-9R (YTIWMPENPRPGTPCDIFTNSRGKRA-
SNGGGGRRRRRRRRR), ma ugualmente fuso con 9 residui di arginina, RDP-9R
(KSVRTWNEIIPSKGCLRVGGRCHPHVNGGGRRRRRRRRR). RDP ¢ stato impiegato in
strategie non invasive per il trasporto cerebrale di proteine (B-galactosidasi (B-Gal), luciferasi
(Luc) e fattore neurotrofico derivato dal cervello (BDNF)) aventi diversi punti isoelettrici e
pesi molecolari [Fu ef al., 2012]. Dopo somministrazione periferica in topo, f-Gal, Luc e
BDNF hanno raggiunto il SNC grazie a RDP. Inoltre, i sistemi testati in modelli animali di
ictus, hanno mostrato che le azioni di neuroprotezione del BDNF non sono state alterate
dalla coniugazione con il vettore. Tuttavia, il coniugato con RDP ha mostrato un’emivita di
solo 1 h suggerendo la necessita di opportune strategie di protezione [Fu et al., 2012].
Successivamente ¢ stata testata la capacita di RDP per il passaggio di plasmidi attraverso la
BEE. Plasmidi contenenti il gene reporter Lac Z (pVAX-Lac Z) e il gene BDNF (pVAX-
BDNF) sono stati funzionalizzati con RDP in modo da ottenere i complessi RDP/pVAX-Lac
Z e RDP/pVAX-BDNF [Fu et al., 2013]. Dopo aver stabilito la capacita di RDP di
complessare i plasmidi e la stabilita in siero dei complessi stessi, RDP/pVAX-Lac Z e
RDP/pVAX-BDNF sono stati iniettati per via endovenosa in topo. I risultati hanno indicato
che la concentrazione ideale per la formazione del complesso ¢ risultata essere di 4:1 e 2:1
(espressa come rapporto in grammi tra peptide/plasmide) rispettivamente per pVAX-Lac Z e
pVAX-BDNF [Fu er al., 2013]; entrambi i complessi si sono mantenuti stabili sino a § h nel

siero di topo. Dopo somministrazione in vivo RDP/pVAX-Lac Z ¢ stato capace di penetrare
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nelle cellule neuronali come complesso RDP/DNA e regolare selettivamente nel cervello e
non in altri tessuti (reni, fegato, polmoni, cuore e milza) I’espressione del gene p-Gal. Dopo
iniezione di RDP/pVAX-BDNF non si ¢ palesata nessuna espressione periferica (fegato e
reni) del gene BDNF a discapito di una evidente espressione cerebrale. Inoltre, RDP/pVAX-
BDNF si ¢ mostrato efficace nel migliorare alcuni sintomi Parkinsoniani (rotation behavior)
in modelli animali del morbo, senza causare tossicita riconducibile alla somministrazione
sistemica di RDP. E stata pertanto confermata I’attitudine di RDP di agire come vettore
plasmidico per il targeting cerebrale e la sua capacita di mantenere inalterata 1 attivita

biologica del farmaco trasportato dopo somministrazione periferica [Fu ez a/., 2013].

Shuttle batterici

I1 SNC ¢ una struttura presente in tutti gli organismi, fatto che rende il sito un target ideale
per I’azione delle tossine batteriche abili nel riconoscere specifiche strutture ivi presenti.

Le neurotossine agiscono con selettivita sulla cellule nervose.

Tossina colerica

Frammento B della tossina colerica (CTB)

Il colera ¢ un’infezione diarroica acuta che pud portare a una severa disidratazione. La
tossina colerica (CT) € un’enterotossina prodotta dal batterio Vibrio cholerae. Si compone di
2 pricipali subunita: A (2 domini Al ed A2, attivita enzimatica, 240 aa) e B (5 domini di
legame, 103 aa). Il dominio Al ¢ responsabile dell’aumento dei livelli di AMP ciclico per
ADP-ribosilazione della proteina G a cui conseguono alterazioni metaboliche. La diarrea ed
il vomito, causati da intossicazione da V. cholerae, sono dovuti ad uno sbilancio elettrolitico
associato ad un efflusso di ioni Cl" e ridotto influsso di ioni Na*, a cui segue elevata perdita
di acqua dalle cellule intestinali. La subunita atossica B della tossina colerica presenta il sito
di legame per il ganglioside GM1 con il quale interagisce per mezzo delle catene
pentassaccaridiche espresse nella sua superficie. GM1 ¢ un glicosfingolipide presente nella
superficie dell’endotelio, principalmente negli enterociti e nel sistema nervoso [Vajn er al.,
2013].

La subunita B della tossina colerica (CTB) viene attualmente usata in campo scientifico
come tracciante del trasporto retrogrado.

11 legame tra la CTB e la saporina (CTB-sap), una proteina di inattivazione ribosomiale, ¢
stato pensato per il raggiungimento selettivo delle cellule producenti mielina nel SNC ed
esprimenti il ganglioside GM1. CTB-sap ha dimostrato di arrivare con efficienza al SNC ed

indurre demielinazione [Ohara ef a/., 2005].
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Dopo somministrazione orale in un modello animale di Alzheimer di topo triplo-
transgenico, un agente terapeutico (proteina basica della mielina) ¢ stato in grado di superare
la BEE e quella retinica grazie alla coniugazione con CTB, il quale ¢ dotato anche di
capacita di attraversamento delle membrane mucosali. Il carrier non ha mostrato interferire
con le azioni bilogiche della proteina [Kohli ef al., 2014].

Per potenziare il trasporto del fattore di crescita nervoso (NGF) previa somministrazione
nasale, ¢ stato impiegato il coniugato NGF-CTB. Il frammento B colerico legandosi ai
recettori GM1 presenti nel nervo olfattivo e nell’epitelio nasale ha permesso il trasporto
assonale di NGF ed il suo passaggio al bulbo olfattivo con un meccanismo mediato
esclusivamente dal nervo olfattivo. In modelli animali di Parkinson, il coniugato si ¢

mostrato di migliorare le capacita curative di NGF [Zhang ef a/., 2008].

Frammento DeltaG (DeltaG) del Vibrio cholerae

DeltaG (12 kDa) ¢ il frammento biologicamente attivo della proteina (45 kDa) tossinica
zonula occludens (Zot) prodotta dal V. cholerae. Nel piccolo intestino e nel cervello apre
temporaneamente le tight junction (TJ), ed agendo come penetration enhancer, promuove il
passaggio delle sostanze. E stato impiegato per migliorare la biodisponibilita orale di farmaci
scarsamente biodisponibili caratterizzati da basso assorbimento, elevato metabolismo di
primo passaggio ¢ suscettibilita ai sistemi di efflusso (ciclosporina, ritonavir, saquinavir,
aciclovir) [Salama et al., 2005].

Menon et al. (2005) hanno proposto 1’uso di DeltaG per consentire il trasporto di farmaci
al SNC. Per sperimentazione in vivo, un farmaco modello idrofilico (metotressato) ed uno
idrofobico (paclitaxel) con bassa distribuzione cerebrale, sono stati co-somministrati con
DeltaG in presenza di un inibitore delle proteasi: ¢ stato evidenziato un aumento della loro

concentrazione nel sito cerebrale [Menon ef al., 2005].

Tossina difterica

Cross-Reacting Material 197 (CRM197)

E una proteina mutante atossica ottenuta dalla tossina difterica del Corynebacterium
diphtheriae. Si lega al recettore della tossina difterica (DTR) e dopo il legame, viene
internalizzato per transcitosi caveolae-mediata [Wang ez al., 2010]. 1l recettore della tossina
¢ conosciuto anche come il fattore di crescita epidermico legante 1’eparina (HB-EGF), del
quale elevati livelli sono espressi in alcune patologie centrali quali gliomi, ictus ed epilessia.
I suoi substrati vengono internalizzati tramite un meccanismo endocitotico non coinvolto nel

trasporto di nutrienti essenziali al cervello. Il CRM197 ha la capacita di trasportare e favorire
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I’internalizzazione di grosse molecole o cargo come proteine ¢ liposomi. Per queste sue
caratteristiche Gaillard e /. (2005) ne hanno suggerito 1’utilizzo per il targeting selettivo e
sicuro del cervello. CRM197 ¢ stato usato come carrier diretto al DTR. Dopo fusione con
una proteina modello di 40 kDa (perossidasi di rafano) gli autori hanno dimostrato il target
specifico e 1’ingresso del vettore nel cervello. Lavori successivi hanno impiegato CRM197
per il trasporto cerebrale di principi attivi. NP polimeriche di polibutilcianoacrilato (PBCA)
funzionalizzate con CRM197 hanno consentito [’attraversamento del farmaco cargo
zidovudina in modelli di BEE riprodotti in vitro [Kuo et al., 2012]. NP di PEG-PEI/siRNA
funzionalizzate con CRM197 ed impieganti il siRNA per il fattore di crescita pleiotrofina
(PTNsiRNA), sono state progettate per la terapia dei glioblastomi. Dopo somministrazione
intraperitoneale in modelli animali della patologia, ¢ stata documentata I’efficacia terapeutica
delle formulazioni CRM197-PEG-PEI/siRNA rispetto ai poliplessi PEG-PEI/siRNA; i
composti privi di CRM197 si sono mostrati incapaci di attivita antitumorale, evidenziando
I’importanza del ligando batterico nel trasporto del farmaco al sito di interesse [Hobel ef al.,

2011].

Tossine clostridiche

Il Clostridium botulinum ed il Clostridium tetani producono tossine molto potenti,
rispettivamente la tossina tetanica (TeNT) e la tossina botulinica (BoNT). Le tossine
clostridiche sono delle metallo-proteasi che agiscono sui terminali nervosi e ne inibiscono i
processi esocitotici [Popoff er al., 2010]. La BoNT agisce sui terminali dei motoneuroni
mentre la TeNT raggiunge inizialmente i nervi periferici ¢ quindi il SNC per trasporto
retrogrado lungo gli assoni.

L’azione specifica sulle cellule nervose giustifica 1’'uso delle tossine clostridiche nello
studio di sistemi di trasporto per neuro-farmaci. In quest’ambito, 1’applicazione clinica della
TeNT ¢ limitata per il fatto che la maggior parte della popolazione ¢ vaccinata per il C. tetani
[Singh ez al., 2010]. La sua catena pesante atossica ¢ stata comunque usata per il trasporto ai
neuroni cerebrali di farmaci e ligandi [Bizzini er al., 1980;Francis et al., 1995]. E stato
generalmente affermato che la BoNT agisce sul sistema nervoso periferico, in realta sono
state portate alla luce evidenze di come la neurotossina botulinica A (BoNT/A) sia capace di
agire direttamente sul SNC [Mazzocchio and Caleo, 2014]. Il meccanismo rimane tuttavia da
chiarire. Le teorie piu accreditate ipotizzano un riarrangiamento plastico centrale o
un’alterazione dell’input sensoriale; 1’attraversamento diretto della barriera sembra essere

improbabile a causa dell’elevato peso molecolare del composto [Caleo and Schiavo, 2009].
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Neurotossina botulinica (Clostridium botulinum)

La BoNT ¢ una proteina formata dal legame a ponte zolfo tra una catena leggera (LC, 50
kDa) ed una catena pesante (HC, 100 kDa) [Singh, 2000]. Agisce sulle giunzioni periferiche
neuromuscolari (NMJ), dove blocca il rilascio di Ach provocando il sintomo piu
caratteristico dell’intossicazione da botulino: la paralisi flaccida. Sono stati identificati 7
sierotipi di BoNT (A-G), tutti con una struttura ed un meccanismo d’azione simili [Li and
Singh, 1999]. LC ed HC hanno diverse azioni: HC promuove il legame della neurotossina e
la traslocazione della LC. Quest’ultima, con il suo dominio metallo-proteasico, ¢
responsabile della tossicita della neurotossina. La HC della BoNT funziona come un vettore
per la LC. E quindi possibile rimuovere la LC ed usare la HC per il trasporto al SNC di
molecole farmacologicamente attive. Il frammento neuro-affine della BoNT possiede
molteplici caratteristiche che lo rendono un attraente sistema per la veicolazione di farmaci:
elevata specificitd per cellule neuronali ed elevata affinita recettoriale seguita da
internalizzazione nei terminali nervosi. Di fatto, la HC della BoNT contiene un dominio di
traslocazione che pud permettere il trasporto nel citosol di principi attivi € macromolecole
eludendo la captazione da parte delle vescicole endocitotiche. Inoltre, poiche¢ ciascun
sierotipo si lega con un differente pool recettoriale, le diverse BoNT offrono 1’opportunita di
avere specifici e selettivi marker neuronali.

BoNT chimeriche atossiche, per il loro legame neuroselettivo, sono state impiegate come
strumento per il trasporto proteico localizzato [Bade et al., 2004;Zhang et al., 2009;Band et
al., 2010]. Zhang et al. (2009) hanno impiegato la HC della BoNT con lo scopo di ricercare
un trattamento per 1’intossicazione da botulino. Il destrano (10-kDa), molecola modello per
inibitori della tossina, ¢ stato legato con una HC atossica ricombinante (rHC) della BoNT/A,
ed ¢ stato cosi sintetizzato un sistema di trasporto per il farmaco (DDV) destinato ai
terminali nervosi pre-sinaptici intossicati. Nel DDV, la BoNT/A ¢ stata usata per puntare
esclusivamente alle cellule nervose sensibili al botulino e promuovere I’internalizzazione del
sistema. In colture cellulari primarie di midollo spinale, ¢ stato studiato il meccanismo di up-
take del DDV. In aggiunta, per stimare I’idoneita del sistema come carrier, & stato valutato
se la modalita di rilascio della molecola trasportata fosse simile a quella definita dalla
dissociazione tra la LC e la HC della BoNT/A. I risultati hanno mostrato che il DDV ¢ stato
internalizzato per endocitosi mediata dal recettore della BoNT/A seguita da intrappolamento
endosomico del frammento rHC e rilascio del farmaco nel citosol, in entita correlabile al
grado di maturazione cellulare; la scissione dal vettore ¢ stata del 20+£3%, 32+5% e 40+£5%
in cellule in crescita da 1, 2 e 3 settimane. Il fatto che rHC sia rimasto confinato negli

endosomi ha confermato di essere privo di azioni intossicanti. D’altra parte, poiché il
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farmaco non ¢ stato intrappolato nei lisosomi, dove verrebbe distrutto, ma rilasciato nel
citosol, ha assicurato la sua liberta di azione. DDV ¢ stato concepito per il trattamento
dell’intossicazione da botulino, ma gli autori ne hanno suggerito I’impiego anche come
strumento per il trattamento sito-specifico con neuro-farmaci.

La neurotossina botulinica D (BoNT/D) full-length, contenente un dominio di legame e di
traslocazione, ma proteoliticamente inattiva, ¢ stata proposta per il rilascio al citoplasma
neuronale di proteine modello nella loro forma funzionalmente attiva, attaccando queste con
lo spezzone ammino terminale di BoNT/D [Bade ez al., 2004].

Band et al. (2010) hanno isolato molteplici derivati atossici della BONT/A aventi lo stesso
meccanismo d’azione del frammento originale e percid possibili carrier per il trasporto al
citoplasma neuronale di molecole attive. In un lavoro recente, gli stessi autori hanno
esplorato i meccanismi di internalizzazione e frafficking intracellulare del BoNT/A ad, un
derivato non tossico del BoNT/A naturale, in cellule primarie neuronali di ippocampo.
BoNT/A ad ha mostrato di raggiungere selettivamente tali cellule a discapito di quelle gliali
[Vazquez-Cintron et al., 2014]. 11 suo frammento non tossico LC ¢ stato abile nel
raggiungere il citoplasma cellulare confermando cosi un suo potenziale impiego nell’ambito
del trattamento mirato al sistema nervoso.

La BoNT, sottoforma di Botox®™ Package Insert (2000) e Myobloc™ Package Insert
(2000), ha gia ricevuto I’approvazione della FDA, rendendo piu semplice il percorso per

I’accettazione di suoi nuovi prodotti.

Tossina tetanica (Clostridium tetani)

Nel 1980 ¢ stato ipotizzato per la prima volta 1’utilizzo della TeNT come veicolo di
farmaci per il trattamento di patologie del SNC [Bizzini et a/., 1980]. Questa si lega a diverse
cellule del sistema nervoso periferico (neuroni sensoriali, motori ed autonomi) ed alle fibre
del SNC, sito raggiunto per trasporto retrogrado.

Il frammento C non tossico della TeNT (TTC), derivato dalla porzione C-terminale della
HC della neurotossina, raggiunge le NMJ e penetra nei motoneuroni da dove si muove con
un trasporto assonale retrogrado; per le sue azioni pud percio facilitare il trasporto di
molecole terapeutiche al SNC [Price ef al., 1975;Toivonen et al., 2010].

Per il possibile trattamento delle patologie centrali da accumulo lisosomiale, in cui si
osserva deficienza enzimatica, TCC indicato anche come B-IIb, ¢ stato coniugato con un
enzima modello (glucosio ossidasi). Il coniugato ¢ stato studiato in termini di capacita di
raggiungimento dei motoneuroni del midollo spinale mediante trasporto retrogrado dai

terminali nervosi. Dopo somministrazione intramuscolo in topo, tale abilita ¢ stata
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confermata con in piu la dimostrazione che il sistema non altera 1’attivita enzimatica del
farmaco, avvalorando la scelta del B-1Ib come vettore per il SNC [Beaude e a/., 1990].

TTC ¢ stato associato anche alla superossido dismutasi umana Cu/Zn e somministrato per
via intracerebroventricolare (i.c.v.), al fine di aumentare il trasporto, la biodisponibilita e la
concentrazione parenchimale nel SNC di farmaci proteici [Benn ef a/., 2005]. L’aumento
osservato nella biodisponibilita proteica cerebrale, non ¢ stato dovuto ad un superamento
della BEE, ma al raggiungimento dei neuroni farget per mezzo del fluido cerebrospinale. Gli
autori hanno impiegato una via di somministrazione invasiva, piuttosto che una periferica,
per differenti ragioni: ¢ stato in precedenza dimostrato che, nel cervello di topo, TTC ha
un’emivita maggiore dopo somministrazione intraparenchimale e che, in tal maniera, si
evitano 1 problemi dovuti all'immunizzazione per il tatano, effettuata nella maggior parte
della popolazione. Infatti, gli anicorpi anti-TTC (prodotti della vaccinazione) possono
neutralizzare e rendere inattiva la proteina TTC prima che questa si leghi alle NMJ e, fatto
ancor piu grave, causare indesiderate risposte immunitarie. Per di piu, si sostiene che, dopo
somministrazione periferica, TTC interagisce con i terminali delle cellule nervose ma non
raggiunge il SNC in concentrazioni sufficientemente elevate poiché non tutti i neuroni
cerebrali hanno proiezioni al di fuori della BEE [Benn ef a/., 2005].

Valorizzando la capacita del TTC di muoversi per trasporto assonale dai motoneuroni della
NMIJ sino ai motoneuroni del midollo spinale e del tronco encefalico, il frammento C ¢ stato
pensato anche per il trattamento di patologie neuromuscolari come la SLA o il Parkinson.
Per quanto concerne 'ultimo esempio, TTC ¢ stato legato al fattore neurotrofico derivato
dalle cellule gliali (GDNF) ed iniettato intramuscolo in topo; come risultato, si ¢ ottenuto un
accumulo del farmaco nei motoneuroni ed azioni di neuroprotezione [Larsen ez al., 2006].

In vitro, la coniugazione tra cardiotrofina-1 con il TTC ha incrementato la vitalita cellulare
di motoneuroni spinali e neuroni cerebrali. La cardiotrofina-1 ¢ un fattore neurotrofico dei
motoneuroni con possibili applicazioni in patologie causate da loro disfunzioni; tuttavia la
sua applicazione viene limitata dagli effetti collaterali sul cuore e fegato. TTC, grazie alle
sue azioni sito-specifiche, permette alla cardiotrofina di subire up-take selettivo da parte dei
motoneuroni e dei neuroni cerebrali, senza interazione con cellule gliali, epatociti e
cardiomiociti evitando cosi I’insorgenza di effetti collaterali come perdita di peso e ipertrofia
cardiaca [Bordet ez al., 2001].

Altri studi hanno impiegato il TTC fuso con la proteina antiapoptotica Bel-xcL [Carlton ef
al., 2008] o con il fattore di crescita insulino-simile (IGF1) [Payne et al., 2006] oppure
ancora con il BDNF [Roux ef «/, 2006]. In tutti i casi, si € avuta un’internalizzazione

specifica ed un trasporto neuronale retrogrado senza alterazione delle proprieta biologiche
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delle molecole trasportate. Tenendo conto di tutte queste osservazioni, il TTC si potrebbe
considerare di utile impiego per il trattamento di disordini centrali. Sfortunatamente, la sua
applicazione rimane ancora limitata a causa dell’elevata percentuale di soggetti umani

vaccinati per il tetano [Toivonen et al., 2010].

Tossina epsilon (Clostridium perfringens)

Clostridium perfringens € un batterio anaerobico Gram-positivo di forma bastoncellare e
sporigeno. E un normale ospite dell’intestino umano ed animale, ma una sua intossicazione
puo manifestarsi dopo ingestione di cibo contaminato con elevate concentrazioni del
batterio, a cui si deve la produzione di tossine attive all’interno dell’intestino

[http://www.cdc.gov/foodsafety/clostridium-perfingens.html]. Viene categorizzato in 5

diversi ceppi (A-E), e quelli B e D producono una delle pit potenti tossine batteriche: la
tossina epsilon (ETX).

Elevate concentrazioni di ETX si possono formare nell’intestino dei ruminanti:
I’ingestione di elevate quantitd di amido aumenta la concentrazione di questi batteri
saccarolitici sintetizzanti grosse quantita di prototossina inattiva, resa attiva per scissione
proteolitica di piccoli peptidi ad opera della tripsina e della chimotrispina

[www.cfsph.iastate.edu/Factsheets/pdfs/epsilon_toxin_clostridium.pdf]. La tossina, mediante

apertura delle TJ, passa alla circolazione sistemica e raggiuge vari organi, incluso il cervello.
ETX non viene definita in senso stretto una neurotossina perché agisce su diversi tipi
cellulari, ma ¢ comunque capace di attraversare la BEE ed accumularsi nel cervello con
elevata affinita (range nM) [Nagahama et a/., 1992]. Dopo aver passato la barriera, stimola il
rilascio del glutammato che & responsabile dei fenomeni di eccitotossicita osservati negli
animali colpiti da enterotossiemia (iperestesia, convulsioni, opistotono, perdita di coscienza,
edema cerebrale e dipsnea).

ETX aumenta la permeabilita dei capillari cerebrali. Si lega ad un recettore non ancora
identificato sia nei vasi cerebrali che nelle regioni del cervello mielinizzate [ Bokori-Brown
et al., 2011;Rumah er al., 2013]; successivamente si integra alla membrana plasmatica
formando un poro eptamerico. ETX passa la BEE e si concentra nel cervello in modo
specifico. L’enterotossina causa danno endoteliale dovuto a perdita dell’albumina endogena
che conduce ad osmolisi ed aumento della permeabilita di barriera. Il danno neuronale si
caratterizza per progressiva vacuolizzazione citoplasmatica accompagnata da necrosi [Popoff
etal., 2010].

La somministrazione, in modello animale di ratto, del precursore della ETX (ETXp) ha

mostrato di aumentare la permeabilita della BEE in modo reversibile [Zhu er al.,
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2001;Hirschberg et al., 2009]. ETXp, veicolante la bleomicina, ¢ stato somministrato per via
intraperitoneale nel trattamento di gliomi. L’internalizzazione fotochimica (PCI) ¢ stata
scelta nel potenziamento della permeabilita della BEE solo in prossimita del sito esposto alla
luce per prevenire azioni estese della prototossina. La bleomicina ha mostrato di raggiungere
il sito d’azione grazie all’apertura temporanea e localizzata della barriera; tuttavia,
I’applicazione agli umani risulta limitata dalla tossicita del ETXp [Hirschberg ez al., 2009].
Di recente, la tossina ¢ stata considerata come un fattore responsabile dell’insorgenza della
sclerosi multipla che si caratterizza da permeabilita della BEE e demielinizzazione [ Rumah

etal.,2013].

Shuttle animali
Candossina (CDX)

La candossina appartiene alle tossine three-finger ed & ottenuta dal veleno del serpente

Bungarus candidus. Consiste di una singola catena polipeptidica di 66 aa con 5 ponti zolfo.
Negli esperimenti elettrofisiologici si ¢ mostrata in grado di promuovere un blocco dei a7
nAChR e, percio, Nirthanan et a/. (2002,2003) ne hanno consigliato [’utilizzo come marker
biologico per i recettori a7.

Micelle cariche con paclitaxel (39 nm) costituite dal co-polimero PEG-PLA sono state
funzionalizzate con un peptide di 16 aa derivato dal loop 11 della neurotossina CDX [Zhan et
al., 2011]. 11 peptide ha mostrato di legarsi ai a7 nAChR abbondantemente espressi
nell’endotelio cerebrale. In presenza di CDX le micelle hanno dato prova di raggiungere il
cervello, a differenza di quelle prive di ligando, e di non alterare 1’azione farmacologica del
paclitaxel. Piu tardi, lo stesso sistema ¢ stato utilizzato al fine di ottenere un potenziamento
dell’azione antitumorale mediante la co-somministrazione con NP di RGD-PEG-PEI/pORF-
hTRAIL (ligando inducente I'apoptosi, collegato al fattore di necrosi tumorale) [Zhan et al.,
2012]. Anche RGD ¢ infatti un vettore sito-specifico cerebrale. E un peptide ciclico che lega
1 recettori o3, sovraespressi nella neovascolatura tumorale. La coniugazione di RGD e
CDX, nei loro rispettivi sistemi, ha permesso di trasportare il gene TRIAL ed il paclitaxel

nelle cellule di glioblastoma e garantire un effetto antitumorale sinergico.

Tossina B del Ophiophagus hannah

La tossina B ¢ contenuta nel veleno del serpente Ophiophagus hannah, il serpente
velenoso piu lungo al mondo. Si compone di 73 aa e contiene 5 ponti zolfo. Nella struttura
tridimensionale della tossina B a livello della testa globulare emergono 3 /oop a forcina, uniti

insieme da 4 ponti zolfo. Tra 1 3 loop, quelli I e III sono i piu corti. Il loop 1I (centrale),
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compreso tra i residui 19-43, ¢ il piu lungo ed ha la piu larga struttura terziaria tra tutte le
neurotossine. Nelle neurotossine, sia a breve che a lunga sequenza amminoacidica, molti
residui dell’estremita del /oop II sono altamente conservati o solo conservativamente
sostituiti. Il Joop II ha un importante ruolo nella tossicita delle tossine lunghe [Peng ef al.,
1997].

La tossina B del veleno dell’ Ophiophagus hannah appartiene alle neurotossine three-finger
di serpente nelle quali i segmenti del loop 11 sono responsabili dell’interazione con nAChR.
Vista 1’abbondanza di questa classe recettoriale nel SNC e nella BEE, essa rientra nella
categoria delle neurotossine.

KC2S ¢ un peptide sintetico derivato dalla tossina B del O. hannah. Micelle di KC2S-
PEG-PLA, caricate con il farmaco paclitaxel, sono state formulate per assemblaggio della
neurotossina con il materiale co-polimerico veicolante 1’agente antitumorale. I carrier,
somministrati per e.v., sono stati capaci di azioni biologiche in seguito al superamento della

barriera dovuto all’interazione con i recettori nicotinici [Zhan ez al., 2010].

Polilisina-molossina

E un peptide sintetico bifunzionale di 31 aa di derivazione dal veleno del Crotalus
molossus molossus. E provvisto di 2 domini principali di cui uno avente una sequenza di 15
aa con al C-terminale un dominio di legame per I’integrina, ed uno costituito da una catena
di 16 residui di lisina all’estremita N-terminale per il legame con il DNA [Collins et al.,
2000;2003]. Collins et al. (2000) hanno dimostrato come questo peptide sia in grado di
legarsi in modo estensivo e con forza nel SNC di ratto; nel 2003 gli stessi autori hanno usato
il peptide come vettore per il trasporto di materiale genico in colture neuronali primarie. Per
lo studio dell’efficienza di trasfezione nella citata linea cellulare, il carrier veicolante il
materiale genico ¢ stato adoperato in combinazione con un inibitore endocitotico
(clorochina) o con un peptide sintetico fusogenico del virus dell’influenza (emoagglutinina)
oppure ancora con un agente lipidico di trasfezione (Lipofectamina 2000). I peptide anche
se in grado di veicolare il materiale genico mantenedone inalterate le azioni, ha mostrato di
raggiungere altri tessuti e cellule oltre al SNC, mancando quindi di sito-specificita per le sedi

centrali.

Clorotossina (CITX)

Originariamente identificata nel veleno dello scorpione giallo Leiurus quinquestriatus
hebraeusis ¢ attualmente disponibile nella forma ricombinante prodotta da E. coli. E un

peptide di 4 kDa e 36 aa. Ha come target le MMP-2 (metallo proteasi di matrice di tipo 2) ed
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i canali ionici al cloro sovraespressi nei gliomi e tumori di origine neuroectodermica [ DeBin
and Strichartz, 1991;Deshane et al., 2003;Veiseh et al., 2007]. E tossica per gli invertebrati
ma non per i mammiferi, ed & capace di superare la BEE. E stata dapprima studiata con scopi
diagnostici come marker di cellule gliali maligne, ma successivamente indicata anche per il
trattamento di glioblastomi previo utilizzo in sistemi di veicolazione. E capace di distinguere
cellule tumorali gliali piuttosto che cellule normali [Soroceanu et al., 1998;Lyons et al.,
2002]. Per queste ragioni ¢ stata ampiamente indagata per il trattamento e la diagnosi di
tumori con questa origine.

Le sue piccole dimensioni la rendono un mezzo ideale per il trasporto intracraniale e la sua
struttura compatta le conferisce capacita di passaggio della BEE.

E stata stilata una review [Fu ef al., 2012] su sistemi nanoparticellari coniugati alla CITX
riguardante tutti i lavori in cui viene messa in risalto la sua efficienza per 1’ottenimento di
una terapia mirata verso i gliomi. NP rivestite con CITX-Cy5.5 e NP-DNA-CITX sono
alcuni esempi di sistemi nanometrici capaci di arrivare selettivamente ai tumori cerebrali in
vivo e NP-PEI-siRNA-CITX hanno mostrato una simile attitudine in esperimenti in vitro.

Liposomi (100 nm) carichi di doxorubicina e funzionalizzati con CITX sono stati proposti
ancora una volta per la diagnosi e/o il trattamento di glioblastomi. CITX ha facilitato 1’up-
take dei liposomi da parte di 3 linee cellulari di glioma ed 1 di endotelio, dimostrando in
queste che la sua presenza aumenta la citotossicita. /n vivo ha consentito un accumulo del
farmaco in tumori subcutanei ed intracraniali [Xiang et a/., 2011]. Tali preparazioni
liposomiali sono state proposte anche per il trasporto di farmaci destinati alla terapia del
Parkinson. Infatti, in prove in vitro, utilizzando come farmaco la levodopa, questa ha subito
un maggiore up-take da parte dei capillari dell’endotelio cerebrale [Xiang e al., 2012].

Altri progetti hanno mostrato il ruolo centrale della CITX nel fargeting del glioblastoma.
Dopo somministrazione e.v., liposomi (180 nm) incapsulanti siRNA o miRNA e
covalentemente accoppiati con CITX, si sono localizzati in tumori intracraniali [Costa ef al.,
2013]. Nanoprobe resi sito-specifici con CITX hanno mostrato ugualmente di raggiungere
tumori cerebrali in modelli di topo geneticamente ingegnerizzati [ Veiseh ef al., 2009].

TM-601 ¢ una versione sintetica della CITX che grazie alla sue comprovate capacita di
fungere da spezzone per il fargeting cerebrale, ¢ entrato nel 2006 a far parte di #rial clinici
(fase I). L’obiettivo ¢ stato quello di stimare se, marcato con 131-1, fosse un utile strumento
diagnostico nella visualizzazione radiografica eseguita per identificare tumori solidi primari

con un evidente coinvolgimento metastatico [c/inicaltrials.gov/show/NCT00379132].

Apamina e melittina (4pis mellifera)
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L’apamina ¢ un polipeptide (18 aa) altamente neurotossico presente nel veleno dell’ape
apitossina secreto dall’Apis mellifera. 1 sintomi da intossicazione si manifestano
principalmente con convulsioni e paralisi respiratoria. Inibisce i canali del K* Ca®'-
dipendenti [Hugues er al., 1982] espressi in vari tipi cellulari tra cui quelli del SNC, miociti
intestinali, cellule endoteliali ed epatociti.

Oller-Salvia e collaboratori (2013) hanno di recente documentato la capacita dell’apamina
e del suo analogo atossico (ApOQ) di passare in modelli di BEE. Gli autori hanno escluso il
transito della sostanza per semplice diffusione (PAMPA test) e hanno ipotizzato un
meccanismo di trasporto attivo con esclusione di fenomeni di transcitosi per adsorbimento, a
causa della debole carica dei 2 peptidi al pH fisiologico. E stato piuttosto suggerito un
passaggio cellulare specifico vista I’incapacita dei peptidi di passare attraverso i comuni
modelli cellulari Caco-2. Grazie alla resistenza di apamania ed ApOO a differenti pH,
temperature ed all’azione di proteasi sieriche, cosi come per il coefficiente di permeazione
simile a quello di altri shuttle peptidici, ne € stato proposto I’impiego come carrier per il
trasporto al SNC. Tuttavia, non viene menzionata la natura del cargo in grado di essere
trasportato e neanche il meccanismo con il quale il fenomeno avverrebbe.

Attualmente, nonostante il grande potenziale, in letteratura non ¢ riportato 1’'uso di ApOO
in shuttle, probabilmente per la recente espolarzione nell’ambito del SNC.

11 40-50% del veleno essiccato dell’Apis mellifera ¢ costituito da melittina, un peptide di
26 aa con azione emolitica riconducibile alla formazione di pori nel doppio strato lipidico
delle membrane cellulari con un conseguente aumento della permeabilita [Gomara er al.,
2003].

Per il trasporto di materiale genico al cervello, sono stati proposti poliplessi ottenuti
incubando DNA plasmidico con co-polimeri funzionalizzati con melittina (pHgMelbHK10)
[Schellinger et al., 2013]. 1 poliplessi pHgMeldbHK 10 sono stati ottenuti da uno spezzone
HPMA (N-(2-idrossipropil) metacrilammide) destinato alla coniugazione con la melittina e
da un altro spezzone chiamato PDSMA (piridil disulfide metacrilammide) destinato al
legame con il DNA. In studi in vitro (cellule PC12) di trasporto genico, i poliplessi veicolanti
il gene reporter luciferasi, aventi un rapporto di carica polimero/DNA (N/P) uguale a 3 e
contenenti il 5-15% di pHgMelpHK 10, hanno aumentato I’attivita luciferasica in entita circa
doppia rispetto al controllo trattato con i poliplessi di solo pHK10, non funzionalizzati con
melittina. Gli autori hanno indicato definiti rapporti tra le cariche polimero/DNA (N/P) ed
una definita percentuale di funzionalizzazione in quanto un aumento nella concentrazione
della melittina nei poliplessi non ha portato ad un incremento dell’efficienza di trasfezione,

ma piuttosto a citotossicita. Co-polimeri pHK10/pHgMelpHK10 al 15% e pHgMelbHK10
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formulati con N/P=3 veicolanti il plasmide della luciferasi, sono stati inoltre iniettati nel
ventricolo destro laterale di topo. E stato notato un aumento significativo (p<0,02)
nell’attivita della luciferasi sia per pHK10/pHgMelbHK 10 15% (5 volte maggiore) che per
pHgMelpHK 10 (35 volte maggiore) rispetto al solo pHK10. Nonostante il sistema venga
proposto per il trasporto di materiale genico al cervello, ¢ stata documentata la mancanza di
specificita per le cellule neuronali, poiché non ¢ stato infatti in grado di distingure tra cellule
HeLa e PC12; ha mostrato inoltre azioni citotossiche in relazione al contenuto in melittina.
L’osservato raggiungimento del sito cerebrale ¢ stato reso possibile dalla somministrazione
invasiva intraventricolare. Di conseguenza, anche se gli autori hanno proposto il poliplesso
per il trasporto di materiale genico al cervello, questo dovrebbe venire indagato in termini di
selettivita e tossicitd in vivo, in quanto i dati a riguardo non sono sufficienti. Come era stato
originariamente segnalato dagli autori, l'uso della melittina si dovrebbe basare piu sulla sua

azione di fuga endosomiale piuttosto che per il direzionamento mirato di un farmaco.

Conclusioni e prospettive future

Nonostante la natura sintetizzi molte neurotossine, la ricerca volta al loro impiego nei
sistemi di veicolazione per neuro-farmaci procede molto a rilento. In letteratura non sono
presenti esempi sull’uso di neurotossine di origine vegetale malgrado che numerose piante
ne siano produttrici. Alcuni esempi di piante neurotossiche sono Mandragora officinalis,
Datura stramonium, Conium maculatum, Coriaria myrtifolia, Ricinus communis,
Podophyllum pelatum, Blighia sapida, Cycas circinalis, Lathyrus sativus. Non vi ¢ alcuna
evidenza anche a riguardo dell’uso di neurotossine provenienti da funghi come la fumonisina
Bi (Fusarium moniliforme), slaframine e le swainsonine (Rhizoctonia leguminicola) o il
lolitrem (Acremonium lolii).

Il vasto mondo delle neurotossine cosi come la loro scelta come shuttle nei sistemi di
veicolazione rimane un campo in cui vi ¢ ancora molto da esplorare. L’uso dei veleni ed
analogamente delle neurotossine, ¢ spesso indagato con un interesse terapeutico piuttosto che
di trasporto sito-specifico. La ricerca scientifica sul fargeting cerebrale di farmaci non ¢
molto attiva rispetto ad altri settori ed il cammino da percorrere per raggiungere importanti
traguardi in questo campo ¢ ancora lungo. A riguardo dovrebbe venire indirizzato un
maggiore interesse, specialmente considerata I’incidenza crescente di neuro-patologie. Per
queste ragioni, sarebbero opportuni maggiori sforzi volti alla comprensione del meccanismo
d’azione di molte neurotossine gia conosciute, nonché alla ricerca di nuovi frammenti
atossici dotati di elevata affinita per il SNC. Il lavoro si ¢ posto 1’obiettivo di stimolare

I’indagine nei confronti di metodi non inasivi in modo da facilitare e validare I’uso di neuro-
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farmaci. Infatti, la ricerca condotta sinora con 1’uso di neurotossine microbiche e animali ha
fornito incoraggianti risultati sia in sperimentazione in vitro che in vivo.
I meccanismi gia presenti in natura possono anche in questo settore favorire il progresso

della ricerca scientifica ed aiutarla a saltare grossi ostacoli come la barriera emato-encefalica.
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Tabella 1. Neurotossine di origine virale come vettori in sistemi di trasporto per il

targeting al SNC.

Sistema di trasporto Sito-
Specie Vettore . asp Farmaco selettivita Rif.
sito-specifico .
dimostrata
Herpes Guarnieri et
virus gH-625 NP-gH625 - Si, in vitro Juarmient ¢
. al.,2013
simplex
Rabies Complessi RVG- . Si in vitro ed Kumar et
Virus RVG 9R/oligonucleotide SIRNA in vivo al., 2007
Complessi RVG- Siinvitroed  Kuan et al.,
9R/oligonucleotide PI37RNA in vivo 2012
Complessi RVG- Siinvitroed  Gongetal.,
9R/gene PDNA in vivo 2012
. . . Si in vitro ed Pulford et
Liposomi LSPC siRNA in vivo al.. 2010
Coniugati Pluronic B- Si in vitro ed Kim et al.,
NP- RVG29 galactosidasi in vivo 2013
NP PAMAM-PEG- . .
Si in vitro ed Liu et al.,
RVG29 PDNA in vivo 2009
Dendrimeri SSPEI- . Si in vitro ed Hwang et
RVG29 miRNA in vivo al., 2011
NP BPEI-SS-PEG- Si in vitro ed Son et al.,
RVG29 PDNA in vivo 2011
Complesso RVG29- . Si in vitro ed Gao et al.,
PEG-TMC- SIRNA in vivo 2014
NP-RVG29 T2 Si l.n w.tro ed Chen et al.,
in vivo 2011
RDP Coniugati RDP-9R- B-Gal, Luc, Si in vitro ed Fuetal.,
peptidi BDNF in vivo 2012
Complesso Si in vitro ed Fuetal,
RDP/plasmidi Lac Z, BDNF in vivo 2013

ITZ: itraconazolo; LSPC: complessi siRNA-liposomi-peptide; NP: nanoparticelle; TMC: chitosano trimetilato.

Tesi di Dottorato di Elena Soddu
“Progettazione e sviluppo di sistemi di veicolazione non invasivi per neuro-farmaci’

)

Dottorato in Scienze e Tecnologie Chimiche, indirizzo Scienze Farmaceutiche

Universita degli Studi di Sassari



Parte I

Capitolo I

Tabella 2. Neurotossine di origine batterica come vettori in sistemi di trasporto per il
targeting al SNC.

Sistema di
Specie Vettore Target trasporto sito- Farmaco Azioni Rif.
specifico
. Ganglioside . . . Si in vitro Ohara et al.,
Vibrio Cholerae CTB M1 Coniugati-CTB saporina ed in vivo 2005
Proteina L. .
Coniugati-CTB  basica della Si n vz.tro Kohli et al.,
S ed in vivo 2014
mielina
. . Siinvitro  Zhangetal.,
Coniugati-CTB NGF ed in vivo 2008
Co- L
.. . Metotressat  Siinvitro  Menon ef al.,
DeltaG TJ somministrazion . L
. o, paclitaxel  ed in vivo 2005
e con farmaci
Corynebacterium Coniugati- perossidasi  Si in vitro Gaillard et
diphteria CRMI197 DTR CRM197 di rafano ed in vivo al., 2005
NP CRM197- sidovudina Si in vitro Kuo et al.,
PBCA mv 2012
NP CRM197- . Si in vitro Hobel et al.,
PEG-PEI SIRNA ed in vivo 2011
Cellule.
Clostridium presinaptiche Coniugati- 10-kDa U Zhang et al.,
botulinum BoNT-A colinergiche BoNT/A destrano Stin vitro 2009
NMJ
Vazquez-
BoNT/A Siinvitro  Cintron et al.,
2014
BoNT/D Coniugati- d;;rl;);osl;to Si in vitro Bade et al.,
BoNT/D . ] ed in vivo 2004
luciferasi
Clostridium Motoneuroni . . glucosio Siinvitro  Beaude ef al.,
tetani Tre NMJ Conugati-TTC ' cdasi  ed in vivo 1990
superossido
. . dismutase Si in vitro Benn et al.,
Coniugati-TTC umana ed in vivo 2005
Cu/Zn
. . Siinvitro  Larsen et al.,
Coniugati-TTC GDNF ed in vivo 2006
. . Cardiotrofin S Bordet et al.,
Coniugati-TTC a1 Si in vitro 2001
Carlton et al.,
Bel-xcL, Si in vitro 2008;Payne
Coniugati-TTC IGF1, od in vi etal.,
BDNF MYIYO 5006;Roux et
al., 2006
Clostriudium BEE: target Coniugati- - Siinvitro  Hirschberg et
. ETXp molecolare bleomicina L a
perfringens . ETXp ed in vivo al., 2009
sconosciuto

DTR: recettore tossina difterica; NMJ: giunzioni neuro-muscolari; NP: nanoparticelle; TJ: tight junctions.
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Sistema di
Specie Vettore Target trasporto sito- Farmaco Azioni Rif.
specifico
Bungarus . S .
. Micelle PEG- . Si in vitro Zhan et al.,
candidus CDX nAchR PLA-CDX paclitaxel ed in vivo 2011
snake
Micelle PEG-
PLA-CDX ¢ NP paclitaxel,  Siinvitro  Zhanetal,
RGD-PEG- TRAIL  edinvi 2012
PEI/pORF- in vivo 2
hTRAIL
Ophiophagus Micelle KC2S- . Si in vitro Zhan et al.,
Hannah KE2s PEG-PLA paclitaxel 4 ivo 2010
Crotalus o CO@P]FSSI S N
Polilisina- . polilisina- Siinvitro. Collins et al.,
molossus . Sconosciuto . . DNA L 5
molossin molossina/oligonu No in vivo 2003
molossus .
cleotide
Leiurus MMP-2, Si in vitro Fu et al
quinquestriat CITX canali ionici CITX-NP DNA Lo h
. ed in vivo 2012
us hebraeusis al Cl
. . doxorubic  Si in vitro Xiang et al.,
CITX-liposomi ina ed in vivo 2011
CITX-liposomi levodopa Si in vitro Xml;% 1(5 al.,
. . miRNA, Si in vitro Costa et al.,
CITX-liposomi siRNA  ed in vivo. 2013
ossido di
ferro . .
Si in vitro Veiseh et al.,
CITX-NP SUPCINAE o 4 in vivo 2009
netico
Cy5.5
Si in vitro
ed in vivo clinicaltrials
TM-601 131-1_ TM-601 131-1 (trial f(ov o
clinici, &
fase I)
Canali K+- Gomara et
Apis millifera ApOO Ca2+ ApOO - Si in vitro o 0‘0;
dipendenti v
Poliplessi S .
L Membrana Si in vitro Schellinger
Melittina lipidica pHgMelEi—IKlO/ge PDNA No in vivo etal., 2013

NP: nanoparticelle.
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Figura 1. Rappresentazione schematica della BEE ed i principali sistemi di trasporto

presenti.
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Capitolo 11

Polveri Farmaceutiche a Base di Chitosano per la Veicolazione di Farmaci

mediante Strategia Nose-to-Brain

Powder formulations based on chitosan for nose-to-brain delivery of drugs

submitted to The Journal of Drug Delivery Science and Technology
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Abstract

La terapia delle patologie del sistema nervoso centrale ¢ di difficile approccio a causa della
difficolta incontrata da un farmaco nel passare dal torrente ematico al cervello. La
somministrazione nasale ¢ in grado di permettere il rapido trasporto di un farmaco dalla
mucosa nasale direttamente al sito cerebrale e di minimizzarne ’esposizione sistemica. Il
chitosano ¢ uno degli eccipienti piu impiegati nello sviluppo di formulazioni nasali grazie
alle sue proprieta di mucoadesione ¢ di penetration enhancer. Differenti tipologie di
formulati (soluzioni, sospensioni, gel, microemulsioni e polveri) a base di chitosano sono
stati proposti per il passaggio dal naso al cervello (nose-to-brain) di farmaci. Le
formulazioni in polvere possono offrire diversi vantaggi rispetto a quelle nello stato liquido,
come migliore stabilita, maggiore comodita e prolungato tempo di residenza di un farmaco
nella cavitd nasale. Questa review discute e passa in rassegna i recenti dati riguardanti
polveri nasali a base di chitosano, dei suoi sali e derivati per il trasporto di farmaci al
cervello. Sono stati inoltre riassunti i farmaci studiati per questa via di somministrazione ed i

metodi preparativi delle formulazioni.
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Introduzione

L’organizzazione mondiale della sanita (WHO) indica che in Europa i disordini cerebrali
sono causa del 35% di tutte le patologie riscontrate [Andlin-Sobocki er al., 2005]. Le
principali disfunzioni neurologiche possono essere classificate in neurodegenerative,
cerebrovascolari (infettive od autoimmuni) e tumorali, ma tra pit dei 7000 farmaci elencati
nel Comprehensive Medicinal Chemistry (CMC), solo il 5% di questi ¢ destinato a patologie
cerebrali, di cui essenzialmente depressione, schizofrenia, dolore cronico ed epilessia
[Pardridge, 2005;2007]. Tra i1 farmaci appartenenti a queste classi, molti necessitano un
potenziamento nella capacita di penetrare all’interno del cervello. Piu del 98% di principi
attivi a basso peso molecolare non raggiunge il sito cerebrale passando dalla circolazione
sistemica, ed analogamente accade al 100% dei principi attivi ad elevato peso molecolare
[Pardridge, 2005]. Questa scoraggiante situazione ¢ riconducibile a meccanismi di
protezione del cervello, il piu delicato organo del nostro corpo, da parte di fluidi
extracellulari distinti, quali il fluido interstiziale (ISF, il fluido extracellulare del parenchima
cerebrale) ed il fluido cerebrospinale (LCS, contenuto nei ventricoli cerebrali e negli spazi
subaracnoidei). La regolazione di questi microambienti ¢ assicurata dalla barriera emato-
encefalica (BEE) e dalla barriera emato-liquorale (BEL), le quali controllano
I’approvvigionamento del cervello dal sangue, selezionando i composti esogeni ed endogeni
in entrata ed in uscita da questi siti [Pavan et /., 2008;Engelhardt e al., 2008]. La BEE ¢
principalmente formata da uno strato di cellule endoteliali dei capillari cerebrali (BMEC)
caratterizzate dalla presenza di tight junction ¢ dall’assenza di fenestrature [Pavan er al.,
2008]. La BEL ¢ costituita dalle cellule ependimali del plesso coroideo, coinvolto nella
produzione e regolazione del LCS. Le cellule ependimali sono tenute insieme da tight
Jjunction a livello apicale il ché determina una restrizione nel flusso paracellulare [Pavan and
Dalpiaz, 2011]. I trasportatori di efflusso attivo (AET) sono importanti componenti in quanto
la loro espressione nelle membrane cellulari della BEE e BEL restringe il campo di accesso
alle molecole endogene [Pavan and Dalpiaz, 2011].

1l trasporto nasale (i.n.) di farmaci o biomolecole (peptidi, proteine, oligonucleotidi, vettori
virali, cellule staminali) diretto al sistema nervoso centrale (SNC) ¢ ancora attualmente
un’area di forte interesse, volta a superare i limiti imposti dalla BEE e dalla BEL [Illum,
2000;2002;2003;2004;Vyas et al., 2005;Costantino et al., 2007;Wu et al., 2008;Mistry et al.,
2009;Dhuria et al., 2010;Casettari and Illum, 2014]. La somministrazione nasale ¢ un
metodo non invasivo per il trasporto rapido di farmaci dalla mucosa nasale direttamente al
cervello ed al midollo spinale ed ha lo scopo di trattare patologie del SNC e minimizzare gli

effetti sistemici [Dhuria ez a/., 2010]. 1l cervello e la cavita nasale sono connessi tra loro dal
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nervo olfattivo e dal trigemino, che si proiettano al neuroepitelio olfattivo o respiratorio.
Questi due nervi possono servire come dei punti di accesso esterno al cervello e percio venir
sfruttati nel trasporto diretto nose-to-brain di un farmaco, aggirando la BEE [Mistry et al.,
2009].

Evidenze suggeriscono che nel trasporto di farmaci al SNC, in seguito al loro assorbimento
nella mucosa nasale, siano coinvolti i nervi connessi con il cervello ed il midollo spinale cosi
come i vasi, il fluido cerebrospinale ed il sistema linfatico [Dhuria ef «/, 2010]. La
principale via nel trasporto nasale ¢ quella dettata dal nervo olfattivo: i farmaci si muovono
lungo gli assoni di questo, quindi si accumulano nel bulbo olfattivo (BO) e da qui diffondono
alle varie aree del cervello [Dhuria ef «/., 2010]. Tuttavia, nell’epitelio olfattivo si possono
presentare tre differenti modalita di trasporto, per via: (a) transcellulare, soprattutto a livello
delle cellule sustentacolari, con un meccanismo promosso da endocitosi mediata da recettore,
endocitosi in fase fluida, o diffusione passiva (ad eccezione dei peptidi); (b) paracellulare,
attraverso le tight junction presenti tra le cellule sustentacolari ed i neuroni olfattivi; (c)
intracellulare assonale nel nervo olfattivo, in cui il farmaco viene internalizzato nei neuroni
mediante endocitosi o pinocitosi per poi migrare al BO [Illum, 2000] (Fig. 1). La via trans-
neuronale ¢ molto lenta ed il SNC viene raggiunto anche dopo 24 h dalla somministrazione.
11 trasporto attraverso le vie neuronali non pud, quindi, spiegare la rapida presenza nel LCS
osservata per un certo numero di farmaci a basso peso molecolare [Illum, 2000]. E piu
probabile che vi sia una combinazione di tutti i processi di trasporto e che uno prevalga a
seconda delle proprieta della molecola terapeutica, delle caratteristiche della formulazione e
degli eccipienti e del dispositivo di dispensazione usato [Dhuria ez al., 2010]. Qualora sia
necessario aumentare il trasporto cerebrale di un farmaco utilizzando un sistema di
veicolazione, le formulazioni sviluppate dovrebbero essere in grado di localizzarsi nel
tessuto olfattivo. Quest'ultimo ¢ situato nella volta della cavita nasale umana tra il setto
nasale e la parete laterale delle due cavita nasali, subito al di sotto della lamina cribrosa
dell'osso etmoide separante la cavita nasale da quella cranica (Fig. 1). Il tessuto olfattivo
ricopre solamente circa il 10% di tutta I’area nasale [Illum, 2003]. Il depositarsi di un
formulato nella regione olfattiva puo essere promosso dall’utilizzo di un idoneo dispositivo
di dispensazione sia nel caso di sistemi liquidi che per polveri. E inoltre evidente che un
efficace up-take cerebrale ¢ strettamente correlato alla capacita delle formulazioni nasali
progettate di garantire un tempo di residenza prolungato e di mantenere elevate
concentrazioni locali di farmaco in modo che questo sia in grado di diffondere. Un
penetration enhancer (promotore dell’assorbimento) viene spesso incluso nelle formulazioni

poiché puo significativamente aumentare la permeabilita di un farmaco nella mucosa nasale
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[Wu et al., 2008]. 11 chitosano ¢ uno degli eccipienti pit adoperati nelle formulazioni nasali
grazie alle sue proprieta di mucoadesione e di penetration enhancer. Varie formulazioni con
chitosano sono state proposte per la veicolazione nose-to-brain di un farmaco quali soluzioni
[Charlton et al., 2007;Vaka et al., 2009;Manda et al., 2011;Vaka et al., 2011], sospensioni
[Bhavna et al., 2014], gel mucoadesivi in situ [Khan et al., 2010;Perez et al., 2012],
microemulsioni [Dhakar ef al., 2011;Bshara et al., 2014] e polveri come nanoparticelle (NP)
[Wang et al., 2008;Alam et al., 2012;Fazil et al., 2012;Haque et al., 2012;Kumar et al.,
2013;Malhorta et al., 2013a;Malhorta et al., 2013b;Md et al., 2013;2014] e microsfere
[Dalpiaz et al., 2008;Gavini et al., 2009;2011;Sun et al., 2012;Gavini et al., 2013;José et al.,
2013]. T medicamenti formulati in polvere possono offrire diversi vantaggi rispetto a
formulati liquidi, tra cui migliore stabilitd e possibilita di evitare 1’utilizzo di conservanti.
Prima che vengano disciolte o rimosse, le polveri tendono ad aderire sulle superfici umide
della mucosa nasale. L’utilizzo di eccipienti bioadesivi o agenti che rallentano 1’azione
mucociliare possono ridurre la clearance e migliorare 1’assorbimento di un farmaco [Vidgren
et al., 1998]. Un certo numero di fattori puo influenzare le modalita di deposito ed
assorbimento quali sensibilita all’'umidita, solubilita, dimensione e forma particellare e
scorrevolezza [Vidgren et al., 1998;Djupesland, 2003]. Le polveri asciutte sono quelle meno
frequentemente impiegate per i farmaci nasali a causa, soprattutto, della scarsa idoneita dei
tradizionali dispositivi nasali [Djupesland, 2003]. Le polveri nasali basate sull’'uso di
chitosano hanno mostrato di possedere un maggiore tempo di residenza rispetto alle
soluzioni [I1lum, 1998].

In questa review ¢ stata sintetizzata la letteratura piu recente riguardante i sistemi di
veicolazione per il trasporto di farmaci nose-to-brain, basati su formulazioni in polvere
impieganti il chitosano, i suoi sali e derivati. Vengono passati in rassegna anche i farmaci

studiati per questa via di somministrazione ed i metodi preparativi delle formulazioni.

Farmaci contenuti in formulazioni nasali impieganti chitosano

Un elevato numero di farmaci ¢ stato utilizzato nei formulati nasali caratterizzati dalla
presenza di chitosano o suoi sali e derivati impiegati come promotori dell’assorbimento.
Questi farmaci possono venire classificati in antibiotici, antivirali, antinocicettivi,
antiemicrania, antiepilettici ed ansiolitici o come agenti terapeutici per il morbo di Parkinson
e di Alzheimer, per i fenomeni di neurodegenerazione e di ischemia centrale. I farmaci sono
generalmente incapaci di raggiungere il cervello passando dal torrente ematico. Alcuni
richiedono un maggiore assorbimento nel SNC in modo da produrre rapidamente i loro

effetti terapeutici. Il presente paragrafo discute brevemente i principali tipi di farmaci
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contenuti in formulazioni nasali a base di chitosano. Nel 2008 sono state proposte le prime
formulazioni nasali con chitosano quale promotore dell’assorbimento, con lo scopo di

indurre una captazione (up-take) cerebrale di agenti neuro-attivi.

Farmaci anti-ischemici. La N°-ciclopentiladenosina (CPA) ¢ un potente e selettivo
agonista dei recettori A; dell’adenosina ed ¢ un farmaco polare dotato di interessanti
proprieta anti-ischemiche a livello del SNC. Il CPA ¢ comunque incapace di raggiungere il
cervello passando dal sangue. Dopo somministrazione nasale (i.n.) di una sospensione
acquosa del farmaco tal quale, sono state ritrovate quantita insignificanti di CPA sia nel
sangue che nel SNC. Per il targeting cerebrale del CPA sono stati progettati dei sistemi di
veicolazione microparticellari; questi sono stati preparati con mannitolo o chitosano e testati
in vivo. Dopo somministrazione i.n. delle microparticelle, il CPA ¢ stato rinvenuto nel LCS

[Dalpiaz et al., 2008], cosi come descritto nella sezione “Sali del Chitosano™.

Farmaci per I’Alzheimer. La terapia sostitutiva a lungo termine con estrogeni ha mostrato
efficacia nella prevenzione e nel trattamento della patologia di Alzheimer. Wang er al.
(2005) hanno dimostrato che ’estradiolo (E2), in forma di complesso di inclusione in -
ciclodestrine metilate in modo random, viene trasportato nel LCS attraverso i neuroni
olfattivi. Gli autori hanno preparato nanoparticelle (NP) di chitosano con lo scopo di ridurre
la clearance mucociliare, aumentare la permeazione di E2 nella mucosa nasale e migliorarne
il targeting cerebrale [Wang et al., 2008]. La rivastigmina ¢ risaputo essere un inibitore sia
dell’acetilcolinesterasi che della butirrilcolinesterasi. Di recente, questo farmaco ¢ stato
scelto come agente candidato per il morbo di Alzheimer ed utilizzato in studi di
incapsulamento in NP di chitosano in modo da ottenere nuovi formulati in grado di
aumentare la biodisponibilita cerebrale della rivastigmina. Nello specifico, ¢ stato dimostrato
che, dopo somministrazione i.n., le NP hanno incrementato I’efficienza della rivastigmina
nel raggiungere il cervello rispetto ad una sua somministrazione endovenosa (e.v.) [Fazil ef
al., 2012]. Risultati simili sono stati ottenuti dall’incapsulamento del timochinone in NP di
chitosano. Questo farmaco mostra molte qualita farmacologiche tra cui effetti antiossidanti
ed antiinfiammatori che possono migliorare i deficit cognitivi e la neurodegenerazione
[Alam ef al., 2012]. Infine, un altro inibitore enzimatico dell’aceticolinesterasi, il donepezil,
¢ stato studiato per il suo caricamento in NP di chitosano proposte come un nuovo potenziale

sistema di veicolazione nel trattamento dell’ Alzheimer [Bhavna et al., 2014].
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Farmaci ansiolitici. 11 buspirone appartiene alla famiglia degli azapironi, una classe di
farmaci impiegata come ansiolitici ed antipsicotici. Nel 2009 sono state studiate soluzioni
nasali mucoadesive formulate con chitosano ed idrossipropil-p-ciclodestrina con lo scopo di
valutare la capacita nel promuovere 1’assorbimento del buspirone sia nel cervello che nel
torrente ematico. La somministrazione i.n. delle formulazioni con chitosano ha incrementato
il raggiungimento cerebrale del farmaco rispetto alle formulazioni in cui ¢ presente solo il
buspirone [Khan er a/., 2010]. La venlafaxina ¢ un antidepressivo inibitore del re-uptake
della serotonina e della noradrenalina. Formulata in soluzione, pud raggiungere il cervello
dopo somministrazione e.v. ed i.n. [Haque et a/., 2012]. Tuttavia, le sue concentrazioni
plasmatiche sono spesso causa di effetti indesiderati. Haque er al. (2012) hanno percid
preparato NP di chitosano caricate con venlafaxina in modo da aumentare I’up-take cerebrale
del farmaco previa somministrazione i.n. [Haque ef a/., 2012], come descritto nella sezione

“Sali del Chitosano”.

Farmaci per il Parkinson. Il ropinirolo ¢ un agonista dei recettori dopaminergici D,
impiegato per il trattamento del Parkinson (PD). Nel 2010 sono state proposte formulazioni a
base di chitosano ed idrossipropilmetilcellulosa per aumentare il trasporto nasale al cervello
dell’agonista D, ropinirolo [Khan er «/, 2010]. La bromocriptina ¢ un agonista
dopaminergico di vasto impiego clinico usata per annullare o minimizzare le fluttuazioni
motorie deleterie dovute al trattamento a lungo termine del PD con levodopa. E noto che
questo farmaco protegge le cellule dopaminergiche [Lim ef a/., 2009]. Pertanto ultimamente
¢ stato indagato il potenziale uso di NP di chitosano come sistema di veicolazione volto ad
aumentare il grado di raggiungimento cerebrale della bromocriptina in seguito a
somministrazione i.n. [Md e al., 2013;2014] (vedi sezione “Chitosano non Modificato™). La
rasigilina ¢ un inibitore delle monoammino ossidasi ed usata sia nelle fasi iniziali che
avanzate del PD [Gallagher and Schrag, 2008]. Caricare la rasagilina in NP di chitosano
glutammato, ottenute tramite il metodo di gelificazione ionica con anioni tripolifosfati, ¢
risultato essere un metodo efficace per favorire il passaggio del farmaco nel cervello,
permettendo un conseguimento concreto del targeting diretto nose-to-brain nella terapia del

PD [Mittal et al.,2014].

Farmaci anti-emicrania. Il zolmitriptan ¢ un farmaco approvato dalla Food and Drug
Administration (FDA) per il trattamento di prima linea del dolore da emicrania. Sebbene
I’assorbimento dello zolmitripan sia inizialmente molto rapido dopo somministrazione nasale

ed orale, evidenze cliniche hanno indicato che gli spray nasali e le formulazioni orali hanno
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simili parametri farmacocinetici, come emivita, biodisponibilita ed effetto terapeutico dello
zolmitriptan. D’altro canto, ¢ stato dimostrato da Dalpiaz e al. (2012) che la
somministrazione i.n. in ratti ¢ capace di potenziare I'up-take centrale dello zolmitriptan,
permettendo una riduzione dei livelli periferici del farmaco rispetto alle somministrazioni
e.v. Vari formulati microparticellari basati sul chitosano ed i suoi sali sono stati proposti e
studiati per aumentare il targeting cerebrale dello zolmitriptan per via i.n. Microparticelle
essiccate e mucoadesive di chitosano glutammato hanno dimostrato avere la piu elevata
efficacia nel promuovere 1’up-take centrale dello zolmitriptan, come descritto nella sezione

“Sali del Chitosano” [Gavini et al., 2013;Alhalaweh ef al., 2009;2011;Kaur and Kaur, 2014].

Farmaci anti-neurodegenerativi. E risaputo che un insufficiente apporto di fattori
neurotrofici induce degenerazione neuronale. Il fattore neurotrofico derivato dal cervello ¢
uno dei principali fattori neurotrofici capaci di promuovere la soppravvivenza dei neuroni in
patologie neurodegenerative. Analogamente, il fattore di crescita nervoso ¢ impiegato nella
terapia delle patologie neurodegenerative. Viste le importanti azioni, tali farmaci sono stati
impiegati in formulazioni basate su chitosano per aumentare la loro biodisponibilita
cerebrale [Vaka er al., 2009;2012]. L’acido carnosico ¢ un diterpene fenolico che puo
promuovere la sintesi del fattore di crescita nervoso nelle cellule umane di glioblastoma ed
aumentare la produzione del fattore neurotrofico derivato dal cervello nelle linee cellulari
neuronali dopaminergiche. E stata studiata la somministrazione i.n. di questi farmaci in
presenza di chitosano per aumentare i livelli endogeni delle neurotrofine nel cervello di ratto

[Vaka et al., 2011].

Farmaci antibiotici. La cefotaxima ¢ un antibiotico cefalosporinico (antibiotico di terza
generazione beta-lattamico) utilizzato per trattare un’ampia varieta di infezioni batteriche.
Nel 2011, ¢ stato proposto uno studio sulla somministrazione nasale della cefotaxima per
indurne un up-take cerebrale. I risultati di questa indagine hanno evidenziato livelli
comparabili di farmaco nel cervello sia dopo somministrazione i.n che e.v. La presenza del
chitosano nelle formulazioni nasali non ha contribuito nel modificare i livelli della
cefotaxima nel cervello [Manda er a/., 2011]. E stato recentemente dimostrato da Gavini ez
al. (2011) che la rokitamicina, farmaco alternativo agli analoghi antibiotici macrolidici, non
¢ capace di superare la BEE e raggiungere il LCS a partire dal torrente ematico. In aggiunta,
in ratti, la somministrazione nasale di rokitamicina, incapsulata in microparticelle di
chitosano, non ha portato all’assorbimento del farmaco nel torrente circolatorio o nel LCS. In

contrasto, la rokitamicina ¢ stata assorbita in questi siti dopo somministrazione nasale di
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microparticelle di chitosano glutammato cariche con rokitamicina. Questo indica un
differente ruolo come penetration enhancer del chitosano se presente in forma pura o come
sale. Questi aspetti sono stati descritti nelle sezioni “Chitosano non Modificato” e “Sali del

Chitosano”.

Farmaci antinocicettivi. Il milnacipran ¢ un inibitore del re-uptake della serotonina-
noradrenalina (SNRI) con impiego clinico nel trattamento della fibromialgia. La
somministrazione i.n. di milnacipran in ratti, ha portato ad un trasporto diretto del farmaco al
SNC e ad un passaggio al circolo ematico. In aggiunta, la co-somministrazione con chitosano
per via nasale, ha consentito di incrementare le concentrazioni di principio attivo nel plasma
e nel LCS e di ottenere una maggiore azione farmacologica [Uchida ez a/., 2011]. La leucina-
encefalina ¢ un neurotrasmettitore con un grosso potenziale nel controllo del dolore. Essa ¢
stata quindi incapsulata in NP di N-trimetilchitosano e, dopo somministrazione i.n. in topi, €
stato dimostrata la capacita della formulazione di indurre 1’up-take cerebrale della leucina-
encefalina [Kumar er al., 2013] (vedi sezione “Derivati del Chitosano”). Tra i farmaci
antinocicettivi, la tizanidina cloridrato e la ciclobenzaprina cloridrato sono utilizzate nel
trattamento sintomatico del dolore causato da spasmi muscolari. Questi farmaci sono stati
incapsulati in NP di chitosano tiolato, permettendo un efficiente wup-fake cerebrale ed

un’azione antinocicettiva dopo somministrazione nasale in topi [Patel ez al., 2012;2013].

Farmaci antiepilettici. Il lorazepam ¢ un derivato benzodiazepinico impiegato nella
terapia dello stato epilettico. Viene preferito rispetto al diazepam poiché & capace di
combinare una rapidita d’insorgenza d’azione con una prolungata azione antiepilettica [Cock
et al., 2002]. Attualmente il lorazepam ¢ disponibile in formulazioni in compresse ed in
forma iniettabile, capaci di rilasciare il farmaco nella circolazione sistemica ma con un
limitato up-take del farmaco nella BEE. Recentemente sono state preparate microsfere di
chitosano caricate con lorazepam e disperse in sospensioni di gel termosensibili di Pluronic
destinate ad una somministrazione i.n. Questo tipo di formulazione ¢ stata suggerita per
future applicazioni destinate alla consegna nasale sostenuta e protratta di farmaci

antiepilettici [José er al., 2013].

Farmaci anti-HIV. E stato presentato di recente [Dalpiaz e a/, 2012] un profarmaco
ottenuto mediante coniugazione del farmaco antiretrovirale zidovudina (AZT) con acido
ursodeossicolico (UDCA). Questo € un potenziale carrier nel trasporto della AZT nel SNC,

in quanto capace di evitare 1 trasportatori di efflusso attivo e, probabilmente, aumentare cosi
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I’efficacia della AZT come farmaco anti-HIV. Per ottenere un aumento del fargeting
cerebrale della AZT, sono state proposte delle microparticelle solide lipidiche (SLM) come
carrier per la somministrazione nasale del profarmaco UDCA-AZT. La soministrazione i.n.
in ratti di SLM, basate sull’acido stearico, ha indotto un aumento dell’up-take del
profarmaco nel LCS, dimostrando la presenza di un percorso diretto tra il naso ed il SNC.
Inoltre la presenza del chitosano cloridrato nella formulazione nasale ha aumentato di circa
sei volte I'up-take del profarmaco nel LCS, confermando che i sali del chitosano sono dei
preziosi strumenti in grado di incrementare I’assorbimento cerebrale di farmaci, in seguito ad

una somministrazione nasale [Dalpiaz ef al., 2014].

Chitosano

Il chitosano (CH) ¢ un polimero naturale biodegradabile con un notevole potenziale nel
campo farmaceutico grazie alla sua biocompatibilita, elevata densita di carica, atossicita e
mucoadesione [Sinha ef al., 2004;Sernkop-Schniirch and Diinnhaupt, 2012]. Il polimero
lineare deriva dalla parziale deacetilazione della chitina contenuta nello scheletro dei
crostacei, ed ¢ composto da P-(1-4)-D-glucosammina (unita deacetilata) e N-acetil-D-
glucosammina (unita acetilata) distribuite casualmente. Il CH pud essere ottenuto con un
ampia gamma di pesi molecolari, di gradi di deacetilazione (40-98%) e viscositd. E
insolubile in condizioni di pH neutro od alcalino, mentre a valori di pH acidi la protonazione
dei gruppi amminici (pKa 6,3) ne aumenta la solubilita [ Luppi ez a/., 2010].

E disponibile un certo numero di sali del CH (ad es. CH cloridrato, glutmmato ed
ascorbato) [Dalpiaz et al., 2008;Gavini et al., 2009;Maestrelli et al., 2004;Corti et al.,
2008;Rossi ef al., 2008] e di derivati (ad es. N-carbossimetilchitosano, N-trimetilchitosano,
metilpirrolidone chitosano e coniugati ammonici quaternari del chitosano) [Di Colo et al.,
2004;Van der Merwe et al., 2004;Zambito et al., 2006a;2006b;2008;Thanou et al.,
2000;2001;Gavini et al., 2008; Rassu et al., 2009] aventi caratteristiche migliori del CH
stesso, come solubilitd, mucoadesione e capacita di penetration enhancer (Fig. 2). 11 CH
forma interazioni elettrostatiche con la superficie carica negativamente delle cellule epiteliali
e riduce cosi la clearance dall’epitelio nasale. Nella cavita nasale, il CH assorbe acqua dallo
strato mucoso formando una patina sottile, simile ad un gel, che prolunga il tempo di
residenza di un farmaco al sito di assorbimento e ne migliora la biodisponibilita [Sinha er al.,
2004]. 11 CH ¢ inoltre in grado di aprire reversibilmente le tight junction, favorendo cosi un
trasporto extracellulare verso il SNC, passando lungo la via del nervo olfattivo e del

trigemino [Dhuria ef al., 2010].

Tesi di Dottorato di Elena Soddu
“Progettazione e sviluppo di sistemi di veicolazione non invasivi per neuro-farmaci”
Dottorato in Scienze e Tecnologie Chimiche, indirizzo Scienze Farmaceutiche
Universita degli Studi di Sassari

66



Parte 1 Capitolo II

Le 3 principali caratteristiche del CH da considerarsi nello sviluppo di un sistema di
veicolazione sono: il grado di deacetilazione (DD), il peso molecolare (PM) e la purezza.
Poiché la maggior parte delle proprieta biologiche sono correlate con 1’aspetto cationico del
chitosano, il parametro con maggiore influenza ¢ il DD. In alcuni casi, comunque, il PM ha
un ruolo predominante [Aranaz ef al., 2009]. Il grado di biodegradazione dipende dalla
lunghezza delle catene (PM) [Tomihata and lkada, 1997;Zhang and Neau, 2001;Huang et al.,
2004] ed aumenta con la diminuzione del DD [Hirano ef al, 1989;Sashiwa et al.,
1991;Kurita ef al., 2000]. La tossicita del chitosano ¢ riportata essere in relazione con il DD.
Schipper et al. (1996) hanno documentato che chitosani con DD maggiore del 35% hanno
bassa tossicita, mentre un DD minore del 35% ¢ causa di tossicita dose-dipendente. Al
contrario, il PM del CH non influenza la sua tossicita. Diversi studi testimoniano come il CH
non sia dannoso alla mucosa nasale quando adoperato nello sviluppo di formulazioni [Candy
and Sharma, 1990;Tharanathan and Kittur, 2003;Gavini ef al., 2005;Amidi ef al., 2006].

Le proprieta di mucoadesione del CH dipendono dalla quantita di acido sialico
presente nella mucina, cosi come dal PM e dal DD del polimero stesso [Aranaz et al.,
2009]. E stato trovato che quando aumenta il PM del CH aumenta anche la
penetrazione di questo attraverso lo strato di mucina. La mucoadesione percid
diventa piu forte [Lehr er al., 1992]. D’altra parte un maggiore DD porta ad un
aumento della densita di carica della molecola e le proprieta di adesione diventano
piu rilevanti [He er al., 1998].

Sia il PM che il DD definiscono le proprieta del chitosano come penetration
enhancer [Bonferoni ef al., 2009]. In generale, un maggiore PM e grado di DD ha
mostrato di migliorare la capacita del CH di aprire le tight junction [Schipper et al.,
1996]. 1 parametri fondamentali del CH, come il PM ed il DD, in linea generale
possono influenzare le dimensioni particellari e la carica di superfice [ Tiyaboonchai,
2003]. La Tab. 1 riassume le tipologie di chitosano impiegate nel trasporto nose-to-

brain di farmaci.

Chitosano non modificato

I dati della letteratura mostrano come il tipo di chitosano maggiormente impiegato nella
preparazione di formulati in polvere sia il chitosano non modificato avente diversi PM e DD.
Wang et al. (2008), nella preparazione di NP hanno utilizzato chitosano con un 95% di DD e
con PM di 50 kDa ed hanno ottenuto concentrazioni significativamente piu alte di estradiolo

nel LCS dopo una somministrazione nasale piuttosto che endovenosa. I CH con un PM
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medio e con un alto DD (96%) ¢ stato impiegato in NP nasali caricate con timochinone.
Queste hanno mostrato di essere piu efficaci nel targeting cerebrale rispetto all’utilizzo di
semplici soluzioni endovenose o nasali del farmaco [Alam ef a/., 2012]. NP di chitosano
cariche con rivastigmina (RHT) con CH a PM medio (750 kDa) ed un DD di circa 85%,
hanno migliorato la biodisponibilita del farmaco e I’up-fake di RHT al cervello mediante
somministrazione nasale. Le concentrazioni cerebrali raggiunte dopo somministrazione i.n.
delle NP sono state significativamente maggiori rispetto a quelle ottenute da una
somministrazione e.v. o i.n. di soluzioni di RHT. E stata trovata una maggiore efficienza nel
trasporto del farmaco ed un maggiore coinvolgimento del trasporto diretto mediante
I’utilizzo di NP di chitosano cariche del farmaco rispetto ad altre formulazioni [Fazil ef al.,
2012].

Lo stesso tipo di CH ¢ stato usato da Md ef al. (2013) per valutare la capacita di una
soluzione di bromocriptina (BRC) e di NP caricate con bromocriptina di distribuirsi nei siti
cerebrali e nel sangue. I risultati degli studi sul fargeting cerebrale hanno rivelato un elevato
up-take della BRC, quando presente nelle NP di chitosano, favorito da un meccanismo
diretto nose-to-brain, con, in aggiunta, un potenziamento dell’effetto antiossidante della
bromocriptina successivamente ad una somministrazione i.n. In un altro studio, gli stessi
autori hanno riportato come le medesime NP siano state capaci di produrre una maggiore
ritenzione nelle narici, rispetto a soluzioni di BRC. NP di chitosano, caricate con BRC e
somministrate per via i.n., hanno portato ad una concentrazione significativamente piu
elevata di dopamina rispetto alla somministrazione di alloperidolo in topi. Nei topi trattati
con alloperidolo, nelle loro sezioni istopatologiche cerebrali si & evidenziata una
degenerazione selettiva dei neuroni dopaminergici, evento che € stato decisamente invertito
dalla somministrazione di NP di chitosano caricate con BRC. Queste NP sono state proposte
come carrier per il trasporto nose-to-brain di farmaci nella terapia del morbo di PD [Md et
al., 2014].

Sharma et al. (2013) hanno condotto studi in vivo su ratti per ricercare la quantita di
levodopa nel cervello in seguito a somministrazione i.n. di NP di chitosano caricate con il
farmaco (CNL) da sole od incorporate in gel termoreversibili (CNLP gel). Le NP sono state
preparate utilizzando CH con un PM medio e un DD del 75-85%. Queste sono state
ottimizzate in modo da ottenere le NP di dimensione particellare desiderata. I risultati hanno
indicato che la quantita massima del farmaco ritrovata nel cervello dopo somministrazione
in. di una sospensione delle CNL in salina, era simile a quella ottenuta con la

somministrazione del farmaco disperso nel gel semplice. L’uso di gel termoreversibili rende
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piu semplice la somministrazione nasale, ma diminuisce il grado di migrazione delle NP ¢ la
disponibilita di queste sulla superficie nasale assorbente.

Gel termo-sensibili contenenti microsfere sono stati ugualmente sviluppati e caratterizzati
per il targeting cerebrale mediato dalla via nasale da Jos¢ ef a/. (2013). Gli autori non hanno
riportato nessuna proprieta circa il chitosano adoperato. I risultati hanno mostrato che il
grado di rilascio in vitro ha seguito un profilo di dispersione prolungata delle microsfere nel
mezzo Viscoso, in contrasto alle microsfere da sole. La formulazione non ha prodotto alcun
effetto tossico sulla struttura microscopica delle mucosa nasale. E da notare che, negli
esperimenti in vivo, in tutti gli articoli citati precedentemente, le NP sono state sospese in un
tampone di soluzione salina prima dell’instillazione nella narice.

Musumeci et al. (2014) hanno investigato 1’effetto del PM del chitosano sulle dimensioni e
sulla carica di superficie di NP. Mantenendo costanti le concentrazioni di chitosano e quelle
del cross-linker, i1 CH con PM medio (190-310 kDa; DD 75%-85%) ha portato alla
formazione di particelle con una dimensione media maggiore rispetto a quelle ottenute
impiegando CH con un piu basso PM (50-190 kDa, DD 75%-85%). In aggiunta, ¢ stata
indagata I’influenza della carica di superficie e del tipo di polimero sull’up-take nel tempo in
cellule olfattive di rivestimento (OEC) purificate. Gli autori hanno dimostrato che NP con
elevato potenziale zeta, come quelle preparate con chitosano, subivano un minore up-take.
Le NP sono state proposte come carrier per veicolare farmaci destinati ad un trasporto
diretto nose-to-brain.

Microsfere di CH sono state studiate per il trasporto nose-to-brain del metotrexato (MTX).
E stato adoperato CH con differenti PM (484,25; 851,5; 854,7 ¢ 852,3 kDa) e DD (92,5;
92,9; 90,1 e 85,5%). Il tipo del chitosano non ha dimostrato avere nessuna influenza sul
caricamento del farmaco e sulle dimensioni particellari ed il DD non ha influenzato il grado
di rilascio del MTX in tampone fosfato a pH 7,4. Al contrario, solo la formulazione
preparata con chitosano con il pitt basso PM ha portato ad un maggior grado di rilascio del
farmaco rispetto a quello ottenuto con gli altri chitosani. Il MTX ¢ stato ritrovato nei tessuti
cerebrali dopo somministrazione nasale di una sua soluzione e di microsfere di chitosano
caricate con il farmaco. Queste ultime hanno garantito un maggiore trasporto nose-to-brain
rispetto alla soluzione acquosa di MTX, per somministrazione i.n. Per di piu, il chitosano ha
dato mostra della sua capacita nell’essere un sicuro ed efficace absorption enhancer nasale
per farmaci scarsamente assorbiti attraverso la via olfattiva, come il MTX [Sun et a/., 2012].

Rassu er al. (2008) hanno suggerito I’impiego di microsfere di CH caricate con
rokitamicina. E stato impiegato CH con PM di 282 kDa e DD del 96%. I risultati hanno

mostrato che il caricamento del farmaco nel network polimerico ha portato ad un aumento
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nel grado di dissoluzione rispetto al farmaco impiegato come tale. Inoltre, il network ha
migliorato e prolungato in vitro 1’effetto antiemebico del farmaco. Microsfere basate
sul’impiego di chitosano (PM: 150 kDa; DD>85%), con un rapporto ottimale
farmaco/polimero, sono state per di piu capaci di aumentare la permeazione dello

zolmitriptan sia in studi in vitro che in vivo [Gavini ef al., 2013].

Sali del chitosano

Il sale cloridrato del CH ¢ I'unico ad avere una specifica monografia nella Farmacopea
Europea 8,0 e nel USP 34/Formulario Nazionale 29. Dalpiaz ef a/. (2008) hanno preparato e
caratterizzato microparticelle progettate per la somministrazione nasale della N°-
ciclopentiladenosina (CPA) composte da CH cloridrato (PM: 160 kDa; DD: 86%). Negli
studi in vivo, condotti su ratti, 1 risultati hanno mostrato che con la somministrazione i.n.
delle microparticelle caricate con il farmaco, il CPA veniva rinvenuto sia nel LCS che nel
bulbo olfattivo. Inoltre, la comparsa del farmaco nel LCS ¢ stata piu rapida e di maggiore
entita dopo insufflazione delle formulazioni con CH rispetto ad altre con mannitolo-lecitina.
Di fatto, la deposizione nasale delle microparticelle di CH ha contribuito all’up-fake del
farmaco polare CPA nel LCS, principalmente mediante I’attivazione di un meccanismo
paracellulare attraverso 1’epitelio olfattivo. Lo stesso CH ¢ stato impiegato da Gavini er al.
(2009) nella preparazione di microsfere mucoadesive in grado di trattenere e controllare il
rilascio di idrossipropil-p-ciclodestrina (CD) per il targeting cerebrale attraverso
somministrazione i.n. Gli autori hanno dimostrato che, la somministrazione nasale in ratti,
delle microsfere di CH ha ridotto la neurotossicita e la neurodegenerazione indotta dal B-
amiloide. Di fatto, le CD rilasciate hanno frenato i parametri di stress ossidativo ed
apoptotico nell’ippocampo di ratto [Soddu ez al., 2013]. Ancora, Gavini et /. (2011) hanno
indagato I’influenza del tipo di chitosano sull’assorbimento della rokitamicina (RK) a livello
ematico ed a livello del LCS dopo somministrazione i.n. a ratti. Sono state preparate e
studiate in vitro ed in vivo delle microsfere con chitosano glutammato (CG) (PM <200 kDa,
DD: 75-90%) o chitosano (PM: 282 kDa, DD: 96%). I processi di assorbimento della RK
sono stati promossi solo dalle microparticelle ottenute con il sale idrosolubile del chitosano,
ma non da quelle ottenute con il chitosano. Per le formulazioni nasali basate sull’impiego del
chitosano, I’idrosolubilita delle particelle sembra percio essere una proprieta essenziale nel
promuovere 1’assorbimento del farmaco sia a livello sistemico che nel LCS.

Successivamente, gli stessi autori hanno valutato in vivo ’effetto di microcarrier
polimerici sul up-take nasale dello zolmitriptan nel targeting cerebrale [Gavini et al., 2013].

Sono stati studiati prima in vitro [Alhalaweh ef al., 2009;2011] ed ex vivo [Gavini et al.,
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2013] i formulati in polvere consistenti di vari tipi di chitosani a diversi PM (chitosano
glutammato con PM<200 kDa, DD: 75-90%; chitosano glutammato con PM: 200-600 kDa,
DD: 75-90% o chitosano base con PM: 150 kDa, DD>85%) o idrossipropilmetilcellulosa
(HPMCQ). In vivo, sono state studiate solo le formulazioni con chitosano glutammato con il
piu alto peso molecolare 0 HPMC con un rapporto farmaco/polimero di 50:50, in quanto
hanno mostrato buone proprieta mucoadesive ed hanno modificato il grado di permeazione
del farmaco. Le microparticelle di CG hanno dimostrato di essere le piu efficienti nel
promuovere I’up-take centrale dello zolmitriptan nell’arco di tempo di 1 h, con una riduzione
dei livelli periferici del farmaco [Gavini ef a/., 2013]. Tutte le formulazioni microparticellari
sono state somministrate in vivo mediante insuflattori specifici per polveri.

Del chitosano glutammato a basso peso molecolare (DD>85%) ¢ stato usato per preparare
NP caricate con venlafaxina con il fine di aumentare la sua captazione cerebrale attraverso la
via nasale. In vivo, ¢ stata studiata la farmacocinetica, 'up-take cerebrale e gli effetti
antidepressivi delle NP caricate con venlafaxina e somministrate per via nasale. Gli autori
hanno riportato che le NP sono state disciolte in 100 pL di soluzione salina normale, 1 h
prima della somministrazione nasale. I dati hanno rivelato che una quantita significativa di
farmaco ¢ stata trasportata al cervello velocemente e con efficacia, dopo somministrazione
1.n. delle NP di chitosano caricate con il farmaco; si € osservata inoltre un’aumentata attivita

locomotoria [Haque ef al., 2012].

Derivati del chitosano

I derivati chimici del chitosano sono stati oggetto di un crescente interesse nelle ultime
decadi per via dei loro vantaggi chimici, biologici e funzionali rispetto al chitosano non
modificato. Questi includono migliore solubilita nelle soluzioni acquose in un ampio
intervallo di pH, proprieta di gelificazione, possibilita di invertire la loro carica netta da
policationica a polianionica, la progettezione di derivati idrofobici con caratteristiche
amfifiliche, una capacita di imbrigliare nanostrutture auto-assemblanti e coniugati chimici
con molecole terapeutiche e bioattive, migliore biocompatibilita (per es. emo-compatibilita)
e migliori proprieta di complessazione del pDNA o dei siRNA [Sarmento ef al., 2011].
L’incaspulamento della RK in derivati del chitosano, vale a dire dietil amminoetil-(dietil
dimetilene ammonio), metil chitosani [Zambito et al., 2006a], ha portato a microparticelle
con proprieta simili o spesso migliori rispetto a quelle date dalle formulazioni prodotte con
chitosano, in riferimento alle dimensioni, al comportamento di rilascio in vifro ed alla
mucoadesione, rendendole cosi piu adatte per la somministrazione nasale [Rassu ef al.,

2009].
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11 chitosano a basso PM (PM: 10 kDa; DD: 80,0%) ¢ stato usato per coniugare al gruppo
idrossilico del C2 il monometossi-PEG, con il PEG coniugato all’oligopeptide TAT, un cell
penetrating peptide. 1l polimero cosi sintetizzato, chitosano-PEG-TAT, ¢ stato impiegato per
produrre NP di circa 5 nm di diametro, con lo scopo di veicolare il complesso con siRNA
alle cellule neuronali nella terapia delle patologie neurodegenerative [Malhorta et al.,
2013a]. Lo studio ha indicato che la formulazione di NP con chitosano funzionalizzate in
superficie ¢ stata capace di trasporto del siRNA al cervello attraverso la somministrazione
nasale. La dose ottimale di siRNA ¢ stata raggiunta nelle cellule neuronali della corteccia
cerebrale e nelle cellule cerebellari di Purkinje grazie alle NP, senza il palesarsi di effetti
tossici locali [Malhorta ez al., 2013b].

Il chitosano trimetilato (TMC) ¢ un derivato del chitosano parzialmente quaternizzato che
mostra una buona solubilita in acqua in un ampio intervallo di pH cosi come buone proprieta
di mucoadesione ed un’eccellente azione come penetration enhancer rispetto agli altri sali
del chitosano [Thanou ef al., 2000;Hamman et al., 2002;Andrade ef al., 2011]. NP di TMC
rappresentano un potenziale nuovo sistema di veicolazione per il trasporto di proteine
attraverso la mucosa nasale [Amidi er a/., 2006]. Per questa ragione, Kumar et al. (2013)
hanno preparato NP di N-trimetil chitosano caricate con leucina-encefalina come veicolo per
il trasporto cerebrale attraverso la via nasale. I risultati della valutazione biologica hanno
confermato che la leucina-encefalina ¢ stata trasportata con successo nella sua forma attiva
dalle NP di TMC ai tessuti cerebrali, passando dalla cavita nasale, e garantendo una potente

azione analgesica centrale.

Metodi di preparazione

E stata sviluppata una certa varieta di procedure sintetiche (coacervazione complessa,
emulsione/evaporazione, nanoprecipitazione e polimerizzazione radicalica) per 1’ottenimento
di NP di chitosano destinate a molteplici impieghi. Il metodo pit comunente adoperato per la
preparazione di NP di chitosano, rivolte ad un trasporto nose-to-brain di un farmaco, ¢
quello indicato come ionotropico o gelificazione ionica. Quest’ultima riguarda 1’aggregarsi
spontaneo del chitosano con contro-ioni multivalenti, di cui il piut comune ¢ il sodio
tripolifosfato (TPP) [Lai ef al., 2014]. La formazione delle NP ¢ il risultato dell’interazione
ionica tra i gruppi amminici del chitosano carichi positivamente ed i gruppi negativi del TPP
[Alam et al., 2012].

NP impieganti chitosano non modificato sono state ottenute dopo aggiunta, goccia a
goccia, di una soluzione acquosa di TPP ad una del chitosano in acido acetico, sotto

agitazione magnetica costante ed a temperatura ambiente [Wang er al., 2008;Alam et al.,
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2012;Md et al., 2013;Sharma et al., 2014]. 1l rapporto del chitosano con il TPP, in generale,
¢ stato stabilito mediante studi preliminari. Alcuni autori hanno controllato la velocita
nell’aggiunta della soluzione di TPP (mL/min) [Wang ef al., 2008;Sharma et al., 2014] e
quella dell’agitazione a 600 rpm [Md ef al., 2013] o 1500 rpm [Wang et al., 2008]. Le NP
sono state raccolte mediante centrifugazione a 15000 rpm a 4°C per 30-45 min [Alam ef al.,
2012; Fazil et al., 2012 Md et al., 2013] ed eventualmente liofilizzate [Md ef al., 2013]. Per
il caricamento delle formulazioni, prima dell’aggiunta del TPP, i farmaci vengono
solubilizzati in soluzioni di chitosano a diversi rapporti tra il farmaco ed il polimero. Haque
et al. (2012), hanno adoperato il metodo descritto in precedenza per la preparazione di NP di
chitosano glutammato e Malhotra er a/. (2013a) hanno applicato lo stesso metodo nella
preparazione di formulazioni nanoparticellari di siRNA sul polimero pegilato del chitosano
funzionalizzato con un peptide (TAT o MGF). NP di chitosano trimetilato (TMC) sono state
preparate attraverso gelificazione ionica del TMC con anioni TPP. L’unica differenza
rispetto ai metodi preparativi precedentemente riportati ¢ stata la solubilizzazione del TMC ¢
in acqua [Kumar et al., 2013].

Musumeci ef al. (2014) hanno preparato NP di chitosano con un metodo modificato basato
sulla gelificazione ionica del chitosano con anioni solfati. Il chitosano non modificato ¢ stato
solubilizzato in una soluzione acquosa di acido acetico ed ¢ stato addizionato del Tween 80 a
differenti concentrazioni. Una soluzione filtrata di solfato di sodio ¢ stata addizionata goccia
a goccia alla soluzione di chitosano, sotto costante agitazione magnetica. Le sospensioni
ottenute sono state sonicate per 15 min e quindi lasciate in agitazione magnetica per 1 h a
differenti velocita (500 e 1250 rpm).

Nella preparazione delle microsfere di chitosano sono stati adoperati vari metodi. Questi
includono I’interazione con anioni (ad es. tripolifosfato, tetrapolifosfato, esametafosfato,
alginato, carragenine, ottile solfato e lauril solfato), il cross-linking con altre sostanze
chimiche (ed es. glutaraldeide, formaldeide e genipina), I’evaporazione del solvente e lo
spray drying [Sinha et al., 2004]. Le microsfere nasali per il fargeting cerebrale di farmaci
sono state principalmente preparate mediante spray drying. Questa tecnica consiste nella
trasformazione del campione da uno stato fluido ad uno particellare essiccato attraverso lo
spruzzo del campione in un mezzo gassoso essiccante [Cal e a/., 2010].

Le microsfere caricate con farmaci basate su chitosano non modificato, sono state
preparate utilizzando diversi rapporti in peso tra farmaco e polimero. I campioni in soluzione
sono stati preparati disciogliendo la miscela del farmaco con il chitosano in etanolo, acqua ed
acido acetico in un rapporto 50:49:1 (v/v) [Rassu er al., 2008]. Le soluzioni sono state inoltre

aggiustate al pH 5 mediante aggiunta di acido acetico allo 0,25% (v/v) [Gavini et al.,
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2013;Alhalaweh er al., 2009] o di una soluzione di acido cloridrico 0,1 N [Sun ef al., 2012]
sotto agitazione magnetica. Le soluzioni sono state nebulizzate utilizzando uno spray dryer
per laboratori ed un sistema a ciclo aperto con un ugello a pressione (flusso in co-corrente).
E stata utilizzata I’aria come mezzo essiccante (115°C-160°C). Le particelle essiccate sono
state rimosse dal recipiente di raccolta e poste in un essiccatore sino alle relative analisi.

Con il chitosano cloridrato, le microsfere sono state ottenute mediante nebulizzazione di
una soluzione acquosa del farmaco e del polimero [Dalpiaz et al., 2008;Gavini et al., 2009].
Diversamente, il chitosano glutammato ¢ stato solubilizzato in una miscela di acqua ed acido
acetico al rapporto di 99:1 (v/v) [Gavini et al., 2011] o in acqua aggiustata a pH 5 mediante
acido acetico allo 0,25% (v/v) [Gavini et al., 2013;Alhalaweh et al., 2009], principalmente
con lo scopo di aumentare la solubilizzazione dei componenti del campione da essiccare per
spray drying. 1 campioni in soluzione contenenti derivati del chitosano idrosolubili, dietil
amminoetil-(dietil dimetilene ammonio), metil chitosani, sono state allestite utilizzando una
soluzione di acqua:acido acetico in un rapporto di 99,5:0,5 (v/v) a causa della scarsa
solubilita in acqua del farmaco rokitamicina [Rassu et a/., 2009]. Le condizioni di spruzzo
impiegate in questi lavori (temperatura di ingresso ed uscita, pressione di spruzzo e velocita
di alimentazione della soluzione) sono state piu 0 meno le stesse, indipendentemente dal tipo
di chitosano impiegato.

Le microsfere di chitosano caricate con lorazepam sono state preparate con un metodo di
emulsione mediante cross-linking. La soluzione di chitosano ¢ stata preparata in acido
acetico glaciale acquoso al 4% ed il farmaco ¢ stato solubilizzato in etanolo ¢ miscelato bene
con la soluzione del polimero. La miscela risultante ¢ stata iniettata tramite siringa in
paraffina liquida contenente Span 80 (7% v/v). Dopo 30 min dall’omogeneizzazione a 1500
rpm, ¢ stata addizionata glutaraldeide al 25% (v/v). Le microsfere ottenute sono state
centrifugate a 4000 rpm. Il sedimento ¢ stato quindi lavato per 3 volte con etere di petrolio

ed acetone ed essiccato in stufa ventilata a 50°C [José ef al., 2013].

Conclusioni e prospettive future

Nella somministrazione nasale di farmaci, le polveri hanno il vantaggio di essere dei
formulati di piu semplice manipolazione, di poter essere impiegate come carrier per proteine
ed altri farmaci instabili e di permettere un tempo di residenza prolungato del farmaco nella
cavita nasale, se confrontate con le corrispodenti formulazioni allo stato liquido. Le
particelle solide possono essere ottenute impiegando idonei parametri formulativi e di
processo, con dimensioni ¢ morfologia desiderate, in modo da favorire il depositarsi delle

formulazioni all’interno della cavita nasale, in particolar modo a livello della regione
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olfattiva, dopo somministrazione nasale. Nonostante molti studi sugli animali abbiano
evidenziato il trasporto diretto nose-to-brain, 1’'uso di questo tipo di formulazioni nella
terapia a livello umano, ¢ ancora lontano dall’essere realizzato. Come ha enfatizzato
Djupesland (2013), cio ¢ in parte dovuto a problemi etici e metodologici, nonché
all’inadeguatezza nella veicolazione delle formulazioni nei siti target situati in profondita.
Attualmente, i dispenser utilizzati negli studi animali sono di costruzione artigiale oppure
sono dispenser per uso umano adattati. Comunque, nessuno ¢ specifico per garantire il
depositarsi delle formulazioni nella regione olfattiva. Studi futuri dovrebbero focalizzarsi
sullo sviluppo di insuflattori che possono permettere il depositarsi delle formulazioni in
polvere su uno specifico sito nasale a seconda che la somministrazione nasale sia destinata o

per un fargeting cerebrale o per scopi sistemici.
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Tabella 1. Riepilogo del tipo di chitosano impiegato per il trasporto di farmaci nose-fo-
brain.
Chitosano .. . Metodo Farmaco .
non Caratteristiche Formulazione reparativo incapsulato Rif.
modificato prep p
. PM: 50 kDa; DD: Interazione . Wang et
Chitosano 95,0%, NP ionica con TPP Estradiolo al., 2008
. . Gelificazione . . Alam et
. 0,
Chitosano Medio PM; DD 96% NP ionica con TPP Timochinone al., 2008
. PM: 750 kDa; DD: Gelificazione S Fazil et
Chitosano ~59% NP ionica con TPP Rivastigmina al., 2012
. Medio PM; DD: Gelificazione .. Md et al.,
Chitosano ~85% NP ionica con TPP Bromocriptina 2013
PM: 50-190 kDa; DD: Musumec
. 75-85% e PM: 190- Gelificazione . .
Chitosano 310 kDa: DD: 75- NP ionica con TPP Rodamina B ietal.,
2014
85%
. Medio PM e DD: = Gelificazione L. Md et al.,
Chitosano 5% NP ionica con TPP Bromocriptina 2014
. Medio PM e DD: 75- Gelificazione Sharma et
Chitosano 85% NP jonica con TPP Levodopa al., 2014
. PM: 282 kDa; DD: . e Rassu et
Chitosano 96% MS Spray drying Rokitamicina al.. 2008
. . . . Sun et al.,
Chitosano Diversi PM e DD MS Spray drying Metotrexato 2012
Emulsione in
Chitosano Non riportato MS cross-linking Lorazepam Jose wﬁ
con al., 2013
glutaraldeide
. PM150 kDa; DD . . Gavini et
Chitosano ~85% MS Spray drying Zolmitriptan al.. 2013
S?h del Caratteristiche Formulazione Metodg . Farmaco Rif.
chitosano preparativo incapsulato
6_
Chitosano PM 160 kDa; DD MS Sprav drvi ciclo erliila denosi Dalpiaz et
cloridrato 86%, pray aryng P . al., 2008
Chitosano PM 160 kDa; DD . . . Gavini et
cloridrato 86% MS Spray drying Ciclodestrina "> 09
Chitosano PM <200 kDa; DD . o Gavini et
glutammato 75-90% MS Spray drying Rokitamicina al., 2011
Chitosano Gelificazione Venlafaxina [Haque et
. > 0,
glutammato Basso PM; DD 285% NP ionica con TPP cloridrato al.,2012]
Gavini et
Chitosano PM <200 kDa; DD al.,
Jutammato 75-90% e PM 200— NP Spray drying Zolmitriptan 2013;Alh
& 600 kDa; DD 75-90% alaweh et
al., 2009
Der_l vati del Caratteristiche Formulazione Metodg . Farmaco Rif.
chitosano preparativo incapsulato
N,O-[N,N-
dietilaminometil-
Dietil (dietildimetilene
amminoetil- ammonio)n] metil
(dietil chitosano (DD: Rassu f
dimetilene 88,3%, grado di MS Spray drying Rokitamicina e
X L al., 2009
ammonio)n sostituzione: 42,7%) e
metil N,O-[N,N-
chitosani dietilaminometil-
(dietildimetilene

ammonio)n] metil
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chitosano (DD:
88,6%; grado di
sostituzione: 58,9%)
L Grado di . . .
Trimetil . . Gelificazione Leucina- Kumar et
. quaternizzazione del NP . .
chitosano 25% ionica con TPP encefalina al., 2013
Pollmero del Malhorta
chitosano etal
pegilato e . . . . .
funzionalizzat PM: 10kDa; DD: NP .Ge.hﬁcazwne siRNA biotinilato 2013&4'
. 80%; ionica con TPP Malhorta
o con peptide ot al
(TAT o 2013b
MGF) R

NP: nanoparticelle; MS: microsfere
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Figura 1. Sezione saggitale della cavita umana nasale. A destra: particolare della regione

olfattiva con le strutture e le modalita di trasporto nose-fo-brain dopo somministrazione di

un farmaco.
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Figura 2. Strutture chimiche del chitosano non modificato [A], sali [B] e derivati [C].
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Capitolo 1

Influenza dei Parametri Formulativi sulle Dimensioni e sulla Stabilita Fisica di

SLN a Base di Componenti “Green”

The effect of formulative parameters on the size and physical stability of SLN based
on “green” components. E. Soddu, G. Rassu, M. Cossu, P. Giunchedi, G. Cerri, E.
Gavini. Pharmaceutical Development and Technology
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Abstract

11 burro di cacao ¢ un eccipiente ampiamente utilizzato in campo farmaceutico. L’obiettivo
del progetto ¢ stato quello di stabilire i parametri formulativi per la preparazione di SLN a
base di una matrice lipidica green, in modo da ottenere sistemi di origine naturale, sicuri sia
per I"uomo che per I’ambiente, come carrier di farmaci. E stata scelta la tecnica della doppia
emulsione (ai/o/a;) come metodo preparativo. E stato studiato 1’effetto sulle proprieta
dimensionali per impiego di differenti surfattanti (Tween 80 e PEG 40 monostearato) e co-
surfattanti (PEG400 monostearato, Emulium® Kappa2 e Plurol®Stearique) in diverse
concentrazioni. Sono stati condotti test di stabilita. Le dispersioni delle SLN sono state
quindi essiccate ed ¢ stato esaminato 1’effetto del processo di essiccamento per
liofilizzazione. E stato indagato il ruolo della temperatura (37°C) sulle dimensioni delle
SLN. Il test di vitalita cellulare MTT ¢ stato condotto sia per le formulazioni che per i singoli
componenti. La tecnica aj/o/ay si ¢ rivelata essere adatta, rapida ed economica per
I’ottenimento di SLN a base di burro di cacao. La combinazione Tween 80-Plurol®Stearique
ha portato ai migliori risultati: sono state ottenute particelle con dimensioni inferiori ai 400
nm e con indice di polidispersione di circa 0,4 con l'utilizzo di Plurol®Stearique alla
concentrazione del 2%. Sia le formulazioni che i loro componenti sono risultati atossici. Il
lavoro ha permesso di evidenziare 1’effetto di differenti surfattanti e co-surfattanti sulle
proprieta dimensionali delle SLN e come percido sia importante studiare quali e
quantitativamente la composizione formulativa al fine di ottenere stabili SLN green

impiegando sostanze con un buon profilo di sicurezza e di rispetto ambientale.
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Introduzione

Le nanoparticelle solide lipidiche (SLN) sono state introdotte nel 1991 come alternativa ai
carrier colloidali tradizionali quali i liposomi e le emulsioni; sono state sviluppate con lo
scopo di superare gli svantaggi associati a questi ed utilizzate per il rilascio controllato di
farmaci ed il fargeting sito-specifico. Grazie alle loro caratteristiche proprieta dimensionali,
le nanoparticelle (NP) lipidiche offrono la possibilita nello sviluppo di nuove tecniche
terapeutiche.

La riduzione delle dimensioni particellari porta spesso ad un miglioramento dei fenomeni
di dissoluzione e solubilita [Miiller and Peters, 1998;Jinno et al., 2006]; generalmente, la
riduzione al range nanometrico porta ad un aumento dell’area superficiale specifica, rispetto
alla micronizzazione, il che la rende una strategia adatta nel migliorare le caratteristiche di
dissoluzione ed esposizione sistemica di un farmaco. Le proprieta dimensionali delle NP
possono anche influenzare la loro stabilitd e sono tra le loro piu importanti caratteristiche
coinvolte nel determinarne i profili di biodistribuzione. In seguito alla somministrazione in
vivo di faramaci attraverso carrier colloidali, € stato dimostrato che la distribuzione € in
stretta correlazione con le dimensioni particellari e con le proprieta di superficie quali la
carica e I’idrofobicita superficiale [Douglas er al., 1987;Florence 1997]. In svariati studi in
vivo, le NP veicolanti farmaci scarsamente idrosolubili hanno dimostrato di aumentare in
modo significativo la biodisponibilita orale del farmaco trasportato. Hecq et al., (2006)
hanno provato come dimensioni comprese tra i 100 ed i 300 nm migliorino la
biodisponibilita orale di farmaci poco idrosolubili. Le NP con un diametro medio compreso
tra i 100 ed i 200 nm subiscono un maggiore up-take rispetto a particelle di piu grosse
dimensioni nel tessuto intestinale [Desai ef al., 1997;Caldorera-Moore et al., 2010]; tuttavia
anche particelle piu grandi (400 nm) si sono mostrate adatte nella veicolazione orale di
farmaci [Sarmento ef al., 2007].

Le dimensioni delle NP lipidiche sono influenzate da diversi parametri [ Ekambaram et al.,
2012;Mehnert and Maider, 2012] quali la composizione della formulazione (miscela di
surfattanti/co-surfattanti, proprieta del lipide e del farmaco incorporato) [Siekmann and
Westesen, 1992; Abdelbary and Fahmy, 2009], i metodi e le condizioni di produzione
(tempo, temperatura, pressione, numero di cicli, strumentazione, sterilizzazione e
liofilizzazione) [Kima ef al., 2005;Kuo et al., 2008].

E stato documentato che SLN stabilizzate con miscele di surfattanti hanno minor diametro
medio e maggiore stabilita rispetto a formulazioni con un solo surfattante [Siekmann and
Westesen, 1992]. Cavalli e collaboratori (1998) hanno inoltre sperimentato come il diametro

di dispersioni di SLN ottenute con surfattanti ionici era considerevolmente inferiore (70+£2
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nm) rispetto a quelle in cui venivano impiegati surfattanti non ionici (200£5 nm). In
generale, piu piccoli diametri particellari vengono osservati scegliendo un elevato rapporto
surfattante/lipide [ Ekambaram ez a/., 2012].

Il Tween 80 ed il PEG40 monostearato sono dei surfattanti non ionici o/a (HLB:15 ¢ 16,7,
rispettivamente). I1 Tween 80 € uno tra i tensioattivi piu impiegati nei prodotti farmaceutici
poiché puod essere incluso nella composizione di formulati parenterali. 11 PEG400
monostearato (HLB:11,6) ¢ un surfattante non ionico, derivato dall’esterificazione del
PEG400 con I’acido stearico; 'Emulium® Kappa (HLB:11) ed il Plurol®Stearique (HLB:10)
sono emulsionanti naturali PEG-fiee. L’Emulium® Kappa ¢ un derivato di cere vegetali
(crusca di riso, Candelilla, Jojoba) ed Plurol®Stearique (HLB:10) ¢ uno stabilizzante
poliidrossilico, ottenuto da fonti rinnovabili. Con la crescente attenzione nei confronti delle
problematiche ambientali, le industrie farmaceutiche e cosmetiche tendono all’utilizzo di
eccipienti prodotti da fonti rinnovabili. In questo senso, vi € un crescente interesse a riguardo
dei surfattanti poliidrossilici. La loro influenza sulla stabilita di NP lipidiche skin-friendly per
il trasporto di principi attivi al derma ¢ stata oggetto di indagine in diversi lavori [Souto ef
al., 2005;Kovacevic et al., 2011;2014]. I surfattanti poliidrossilici vengono ottenuti da quelli
poliossietilenici per sostituzione dell’ossido di etilene con gruppi idrossilici. Il differente tipo
di interazione tra la porzione idrofilica con quella idrofobica del surfattante si riflette
sul’HLB e sulle proprieta stabilizzanti di queste molecole.

11 burro di cacao (CB) ¢ un eccipiente di largo impiego in campo farmaceutico. Questo ha
una migliore biocompatibilita ed una minore tossicita in vivo se paragonato con lipidi semi-
sintetici e puo essere facilmente ricavato dai semi del Theobroma cacao; si compone di una
miscela di tre classi di trigliceridi, TAG, (saturi, monoinsaturi ¢ poliinsaturi), di cui i
monoinsaturi sono la componente maggiore rappresentando piu dell’80% del totale. Il
principale costituente del CB ¢ il trigliceride (grasso) derivato da acido palmitico, acido
stearico ed acido oleico. Questa particolarita fa in modo che il CB abbia una struttura ed un
comportamento termico simile a quello di un componente puro. Tuttavia, a causa della
CB mostra un complesso polimorfismo [Loisel ef al., 1998]. Esiste una ben nota relazione tra
il fenomeno della cristallizzazione ¢ la struttura del CB [Willie and Lutton, 1966;Marangoni
and McGauley, 2003]. La cristallinita e le cinetiche di transizione polimorfica del lipide
dovute alla cristallizzazione delle nanoparticelle possono venire influenzate, oltre che dal
riscaldamento, anche dagli stabilizzanti [Garti and Yano, 2001;Bunjes et al., 2002]. 1l potere

degli stabilizzanti sulla cristallizzazione ¢ di grande importanza nella formulazione di NP
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lipidiche ottenute da lipidi basso fondenti; fenomeno che ¢ stato esteso anche a riguardo
delle dimensioni particellari [Garti and Yano, 2001].

L’obiettivo del lavoro ¢ stato quello di sviluppare delle SLN green a base di CB come
carrier per molecole idrofile e termosensibili destinate alle somministrazione orale. In
letteratura sono pochi i lavori in cui il CB ¢ stato impiegato nella formulazione di sistemi
nanoparticellari [Kima ef al., 2005;Attama et al., 2007]. 1l lavoro ¢ stato inoltre finalizzato
all’esame dell’influenza di miscele di co-surfattanti/surfattanti sulle caratteristiche delle SLN
e sulla loro stabilita fisica. In questo studio, i surfattanti poliidrossilici sono stati oggetto di
indagine per la loro capacita nello stabilizzare NP lipidiche aventi come matrice un ben noto
eccipiente naturale quale il CB.

La tecnica della doppia emulsione (ai/o/a,) ¢ stata qui scelta per la preparazione delle SLN
in modo da sostituire la classica tecnica dell’omogeneizzazione a caldo. Evitare 1’utilizzo di
calore durante la fase di preparazione ¢ uno dei principali vantaggi associati a questa tecnica,
interessante per la preparazione e formulazione di micro e nano sistemi come vettori per
farmaci termosensibili quali i peptidi [Sarmento ez al., 2007], le proteine [Xie et al., 2008;Q1i
et al., 2011] e gli oligonucleotidi [Delie et al., 2001;Patil and Panyam, 2009;Zhang et al.,
2013]. In aggiunta, il riscaldamento influenza spesso il processo di ri-cristallizzazione del

CB.
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Schema illustrante le principali fasi del lavoro.

Tesi di Dottorato di Elena Soddu
“Progettazione e sviluppo di sistemi di veicolazione non invasivi per neuro-farmaci”
Dottorato in Scienze e Tecnologie Chimiche, indirizzo Scienze Farmaceutiche
Universita degli Studi di Sassari



Parte 11 Capitolo I

Metodi

Materiali

Il burro di cacao deodorizzato (CB) (acido palmitico 26,7%, acido stearico 34,7%, acido
oleico 33%, acido linoleico 2,9%), il polietilenglicole 40 monostearato (PEG40 MS), il
polietilenglicole 400 monostearato (PEG400 MS) ed il polivinilpirrolidone F.U.I. (PVP)
sono stati acquistati da Cruciani prodotti Crual s.r.l., Roma, Italia. L’Emulium® Kappa2
(EK) ed il Plurol®SteariqueWL 1009INCI: poligliceril-6-distearato (PS), sono stati
gentilmente donati da Gattefossé (Gattefossé SAS, Saint-Priest Cedex, Francia). Il Tween 80
¢ stato acquistato da Aeros Organics, Gees, Belgio; il diclorometano (DCM) (CH»Cl,) ¢ stato
acquistato da Merck KGA, Darmstadt, Germania. L’acqua ¢ stata ottenuta da un sistema di

purificazione Milli-Q R4, Millipore, Milano, Italia.

Preparazione delle SLN

Le nanoparticelle solide lipidiche (SLN) sono state preparate tramite la tecnica della
doppia emulsione ai/o/a;.

Emulsione primaria a;/o. Inizialmente, la fase oleosa ¢ stata ottenuta per solubilizzazione

di 500 mg di CB in 10 mL di CH>Cl, e quindi per aggiunta del co-surfattante (PEG400 MS,

EK o PS) nella quantita di 0,1, 0,15 o0 0,2 g. Un mL di acqua ¢ stato successivamente
addizionato goccia a goccia, sotto costante agitazione magnetica e, ’emulsione a/o,
omogeneizzata in Ultra-Turrax (Ultra-Turrax®, T 25, IKA) a 17600 rpm per 30 sec.
L’emulsione primaria ¢ stata preparata per un teorico caricamento con farmaci idrosolubili.

Doppia emulsione a;/o/a;. Sotto costante agitazione magnetica, I’emulsione primaria ¢

stata versata goccia a goccia in una soluzione acquosa (100 mL) del surfattante (Tween 80 o
PEG40 MS) ed omogeneizzata in Ultra-Turrax a 17600 rpm per 40 sec, al fine di
raggiungere una dispersione dell’emulsione a/o nella fase acquosa del surfattante. La
formazione delle SLN in dispersione ¢ avvenuta per evaporazione del solvente organico
sotto blanda e continua agitazione magnetica a temperatura ambiente (22+£1°C). In Tab. 1 e
Tab. 2 vengono illustrati i parametri di processo e formulativi impiegati. La concentrazione
del solido totale nelle diverse formulazioni ¢ stata di 1,6% p/v, 1,65% p/v e 1,7% p/v a
seconda delle quantita di co-surfattante usato. Ciascun campione ¢ stato preparato in

triplicato.

Misura delle dimensioni e del potenziale zeta
Tutte le formulazioni delle SLN in dispersione e quelle liofilizzate A3r, C1y, ed E1y, (scelte

sulla base dell’analisi dimensionale delle dispersioni e dei test di stabilita), sono state
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analizzate dimensionalmente mediante spettroscopia di correlazione fotonica (PCS)
utilizzando il Coulter nanosizer N5 (Beckman-Coulter Inc. Miami, FL, USA). I risultati sono
stati espressi come diametro medio (dm) + deviazione standard (DS). E stato inoltre valutato
I’indice di polidispersione (PI) in modo da stimare 1’omogeneita dimensionale delle SLN. Le
misure sono state effettuate con un angolo di 90° a 20°C. Ciascuna formulazione ¢ stata
analizzata in triplicato e tutte le misurazioni sono state ripetute tre volte per ciascun
campione.

Il potenziale zeta delle SLN ¢ stato misurato nelle dispersioni delle formulazioni diluite in
acqua; tutte le analisi sono state effettuate in triplicato. La mobilita elettroforetica delle
dispersioni ¢ stata ottenuta tramite anemometria laser doppler (Particle sizing System

PSSNICOMP - 380 ZLS, FL, USA).

Test di stabilita

Per valutare la stabilita delle SLN in dispersione i test sono stati eseguiti sia in condizioni
accelerate che in real time.

Stress in centrifuga

I test di stress in centrifuga sono stati condotti a 3000 rpm per 30 min a 20°C (Centrifuge
5702 R, Eppendorf, Hamburg, Germany) su un volume di 10 mL per ciascuna formulazione
delle SLN in dispersione [Anchisi ef al., 2001]. La stabilita delle formulazioni viene valutata

sulla base del creaming prodotto.

Test di stabilita real time

Le dimensioni e la distribuzione dimensionale dopo 15 ¢ 30 giorni sono state misurate
nelle dispersioni prodotte in modo da determinarne la stabilita nel tempo. Dieci mL di
ciascuna dispersione ¢ stata conservata a 5 °C ed analizzata per PCS. Ciascun formulato ¢

stato analizzato in triplicato e le misurazioni sono state ripetute tre volte per ogni campione.

Essiccamento delle SLN

Le dispersioni acquose delle SLN sono state liofilizzate al fine di essiccare le formulazioni.
Nello specifico, le nano-dispersioni, indicate come A3, Cl1 ed El, sono state prima
addizionate di un crioprotettore avente il compito di evitare il fenomeno della coalescenza
delle NP in seguito al processo di liofilizzazione [Schwarz and Mehnert, 1997;Cavalli et al.,
1997;Zimmerman et al., 2000;Spada et «l., 2012]. Studi preliminari sono stati effettuati per
la scelta del crioprotettore piu adatto (dati non riportati). Dieci mL di una soluzione acquosa

di PVP (10% p/v) sono stati miscelati con 10 mL di ogni campione di SLN in dispersione; la
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miscela ¢ stata congelata per una notte a -80°C e liofilizzata tramite Lio SP freeze-drier
(Cinquepascal srl Milan, Italia). La liofilizzazione ¢ stata condotta a -54 °C sotto vuoto
(0,909 bar) per un tempo sufficiente (5 h) ad ottenere SLN essiccate. Al termine del
processo, sono state ottenuti i campioni delle SLN essiccate denominati A3y, Cly, Ely.

Per verificare D’effetto del processo di essiccamento sulla struttura del CB, le
nanodispersioni A3, C1 ed E1 sono state anche essiccate in forno ventilato a 28°C per

ottenere i campioni A3g, Clged Elg.

Comportamento delle SLN liofilizzate a 37°C

Per indagare il comportamento delle SLN alla temperatura corporea (37°) in previsione di
una somministrazione orale o rettale, ne € stata determinata la stabilita valutando eventuali
variazioni delle proprieta dimensionali. Nel dettaglio, A3r, E1r, Cli sono state sospese in
acqua quindi trasferite in un bagno termostatato a 37°C e mantenute in costante agitazione
magnetica. | campioni sono stati prelevati dopo 15, 30, 60, 120 min ed analizzati per il dm ed

il PL. 1l test ¢ stato eseguito in triplicato.

Analisi ai raggi X

La diffrazione a raggi X ¢ una tecnica analitica volta all’identificazione ed alla
determinazione quali/quantitativa delle fasi cristalline presenti in polveri e campioni solidi.

I1 CB come tale, le formulazioni essiccate per liofilizzazione (A3r, Cl. ed Elp) e per
evaporazione (A3g, Clg ed Elg) sono state depositate su un portacampioni, un monocristallo
di silicio a basso background (Bruker AXS GmbH, Karlsruhe, Germania) ed analizzate per
diffrazione ai raggi X. Le misure sono state effettuate per mezzo del Bruker D2-Phaser
Diffractometer (geometria theta-theta; radiazione CuKa) munito di un rilevatore 1-
Dimensional PSD LynxEye con un’apertura di 5°. I parametri operativi applicati sono stati di
30 kV, 10 mA, 2theta range 6-35°, step size 0,02° (20), tempo per step 0,5 s (tempo totale =
12 min). Lo strumento ¢ stato calibrato con Corundum Standard Reference Material 1976b
(National Institute of Standards & Technology, Gaithersburg, MD-USA). Lo spinner ¢ stato
disattivato per evitare riscaldamento del campione. La temperatura ¢ stata monitorata sia
all’interno che all’esterno della camera di analisi del diffrattometro utilizzando il registratore
di dati Ebro EBI 20-T1 data logger (Ebro Electronic, WITW GmbH, Germany). Le analisi
sono state condotte ad una temperatura di laboratorio di 21+0,3°C e non eccedenti i 26°C nel
diffrattometro. Ogni campione ¢ stato analizzato due volte, e la seconda misurazione

immediatamente dopo la prima; la coppia dei pattern di raggi X ¢ stata confrontata per
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verificare la stabilita della struttura del campione durante I’analisi. I pattern di diffrazione

sono stati ottenuti usando Bruker DIFFRAC”" Evaluation Package.

Test di vitalita cellulare (MTT test)

Tramite il test del bromuro di 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)
[Mosmann, 1983] sono state saggiate sia le SLN liofilizzate (A3, Ely) che i singoli
componenti. La tossicita cellulare ¢ stata valutata in linee cellulari Caco-2 prese come
modelli di epitelio intestinale. Le Caco-2 (2x10° cell./pozzetto, piastre da 24 pozzetti) sono
state incubate per 24h dopo aver sospeso uniformemente, al di sopra del monostrato
cellulare, A3r ed E1y con una concentrazione in SLN di 15 e 30 mg/pozzetto (7,5 mg/mL o
15 mg/mL) (quantitativo riferito all’esatta quantita di SLN senza crioprotettore);
parallelamente le cellule sono state incubate con i componenti delle formulazioni: CB,
PEG400 MS, Tween 80, PS, PVP.

L°MTT, substrato per gli enzimi deidrogenasi, viene trasformato solo dalle cellule vitali in
cristalli colorati di formazan. I cristalli sono stati solubilizzati in DMSO e 1’assorbanza
misurata a 570 nm (Thermo-Spectronic, Helios Gamma, UK). La vitalita viene espressa in

percentuale rispetto alle cellule non trattate. L ’esperimento ¢ stato prodotto in triplicato.

Analisi statistica

I dati sono stati analizzati usando 1’analisi della varianza (ANOVA). Le differenze
individuali tra i dati sono stati identificate mediante test post-hoc non-parametrici, Tukey’s o
Dunnet’s test. I valori sono stati espressi come media + deviazione standard (DS). Livelli di

p<0,05 sono stati considerati come statisticamente significativi.

Risultati

Preparazione delle SLN

Le SLN a base di CB sono state formulate grazie alla tecnica del doppio emulsionamento
aj/o/a, combinata con un’omogeneizzazione di tipo meccanico. Il metodo impiegato ha
presentato diversi vantaggi quali semplicita, rapidita e basso costo. La procedura preparativa
(costante agitazione magnetica/omogeneizzazione in Ultra-Turrax) piu il processo di
essiccamento hanno favorito 1’eliminazione del DCM dalle particelle: ¢ dimostrato che in
queste condizioni si ha un completo allontanamento del solvente organico o, al limite, una
sua presenza in tracce [Bittner ef al., 1998;Anarjan et al., 2012;Spada et al., 2012]. Inoltre la
metodica ha consentito di lavorare in blande condizioni di temperatura e stress meccanici,

fondamentale qualora si renda necessario lavorare con farmaci sensibili al calore e/o ad

Tesi di Dottorato di Elena Soddu
“Progettazione e sviluppo di sistemi di veicolazione non invasivi per neuro-farmaci”
Dottorato in Scienze e Tecnologie Chimiche, indirizzo Scienze Farmaceutiche
Universita degli Studi di Sassari

97



Parte 11 Capitolo I

elevate forze di taglio e con matrici quali il CB per il quale il riscaldamento influenza i
processi di ri-cristallizzazione. Tuttavia, le proprieta fisico-chimiche delle SLN dipendono

dai componenti impiegati. Le dispersioni A-F hanno mostrato un aspetto lattescente.

Caratterizzazione delle SLN

Le dispersioni sono state caratterizzate nel dm e nel PI e valutate a seconda del:

1. Surfattante: confronto tra le formulazioni A vs B, C vs D, E vs F (Fig. 1a, b, ¢);
2. Co-surfattante: confronto tra il gruppo A-C-E ¢ B-D-F (Fig. 2a, b).

L’analisi sulle proprieta dimensionali ha mostrato come queste vengano chiaramente
variate dal surfattante: alle stesse concentrazioni, il Tween 80 (serie A ed E) ha portato a
particelle piu piccole ed uniformi rispetto al PEG40 MS (serie B ed F), (A vs Band E vs F,
p<0,05); quando il Tween 80 ¢ stato combinato con il co-surfattante PEG400 MS o con il
PS, il dm delle NP ¢ sceso a 400 nm.

I formulati A3 contenenti Tween 80, hanno mostrato un dm di circa 300 nm, pit che
dimezzato rispetto ai corrispondenti B3 (700 nm) stabilizzati con PEG40 MS (A3 vs B3
p<0,05) (Fig. 1a). Analogo discorso puod essere fatto per la formulazione E3 (390 nm),
impiegante il Tween 80, rispetto alla F3 (600 nm) (E3 vs F3 p<0,05) (Fig. 1c). In tutti i casi,
il dm ¢ stato indipendente alla concentrazione di co-surfattante presente, ad eccezione della
serie B (in cui con meno di 1,5% di PEG400 MS si ¢ avuto aumento dimensionale, per cui le
dimensioni di B1 sono sempre maggiori di B2 ¢ B3 (p<0,05)). Scegliendo invece EK come
co-surfattante (Fig. 1b) si ¢ avuto un notevole incremento dimensionale, evento testimoniato
dalla serie C in cui i dm sono arrivati oltre 1’intervallo nanometrico (~1000 nm).

La combinazione surfattante/co-surfattante ha giocato senza dubbio un ruolo importante
nel determinare il dm ed il PI delle SLN a base di CB: il Tween 80 ha dato i migliori risultati
quando combinato con i co-surfattanti PEG400 MS o PS. Tuttavia, per ottenere bassi PI la
concentrazione del co-surfattante da impiegare puo essere varia anche se in A1 i1l PI di 0,4 ¢
rimasto invariato all’aumento del co-surfattante (A3) (p<0,05). Al contrario, il PI di E1 ¢
passato da 0,6 a 0,4 all’aumento del PS (E1 vs E3 p<0,05). Cio potrebbe significare che i co-
surfattanti green si dovrebbero impiegare in concentrazioni leggermente piu elevate rispetto
ai PEG.

Nello studio dell’effetto del co-surfattante, le formulazioni sono state divise nei gruppi A-

C-E e B-D-F e questi paragonati tra loro. I risultati vengono mostrati in Tab. 3 ed in Fig. 2a,

b, dai quali si deduce come, quando il Tween 80 ¢ stato utilizzato come tensioattivo, il
PEG400 MS ed il PS sono stati i co-surfattanti che hanno portato a particelle piu piccole
rispetto ad EK: il dm di A ed E ¢ stato significativamente inferiore a C (p<0,05). La loro
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concentrazione non ha avuto influenza sulle dimensioni ma sul PI. E chiaro che la
combinazione Tween 80-EK non ha portato a NP omogenee. Al contrario, si sono osservate
scarse differenze dimensionali tra B-D-F (Fig. 2b) anche se le formulazioni con PS al 2%
hanno mostrato le minori dimensioni (F3 vs B3 ¢ D3 p<0,05). In questo caso, I’aumento del
co-surfattante ha garantito SLN piu piccole, infatti il dm di F3 ¢ stato statisticamente
inferiore di F1 e F2 (p<0,05). Le formulazioni contenenti PEG400 MS, all’aumentare di
questo, sono divenute meno omogenee (Al vs A3 p<0,05 ¢ B1 vs B3 p<0,05); il qual
fenomeno ¢ stato piu marcato con lo stabilizzante PEG 40 MS. In aggiunta, EK non ha
permesso di avere SLN monodisperse; il PI ¢ aumentato con I’aumento della concentrazione,
con Tween 80 come surfattante. Il PS, invece, ha portato a bassi PI anche passando da 2% a
1,5%.

Il PI di tutti i sistemi ¢ stato spesso maggiore di 0,4, probabilmente a causa della tecnica
impiegata e delle combinazioni tra i componenti le formulazioni.

Il potenziale zeta di A3 ed E1 ¢ risultato rispettivamente di -29,15 £ 1,49 mV e -43,46 +
4,83 mV, valori che in via teorica, potrebbero assicurare buona stabilita fisica. Come
testimoniato in letteratura, valori di potenziale zeta di [30] mV portano a buona stabilita

fisica, eccellente se intorno a |60| mV [Miiller, 1996].

Test di stabilita

Stress in centrifuga

Dopo centrifugazione tutte le formulazioni sono state stabili: nessun creaming o precipitato
¢ stato prodotto.

Stabilita real time

Il monitoraggio della stabilita nel tempo si € esteso dal giorno della preparazione (0 gg)
sino ai 15 e 30 giorni successivi (Tab. 4).

Le dispersioni A1 sono state meno stabili di A2 ed A3, a causa della minore percentuale di
co-surfattante (PEG400 MS), ed hanno subito un incremento nel dm dopo 15 giorni
(p<0,05), con una stabilizzazione a 370 nm + 38 sino ai 30 giorni (Alisg vs Alzog p>0,05).
Al contrario, A2 ed A3 sono state stabili nel tempo (p>0,05). In un mese, il PI ¢ rimasto
invariato indipendentemente dalla concentrazione del co-surfattante.

Quando ¢ stato impiegato il PS la sua concentrazione non ha influenzato la stabilita dei
formulati E (E1-E3). Fenomeno opposto ¢ stato dato dai preparati C che, al giorno della
preparazione (0 gg), hanno mostrato elevati dm e PI, parametri che sono migliorati nel
tempo; ci0 potrebbe indicare che la diminuzione dimensionale sia stata dovuta alla

formazione di aggregati nell’iniziale fase preparativa (Fig. 3). Nel dettaglio, C1-C3 al giorno
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0 hanno mostrato rispettivamente un dm di: 911,54; 991,13; 975,39 nm ed al giorno 30 di:
446,18; 514,22; 533,96 nm, senza significative differenze date dalla concentrazione di co-
surfattante (p<0,05). I valori raggiunti ai 30 gg non sono stati molto distanti da quelli di A3y
ed E3y, al momento della preparazione. Il PI non ¢ cambiato statisticamente dopo un mese.

Le formulazioni B sono state stabili nel tempo sia per dm che PI, eccetto B1 in cui il dm ¢
diminuito dopo 15 giorni (Blogg vs Blise p >0,05).

Anche per la seriec D nessun cambiamento dimensionale nel tempo, ma leggera
diminuzione di PI indipendentemente dalla concentrazione di co-surfattante (p>0,05).

Al contrario, i PI dei campioni F sono aumentati nel tempo (Flog vs Flisgg, 300e; F20ge VS
F2i5g0, 30005 F30gg Vs F3150, 300¢ p<0,05). Il loro dm ¢ stato stabile, anche se 1’uso di basse

concentrazioni di PS ha fatto si che in F1 il dm aumenti ai 30 gg.

Essiccamento delle SLN

Grazie ai migliori risultati ottenuti nei test di stabilita, solo le dispersioni di A3, E1 e C1
sono state liofilizzate utilizzando il PVP come crioprotettore.

Le polveri di ciascuna formulazione essiccata sono state risospese in ultrasuoni ed ¢ stato
valutato I’effetto del processo di essiccamento sulle proprietd dimensionali delle SLN. I
risultati hanno mostrato come il dm cambi significativamente, seppur di poco, nel caso di
A3L (A3L vs A3 p<0,05). Una diminuzione marcata ¢ stata data, invece, passando da C1 a
Cl1L (p<0,05), probabilmente grazie agli ultrasuoni (Fig. 4).

Per stimare anche il ruolo del processo di essiccamento sulla struttura di CB, A3, C1 ed E1
sono state essiccate per evaporazione in stufa ventilata a 28°C ottenendo le corrispondenti
A3g, Clg ed Elg, che a temperatura ambiente si sono presentate come materiali solidi e
plastici (plasmabili). Cio suggerisce che i formulati preparati a 22°C si sono ottenuti in forma

di dispersioni piuttosto che emulsioni.

Comportamento delle SLN a 37°C

Di A3y, E1. e Cly ¢ stata esplorata la stabilita alla temperatura media corporea di 37°C
mediante analisi dei dati dimensionali dopo 15, 30, 60, 120 min nelle condizioni impiegate
nel test. L’analisi a 0 min corrisponde alla dispersione acquosa dei liofilizzati antecedente il
test. Dopo 15 min, il dm di A3y ed E1y. haraggiunto valori di 320 nm indipendentemente dal
tipo di co-surfattante impiegato. I parametri dimensionali si sono stabilizzati, senza alcuna
differenza significativa, dopo 30 min (Fig. 5).

Per C1y, la riduzione particellare si ¢ osservata dopo 15 min a 37°C, il diametro si ¢

dimezzato senza ulteriori cambiamenti significativi sino alle 2h (p<0,05). Al contrario il PI ¢
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raddoppiato. Il fenomeno osservato conferma la teoria della presenza di aggregati particellari
durante la preparazione e I’ipotesi che il Tween 80 ed EK combinati insieme non siano in

grado di garantire la formazione di sistemi omogenei di NP.

Analisi ai raggi X

Le formulazioni A3, E1 e C1 aventi surfattante Tween 80 e vari co-surfattanti sono state
selezionate e liofilizzate con PVP come crioprotettore. In alternativa, 1’essiccamento per
liofilizzazione ¢ stato sostituito con quello per evaporazione in stufa termo-ventilata. Le
polveri disidratate con entrambi i metodi sono state analizzate ai raggi X onde stimare
I’influenza del processo di essiccamento sulle proprieta chimico-fisiche del CB nelle SLN.

Il pattern di diffrazione ai raggi X (XRPD) del campione CB (Fig. 6), corrisponde al
polimorfo B(VI) del CB [Wille and Lutton 1966;Schenk and Peschar, 2004;Guthrie et al.,
2005]. In particolare, il profilo di diffrazione ¢ stato molto simile a quello della forma B(VI)
del CB di Bahia (Brasile) come indicato da Van Langevelde ez a/. (2001).

La forma a campana del background osservata nei pattern XRPD di A3g, Clg ed Elg ¢
stata dipendente dalla struttura parzialmente amorfa di tali campioni (Fig. 6). D’altra parte, il
CB ¢ stato presente anche nella fase cristallina 8, come messo in evidenza dai picchi nei
pattern XRPD. Piu precisamente, la posizione e I’intensita dei picchi nel range di 22+24° dei
profili di diffrazione di *A3g, *Clg ed *Elg (sottratti del background) sono stati compatibili
con il polimorfo B(V) del CB [Wille and Lutton 1966;Van Langevelde et al., 2001;Schenk
and Peschar, 2004;Guthrie ef al., 2005].

I profili di A3y, Clp ed Ely hanno indicato come queste formulazioni siano state
essenzialmente amorfe (Fig. 6), infatti sono state ritrovate solo tracce del picco principale del
3-CB sovrapposte al profilo di diffrazione del PVP, il polimero amorfo impiegato come
crioprotettore [ Xiao-Yan er al., 2012].

Nessuno dei campioni analizzati ha mostrato differenze tra i pattern ai raggi X derivanti
dalla prima e seconda misurazione effettuata, indicando come la struttura non venga

modificata nel corso dell’analisi stessa.

Test di vitalita cellulare (MTT test)

11 test ha validato 1’atossicita delle formulazioni A3y, ed E1., (SLN = 7,5 mg/mL) ed i loro
componenti. Al contrario, con una concentrazione in SLN pari a 15 mg/mL (la piu alta
testata) la tossicita ha portato ad una perdita di vitalita cellulare al 48,68+0,92 % (A3L) e
66,11£11,11 % (E1y) rispetto al controllo (p<0,05). Questo ¢ in accordo con Doktorovova et

al. (2014) in cui viene spiegata la correlazione tra la concentrazione testata e la vitalita
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cellulare. Tuttavia, non ¢ trascurabile I’effetto di alcuni componenti: particolarmente al
Tween 80, come gia riportato in letteratura, sono attribuiti effetti citotossici [Muller et al.,
1997;Arechabala ef al., 1999;Gavini et al., 2011;Geys et al., 2010]. Di fatto, il Tween 80
cosi come il PEG400 MS hanno ridotto, rispettivamente, la vitalita cellulare a valori di 8,44
+4,58% e 61,67%=3,16 (Fig. 7). Le concentrazioni impiegate sono state di 9,1 mg/mL
(Tween 80) e di 1,76 mg/mL (PEG 400 MS), quantita corrispondenti a quelle contenute in 15
mg/mL di SLN.

Le differenze osservate tra A3y, ed E1y, sono state riconducibili al co-surfattante impiegato.
A differenza del PEG400 MS, utilizzato in A3y, il Plurol®Stearique di Ely non ha

compromesso la vitalita cellulare.
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Discussione

Il CB ¢ ampiamente utilizzato nei prodotti cosmetici e farmaceutici, ma in questo studio ¢
stato utilizzato con successo come matrice lipidica per lo sviluppo di SLN concepite come
sistemi di veicolazione di farmaci per via orale.

Il metodo preparativo a;/o/a; ha permesso di ottenere NP di CB, consentendo un ipotetico
incapsulamento di farmaci idrofilici e termosensibili in una matrice lipidica green.

Le proprieta dimensionali e la stabilita di queste particelle sono state dipendenti dai
parametri formulativi ed in particolare dalla miscela surfattante/co-surfattante impiegata.
Come co-surfattanti sono stati utilizzati il PEG400 MS e due emulsionanti PEG-free quali il
PS ed I’EK.

Gli studi dimensionali volti all’indagine dell’effetto delle varie combinazioni tra surfattanti
e co-surfattanti, hanno rivelato che il Tween 80 ¢ stato in grado di garantire i migliori
risultati se associato con PEG400 MS o con il PS. Le formulazioni con PS si sono distinte
per essere le piu stabili nell’arco di un mese, a prescindere dalla sua concentrazione. Le
miscele surfattanti/co-surfattanti hanno mantenuto le SLN stabili in sospensione anche post
stress da centrifugazione. Le piccole dimensioni delle particelle permettono che queste siano
cineticamente stabili a discapito di fenomeni di sedimentazione e creaming [Fernandez et al.,
2004;Ee et al., 2008]. Diversi autori hanno provato come la scelta degli emulsionanti e la
loro concentrazione abbia un forte impatto sulla stabilita e dimensioni di SLN in dispersione:
una diminuzione nella concentrazione di tensioattivo induce spesso un aumento
dimensionale delle particelle durante il tempo [Ekambaram et al., 2012].

Le formulazioni della serie C si sono distinte, invece, per i maggiori cambiamenti nei
parametri dimensionali. Comportamento attribuibile alla presenza del co-surfattante EK,
unica variante rispetto alla composizione dei formulati E. EK ha una complessa
composizione chimica. Contiene cere vegetali quali quella della crusca di riso e della
Candelilla la quale ¢ capace di trattenere elevate quantita di acqua. L’altra cera contenuta,
quella di Jojoba, grazie al suo stato fisico liquido facilita la spalmabilita. La ricombinazione
di queste cere, in proporzioni equilibrate, e la funzionalizzazione con il poliglicerolo ha
prodotto un derivato con notevoli proprieta sensiorali e capacita di trattenere acqua in
quantita sei volte maggiore del suo peso, formando una sorta di cuscinetto acquoso se
applicato sulla pelle [Gattefossé: Emulium Kappa2 Brochure]. In presenza di acqua, le cere
formano una rete di cristalli liquidi intorno alle sue gocce. Come conseguenza, I’impiego di
EK ha generato grosse particelle. Tuttavia, queste si sono rimpicciolite nel tempo e dopo
liofilizzazione: il fenomeno potrebbe essere dovuto ad un riarrangiamento della struttura del

lipide dovuto all’espulsione di acqua trattenuta in precedenza, il che conferma i risultati
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ottenuti nei test di stabilitd. Le dispersioni non hanno raggiunto comunque 1’omogeneita,
poiché il PI ¢ aumentato sino a 0,9. Diversamente, il PS ¢ un estere poliglicerico con minori
capacita di ritenzione di acqua rispetto sia ad EK che al PEG. Quindi le formulazioni con PS
hanno mostrato un’elevata stabilita e nessun cambiamento delle proprieta dimensionali dopo
liofilizzazione. Il sodio steaoril lactilato ¢ il secondo componente di EK ed ¢ dotato di buone
capacita emulsionanti. Infine, EK contiene anche degli agenti di consistenza che aiutano a
stabilizzare la viscosita delle formulazioni sotto elevate temperature. Al calore, la viscosita
aumenta e I’emulsione consistente potrebbe avere reso difficile la dispersione particellare
conducendo ad elevati valori di PI.

Sia le formulazioni A3 che E1 hanno mostrato elevati, ma significativamente differenti,
valori di potenziale zeta: in questi la matrice lipidica ed il surfattante adoperati sono stati gli
stessi ed il potenziale zeta ¢ quindi stato solo in relazione al diverso co-surfattante.

Dallo studio sull’effetto dei componenti sulle proprieta fisiche delle SLN ne risulta, cosi, la
necessitd di una accurata selezione nell’utilizzo degli stabilizzati piu adatti per SLN in
dispersione.

Ipotizzando un uso interno delle SLN e considerando il basso punto di fusione del CB, si ¢
saggiata la stabilitda di formulazioni selezionate nei confronti della temperatura media
corporea umana: 37°C. Sia i preparati A3y che Elp hanno subito una diminuzione
dimensionale ai 30 min, rimasta inalterata sino ai 120 min. Potrebbe essere avvenuta una
fusione del lipide seguita da una sua successiva cristallizzazione con la formazione di
particelle con dimensioni inferiori di quelle iniziali [Sanna et a/., 2003]. Lo stesso ¢ stato
osservato anche per Clr, ma ad un miglioramento (diminuzione dimensionale) del dm, ¢
corrisposto un parallelo peggioramento dell’uniformita dimensionale che si ¢ manifestato in
elevati valori di PI al termine del test. Si conferma percio la teoria della formazione di
aggregati particellari subito dopo ’allestimento delle formulazioni e I’ipotesi che insieme il
Tween 80 ¢ I’EK non formino un sistema nanoparticellare stabile ed omogeneo. Il
comportamento non puo essere giustificato dai valori di HLB, non molto diversi tra i vari co-
surfattanti (PS<EK<PEQG), ma piuttosto dai peculiari componenti di EK come i derivati di
cere e gli agenti di consistenza.

La letteratura riporta gli effetti dei surfattanti sulla struttura della matrice lipidica, che ¢
responsabile delle proprieta dimensionali e/o della stabilita fisica. Comunque, dall’analisi ai
raggi X non ¢ emerso nessun dato evidente sull’influenza della miscela di surfattanti/co-
surfattanti sulla cristallinita delle SLN, sebbene una conferma andrebbe ricercata con

un’analisi a raggi X a basso angolo (SAXS).
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Il metodo di essiccamento ha inciso sulla struttura della matrice lipidica dei formulati. I
rapido raffreddamento del processo di liofilizzazione non ha permesso che il CB si sia
arrangiato in una struttura ordinata in A3, C1 ed E1, anche se il polimorfo B si ¢ presentato
in tracce. Al contrario, quando le nanodispersioni sono state disidratate per evaporazione a
28°C, dalla stessa formulazione si € potuto nucleare il polimorfo B del CB, ma la fase amorfa
¢ rimasta comunque presente. Sarebbe interessante indagarne la stabilita nel tempo (alle
usuali temperature di conservazione per farmaci) delle formulazioni liofilizzate ed evaporate,
poiché i polimorfi B(V) e B(VI) sono stabili, mentre la forma amorfa cambia. Va notato che il
CB solubilizzato in DCM sembra non seguire le stesse modalita di cristallizzazione date dal
CB fuso. In realta, nelle condizioni sperimentali adottate, la nucleazione della fase B (solo in
tracce nei materiali liofilizzati, ma chiaramente presente in quelli evaporati) dovrebbe essere
riconducibile al cosiddetto “effetto memoria” del CB [Van Langevelde er al., 2001;Schenk
and Peschar, 2004;Guthrie et al., 2005].

E improbabile che il CB sia tossico ai livelli medi di consumo umano grazie alla scarsa
tossicita dei singoli acidi grassi presenti nella sua composizione [Product Integrity Philip
Morris USA]. Invece, i surfattanti sono spesso causa di morte cellulare, per cui se impiegati
nel processo formulativo, dovrebbero essere saggiati in citotossicitd. Sono stati documentati
eventi di morte cellulare da surfattanti presenti in alcuni formulati [Ujhelyi ef al., 2012].
Come gia indicato, il Tween 80 ha mostrato attivita citotossica quando usato
nell’allestimento di sistemi nanoparticellari; il che spiega il perché molti autori lavano le

particelle prima di testarne le azioni citotossiche [Gavini ef al., 2011],

Conclusioni

11 burro di cacao ¢ stato utilizzato come matrice lipidica per la preparazione delle SLN; la
tecnica della doppia emulsione ha permesso di ottenere sospensioni di SLN con dimensioni
particellari dipendenti dalla miscela di surfattante/co-surfattante impiegata. La migliore
combinazione € stata data da Tween 80 ¢ PEG400 MS o PS; la concentrazione del co-
surfattante ¢ risultata essere ugualmente un importante parametro formulativo.

La composizione dei preparati si € basata principalmente sull’impiego di materiali green.
Al giorno d’oggi, grazie alla maggiore attenzione per il rispetto ambientale, le industrie
farmaceutiche e cosmetiche ricercano e scelgono prodotti provenienti da fonti rinnovabili, tra
questi vi ¢ un crescente interesse per i surfattanti poliidrossilici. Inoltre, soprattutto le
industrie cosmetiche prediligono stabilizzanti PEG-fiee. Tuttavia, anche se I’Emulium®
Kappa?2 rientra in tale categoria, a causa della sua composizione, non si ¢ mostrato adatto per

I’ottenimento di dispersioni stabili di SLN con CB. Rispetto a vari emulsionanti presenti sul
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mercato, le formulazioni contenenti EK hanno maggiore tendenza a trattenere acqua,
capacita responsabile della formazione di sistemi eterogenei e con particelle di grosse
dimensioni.

I risultati ottenuti hanno dimostrato come le varie combinazioni di surfattante/co-
surfattante abbiano una diversa influenza sulle dispersioni di SLN, la loro stabilita fisica ¢ in
relazione alla struttura dello stabilizzante e alle interazioni chimiche con il lipide. E stato
inoltre evidenziato come il metodo di essiccamento influenzi la struttura lipidica delle SLN.
Come conseguenza, lo sviluppo di preparati nanoparticellari solidi lipidici ¢ percio di

difficile previsione e richiede un’analisi dettagliata dei parametri di processo e formulativi.

Ringraziamenti

Gli autori ringraziano la Fondazione Banco di Sardegna per il supporto finanziario
(Prat.2013.1382).

Si ringrazia inoltre la ditta Gattefossé (Gattefossé SAS, Francia) per le sostanze Emulium®

Kappa2 e Plurol®Stearique WL 1009.

Tesi di Dottorato di Elena Soddu
“Progettazione e sviluppo di sistemi di veicolazione non invasivi per neuro-farmaci”
Dottorato in Scienze e Tecnologie Chimiche, indirizzo Scienze Farmaceutiche
Universita degli Studi di Sassari

106



Parte 11 Capitolo I

Bibliografia
Abdelbary G, Fahmy RH. Diazepam-loaded solid lipid nanoparticles: design and

characterization. AAPS PharmSciTech. 2009;10(1):211-19.

Anarjan N, Tan CP, Nehdi IA, Ling TC. Colloidal astaxanthin: preparation,
characterisation and bioavailability evaluation. Food Chem. 2012;135(3):1303-9.

Anchisi C, Maccioni AM, Sinico C, Valenti D. Stability studies of new cosmetic
formulations with vegetable extracts as functional agents. Il Farmaco 2001;56:427-31.

Arechabala B, Coiffard C, Rivalland P, Coiffard LJ, de Roeck-Holtzhauer Y. Comparison
of cytotoxicity of various surfactants tested on normal human fibroblast cultures using the
neutral red test, MTT assay and LDH release. J Appl Toxicol. 1999;19:163-165.

Attama AA, Schicke BC, Paepenmiiller T, Miiller-Goymann CC. Solid lipid
nanodispersions containing mixed lipid core and a polar heterolipid: characterization. Eur J
Pharm Biopharm. 2007;67(1):48-57.

Bittner B, Morlock M, Koll H, Winter G, Kissel T. Recombinant human erythropoietin
(thEPO) loaded poly(lactide-co-glycolide) microspheres: influence of the encapsulation
technique and polymer purity on microsphere characteristics. Eur J Pharm Biopharm.
1998;45(3):295-305.

Bunjes H, Koch MH, Westesen K. Effects of surfactants on the crystallization and
polymorphism of lipid nanoparticles. Prog. Colloid Polym. Sci. 2002;121:7-10.

Caldorera-Moore M, Guimard N, Shi L, Roy K. Designer nanoparticles: Incorporating
size, shape, and triggered release into nanoscale drug carriers. Expert Opin Drug Deliv.
2010;7(4):479-95.

Cavalli R, Caputo O, Carlotti ME, Trotta M, Scarnecchia C, Gasco MR. Sterilization and
Freeze-Drying of drug-free and drug-loaded solid lipid nanoparticles. Int J Pharm.
1997;148:47-54.

Cavalli R, Caputo O, Marengo E, Pattarino F, Gasco MR. The effect of the components of
microemulsions on both size and crystalline structure of solid lipid nanoparticles (SLN)
containing a series of model molecules. Pharmazie. 1998;53:392-6.

Delie F, Berton M, Allémann E, Gurny R. Comparison of two methods of encapsulation of
an oligonucleotide into poly(D,L-lactic acid) particles. Int J Pharm. 2001;214(1-2):25-30.

Desai MP, Labhasetwar V, Walter E, Levy RJ, Amidon GL. The mechanism of uptake of
biodegradable microparticles in Caco-2 cells is size dependent. Pharm Res. 1997;14:1568-
73.

Tesi di Dottorato di Elena Soddu
“Progettazione e sviluppo di sistemi di veicolazione non invasivi per neuro-farmaci”
Dottorato in Scienze e Tecnologie Chimiche, indirizzo Scienze Farmaceutiche
Universita degli Studi di Sassari

107



Parte 11 Capitolo I

Doktorovova S, Souto EB, Silva AM. Nanotoxicology applied to solid lipid nanoparticles
and nanostructured lipid carriers - a systematic review of in vitro data. Eur J Pharm
Biopharm. 2014;87(1):1-18.

Douglas S, Davies S, Illum L. Nanoparticles in drug delivery. CRC Crit Rev Ther Drug
Carrier Syst. 1987;4(3):233-261.

Ee SL, Duan X, Liew J, Nguyen QD. Droplet size and stability of nanoemulsions produced
by temperature phase inversion method. Chem Eng J. 2008;140:626-63.

Ekambaram P, Sathali AH, PriyankaK. Solid Lipid Nanoparticles: A Review. Sci. Revs
ChemCommun. 2012;2(1):80-102.

Fernandez P, Andre V, Rieger J, Kuhnle A. Nanoemulsions formation by emulsions phase
inversion. Colloid Surface A. 2004;251:53-58.

Florence AT. The oral absorption of micro-nanoparticulates: neither exceptional nor
unusual. Pharm Res. 1997;14(3):259-66.

Garti N, Yano J. The roles of emulsifiers in fat crystallization. In: Sato K, Garti S, ed.
Crystallization processes in fats and lipid systems. New York: Marcel Dekker, 2001:211-50.

Gattefossé. Emulium  Kappa2  brochure.  Consultabile al:  http:/www.alfa-

chemicals.co.uk/Libraries/Personal Care brochures/Emulium Kappa 2 Brochure.sflb.ashx.
Accessed on 09/10/2014.
Gavini E, Spada G, Rassu G, Cerri G, Brundu A, Cossu M, Sorrenti M, Giunchedi P.

Development of solid nanoparticles based on hydroxypropyl-B-cyclodextrin aimed for the
colonic transmucosal delivery of diclofenac sodium. J Pharm Pharmacol. 2011;63:472-82.

Geys J, Nemery B, Hoet PHM. Assay conditions can influence the outcome of cytotoxicity
tests of nanomaterials: Better assay characterization is needed to compare studies. Toxicol In
Vitro. 2010;24:620-629.

Guthrie SE, Mazzanti G, Idziak SH. X-ray phase identification of chocolate is possible
without the removal of sugar. Eur J Lipid Sci Technol. 2005;107:656-9.

Hecq J, Deleers M, Fanara D, Vranckx H, Boulanger P, Le Lamer S, Amighi K.
Preparation and in vitro/in vivo evaluation of nano-sized crystals for dissolution rate
enhancement of ucb-35440-3, a highly dosed poorly water-soluble weak base. Eur J Pharm
Biopharm. 2006;64:360-8.

Hilgers AR, Conradi RA, Burton PS. Caco-2 cell monolayers as a model for drug transport
across the intestinal mucosa. Pharm Res. 1990;7(9):902-10.

Jinno J, Kamada N, Miyake M, Yamada K, Mukai T, Odomi M, Toguchi H, Liversidge

GG, Higaki K, Kimura T. Effect of particle size reduction on dissolution and oral absorption

Tesi di Dottorato di Elena Soddu
“Progettazione e sviluppo di sistemi di veicolazione non invasivi per neuro-farmaci”
Dottorato in Scienze e Tecnologie Chimiche, indirizzo Scienze Farmaceutiche
Universita degli Studi di Sassari

108


http://www.alfa-chemicals.co.uk/Libraries/Personal_Care_brochures/Emulium_Kappa_2_Brochure.sflb.ashx
http://www.alfa-chemicals.co.uk/Libraries/Personal_Care_brochures/Emulium_Kappa_2_Brochure.sflb.ashx

Parte 11 Capitolo I

of a poorly water-soluble drug, cilostazol, in beagle dogs. J Control Release.
2006;111(1/2):56-64.

Kima BD, Naa K, Choi HK. Preparation and characterization of solid lipid nanoparticles
(SLN) made of cacao butter and curdlan. Eur J Pharm Sci. 2005;24:199-205.

Kovacevic A, Miiller RH, Savic S, Vuleta G, Keck CM. Solid lipid nanoparticles (SLN)
stabilized with polyhydroxy surfactants: Preparation, characterization and physical stability
investigation. Colloid Surface A. 2014;444:15-25.

Kovacevic A, Savic S, Vuleta G, Miiller RH, Keck CM. Polyhydroxy surfactants for the
formulation of lipid nanoparticles (SLN and NLC): Effects on size, physical stability and
particle matrix structure. Int J Pharm. 2011;406:163-172.

Kuo YC, Lin SC. Effect of glutamate on the electrical properties of cationic solid lipid
nanoparticles containing stearylamine and dioctadecyldimethylammonium bromide. J. Phys.
ChemB. 2008;112:4454-60.

Loisel C, Keller G, Lecq G, Bourgaux C, Ollivon M. Phase transitions and polymorphism
of cocoa butter J] Aim Oil ChemSoc. 1998;75(4):425-38.

Marangoni AG, McGauley SE. Relationship between crystallization behavior and structure
in cocoa butter. Cryst Growth Des. 2003;3(1):95-108.

Mehnert W, Maiader K. Solid lipid nanoparticles: Production, characterization and
applications. Adv Drug Delivery Rev. 2012;64:83-101.

Mosmann TR. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application to
proliferation and cytotoxicity assay. J Immunol Methods. 1983;65:55-63.

Miiller RH, Peters K. Nanosuspensions for the formulation of poorly soluble drugs: I.
Preparation by a size-reduction technique. Int J Pharm. 1998;160 (2):229-37.

Muller RH, Ruhl D, Runge S, Schulze-Forster K, Mehnert W. Cytotoxicity of solid lipid
nanoparticles as a function of the lipid matrix and the surfactant. Pharm Res. 1997;14:458-
62.

Miiller RH. Zetapotential und Partikelladung - KurzeTheorie, praktische
MeBdurchfuhrung, Dateninterpretation. Stuttgart: WissenschaftlicheVerlagsgesellschaft,
1996.

Patil Y, Panyam J. Polymeric nanoparticles for siRNA delivery and gene silencing. Int J
Pharm. 2009;367(1-2):195-203.

Product Integrity Philip Morris USA. Evaluation of Cocoa for Use as a Cigarette
Ingredient. Consultabile al: (http:/legacy.library.ucsf.edu/tid/wcc34a00/pdf). Accessed on
26 may 2014.

Tesi di Dottorato di Elena Soddu
“Progettazione e sviluppo di sistemi di veicolazione non invasivi per neuro-farmaci”
Dottorato in Scienze e Tecnologie Chimiche, indirizzo Scienze Farmaceutiche
Universita degli Studi di Sassari

109


http://legacy.library.ucsf.edu/tid/wcc34a00/pdf

Parte 11 Capitolo I

Qi C, Chen Y, Jing QZ, Wang XG. Preparation and characterization of catalase-loaded
solid lipid nanoparticles protecting enzyme against proteolysis. Int J Mol Sci.
2011;12(7):4282-93.

Sanna V, Kirschvink N, Gustin P, Gavini E, Roland I, Delattre L, Evrard B. Preparation
and In vivo Toxicity Study of Solid Lipid Microparticles as Carrier for Pulmonary
Administration. AAPS Pharm Sci Tech. 2003;5 (2):e27.

Sarmento B, Martins S, Ferreira D, Souto EB. Oral insulin delivery by means of solid lipid
nanoparticles. Int ] Nanomedicine. 2007;2(4):743-9.

Schenk H, Peschar R. Understanding the structure of chocolate. Radiat Phys Chem.
2004;71:829-35.

Schwarz C, Mehnert W. Freeze-drying of drug-free and drug-loaded solid lipid
nanoparticles (SLN). Int J Pharm. 1997;157:171-179.

Siekmann B, Westesen K. Submicron-sized parenteral carrier systems based on solid
lipids. Pharm Pharmacol Lett. 1992;1:123-6.

Souto EB, Miiller RH. SLN and NLC for topical delivery of ketoconazole. J
Microencapsul. 2005;22(5):501-10.

Spada G, Gavini E, Cossu M, Rassu G, Giunchedi P. Solid lipid nanoparticles with and
without hydroxypropyl-B-cyclodextrin: a comparative study of nanoparticles designed for
colonic drug delivery. Nanotechnology. 2012;23(9):095101.

Spada G, Gavini E, Sorrenti M, Catenacci L, Rassu G, Cossu M, Giunchedi P. Evaluation
of chemical influences on protein-polymeric nanoparticles adsorption process. Curr Nanosci.
2012;8(6):819-29.

Ujhelyi Z, Fenyvesi F, Varadi J, Fehér P, Kiss T, Veszelka S, Deli M, Vecsernyés M,
Bacskay 1. Evaluation of cytotoxicity of surfactants used in self-micro emulsifying drug
delivery systems and their effects on paracellular transport in Caco-2 cell monolayer. Eur J
Pharm Sci. 2012;47:564-573.

Van Langevelde A, Van Malssen K, Peschar R, Schenk H. Effect of Temperature on
Recrystallization Behavior of Cocoa Butter. ] Am Oil Chem Soc. 2001;78(9):919-25.

Wille RL, Lutton ES. Polymorphism of Cocoa Butter. ] Am Oil Chem Soc.
1966;43(8):492-6.

Xiao-Yan L, Xia W, Deng-Guang Y, Shuai Y, Qi-Kun K, Qing-Wen Y, Xin-Zhe Y.
Electrospun Borneol-PVP Nanocomposites. J Nanomaterials. 2012; Article ID 731382, 8
pages.

Tesi di Dottorato di Elena Soddu
“Progettazione e sviluppo di sistemi di veicolazione non invasivi per neuro-farmaci’
Dottorato in Scienze e Tecnologie Chimiche, indirizzo Scienze Farmaceutiche
Universita degli Studi di Sassari

)

110



Parte 11 Capitolo I

Xie S, Wang S, Zhao B, Han C, Wang M, Zhou W. Effect of PLGA as a polymeric
emulsifier on preparation of hydrophilic protein-loaded solid lipid nanoparticles. Colloids
Surf B Biointerfaces. 2008;67(2):199-204.

Zhang Y, Wang Z, Gemeinhart RA. Progress in microRNA delivery. J Control Release.
2013;172(3):962-74.

Zimmerman E, Muller RH, Mader K. Influence of different parameters on reconstitution of

lyophilized SLN. Int J Pharm. 2000;196:211-213.

Tesi di Dottorato di Elena Soddu
“Progettazione e sviluppo di sistemi di veicolazione non invasivi per neuro-farmaci”
Dottorato in Scienze e Tecnologie Chimiche, indirizzo Scienze Farmaceutiche
Universita degli Studi di Sassari

111



Parte 11 Capitolo I

Tabelle

Tabella 1. Parametri formulativi e di processo.

Lipide Burro di cacao

Fase a1 Acqua

Fase o diclorometano + co-surfattante
Fase a2 Acqua + surfattante

12 omogeneizzazione (rpm, sec) 17600, 30

2% omogeneizzazione (rpm, sec) 17600, 40

Tabella 2. Composizione delle SLN in dispersione riferita al tipo ed alla quantita di
surfattante e co-surfattante impiegati: la concentrazione del co-surfattante (% p/v) ¢ riferita
alla prima emulsione a,/0, la concentrazione del surfattante ¢ riferita alla fase acquosa a..

Surfattante Co-surfattante Surfattante Co-surfattante

= "7 = T ¥ 2 3 7 = T ® =
- Q I Q

xS S A S

S E E S E E
Al 1 1 T 1 1
A2 1 1,5 D2 1 1,5
A3 1 2 D3 1 2
B1 1 1 E1l 1 1
B2 1 1,5 E2 1 1,5
B3 1 2 E3 1 2
C1 1 1 F1 1 1
C2 1 1,5 F2 1 1,5
C3 1 2 F3 1 2

Tabella 3.  Effetto della composizione del co-surfattante (%p/v) sulle proprieta
dimensionali delle SLN.

Surfattante Tween 80 PEG40 MS
Co-surfattante g \% d g = é g E S' 7 = é
1%
PEG400 MS Al 318,88 33,79 0,47 0,06 Bl 838,67 138,76 0,64 0,07
EK C1 911,54 8,41 0,63 0,09 D1 675,77 51,51 0,98 0,04
PS E1l 385,31 20,92 0,59 0,01 F1 626,32 57,92 0,78 0,07
1.5%
PEG400 MS A2 349,62 75,85 0,63 0,05 B2 670,08 52,25 0,78 0,25
EK C2 991,13 8,62 0,50 0,09 D2 766,02 49,59 0,65 0,06
PS E2 356,18 18,98 0,52 0,02 F2 631,98 21,99 0,46 0,10
2%
PEG400 MS A3 312,31 21,02 0,67 0,08 B3 69391 106,32 1,03 0,08
EK C3 975.39 143,53 1,02 022 D3 75732 72,43 0,89 0,10
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PS

E3

391,13

12,59

0,47

0,02

F3

555,39

47,37

0,52

0,03

Tabella 4. Proprieta dimensionali delle SLN in sospensione dopo il test di stabilita real

time

YL EE s Ty TOOE =T
g = 2] »n = 2] v} = »n 2]

2 2 2

Al 318,88 33,79 0,47 0,06 462,80 137,07 0,55 0,15 370,51 38,82 0,53 0,16
A2 349,62 75,85 0,63 0,05 417,04 66,51 0,75 0,11 427,47 51,93 0,71 0,06
A3 31231 21,02 0,67 0,08 292,82 20,31 0,56 0,04 361,20 31,33 0,62 0,02
B1 838,67 138,76 0,64 0,07 545,60 79,32 0,80 0,09 612,78 36,65 0,90 0,04
B2 670,08 52,25 0,78 0,25 886,63 15794 0,72 0,23 725,98 91,32 1,06 0,14
B3 693,91 106,32 1,03 0,08 760,50 156,31 0,72 0,07 698,14 89,03 1,07 0,30
Cl 911,54 8,41 0,63 0,09 603,76 132,51 033 0,17 446,18 51,84 0,54 0,04
C2 991,13 8,62 0,50 0,09 624,71 103,59 049 0,08 51422 49,92 0,66 0,04
C3 97539 143,53 1,02 0,22 834,94 7,07 0,62 0,05 533,96 46,59 0,74 0,02
D1 675,77 51,51 0,98 0,04 641,21 46,72 0,67 0,08 660,49 159,75 0,69 0,03
D2 766,02 49,59 0,65 0,06 756,31 51,86 0,40 0,07 809,11 54,24 0,69 0,06
D3 757732 72,43 0,89 0,10 657,79 125,78 0,51 0,10 718,61 158,12 0,63 0,17
E1 385,31 20,92 0,59 0,01 385,31 27,86 0,64 0,19 472,09 40,07 0,76 0,15
E2 356,18 18,98 0,52 0,02 463,98 43,12 0,60 0,04 443,73 31,08 0,58 0,03
E3 391,13 12,59 0,47 0,02 42290 33,93 0,48 0,01 443,44 27,80 0,55 0,04
F1 626,32 57,92 0,78 0,07 605,59 77,30 0,95 0,06 760,88 72,55 0,98 0,10
F2 631,98 21,99 0,46 0,10 585,86 68,79 0,85 0,02 677,27 50,11 0,84 0,03
F3 555,39 47,37 0,52 0,03 63542 19,38 0,68 0,01 658,66 90,30 0,79 0,10
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Figure
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Figura la. Effetto del tipo di surfattante sul diametro medio (barre) ed il PI (linee) delle
SLN con co-surfattante PEG400 MS. Barre. n=9, * p<0,05 vs Al, b p<0,05 vs A2, © p<0,05

vs A3. Linee. n=9 ¢ p<0,05 vs Al, ¢ p<0,05 vs A3. Le differenze significative vengono

indicate da lettere.

s Cdm = Ddm sessss= CPl = = DFH
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Figura 1b. Effetto del tipo di surfattante sul diametro medio (barre) ed il PI (linee) delle

SLN con co-surfattante Emulium® Kappa2. Barre. n=9, “ p<0,05 vs C3. Linee. n=9 * p<0,05

vs Cl1. Le differenze significative vengono indicate da lettere.
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=]

0,00

Plurol® Stearique (%)

E: Tween 80
F-PEG40MS

Figura 1c. Effetto del tipo di surfattante sul diametro medio (barre) ed il PI (linee) delle

SLN con co-surfattante Plurol® Stearique. Barre. n=9, “ p<0,05 vs El, * p<0,05 vs E2, ©

p<0,05 vs E3. Linee. n=9 ¢ p<0,05 vs El. Le differenze significative vengono indicate da

lettere.
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Figura 2a. Effetto del tipo e della concentrazione del co-surfattante sul diametro medio (dm)
(barre) e sulla distribuzione dimensionale (PI) (pallini) delle SLN con Tween 80. Barre. n=9,
“p<0,05 vs Al, *p<0,05 vs C1, ¢ p<0,05 vs A2, ¢ p<0,05 vs C2, ¢ p<0,05 vs A3, p<0,05 vs
C3. Pallini. n=9, ¢ p<0,05 vs Al, " p<0,05 vs A2, ' p<0,05 vs A3, ' p<0,05 vs C3. Le

differenze significative vengono indicate da lettere.

1200 1
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- 07 =1 md
800 - T :
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concenirazione cosurfattante (%)

Figure 2b. Effetto del tipo e della concentrazione del co-surfattante sul diametro medio (dm)
(barre) e sulla distribuzione dimensionale (PI) (pallini) delle SLN con PEG40 MS. Barre.
n=9, “ p<0,05 vs B1, * p<0,05 vs B2, ¢ p<0,05 vs D2, ¢ p<0,05 vs F3. Pallini. n=9,° p<0,05 vs
B1, / p<0,05 vs D1, ¢ p<0,05 vs B2, " p<0,05 vs D2, ' p<0,05 vs B3, ! p<0,05 vs D3. Le

differenze significative vengono indicate da lettere.
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e C1d, e O Am s C3 - dm ® Cl1:P1 e Crh ® C3:P1

1200 1,40
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- - 0,40
200 1 - 0,20
0 : 0,00
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Figura 3. Stabilita real time. Analisi del diametro medio (dm) (linee) e della distribuzione
dimensionale (PI) (pallini) delle SLN C1, C2 e C3, nello stesso giorno della preparazione (0
gg), dopo 15 e 30 giorni (gg). Linee. n=3, “ p<0,05 vs C1(0 gg), * p<0,05 vs C2(0 gg),
p<0,05 vs C3(0 gg), n=3 ¢ p<0,05 vs C3(15 gg). Pallini. n=3 ¢ p<0,05 vs C1(0 gg),” p<0,05

vs C3(0 gg). Le differenze significative vengono indicate da lettere.

1000 1,20
%00 _ BA3 dm
200 — dé - Loo ~El:dm
700 = [ c =Cl:dm
00 T —— ? - o8 ®A3:PI

E 8 = o E1:PI
500 — 0,60 b
_5 = = a oC1: PI
300 - - 040
200 - | 020
100 1 //g_
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Sospensioni (A3, E1, C1) Liofilizzati (A3L, E1L, C1L)

Formulaziomi

Figura 4. Diametro medio (dm) (barre) e distribuzione dimensionale (PI) (pallini) delle
SLN A3, E1, C1. Confronto tra le sospensioni ed i liofilizzati. Barre. n=9, * p<0,05 vs A3, b
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p<0,05 vs Cl1. Pallini. n=9, © p<0,05 vs A3, dp<0,05 vs C1, ¢ p<0,05 vs El. Le differenze

significative vengono indicate da lettere.

e AT . dm =l Ldm =——ClL:dn ® A3L-F{ & EIL:-F1 @ ClL:H

1000 Igd : ;Lm
900 e 0,90
800 AN [ ] ¥ 0,80

700 & N\ - 0,70
a)'()'_ \\__ - 0,60
m Ne T

® -0

PI

dm (nm)

200 0,20
100 0,10
0 . . . 0,00
0 15 30 0 120
tempo (min)

Figura 5. Stabilita a 37°C delle formulazioni A3y, Ely and Cly. I risultati vengono
espressi in termini di variazione del diametro medio (dm) (linee) e della distribuzione
dimensionale (PI) (pallini) durante i 120 minuti di test. Linee. n=3, “ p<0,05 vs A3(0 min),
p<0,05 vs E1(0 min), ¢ p<0,05 vs C1(0 min). Pallini. n=3, ¢ p<0,05 vs A3(0 min), ¢ p<0,05 vs

E1(0 min),” p<0,05 vs C1(0 min). Le differenze significative vengono indicate da lettere.
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formulazioni essiccate per liofilizzazione (A3, E1r, C1L) e delle formulazioni essiccate per

evaporazione in stufa termo-ventilata (A3g, Elg, Clg). * A3g, *Elg, *Clg corrispondono ai
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Diffrazione ai raggi X della materia prima burro di cacao (CB), delle

profili di diffrazione di A3g, Elg, Clg privati del background.
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Test di vitalita cellulare (MTT test). n=3, ¢ p<0,05 vs controllo.
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Capitolo 11

Nanoparticelle Polimeriche per la Veicolazione di Quercetina come Agente

Neuroprotettivo
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Abstract

La quercetina ¢ un flavonoide dotato di molteplici ed interessanti azioni biologiche, tra cui
la neuro-protezione.

Lo scopo della ricerca ¢ stato quello di preparare e caratterizzare nanoparticelle a base di
acido polilattico (PLA) per la veicolazione di un farmaco neuro-protettivo scarsamente
idrosolubile, qual’¢ la quercetina. In particolare, lo studio si ¢ rivolto all’individuazione dei
parametri formulativi influenzanti 1’ottenimento di particelle polimeriche con dimensioni
omogenee, rientranti nell’ordine dei nanometri e capaci di caricare e veicolare la quercetina.
I parametri principali oggetto di indagine sono stati: il metodo preparativo; la concentrazione
del solido in dispersione; la presenza/assenza del co-solvente (EtOH) per il farmaco durante
la fase preparativa dell’omogeneizzazione; la concentrazione del surfattante e la
concentrazione di caricamento del farmaco. E’ stata inoltre valutata I’influenza del processo
preparativo e del sistema di veicolazione nei confronti dell’attivitd antiossidante della
quercetina.

I risultati ottenuti hanno dimostrato che dispersioni omogenee di nanoparticelle a base di
polilattico permettono di veicolare la quercetina quale agente antiossidante. Il metodo del
solvent deposition ha consentito di ottenere nanoparticelle polimeriche con un diametro
medio ed un indice di polidispersione rispettivamente di circa 200 nm e 0,1. Questi parametri
ben si adattano alla somministrazione parenterale. L’assenza dell’EtOH e la diminuzione
della concentrazione di surfattante nella fase preparativa hanno portato ad una riduzione
della quercetina caricata all’interno delle nanoparticelle. Il farmaco, una volta incapsulato, ha
mantenuto la sua attivita antiossidante. In conclusione, € stato possibile ottenere dei carrier
nanoparticellari capaci di veicolare la quercetina ed incrementarne la solubilita in virtu delle
ridotte dimensioni delle particelle ottenute, senza che venga alterata I’attivita antiossidante

del flavonoide.
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Introduzione

I flavonoidi, tra i polifenoli maggiormente presenti nella dieta umana, sono molecole con
proprieta antiossidanti ¢ di modulazione della proliferazione e della funzionalita cellulare
nonché della risposta infiammatoria [Leonarduzzi ef al., 2010]. La quercetina ¢ uno dei
flavonoidi piu studiati per le sue numerose proprieta biologiche, tra cui 1’azione
antiossidante, antitumorale, antinflammatoria, antiaggregante e vasodilatatrice [Erlund,
2004]. Ha inoltre mostrato azioni terapeutiche e neuro-protettive nell’ambito delle patologie
neurodegenerative [Ansari et al., 2009;0ssola et al., 2009;Sriraksa et al, 2012]. La
quercetina viene rapidamente metabolizzata nel tratto gastro-intestinale e nel fegato. Nel
sangue sono presenti solo i suoi derivati metabolici, principalmente glucuronati e solfati,
meno abili nell’attraversare la BEE e dotati di minore attivita neuro-protettiva [Dhawan et
al.,2011;0ssola et al., 2009]. La scarsa biodisponibilita orale della quercetina potrebbe venir
risolta mediante somministrazione parenterale; tuttavia, I’ottenimento delle formulazioni
iniettabili ¢ reso complicato dalla sua scarsa solubilita in acqua e da processi auto-ossidativi
in soluzioni acquose a pH neutro (7,5) [Schmalhausen er al., 2007]. Nell’insieme questi
fattori ne limitano 1’utilizzo come farmaco; appare quindi evidente la necessita
nell’individuare sistemi capaci di aumentarne la solubilita in acqua per ) facilitare la
somministrazione come preparato iniettabile; /I) incrementare il dosaggio per via
parenterale; /I]) aumentare la velocita di dissoluzione, favorire 1’assorbimento a livello
intestinale e la biodisponibilita orale.

Numerose strategie formulative sono state messe a punto per il raggiungimento di questi
obiettivi, tra queste le nanoparticelle polimeriche sono risultate essere particolarmente
vantaggiose. Esse sono infatti biodegradabili e possono consentire di migliorare 1’azione
terapeutica di molecole bioattive idrosolubili e liposolubili, in seguito all’aumento della
biodisponibilita e della solubilita del farmaco. Sono inoltre in grado di proteggere un
principio attivo dalla degradazione enzimatica, di favorirne la diffusione attraverso 1’epitelio
e di modificarne la farmacocinetica [Patel ef a/., 2012]. Tra i polimeri ampiamente utilizzati
nella preparazione di nanoparticelle polimeriche vi sono i polilattidi, a cui appartiene 1’acido
polilattico, meglio conosciuto come PLA, dotato di molteplici vantaggi quali elevata
idrofobicita, biodegradabilita, biocompatibilita e scarsa tossicita [Patel er a/., 2012].

Lo scopo della ricerca ¢ stato quello di preparare e caratterizzare nanoparticelle a base di
PLA per la veicolazione di un farmaco neuro-protettivo scarsamente idrosolubile, qual’¢ la

quercetina (Fig. 1).
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Schema illustrante le principali fasi del lavoro.
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Metodi

Materiali

La quercetina (QCT) anidra ¢ stata acquistata da Sigma-aldrich, Italia. Il PLA Resomer R
203 (P.M. 16000) ed il PLA Resomer R 202H (P.M. 10000-18000) sono stati acquistati da
Boehringer Ingelheim, Germania. 11 Tween 80, il Trolox 97% ed il 2,4,6-tri(2-pyrydyl)s-
triazine (TPTZ), sono stati acquistati da Acros Organics, Belgio. Il cloruro di ferro (III)
anidro 97% ¢ stato acquistato da Janssen chimica, Belgio. L’acetone e 1’etanolo 96° sono
stati acquistati da Carlo Erba, Italia. L’acqua ¢ stata ottenuta da un sistema di purificazione

Milli-Q R4, Millipore, Milano.

Preparazione delle nanoparticelle polimeriche di quercetina

Scelta del polimero e dei parametri formulativi principali

Le nanoparticelle (NP) polimeriche per la veicolazione della quercetina (QCT) sono state
preparate utilizzando la metodica opportunamente modificata del solvent deposition
[Musumeci ef al., 2006] (Fig. 1). Sono stati impiegati due differenti PLA: il Resomer 202H
ed il Resomer 203. I due polimeri differiscono tra loro sia per la viscosita intrinseca che per
idrofilia; il Resomer R 202H ¢ infatti piu idrofilo € meno viscoso. La QCT ed il polimero, in
rapporto p/p di 1:5, sono stati solubilizzati in acetone. La fase organica ottenuta, ¢ stata
lentamente addizionata, sotto costante agitazione magnetica, alla fase acquosa rappresentata
da una miscela etanolo/acqua (1:1, v/v) contenente il tensioattivo Tween 80 allo 0,5% (p/v).
Sono stati mantenuti costanti il rapporto tra la fase organica e quella acquosa (1:2, v/v) ¢ la
concentrazione di solido (QCT + PLA) in dispersione (0,1%, p/v) (Tab. 1). Il solvente
organico ¢ stato allontanato per evaporazione (pr, 30°C), mentre il surnattante acquoso ¢
stato allontanato per centrifugazione (13000 rpm, 20°, 4°C). Il pellet ottenuto ¢ stato lavato
due volte con acqua milliQ, al fine di eliminare I’eccesso del surfattante, mediante
centrifugazione nelle stesse condizioni. Infine, il pellet ¢ stato essiccato in stufa (35°C) per

tutta la notte.

Ottimizzazione dei parametri formulativi:

Rapporto tra farmaco e polimero

L’influenza del rapporto tra farmaco e polimero sulle dimensioni e sulla distribuzione
dimensionale delle NP ¢ stata studiata preparando tre formulazioni con un rapporto (p/p) di
1:5 (SQ1a, SQ1b), di 1:10 (SR2a, SR2b) e di 1:20 (p/p) (SL3a, SL3b). La concentrazione

di solido (QCT+PLA) in dispersione ¢ stata mantenuta pari a 0,1% (p/v). In aggiunta, sono
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stati preparati campioni privi di farmaco (BSL3a, BSL3b) per valutare ’influenza del

processo di caricamento della QCT rispetto alle formulazioni (SL3a, SL3b) (Tab. 2).
Sulla base delle analisi dimensionali, tra tutte le precedenti formulazioni ottenute, la SL.3a,
avendo dato i migliori risultati, ¢ stata selezionata come formulazione /eader e sottoposta ad

ulteriori modifiche (Fig. 2).

Ottimizzazione dei parametri formulativi nelle formulazioni selezionate SL3a

Concentrazione di solido totale

La concentrazione di solido totale (QCT+PLA) nella dispersione ¢ stata aumentata da 0,1%
a 0,175% (p/v) riducendo i volumi della fase organica e di quella acquosa.

Dalla fase acquosa ¢ stato anche eliminato ’EtOH (QE), poiché essendo la QCT solubile
in questo solvente, ne favorisce il passaggio in soluzione riducendone 1’incapsulamento.

Concentrazione del surfattante

Poiché ¢ noto che il surfattante impiegato puo avere un effetto citotossico [Gavini ef al.,
2011], si € valutata la concentrazione minima necessaria per I’ottenimento di NP stabili. La
concentrazione del Tween 80 ¢ stata ridotta da 0,5% a 0,3% (p/v) mantenendo la fase
acquosa come miscela H,O/EtOH (Q0,3).

Concentrazione del surfattante e del co-solvente

Per permettere 1’utilizzo di minori quantitda di tensioattivo impiegato e facilitare
I’incorporazione della QCT, ¢ stata ridotta la concentrazione di Tween 80 (da 0,5% a 0,3%)
(p/v) ed eliminato il co-solvente EtOH (Q0,3E).

Concentrazione del farmaco

La quantita della QCT impiegata ¢ stata aumentata (Q20) passando da 5 mg, sino a 10 ¢ 20

mg.

Ottimizzazione dei parametri formulativi nelle formulazioni selezionate Q20

Dai risultati ottenuti sulla caratterizzazione della precedente serie di nanodispersioni, la
formulazione Q20 ¢ stata presa come base per ulteriori variazioni dei parametri formulativi
(Fig. 2). In seguito a tali variazioni, sono state preparate le nanodispersioni Q20E per
eliminazione dell’EtOH, e la Q20-0,3 per riduzione del Tween 80 a 0,3% (p/v), nonché ¢
stata valutata la contemporanea eliminazione dell’EtOH con la riduzione del Tween §0.
Infine, sono stati preparati i bianchi, privi di farmaco, delle formulazioni Q20 ¢ Q20E,
denominati BQ20 ¢ BQ20E. In Tab. 3 ¢ riportata la composizione quali-quantitativa delle

formulazioni prodotte.
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Tutte le formulazioni sono state preparate in triplicato.

Caratterizzazione dimensionale

Tutte le formulazioni sono state analizzate in triplicato tramite spettroscopia di
correlazione fotonica (PCS) (Beckman-Coulter Inc. Miami, Florida, USA), al fine di
determinare il diametro medio (dm) e la distribuzione dimensionale (PI) delle sospensioni
particellari.

Le formulazioni sono state analizzate trasferendo in cuvetta una goccia del campione,
diluendo con acqua milliQ precedentemente filtrata con filtri a membrana (pori di 0,45 pm)
ed agitando al vortex per qualche secondo.

Tutte le analisi sono state condotte in triplicato ed i risultati ottenuti sono stati espressi in

termini di dm + DS e di PI + DS.

Determinazione del potenziale zeta
Per le formulazioni Q20, Q20E e per i rispettivi bianchi, ¢ stato misurato il potenziale zeta
al fine di determinare la carica superficiale delle NP e I’eventuale influenza della QCT sulla

carica delle formulazioni preparate.

Test di stabilita
Delle formulazioni QE, Q0,3E, Q20, Q20E, Q20-0,3, BQ20 ¢ BQ20E ¢ stata valutata la
stabilitda dimensionale in un periodo di tempo predefinito (1 e 7 giorni) durante il quale i

campioni sono stati conservati ad una temperatura di 4°C.

Determinazione del contenuto in QCT

Il contenuto di QCT ¢ stato determinato nelle formulazioni selezionate SL3a, QE, Q0,3,
QO0,3E, Q20, Q20E ¢ Q20-0,3. Dieci mg di pellet di ciascun campione sono stati
solubilizzati in 500 pL di acetone, quindi la soluzione ¢ stata portata a volume con NaOH
(20 mM) ed incubata al riparo dalla luce per 30°. La soluzione filtrata (PTFE; 0,45 um) ¢
stata sottoposta ad analisi spettrofotometrica (350 nm) (Thermo-Spectronic, Helios Gamma,
UK). La lettura ¢ stata effettuata dopo 30’ per garantire la stabilizzazione della soluzione. Da
studi preliminari, e come confermato dalla letteratura [Yang ef al., 2010], ¢ stato infatti
riscontrato che con il passare del tempo si ha un cambiamento delle bande di assorbimento
(Fig. 3), dovuto alla reazione tra la QCT e l'idrossido di sodio, con conseguente formazione
di prodotti intermedi e finali. Al tempo t=0, quando ancora nessuna reazione ¢ avvenuta, si

ha un picco massimo di assorbimento a 430 nm. Dopo cinque minuti l'intensita del picco di
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assorbimento della QCT diminuisce sensibilmente, mentre compaiono due picchi di
assorbimento a 350 nm e a 313 nm. Dopo 30’ si ha la scomparsa del picco di assorbimento a
430 nm ed il massimo valore di assorbanza dei picchi a 350 nm e a 313 nm, caratteristici del
prodotto finale corrispondente alla forma chinonica della QCT.

I risultati sono stati espressi in termini di efficacia di incapsulamento (EE%):

quercetina nel pellet
EE% = - x 100
quercetina totale

Test di dissoluzione in vitro

Il test ¢ stato eseguito utilizzando un dissolutore a pala (velocita pala 100 rpm) in 250 mL
di acqua bidistillata (37°C = 0,5°C). Una quantita esattamente pesata di pellet di Q20 e
Q20E con un contenuto di QCT pari a 2,23 mg e 3,4 mg, rispettivamente, sono stati
introdotti nel dissolutore. Ad intervalli di tempo prestabiliti (5°, 10°, 157, 30°, 45°, 60°, 120,
240°, 300" e 24 h) sono stati prelevati i campioni (1 mL) dal fluido accettore
successivamente ripristinato al fine di mantenere le condizioni sink. | campioni sono stati
diluiti 1:1 (v/v) con NaOH (20 mM), incubati al riparo della luce per 30’ e sottoposti ad
analisi spettrofotometrica (350 nm). La percentuale rilasciata dalle formulazioni ¢ stata

confrontata con quella della QCT tal quale.

Determinazione dell’attivita antiossidante

L’attivita antiossidante delle formulazioni Q20 e Q20E ¢ stata valutata in termini di
hydrogen donating o radical scavenging ability, usando due radicali stabili: il 2,2-difenil-1-
picrililidrazil (DPPH)ed il 2,4,6-tri(2-piridil)s-triazina (TPTZ).

DPPH test

Per ogni formulazione, 10 mg di pellet sono stati solubilizzati in acetone (10 mL).
Adattando la metodica di Ravichandran ef al. (2014) la soluzione ¢ stata ulteriormente diluita
di 1:20 (v/v) con acetone ed addizionata di una soluzione etanolica (500 puL) di DPPH (200
uM). L’analisi ¢ stata effettuata tramite spettroscopia UV-vis (517 nm). La percentuale di
inibizione del radicale con i campioni ¢ stata calcolata come segue:

Inibizione % = [(At0-At30) /At0] x100

At0 = assorbanza del controllo al tempo 0; At30 = assorbanza della soluzione
DPPH/campione a 60°. 1 dati della percentuale di inibizione sono stati espressi come
equivalenti di Trolox utilizzando 1’opportuna retta di calibrazione.

FRAP test
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L’attivita antiradicalica delle formulazioni Q20 ¢ Q20E ¢ stata valutata mediante il FRAP
test. Per ogni formulazione, 10 mg di pellet sono stati solubilizzati in acetone (10 mL).
Adattando la metodica di Soobratee ef al. (2005), la soluzione ¢ stata ulteriormente diluita di
1:20 (v/v) con acetone ed addizionata di 500 pL di reattivo, composto da una soluzione
estemporanea ottenuta da 25 mL di tampone acetato (pH 3,6), 2,5 mL di TPTZ (una
soluzione 10 mmol/L di TPTZ in una soluzione 40 mmol/L di acido cloridrico), 2,5 mL di
FeCl; anidro (una soluzione 20 mmol/L). Dopo 30’ di incubazione, il campione ¢ stato
analizzato per spettroscopia UV-vis (593 nm).

I risultati ottenuti sono stati espressi come equivalenti di Trolox.

Analisi statistica
Le differenze statistiche sono state determinate applicando analisi ANOVA one-way con
multiple comparison test (GraphPad software Incorporated). Le differenze sono state

considerate significative con p<0,05.

Risultati

Preparazione delle nanoparticelle polimeriche di QCT

Il metodo impiegato ha consentito di ottenere, velocemente e con buone rese, sospensioni
di NP. La variazione della quantita di QCT da 5 mg a 20 mg ¢ la riduzione del Tween 80 da
0,5 a 0,3% (p/v) ha incrementato la resa di produzione (Tab. 4).

Caratterizzazione dimensionale delle formulazioni

Tipo di polimero e rapporto tra farmaco e polimero

Sono state preparate differenti formulazioni variando il tipo di polimero PLA (Resomer R
203 e R 202H) ed il rapporto tra farmaco e polimero. Tutte le sospensioni ottenute (Tab. 5)
hanno dimensioni comprese tra 130 e 300 nm circa. L’impiego del Resomer R 203, rispetto
al Resomer 202H, ha portato a NP di dimensioni maggiori (p<0,05) ad eccezione del caso di
SQ1b, in cui la sostituzione con il Resomer 202H determina un incremento di circa 100 nm
del diametro medio (p<0,001). Nel complesso, il Resomer 203 permette di ottenere NP piu
omogenee, per le quali i valori di PI non si discostano da 0,1, indipendentemente dalla
percentuale di polimero impiegata (p<0,05). Infatti, con il Resomer 203, la quantita di
polimero utilizzata e la presenza della QCT, non influenzano le caratteristiche dimensionali
dei preparati (Fig. 4) (p>0,05), a differenza del. Resomer 202H il cui utilizzo porta invece a
variazioni dimensionali statisticamente significative (p<0,001). Precisamente con

quest’ultimo, quando la quantita del polimero viene ridotta a 83% (p/p) si osserva un
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incremento del dm circa doppio rispetto alle corrispondenti formulazioni prive di QCT o con
un rapporto farmaco/polimero maggiore (Fig. 4).

Nessuna differenza dimensionale ¢ stata osservata tra le altre formulazioni SR2b e SL3b
rispetto alle corrispondenti prive di QCT (BSL3b) e tra loro (p>0,05).

SL3a (dm: 168,35 +15,90 PI: 0,10 + 0,02) ha mostrato avere migliori proprieta
dimensionali, soprattutto in termini di omogeneita, rispetto alle restanti formulazioni (Tab. 5)
ottenute durante la fase iniziale di ottimizzazione dei parametri formulativi (rapporto
farmaco/polimero). Tuttavia, studi di drug content atti a valutare la capacita delle NP di
caricare il farmaco, hanno dimostrato la scarsa performance della formulazione nel
raggiungimento di questo obiettivo e percio, a partire da SL3a sono state introdotte ulteriori
variazioni dei parametri formulativi per aumentare la quantita di QCT incapsulata. Questo ha
portato all’ottenimento delle formulazioni QE, Q0,3, Q0,3E ¢ Q20 che sono state analizzate
in termini di drug content e di proprieta dimensionali (Tab. 6, Fig. 5). In tutte queste, la
concentrazione di solido totale (QCT+PLA) nella dispersione ¢ stata aumentata da 0,1% a
0,175% (p/v) riducendo i volumi della fase organica e di quella acquosa. L’aumento della
concentrazione del solido, ed in particolare quella del polimero, ha lo scopo di migliorare
I’efficacia d’incapsulazione del farmaco [Mehta er a/., 2006]. Il polimero, altamente
concentrato, precipita molto velocemente sulla superficie della fase dispersa, prevenendo la
diffusione del farmaco attraverso il limite di fase [Rafati ef al., 1997]. Inoltre, riducendo il
volume della fase organica, si ha una diminuzione della quantita di solvente che deve essere
evaporata. L’entita e la velocita di rimozione del solvente influenza la velocita di
solidificazione della fase dispersa, la quale a sua volta influenza I’efficacia d’incapsulamento
del farmaco [Mehta ef al., 2006]. In generale, piu velocemente avviene 1’evaporazione del
solvente maggiore sara la velocita di solidificazione della fase dispersa e maggiore sara
I’efficacia d’incapsulamento [ Yeo and Park, 20047].

Nella serie ottenuta dall’ottimizzazione dei parametri formulativi a partire SL3a, si ¢
osservato che le differenti variazioni introdotte portano ad un incremento delle dimensioni
delle NP, effetto evidente nel caso della riduzione del Tween 80 (Q0,3) (p<0,001). 11 PI
rimane invariato, sia in seguito all’eliminazione dell’EtOH, che in seguito all’aumento del
farmaco utilizzato, mentre in Q0,3, nel quale ¢ stata ridotta la quantita di Tween 80,
inaspettatamente esso si riduce, portando a un sistema maggiormente omogeneo (p<0,05).
Come in SL3a, la formulazione QO0,3E non ¢ stata presa come formulazione di riferimento,
nonostante fosse dimensionalmente omogenea, con particelle a basso dm (circa 175 nm) ed
ottenuta con basse concentrazioni di tensioattivo. Infatti, gli studi sul contenuto in QCT

hanno rivelato scarse concentrazioni di farmaco.
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Tuttavia, aumentando la quantita di farmaco da 5 a 20 mg (Q20), ¢ stato possibile ottenere
maggiori capacita di caricamento della QCT rispetto alle formulazioni precedenti. Attraverso
la variazione dei parametri formulativi impiegati in Q20 sono state ottenute nuove
formulazioni o per eliminazione dell’etanolo (Q20E) o per riduzione del tensioattivo (Q20-
0,3). La contemporanea eliminazione dell’etanolo da quest’ultimo campione ha comportato
instabilita dell’emulsione e quindi incapacita nell’ottenere una formulazione di NP in
sospensione. Il fenomeno si potrebbe ricondurre al fatto che 1’aumento della quantita di QCT
e la riduzione del Tween 80 conferiscano al co-solvente un ruolo di maggiore importanza per
I’ottenimento di sistemi stabili. I risultati dimensionali (Tab. 7, Fig. 6) mostrano come non ci
siano variazioni significative in termini di dm e PI (p>0,05) quando ¢ presente la QCT,
indipendentemente dalla presenza del co-solvente, mentre nei formulati privi di farmaco
I’eliminazione dell’EtOH conduce a NP piu piccole. Tra BQ20E, priva di farmaco e la
corrispondente Q20E, caricata con QCT, si ha una differenza dimensionale significativa,
indicando che I’eliminazione del co-solvente, che partecipa nel processo di solubilizzazione

della QCT, porta ad un incremento del diametro medio particellare.

Determinazione potenziale zeta

L’analisi ¢ stata effettuata per le formulazioni Q20, Q20E, BQ20 ¢ BQ20E (Tab. 8).

Sia il polimero polilattico che la QCT sono carichi negativamente. Il caricamento con il
farmaco in Q20 non ha condotto a differenze significative nel potenziale zeta (p>0,05),
mentre in Q20E si ¢ osservato un aumento significativo verso valori negativi (p<0,05)
rispetto al corrispondente preparato mancante del farmaco (BQ20E). Il metodo impiegato
per ’ottenimento di Q20E e di BQ20E non prevede I’'impiego di etanolo, solvente nel quale
la QCT ¢ molto solubile per cui la distribuzione del farmaco all’interno della matrice
polimerica potrebbe non essere omogenea e percio la probabilita che la QCT si disponga
sulla superficie particellare aumenta, spostando cosi il potenziale zeta verso valori piu

negativi rispetto a BQ20E.

Test di stabilita

Tutte le formulazioni sono stabili (p>0,05), sia in termini di PI che di dm, nell’arco di
tempo indagato (Fig. 7) ad eccezione di Q20-0,3, per la quale la riduzione della
concentrazione del surfattante ha determinato una minore stabilitd; una diminuzione nella
concentrazione di tensioattivo induce spesso un aumento dimensionale delle particelle

durante il tempo [Ekambaram et a/., 2012].
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Contenuto in QCT

Nelle formulazioni in cui ¢ stata impiegata una quantita di QCT di 5 mg si ¢ ottenuta
un’efficacia di incapsulamento molto ridotta (Tab. 9). Le modifiche apportate al campione
SL3a, quale eliminazione dell’EtOH e riduzione della quantita di Tween 80, non hanno
portato ad un incremento della quantita di farmaco caricata.

L’aumento a 20 mg di QCT, ha migliorato invece la percentuale di farmaco caricata
(p<0,05) da valori di 0,2-0,5% a 9-12% circa (Fig. 8). Inoltre, I’eliminazione dell’etanolo
(Q20E) o la riduzione del Tween 80 (Q20-0,3) hanno determinato un caricamento maggiore
(p<0,05) con valori rispettivamente di 13% e 12% in QCT incapsulata. Aumentare la
quantita di utilizzo della QCT porta, in generale, ad un incremento dell’efficacia di

incapsulazione del farmaco.

Test di dissoluzione delle formulazioni

Le formulazioni Q20 ¢ Q20E hanno dimostrato di aumentare la dissoluzione della QCT in
acqua rispetto al farmaco tal quale (Fig. 9) (p<0,001).

L’incapsulazione di farmaci poco solubili in sistemi micro o nanoparticellari ¢ una
strategia formulativa in grado di favorire il processo di solubilizzazione. La riduzione
dimensionale particellare comporta un aumento dell'area superficiale determinando un
maggiore contatto con il solvente e quindi un aumento della solubilita [Savjani ef al.,
2012;Chaudhary et al., 2012]. I risultati mostrano che la massima quantita di QCT disciolta
si ottiene dopo 1 h di contatto con acqua a 37°C ed in agitazione. Entrambe le formulazioni
sono capaci di aumentare la quantita disciolta di QCT, rispettivamente, del doppio nel caso
di Q20E e di circa 5 volte per quanto riguarda Q20. La formulazione Q20, con un piu basso
caricamento ma, nella quale si € ipotizzato sulla base dei risultati del potenziale zeta che il

farmaco fosse incapsulato, ¢ stata in grado di rilasciare una maggiore quantita di farmaco.

Determinazione dell’attivita antiossidante delle formulazioni

L’incorporazione del farmaco nelle nanoparticelle Q20 e Q20E non modifica la capacita
antiossidante della QCT. Infatti i dati sperimentali mostrano che I’attivita antiossidante della
QCT corrisponde a 652,9 e 744,9 equivalenti di Trolox (umol/L) rispettivamente nel FRAP e
nel DPPH test. I valori ottenuti per le due formulazioni non si discostano significativamente
da questi. Tuttavia, vista la differente capacita di dissoluzione della QCT dalle due
formulazioni, si potrebbe affermare che la formulazione Q20, se lasciata in acqua a 37°C per
1 h presenta una attivita antiossidante pari al doppio rispetto alla Q20E a parita di contenuto

in farmaco.
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Discussione

La quercetina ¢ uno dei flavonoidi piu studiati per le sue numerose attivita biologiche
quale sostanza antiossidante, antitumorale, antinfiammatoria, antiaggregante e
vasodilatatrice [Erlund, 2004]. Dai i suoi effetti antiossidanti deriva 1’efficacia terapeutica e
neuro-protettiva nell’ambito delle patologie neurodegenerative [ Ansari et al., 2009;0ssola et
al., 2009;Sriraksa et al., 2012]. II cervello € un organo ad elevato rischio di danno indotto da
stress radicalico, come osservato nelle patologie neurodegenerative, in quanto consumatore
di elevate quantita di ossigeno e possedente scarsi meccanismi di difesa per 1’attacco da
specie radicaliche all’ossigeno (ROS). In cio, trova spiegazione I’impiego e 1’efficacia di
sostanze antiossidanti, come la QCT, nella sperimentazione su modelli animali di
neurotossicita e neurodegenerazione [Ossola ef al., 2009]. Nel contesto del morbo di
Alzheimer, il pretrattamento di cellule ippocampali con QCT si ¢ mostrato utile nel ridurre la
tossicita dovuta al B-amiloide, per mezzo di una riduzione dello stress ossidativo [Ansari ef
al., 2009]. Tuttavia, ’impiego della QCT in forma agliconica ¢ limitato a causa della sua
incapacita nel solubilizzarsi in acqua, fenomeno che, associato all’elevato metabolismo, ne
limita la biodisponibilita orale o la possibilita di una somministrazione parenterale [ Kumari
et al., 2010;Natarajan et al., 2011]. Infatti la solubilita della QCT ¢ pari a 0,00215 g/L a
25,6°C e 0,00469 g/L a 41,5 °C [Srinivas ef al., 2010]. Le NP polimeriche hanno
rappresentato un importante sistema per aumentare la biodisponibilita della QCT, in quanto
ne aumentano la solubilita, ne controllano il rilascio e ne riducono la tossicita [Kumari ez al.,
2010;Pool et al., 2012;Tan et al., 2011]. Le NP ottenute si sono mostrate in grado di
incapsulare il flavonide agliconico e grazie a questa caratteristica potrebbero conferire
protezione nei confronti dei meccanismi metabolici che portano ai coniugati glucuronati e
solfati dotati di minore capacita di attraversamento della barriera e di minori azioni neuro-
protettive [Dhawan er al., 2011;0ssola et al., 2009]. Gia in passato le NP hanno infatti
permesso la protezione dal metabolismo epatico di un farmaco in esse caricato (epirubicina,
curcumina, estradiolo) [Kadam et a/., 2012]; in aggiunta, le NP con dimensioni fino a circa
200 nm sono meno suscettibili all’attacco da parte del sistema del complemento responsabile
dell’eliminazione ematica delle NP [Moghimi ez a/., 2005]. Inoltre, in virtu delle dimensioni
particellari ottenute, anche la biodisponibilita orale della QCT potrebbe venire migliorata.
Hecq et al. (2006) hanno difatti dimostrato che NP con diametro compreso tra 100-300 nm
migliorano la biodisponibilita orale di farmaci poco idrosolubili. Inoltre, NP di dimensioni
comprese tra 100-200 nm sono captate dal tessuto intestinale in misura significativamente
maggiore di particelle piu grandi [Desai er al., 1997;Caldorera-Moore ef al., 2010]. Al

contempo, poiché 1’azione antiossidante del flavonoide diminuisce drasticamente quando ¢
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esposta alle zone acide o alcaline ed al metabolismo del tratto gastro-intestinale nonché di
quello epatico [Pool er al., 2012], il sistema potrebbe preservare 1’attivita farmacologica

della QCT in tali condizioni.

Conclusioni

Il lavoro ha dimostrato che attraverso un’opportuna scelta dei parametri formulativi e
preparativi ¢ possibile ottenere NP a base di PLA per veicolare la QCT. In particolare la
quantita di farmaco incapsulata dipende dal rapporto tra QCT e PLA usato.

La formulazione selezionata contiene particelle con un diametro medio di circa 238 nm,
risulta omogenea, per i bassi valori di PI (0,11), e stabile per una settimana. Le ridotte
dimensioni permettono di incrementare la quantita di QCT che si solubilizza rispetto al
farmaco tal quale. Queste proprieta rendono idonea la formulazione ad una somministrazione
parenterale; inoltre sistemi con queste caratteristiche potrebbero incrementare la
biodisponibilita orale della QCT in seguito ad un aumento dell’ up-take delle nanoparticelle a
livello della mucosa intestinale ed una protezione dai processi metabolici.

La QCT incapsulata non perde la sua attivita antiossidante.

In seguito ai risultati ottenuti, la formulazione Q20 ¢ stata selezionata per essere
ottimizzata al fine di consentire una somministrazione parenterale e quindi valutare la
stabilita ematica del carrier, la cinetica di rilascio della QCT nel sangue ed il passaggio di

questa nel cervello.
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Tabelle
Tabella 1. Composizione quali- quantitativa delle formulazioni di riferimento.
Lotto QCT Resomer R 203 Resomer R 202H Acetone Tween 80 H>O/EtOH 1/1
(mg) (mg) (mg) (mL) (mg) (mL)
SQla 10 50 - 20 200 40
SQI1b 10 - 50 20 200 40

Tabella 2. Composizione delle formulazioni con rapporto QCT/PLA 1:10 e 1:20 p/p.

Lotto QCT Resomer R 203 Resomer R 202H Acetone Tween 80 H20/EtOH 1/1
(mg) (mg) (mg) (mL) (mg) (mL)
SR2a 5 50 - 18 180 36
SR2b 5 - 50 18 180 36
SL3a 5 100 - 35 350 70
SL3b 5 - 100 35 350 70
BSL3a - 100 - 35 350 70
BSL3b - - 100 35 350 70

Tabella 3. Tabella riassuntiva della composizione quali-quantitativa delle formulazioni a
base di QCT prodotte.

Lotto QCT Resomer R Resomer R Acetone Tween 80 H>O/EtOH H20
(mg) 203 (mg) 202H (mg) (mL) (mg) 1/1 (mL) (mL)
SQla 10 50 - 20 200 40 -
SQl1b 10 - 50 20 200 40 -
SR2a 5 50 - 18 180 36 -
SR2b 5 - 50 18 180 36 -
SL3a 5 100 - 35 350 70 -
SL3b 5 - 100 35 350 70 -
QE 5 100 - 20 200 - 40
Q0,3 5 100 - 20 120 40
QO0,3E 5 100 - 20 120 - 40
Q20 20 100 - 20 200 40 -
Q20E 20 100 - 20 200 - 40
Q20-0,3 20 100 - 20 120 40 -

Tabella 4. Resa percentuale delle formulazioni.

Lotto SL3a QE Q03 Q03E Q20 Q20E Q20-03
Resa (%) 592+ 51,9+ 78,7 + 64,5 + 81,2 + 80,1 + 88,6 +
+ DS 4,86 2,43 1,98 3,22 3,35 0,71 11,9

Tabella 5. Diametro medio (dm) ed indice di polidispersione (PI) formulazioni nella fase
iniziale dell’ottimizzazione dei parametri formulativi.
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Lotto dm+ DS PI1+DS

SQla 178,5 £ 2,47 0,117 £0,01

SQlb 2942+ 11,03 0,251 0,01

SR2a 1932 +3,46 0,078 + 0,03

SR2b 131,4+0,141 0,14 + 0,04

SL3a 168,35 £15,90 0,10+ 0,02
BSL3a 186,8 + 51,77 0,1 £0,05

SL3b 136,4 + 1,06 0,15 = 0,05
BSL3b 143,25 +3,32 0,24+ 0,09

Tabella 6. Diametro medio (dm) ed indice di polidispersione (PI) delle formulazioni
ottenute dall’ottimizzazione dei parametri formulativi di SL3a.

Lotto dm £ DS PI+ DS
SL3a 168,35 +£15,90 0,10 £ 0,02
QE 178,2 £0,68 0,12 +£0,01
Q0,3 286,7 + 4,46 0,046 + 0,03
QO0,3E 1743 +£2,7 0,067 £+ 0,02
Q20 238,6 £10,69 0,12 +£0,03

Tabella 7. Diametro medio (dm) ed indice di polidispersione (PI) delle formulazioni
ottenute dall’ottimizzazione dei parametri formulativi di Q20.

Lotto dm £ DS PI+DS
Q20 238,6 + 10,69 0,116 + 0,034
BQ20 242,03 3,23 0,041 + 0,021
Q20E 234,38 + 63,12 0,229 + 0,04
BQ20E 167,6 + 1,55 0,148 = 0,02
Q2003 257,42 + 8,84 0,152 + 0,05

Tabella 8. Valori di potenziale zeta (zp).

Lotto zp (mV DS
Q20 -27,24 +1,39
BQ20 -24,78 +1,36
Q20E -27,80 +4,68
BQ20E -21,42 +3,79
QCT -38,83 +2,73

Tabella 9. Contenuto in QCT nelle formulazioni.

Campione QCT teorica QCT incapsulata (mg) QCT incapsulata (%)
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(mg)

SL3a 53 0,36 0,53
QE 54 0,10 0,18
Q0,3 5,1 0,40 0,40
Q0,3E 4.9 0,36 0,53
Q20 20,2 8,3 8,60
Q20E 20,1 13,0 12,90
Q20-0,3 20,2 12,5 11,70
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Figura 1. Schema del metodo preparativo impiegato per 1’ottenimento delle nanoparticelle

veicolanti la quercetina.
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Figura 2. Schema riassuntivo sull’ottimizzazione dei parametri formulativi a partire dalle

formulazioni selezionate SL3a e Q20.
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Figura 4. Effetto del tipo e della quantita di polimero sul diametro medio (dm) (barre) e
sull’indice di polidispersione (PI) (linee) delle nanoparticelle. Sinistra. Rapporto in peso tra
farmaco e polimero. Destra. Percentuale di polimero nelle formulazioni. (Barre. n=9, *

p<0,05 vs Resomer 202 H g3).
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Figura 5. Variazione diametro medio (dm) (barre) ed indice di polidispersione (PI) (linee)

sulla seconda serie di formulazioni confrontate con SL3a. (Barre. n=9, p<0,05 vs tutti).

mmm dm formulazioni con QTC dm formulazioni senza QTC
——PI formulazioni senza QTC —&—PI formulazioni con QTC
350 - 90,3
300 - - 0,25
EZSO R
g - 0.2
)
Z 200 -
g S 0,15 &
® |
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s i
=
50 - - 0,05
0 0

Q20 Q20 E Q2003

Figura 6. Variazione diametro medio (dm) (barre) ed indice di polidispersione (PI) (linee)
delle formulazioni ottenute dall’ottimizzazione dei parametri formulativi di Q20. (Barre.

n=9, p<0,05 *vs Q20senza qcT; § p<0,05 vs Q20Esenza oct).
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Figura 7. Diametro medio (dm) (barre) ed indice di polidispersione (PI) (pallini) delle
formulazioni sottoposte a test di stabilitad durante 7 giorni (gg). (Barre. n=3, * p<0,05 vs Q20-

0,3(0 gg))- (Pallini. ¥ p<0,05 vs Q20-0,3(0 ge).
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Figura 8. Contenuto in farmaco nelle formulazioni preparate con 20 mg di quercetina.

(n=3, "p<0,05 vs Q20).
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Figura 9. Profilo di rilascio della QCT dalle formulazioni Q20 ¢ Q20E.
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Capitolo 111

SLN come carrier per la Veicolazione di Materiale Oligonucleotidico come

Agente nel Trattamento della Patologia di Alzheimer

Questo ¢ un lavoro svolto nell’ambito del progetto Erasmus
tra
I’Universita di Sassari (Italia)
e
L’Instituto Superior de Ciencias da Saude-Norte (CESPU) (Porto, Portogallo)

Il lavoro sperimentale ¢ stato eseguito presso ’Instituto Superior de Ciencias da Saude-
Norte (CESPU) sotto la guida del Prof. Bruno Sarmento, presso il Dipartimento di Chimica e
Farmacia e presso il Dipartimento di Scienze Biomediche dell’Universita di Sassari sotto la

guida del Prof. Gianfranco Pintus e della Dott.ssa Anna Maria Posadino
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Abstract

I siRNA rappresentano una promettente classe di farmaci oligonucleotidici impiegabili per
il trattamento e/o la prevenzione delle patologie neurodegenerative. [l BACE1siRNA ne ¢ un
esempio per la terapia dell’ Alzheimer.

Lo scopo del progetto ¢ stato quello di sviluppare nanoparticelle solide lipidiche (SLN)
destinate alla somministrazione orale di un neuro-farmaco di natura oligonucleotidica, qual’¢
il BACEI1siRNA, in forma complessata con un peptide neuro-specifico (RVG-9R).
L’obiettivo principale ¢ stato quello di utilizzare sistemi nanoparticellari per consentire una
protezione del complesso RVG-9R/BACE1siRNA destinato a somministrazione orale. Il
lavoro si ¢ articolato nelle seguenti fasi: /) studio dei parametri di formazione del complesso
RVG-9R/BACEI1siRNA; II) studio dei parametri formulativi per la preparazione di SLN non
rivestite e rivestite con chitosano destinate alla veicolazione del complesso; I11)
caratterizzazione dimensionale e morfologica delle particelle ottenute; 7V) studi di
permeazione in tre differenti modelli intestinali cellulari; V) studi preliminari di espressione
genica su colture cellulari neuronali (IMR-32).

Lo studio dei parametri di formazione del complesso ha dimostrato che, con un rapporto
molare tra siRNA/peptide di 1:10, il siRNA viene completamente complessato e circondato
dal peptide. La tecnica della doppia emulsione con omogeneizzazione per sonicazione ha
permesso di ottenere SLN veicolanti il complesso. Gli studi formulativi hanno consentito di
identificare le condizioni ottimali per ottenere il carrier veicolante il complesso. Con gli
studi di permeazione su modelli intestinali si ¢ osservato che i carrier modulano il passaggio
di RVG-9R/BACEI1siRNA attraverso le cellule. Infine, ¢ stato dimostrato come le cellule
IMR-32 siano degli utili modelli neuronali per la determinazione dell’attivita farmacologica

dell’oligonucleotide impiegato in quanto esprimenti I’enzima BACE-1.
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Introduzione

L’applicazione terapeutica di un neuro-farmaco viene spesso ostacolata dalla barriera
emato-encefalica (BEE) [Pardridge, 2001]. Questo ¢ anche il caso dei farmaci
oligonucleotidici ed in particolare dei siRNA (short/small interfering RNA), piccoli
frammenti di RNA (21 nucleotidi) a doppio filamento coinvolti nel pathway dell’RNA
interference. Sono responsabili, a concentrazioni nanomolari, del silenziamento di specifiche
sequenze geniche [Krichevsky and Kosik, 2002]. Questa loro caratteristica li rende
un’interessante ed innovativa classe di farmaci per patologie in cui si osserva un’alterata
espressione genica, come ad esempio tumori, infezioni virali, ipercolesterolemia e patologie
neurodegenerative. Nell’ambito dell’Alzheimer, ¢ stato documentato che 1’inibizione
dell’espressione del BACE1 porta ad un miglioramento del morbo [Stockley e a/., 2006;Kao
et al., 2004;Miller et al., 2003]. Nonostante il potenziale dei siRNA, I’applicazione in campo
neuro-terapeutico ¢ limitata a causa dell’elevata idrofilia, dell’alto peso molecolare e della
suscettibilita alla degradazione enzimatica che nel complesso impediscono a queste molecole
I’attraversamento della BEE e quindi il raggiungimento del SNC.

Alcune neurotossine si sono mostrate utili strumenti nel fargeting mirato al cervello. Tra
queste rientra RVG-9R, un derivato peptidico della glicoproteina del virus della rabbia che si
lega ai recettori nicotinici (nAchR) a7 abbondantemente espressi nell’endotelio cerebrale. La
complessazione del peptide con materiale oligonucleotidico permette a quest’ultimo di
raggiungere il cervello, in seguito a somministrazione perferica, ¢ di manterne inalterata
I’azione biologica [Kumar ez al., 2007].

La via orale ¢ la via di somministrazione d’elezione nel caso di patologie croniche come
quelle neurodegenerative poiché € un metodo non invasivo, indolore, facilmente eseguibile,
di basso costo e con elevata compliance da parte dei pazienti. La permeazione di un farmaco,
destinato alla via orale, viene dapprima predetta in vifro impiegando modelli cellulari, i quali
consentono di effettuare studi preliminari evitando 1’utlizzo di modelli animali. A tal fine
vengono spesso impiegati modelli cellulari di epitelio semplice (Caco-2), che hanno la
caratteristica di presentare tight junction cosi come quelle intestinali, ma sono comunque ben
lontani dal riprodurre le condizioni ben piu complesse ritrovate nell’intestino umano. Per
questo motivo, la ricerca si ¢ indirizzata nello sviluppo di nuovi modelli cellulari per lo
studio della permazione di un farmaco destinato ad una somministrazione orale [Antunes ef
al., 2013;Araujo et al., 2013].

I sistemi nanoparticellari vengono spesso impiegati per garantire la protezione di una
molecola dall’ambiente circostante e, nell’ambito della somministrazione orale, sono spesso

impiegati per far fronte alle aggressive condizioni di pH ed enzimatiche incontrate nel tratto

Tesi di Dottorato di Elena Soddu
“Progettazione e sviluppo di sistemi di veicolazione non invasivi per neuro-farmaci”
Dottorato in Scienze e Tecnologie Chimiche, indirizzo Scienze Farmaceutiche
Universita degli Studi di Sassari

147



Parte 11 Capitolo III

gastro-intestinale, nonché favorire la biodisponibilita orale del farmaco [Desai er al.,
2011;Severino et al., 2012]. 1 sistemi nanoparticellari per la veicolazione di siRNA
rappresentano un approccio che consente di superare le barriere extra- ed intracellulari
affinche il siRNA sia in grado di innescare, con un’entita rilevante, i suoi effetti biologici
[Ballarin-Gonzalez et al., 2013].

Le nanoparticelle costituite da lipidi, specialmente cationici, si sono mostrate utili strumenti
per favorire il processo di trasfezione cellulare di oligonucleotidi, grazie alle loro
caratteristiche chimico-fisiche che permettono il passaggio pressoccheé indisturbato
attraverso le membrane cellulari [Tseng ef a/., 2009]. Nel presente lavoro, 1’obiettivo ¢ stato
quello di sviluppare dei sistemi nanoparticellari il cui compito principale fosse quello di
proteggere dall’ambiente gastro-intestinale e favorire la permeazione attraverso la mucosa
intestinale di un complesso siRNA/RVG capace di per s¢ di raggiungere la BEE ed esplicare
il suo ruolo biologico. E’ stato condotto anche uno studio per determinare il rapporto ideale

tra siRNA e RVG-9R per I’ottenimento di una massima interazione tra le due sostanze.
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Schema illustrante le principali fasi del lavoro.
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Metodi

Materiali

11 6-FAM—BACEI1siRNA (6-FAM nell’estremita 3’ del filamento senso), il polivinilalcol
(PVA) (PM 30000-70000, idrolizzato al 87-90%) ed il chitosano (PM 50 kDa, grado di
deacetilazione 75-85%) sono stati acquistati da Sigma-aldrich, Italia. Il frammento chimerico
del virus della rabbia (RVG-9R) ¢ stato acquistato da AnaSpec, Belgio. L’anticorpo
policlonale di coniglio anti-BACE] ¢ stato acquistato dalla ditta Abcam, USA.

11 Witepsol E85 ¢ stato gentilmente donato da CremerOleo, Germania.

EMSA (electrophoretic mobility shift assay): identificazione oligonucleotide e peptide

Per PTEMSA, 100 pmol di 6-FAM—-BACE1siRNA sono state incubate con il peptide RVG-
9R ad un rapporto molare (siRNA/peptide) di 1:0,1; 1:0,5; 1:1; 1:5 e 1:10 in acqua di grado
biologico, per 15°, al riaparo dalla luce e sottoposti ad elettroforesi in gel d’agarosio al 2%. Il
siRNA e I’RVG-9R non complessati sono stati utilizzati come controllo. L’analisi qualitativa
dell’oligonucleotide ¢ stata effettuata utilizzando 6-FAM—BACE1siRNA. Per
I’identificazione del peptide, il gel ¢ stato immerso in una soluzione di colorante (40%
metanolo, 10% acido acetico glaciale, 0,25% Coomassie® Brilliant Blue) per 3 h, in blanda
oscillazione, ed infine decolorato (20% metanolo, 10% acido acetico glaciale) per tutta la

notte a 4°C.

Preparazione delle SLN

Sono stati allestite due differenti formulazioni di SLN: non rivestite (NR) e rivestite con
chitosano (C). Le NR sono state ottenute con il metodo della doppia emulsione
acqua/olio/acqua (ai/o/a;). Da queste, in seguito al rivestimento con chitosano, ¢ stato
ottenuto il lotto C. Nello specifico, il lotto NR ¢ stato prodotto solubilizzando la matrice
lipidica Witepsol E85 (200 mg) nel solvente organico CH,Cl, (2 mL) ed addizionandola di
una soluzione acquosa del complesso RVG-9R/BACE1siRNA (200 pL; siRNA 1 uM) con
un rapporto molare di 1:10 in siRNA/RVGIR, scelto sulla base dei precedenti esperimenti.
L’emulsione primaria aj;/o ¢ stata omogenizzata per sonicazione (Bioblock Vibracell
sonicator Fisher Bioblock Scientific, Illkirch, France), a 70% amplitude per 30°°. Questa &
stata addizionata ad una soluzione di tensioattivo (10 mL) PVA al 2% (p/v) ed
omogeneizzata nelle stesse condizioni. L’emulsione a;/o/a; ¢ stata lasciata sotto costante
agitazione magnetica, a temperatura ambiente, sino a completa evaporazione del solvente

organico con il conseguente ottenimento di una sospensione di SLN.
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Il lotto C ¢ stato ottenuto aggiungendo goccia a goccia la sospensione NR ad una soluzione
di chitosano 1% (p/v), in 1% (v/v) di acido acetico (pH 4,6) addizionata di PVA 2% (p/v). 1l
rapporto in volume tra soluzione di chitosano e sospensione NR ¢ stato di 1:1 (Tab. 1).

Il siRNA impiegato ¢ stato il 6-FAM—BACEI1siRNA. Ciascuna formulazione ¢ stata

preparata in triplicato. Ciascun campione ¢ stato analizzato tre volte.

Caratterizzazione dimensionale delle SLN

Delle sospensioni ottenute, 100 uL (NR) e 200 uL (C) sono stati trasferiti in cuvetta, diluiti
sino a 4,5 mL con H,O milliQ filtrata ed analizzati in termini di diametro medio (dm), indice
di polidispersione (PI) e potenziale zeta (pz) (90Plus/BI-MAS, ZetaPlus, Brookhaven
Instruments Corporation, USA).

Ciascuna analisi ¢ stata effettuata in triplicato.

Caratterizzazione morfologica delle SLN

Le analisi SEM/EDS sono state condotte sui campioni NR e C utilizzando un microscopio
elettronico a scansione ambientale ad alta risoluzione (Schottky) con microanalisi a raggi X e
diffrazione elettronica da retrodiffusione (Quanta 400 FEG ESEM / EDAX Genesis X4M).

Il rivestimento dei campioni ¢ stato effettuato per sputtering con un sottile strato di Au/Pd
utilizzando la metodica SPI di rivestimento per sputtering dello strumento.

Ciascuna immagine ¢ provvista di una barra dati con le principali condizioni di analisi.

Cellule

Le cellule Caco-2 (passaggio 35) e HT29-MTX (passaggio 44) sono state fatte crescere
separatamente in fiasche per coltura (Orange Scientific, Belgio) in medium completo
consistente di DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium) addizionato del 10% (v/v) di
siero fetale bovino inattivato, 1% (v/v) L-glutammina, 1% (v/v) amminoacidi non essenziali
e 1% (v/v) di una miscela di antibiotici-antimicotici (concentrazione finale di 100 U/mL
Penicillina e 100 U/mL Streptomicina). Le cellule sono state spliffate una volta alla
settimana con 0,25% tripsina-EDTA (1x) e seminate alla densita di 5x 10° cellule in fiasche
da 75 cm?. 1l mezzo di coltura ¢ stata rimpiazzato ogni 2 giorni. Dove non indicato, tutti i
reagenti sono stati acquistati da Gibco® (Invitrogen Corporation, Life Technologies, UK). Le
cellule sono state incubate (CellCulture® CO, Incubator, ESCO GB Ltd., UK) a 37°C ¢ 5%
CO; in atmosfera satura di acqua. Le cellule Raji B (passaggio 14) sono state fatte crescere

in fiasche utilizzando medium completo con la stessa composizione sopra riportata.
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Le cellule IMR-32 (passaggio 5) sono state fatte crescere in fiasche utilizzando un medium
consistente di DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium) addizionato del 10% (v/v) di

siero fetale bovino inattivato.

Permeazione in modelli intestinali cellulari

Gli esperimenti di permeazione cellulare sono stati condotti utilizzando tre differenti
modelli cellulari: cellule Caco-2 in mono-coltura; cellule Caco-2 + HT29-MTX in co-
coltura; cellule Caco-2 + HT29-MTX + Raji B in co-coltura. I modelli di coltura cellulari
sono stati seminati utilizzando il protocollo messo a punto da Antunes ef a/. (2013).

Brevemente, le cellule Caco-2 sono state seminate in mono-coltura, in di-coltura con le
cellule HT29-MTX ed in tri-coltura con le cellule HT29-MTX e Raji B con un rapporto tra
Caco-2 e HT29-MTX di 90:10 in inserti Transwell™ per piastre da 6 pozzetti (diametro pori
3um, policarbonato, 4,67 cm?) (Corning Life Sciences, Olanda). Le cellule Caco-2 € HT29-
MTX sono state seminate nel compartimento apicale degli inserti Transwell™, ad una
concentrazione finale di 1x10° cellule/cm? per inserto. Le cellule sono state mantenute nelle
stesse condizioni delle mono-colture e lasciate crescere per 14 giorni, rinnovando il mezzo di
crescita ogni 2. Trascorso tale tempo, le cellule Raji B (1x10° cellule) sono state addizionate
nel compartimento basolaterale ed il modello in tri-coltura ¢ stato lasciato in crescita per
circa 6-7 giorni prima di effettuare gli esperimenti di permeazione. La co-coltura Caco-
2:HT29-MTX ¢ stata seminata come precedentemente descritto senza I’aggiunta delle Raji
B. Tutti i monostrati cellulari sono stati utilizzati dopo 14-21 giorni in coltura effettuando un
monitoraggio costante sull’integrita del monostrato mediante misurazione TEER.

Per gli esperimenti di permeazione ¢ stato rimosso il medium di crescita ed il monostrato ¢
stato lavato nel compartimento apicale con 1,5 mL ed in quello basolaterale con 2,5 mL di
HBSS (Hank's balanced salt solution) a 37°C. Sia il complesso non formulato (L) che
formulato in SLN (NR, C) sono stati addizionati al compartimento apicale in una quantita
complessiva in 6-FAM—-BACEI1siRNA di 1,39 pg/pozzetto.

A differenti intervalli di tempo (15°, 30°, 60°, 120°, 240°) dal compartimento basolaterale
sono stati prelevati 200 pL di campione, successivamente ripristinati, ed al termine
dell’esperimento ¢ stato prelevato un volume uguale dal compartimento apicale. I campioni
sono stati trasferiti in piastre nere per analisi di fluorescenza (96 pozzetti, MICROTEST™

Falcon) e sottoposti ad analisi spettrofotometrica (Aex: 492 nm; Aem: 520 nm).

Studi preliminari in cellule neuronali: western blot
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Le cellule IMR-32, precedentemente coltivate in fiasche T25, sono state raccolte ed
omogeneizzate in lysis buffer contenete una miscela di inibitori delle proteasi. Gli estratti
cellulari, preparati dopo centrifugazione a 13000 rpm, sono stati risolti tramite SDS-PAGE.
Le proteine sono state quindi trasferite in membrane di nitrocellulosa e blotted con
I’appropriato anticorpo primario anti-BACE]1 a differenti gradi di diluizione (1:1000, 1:500;
1:250; 1:100) ed anticorpi secondari anti-rabbit HRP (Santa Cruz). La rivelazione ¢ stata

condotta tramite ECL (Amersham Biosciences, Milano, Italia).

Risultati

EMSA (electrophoretic mobility shift assay): identificazione oligonucleotide e peptide

L’inibizione dell’espressione del BACE1 porta ad un miglioramento della patogenesi
dell’ Alzheimer [Kao ef al., 2004;Singer et al., 2005]. Un siRNA complessato a RVG-9R ¢ in
grado di raggiungere selettivamente il cervello e di esplicare le sue azioni farmacologiche in
seguito a somministrazione parenterale [Kumar ez a/, 2007]. In cid viene trovata la
spiegazione nella scelta del RVG-9R per la veicolazione sito-specifica del BACE1siRNA per
il trattamento del morbo di Alzheimer.

Il test ¢ stato eseguito al fine di valutare il rapporto ideale per la formazione del complesso
tra il peptide e [D’oligonucleotide. Sulla base della fluorescenza emessa dal 6-
FAM—-BACEI1siRNA ¢ stato possibile individuare 1’oligonucleotide. Dall’analisi qualitativa
¢ emerso che I’impiego di rapporti molari di 1:5 e 1:10 (siRNA/RVG) porta alla formazione
di complessi in cui tutto I’oligonucleotide impiegato interagisce con il peptide (Fig. 1). Con
rapporti inferiori (1:0,1; 1:0,5; 1:1) il siRNA ha la stessa mobilita elettroforetica rispetto al
controllo (siRNA libero) indicando come in questi non si sia avuta una sufficiente
interazione elettrostatica con il peptide (Fig. 1).

La presenza del peptide nel gel ¢ stata successivamente evidenziata tramite la tecnica di
colorazione con Coomassie® Brilliant Blue [Lonza Bench Guides]. Questa ha permesso di
stimare che solo con un rapporto molare di 1:10 il peptide riesce a complessare
I’oligonucleotide circondandolo completamente. Solamente in questo caso, infatti, il peptide
si ¢ legato al colorante (Fig. 2). Il risultato ha indotto a pensare che il siRNA venga
completamente circondato e quindi protetto da RVG-9R se il rapporto molare di
quest’ultimo ¢ maggiore di 10 volte rispetto all’oligonucleotide. Cid giustifica la scelta
nell’utilizzo del rapporto 1:10 nelle fasi successive del lavoro. Inoltre, del complesso cosi
formato, ¢ documentata la buona capacita di trasfezione cellulare, nonché le capacita di

raggiugere il cervello in seguito a somministrazione parenterale [Kumar ez a/., 2007].
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Preparazione e caratterizzazione dimensionale delle nanoparticelle solide lipidiche

Il dm e il PI hanno dimostrato come il metodo utilizzato abbia portato all’ottenimento di
SLN in sospensione. L’analisi del pz ha confermato la presenza del rivestimento di chitosano
nelle formulazioni C (Tab. 2). Il metodo preparativo si ¢ rivelato semplice e veloce ed ha
consentito di lavorare in blande condizioni di stress termici e meccanici, caratteristiche
importanti vista la sensibilita del materiale impiegato. Le analisi al SEM hanno confermato i

parametri dimensionali ottenuti tramite DLS, mostrando inoltre una morfologia particellare

irregolare (Fig. 3).

Permeazione SLN in modelli intestinali cellulari

Gli studi di permeazione sono stati condotti in tre differenti modelli intestinali cellulari. I1
modello in mono-coltura di cellule Caco-2 ¢ il modello in vitro piu utilizzato per predire il
grado di permeazione di un farmaco nell’epitelio intestinale [Ungell e a/., 2004;Shah ef al.,
2006]. Tuttavia, € un modello semplice e lontano dalle reali condizioni riscontrate nel
piccolo intestino dell’uomo. Il modello in di-coltura, grazie alla presenza delle HT29-MTX ¢
in grado di simulare un epitelio intestinale umano secernente muco. Infine, il modello in tri-
coltura permette di riprodurre le stesse caratteristiche della di-coltura con in piu I’espressione
di cellule M, cellule presenti nelle placche di Payer dell’intestino tenue, coinvolte nel
passaggio di una sostanza dall’intestino alla linfa. Questi ultimi due modelli sono in grado di
riprodurre in vitro una situazione piu simile a quella riscontrata nel tenue umano [Antunes et
al.,2013;Aratjo et al., 2013].

I risultati hanno evidenziato che il complesso non formulato permea allo stesso modo nei
differenti modelli cellulari impiegati con un passaggio immediato e quasi totale gia ai 15 di
incubazione (Fig. 4). Le formulazioni rivestite con chitosano (C) sono quelle che hanno
mostrato un minore grado di permeazione, la quale ¢ maggiore nel modello della di-coltura.
Il fenomeno potrebbe essere attribuito ad una interazione tra il muco, carico negativamente,
ed il polimero mucoadesivo presente sulla superficie delle SLN [Fonte ef al., 2012]. Le
formulazioni non rivestite (NR), invece, permettono un maggiore passaggio
dell’oligonucleotide nei modelli in mono- e tri-coltura rispetto alle C, che hanno una
permeazione maggiore nel modello in di-coltura, confermando quanto detto sopra (Fig. 4).
Nell’insieme i dati hanno mostrato come il passaggio del complesso peptide/oligonucleotide
venga modulato dalle SLN. Ulteriori studi (microscopia a fluorescenza) si rendono necessari
affinché venga definita la modalita di passaggio cellulare: complesso dissociato, complesso

rilasciato dal carrier o complesso associato al carrier.
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Studi preliminari in cellule neuronali: western blot

Le SLN sviluppate hanno lo scopo di veicolare al cervello il materiale oligonucleotidico,
sotto forma di complesso peptidico sito-specifico, il cui passaggio al cervello ¢ stato
dimostrato da Kumar ez al. (2007).

Al fine di valutare la capacita dei carrier di fungere da tali senza modificare 1’attivita del
farmaco, sono stati progettati studi su cellule neuronali.

Cellule di neuroblastoma (IMR-32) sono state scelte poiché esprimenti il recettore target
per il peptide [Ween ef al., 2010] che, in seguito all’interazione con quest’ultimo, permette
I’ingresso del complesso peptide/siRNA [Kumar ef al., 2007;Alvarez-Erviti et al., 2011].

Lo studio preliminare ha riguardato la ricerca dell’enzima target (BACE-1)
dell’oligonucleotide nelle cellule IMR-32. La conferma dell’espressione di questo consente
I’utilizzo della linea cellulare per i propositi fissati.

Il western blot ¢ stato eseguito con differenti concentrazioni (1:1000; 1:500; 1:250; 1:100)
di anticorpo primario anti-BACE1l in modo da determinare sperimentalmente anche la
diluizione ideale da applicare nel ricercare I’enzima sul modello cellulare.

I risultati hanno mostrato che le IMR-32 esprimono costitutivamente 1’enzima di interesse

e che la concentrazione ideale dell’anticorpo primario anti-BACE1 acquistato ¢ di 1:100

(Fig. 5).
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Discussione

La scelta delle molecole oligonucleotidiche quali farmaci ¢ in continuo crescendo grazie
alla possibilita dell’impiego nel trattamento di patologie clinicamente differenti ma tutte
accumunate da alterata espressione proteica. In virtu di queste interessanti caratteristiche, gli
oligonucleotidi sono stati ampiamente oggetto di studi per rendere possibile una loro
applicazione terapeutica, tanto che hanno raggiunto con successo fasi avanzate di ricerca.
Sono infatti in atto ¢rial clinici (I, II) per morbi di cui alcuni esempi sono tumori, infezioni
virali, ipercolesterolemia ed insufficienza renale [Kanasty et a/., 2013]. Interessante notare
che nella quasi totalita di questi il principio attivo ¢ stato formulato in sistemi
nanoparticellari. Tuttavia, non sono stati ancora raggiunti studi cosi avanzati nel caso di
oligonucleotidi destinati alla prevezione o al trattamento delle patologie del SNC,
specialmente a causa della difficolta nel trovare metodiche non invasive per il superamento
della BEE, garantendo al tempo stesso che il farmaco raggiunga il sito d’azione in
concentrazioni sufficienti. In questo studio, sono state ottenute SLN come carrier per la
veicolazione dell’oligonucleotide BACE1siRNA sottoforma di complesso con il peptide sito-
specifico RVG-9R. L’ottenimento delle SLN pud essere raggiunto mediante molteplici
metodiche. Nel lavoro, le SLN sono state ottenute impiegando un metodo rapido ed evitando
stress termici e meccanici i quali porterebbero ad un danneggiamento del complesso
oligonucleotide/peptide. Le SLN sono state prodotte sia in forma non rivestita che rivestite
con chitosano, il quale ¢ un polimero biocompatibile e biodegradabile con azioni di
mucoadesione e di penetration enhancer e, per le citate caratteristiche, facilita il passaggio di
molecole idrofiliche (come i siRNA) attraverso le membrane epiteliali. Queste azioni
scaturiscono dall’interazione tra le cariche positive del chitosano e quelle negative delle
membrane cellulari, da cui ne deriva un riarrangiamento strutturale nelle proteine costituenti
le tight junction [Andrade et al., 2011]. 1l chitosano ha dimostrato cosi di incrementare la
biodisponibilita orale di diversi farmaci, tra i quali molecole soggette ad elevata
degradazione enzimatica ¢ scarsa abilita di passaggio attraverso le membrane biologiche,
come i peptidi e proteine [Qian ef al., 2006]. Questa potrebbe essere una spiegazione per i
risultati ottenuti negli studi di permeazione attraverso i modelli cellulari intestinali. Si ¢
infatti osservato un maggiore passaggio delle formulazioni C, rispetto alle NR, attraverso i
modelli in co-coltura di Caco-2 ed HT29-MTX, rappresentanti un epitelio secernente muco,
osservazione in accordo con quanto riportato dalla letteratura: il chitosano favorisce la
permeazione in un epitelio secernente muco [Vllasaliu ez a/., 2012]. E stato documentato che
la presenza del chitosano in sistemi nanoparticellari promuove la protezione e 1’assorbimento

orale di farmaci idrofili e soggetti a degradazione enzimatica lungo il tratto gastro-intestinale
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[Bowman and Leong, 2006;Fonte ez al., 2011]. In aggiunta, nel tessuto intestinale, le NP con
un diametro medio compreso tra i 100 ed i 200 nm subiscono un maggiore up-take rispetto a
particelle di piu grosse dimensioni [Desai er al., 1997;Caldorera-Moore et al., 2010];
tuttavia, anche particelle piu grandi (400 nm) si sono mostrate adatte nella veicolazione orale
di farmaci [Sarmento et al., 2007]. La permeazione di C ¢ stata di minore entita nel modello
di epitelio semplice ed in quello pit complesso in cui sono presenti anche le cellule M, dove
¢ minore la presenza di muco. Tuttavia dagli studi di permeazione ¢ emerso che il complesso
¢ in grado di passare attraverso i modelli cellulari intestinali senza che questo venga
formulato in SLN (L), con percentuali addirittura maggiori rispetto a quelle osservate
prendendo in considerazione le formulazioni. Il suo comportamento si ¢ inoltre mostrato
simile in tutti e tre i modelli. Il fenomeno potrebbe essere probabilmente dovuto ad
un’interazione con le cellule intestinali che conduce ad un meccanismo di transcitosi per
adsorbimento promosso dalle cariche positive del peptide complessante il siRNA, con la
possibile esclusione di meccanismi recettoriali. E stato infatti documentato che RVG-9R
riconosce con specificita i recettori nicotinici a7, la cui presenza nel sito intestinale sembra
essere ridotta a livello del sistema nervoso enterico, innervato dal nervo vago e coinvolto
nella risposta inflammatoria [Costantini et a/., 2012]. Tale sistema ¢ comunque assente nei
modelli cellulari impiegati, mentre dagli studi preliminari ¢ emerso che nel complesso
siRNA/RVG-9R (rapporto molare di 1:10) il peptide circonda completamente il siRNA e

porta alla formazione di un sistema carico positivamente.

Conclusioni

Le SLN sviluppate come sistema di trasporto per materiale oligonucleotidico destinato alla
somministrazione orale, rivestite e non rivestite con chitosano, in modelli intestinali cellulari
modulano il grado di permeazione del complesso RVG-9R/BACE1siRNA veicolato, se
confrontato al complesso non formulato.

Resta da chiarire come il complesso permea attraverso le cellule, sia quando si tratti della
sua forma libera che veicolata in sistemi nanoparticellari. Va inoltre considerata la presenza
dei recettori a7 nAChR nel sistema nervoso enterico [Costantini ef a/., 2012] coinvolti nella
protezione dell’intestino ed espressi nei macrofagi qui residenti [Pelissier-Rota ef al., 2013]
che potrebbero influenzare il passaggio ematico del complesso. La dimostrazione che il
carrier determini un passaggio del complesso intatto, proteggendolo nel tratto gastro-
intestinale dall’ambiente circostante, permetterebbe 1’uso dei sistemi nella somministrazione

orale di oligonucleotidi destinati al trattamento mirato di patologie centrali. La stabilita
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ematica di un siRNA complessato al peptide RVG-9R e la sua capacita di raggiungere il

SNC mantenendo I’attivita farmacologica, ¢ stata gia provata [Kumar e al., 2007].
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Tabelle
Tabella 1. Parametri formulativi e di processo per I’allestimento delle SLN.
Fase Fase ac Parametri di
Lotto lipidica 4 Fase acq. interna (a1) Rivestimento
(0) esterna (az) processo
200 mg L o )
Witepsol PVA2%  RVG-OR/BACEIsiRNA G 1tosano 1% (p/v) . .
NR. C ES5 (p/v) in 200 uL H20 RNase- in I_A; (v/v) acido sonicazione 70%
’ in 2 mL 10 mL DNase free acetico + 2% (p/v) amplitude, 30’
CHCl, PVA, pH 4,6

Tabella 2. Analisi dimensionale delle SLN espressa in termini di diametro medio (dm),
indice di polidispersione (PI) e potenziale zeta (pz) + deviazione standard (DS).

Lotto dm (nm) = DS P11+ DS zp (mV) £+ DS
NR 335,76+34,81 0,013+0,00 -17,31+0,68
C 358,44425,89 0,028+0,02 +10,54+0,75
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Figure

Figura 1. EMSA. Identificazione del 6FAM-BACEI1siRNA libero o complessato con il
peptide in rapporti molari di 1:0,1, 1:0,5; 1:1, 1:5 e 1:10 siRNA/peptide. Sinistra. Dettaglio
del gel con, in evidenza, i rapporti del complesso in cui [’oligonucleotide viene

completamente complessato dal peptide.

--
Figura 2. EMSA. Identificazione RVG-9R libero o complessato con I’oligonucleotide in
rapporti molari di 1:0,1, 1:0,5; 1:1, 1:5 e 1:10 siRNA/peptide.
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Figura 3. Immagini al SEM. Sinistra. Formulazioni NR. Destra. Formulazioni C.
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Figura 4. Studi di permeazione in vitro in modelli intestinali cellulari. Destra. Dall’alto
verso il basso, confronto nella permeazione delle singole sostanze testate come formulazioni
SLN non rivestite (NR), rivestite con chitosano (C) e del complesso non formulato (L) nei
tre modelli cellulari. Sinistra. Dall’alto verso il basso, confronto nella permeazione delle
diverse formulazioni in uno stesso modello cellulare di mono-coltura, di-coltura e tri-coltura.
I risultati sono stati espressi come log (10). (Mono-colt = mono-coltura; di-colt = di-coltura;

tri-colt = tri-coltura).

11000 1500 1250 110

BACE 1 bande size: 70 kDA

Figura 5. Western blot. Riconoscimento dell’anticorpo anti-BACE1 dell’enzima target a

differenti gradi di diluizione.
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Parte lerza

PROGETTAZIONE E SVILUPPO DI STRATEGIE PER IL NOSE-
TO-BRAIN
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Capitolo 1

Progettazione e Sviluppo di Nanoparticelle Solide Lipidiche come Carrier per la

Vaccinazione Nose-to-Brain

Questo ¢ un lavoro svolto nell'ambito del progetto Erasmus
tra
I’Universita di Sassari (Italia)
e
il Dipartimento di Farmacia e Tecnologia Farmaceutica dell’Universita dei Paesi Baschi

(Vitoria-Gasteiz, Spagna)

Il lavoro sperimentale ¢ stato eseguito presso il Dipartimento di Chimica e Farmacia
dell’Universita di Sassari ed il Dipartimento di Farmacia e Tecnologia Farmaceutica
dell’Universita dei Paesi Baschi (Vitoria-Gasteiz, Spagna) sotto la guida della Prof.ssa Rosa

Hernandez.
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Abstract

L’interesse per la via nasale come sito di somministrazione di vaccini nasce dai numerosi
vantaggi associati alla mucosa nasale, quali: elevata permeabilita, bassa attivita enzimatica e
presenza di cellule immunocompetenti. Inoltre, a differenza delle classiche modalita di
vaccinazione, ¢ un tipo di somministrazione indolore.

L’utilizzo di sistemi nanoparticellari, oltre a proteggere e facilitare il trasporto di un
antigene, grazie alle caratteristiche dimensionali, ¢ in grado di favorire un maggiore up-take
da parte delle cellule tra cui quelle immuno-competenti.

11 progetto sviluppato ha previsto lo studio di nanoparticelle solide lipidiche (SLN) come
possibili carrier per la vaccinazione intranasale, via sicura e di facile accesso.

Lo studio si ¢ articolato in una fase iniziale di tipo formulativo con la preparazione dei
carrier nano-lipidici destinati ad un adsorbimento o un caricamento di una proteina antigene
modello, la BSA. A tale scopo, sono state adottate due differenti tecniche, rispettivamente:
I’omogeneizzazione a caldo seguita dal rivestimento con chitosano e la doppia emulsione
acqua/olio/acqua (ai/o/az) con evaporazione del solvente. Nella fase successiva sono stati
valutati i parametri dimensionali e di carica superficiale, il contenuto di farmaco incorporato
od adsorbito e la permeazione della BSA in vitro. Nell’ultima fase le formulazioni sono state
saggiate in vivo in modo da stimare il grado ed il tipo di risposta immunitaria prodotta.

I risultati hanno indicato che le metodiche impiegate hanno permesso di ottenere SLN, le
quali si sono mostrate capaci di adsorbire e veicolare la BSA, grazie alla presenza del
rivestimento con chitosano, ma sono state incapaci nel caricarla. Gli studi di permeazione in
vitro hanno evidenziato un passaggio modulato della BSA nell’arco del tempo indagato (2 h)
in condizioni simulanti la mucosa nasale. Dai test in vivo, basati sull’uso delle formulazioni
con BSA adsorbita, ¢ stato evidenziato un picco di risposta immunitaria gia dopo la prima
settimana dalla somministrazione, con un tipo di risposta prevalentemente umorale. I sistemi
sviluppati, privi dell’antigene, non hanno scatenato nessuna risposta immunitaria e si

possono quindi definire innocui.
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Introduzione

La via nasale ¢ una strategia di somministrazione non invasiva che consente ad un neuro-
farmaco di bypassare la barriera emato-encefalica (BEE) e raggiungere il cervello; ne ¢ stata
infatti documentata la validita nel permettere ad un principio attivo di pervenire alle sedi
centrali [Dalpiaz er al., 2008;Fazil et al, 2012;Gavini et al., 2013]. Rappresenta
un’interessante alternativa rispetto ai comuni metodi di vaccinazione in quanto la mucosa
nasale ha un elevato grado di assorbimento, ridotta attivita enzimatica nonché presenza di
cellule immuno-competenti [Davis, 2001;Csaba et al., 2009].

Le nanoparticelle, per le loro caratteristiche chimico/fisiche, si prestano ad essere dei
sistemi capaci di modulare la risposta immunitaria. Un controllo della risposta immunitaria si
rivela utile a fini terapeutici: una stimolazione puod risultare efficace nella terapia dei tumori
o nella vaccinazione, mentre una soppressione ¢ auspicabile nel trattamento delle allergie,
delle patologie autoimmuni o per prevenire il rigetto di trapianti [Landesman-Milo and Peer,
2012]. La modulazione della risposta immunitaria pud avere un riscontro positivo anche nel
contesto delle patologie neurodegenerative [Mestre and Ibarra, 2011], con particolare
riguardo al mordo di Alzheimer [Fu er al, 2005]. Questo lavoro ¢ stato progettato con
I’obiettivo di sviluppare nanoparticelle solide lipidiche (SLN) come possibili carrier di
antigeni destinati ad una somministrazione nasale, scelta come via preferenziale per

un’azione di immunizzazione mirata al SNC.
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Schema illustrante le principali fasi del lavoro.
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Metodi

Materiali

Il Plurol® SteariqueWL 1009INCI: poligliceril-6-distearato ed il Plurol® Oleique CC
497INCI: poligliceril-3-dioleato, sono stati gentilmente donati da Gattefossé¢ (Gattefossé
SAS, Saint-Priest Cedex, Francia). Il chitosano glutammato ¢ stato ottenuto da PRIMEX
EHF, Siglujordur, Islanda. L’albumina di siero bovino (BSA) ¢ stata ottenuta da VWR
Prolabo, International Ltd., Italia. I1 Tween 80 ¢ stato acquistato da Aeros Organics, Gees,
Belgio. Il diclorometano (DCM) (CH:Cl,) ¢ stato acquistato da Merck KGA, Darmstadt,
Germania. Il mannitolo, Pearlitol 400 DC-Mannitol, ¢ stato acquistato da Cruciani prodotti
Crual s.r.l., Roma, Italia. Il Bradford Reagent ¢ stato acquistato da Amresco, Solon Ind.,
Ohio, USA, mentre la MicroBCA Protein Assay Kit da Pierce Teknovas, Bilbao, Spagna.

L’acqua ¢ stata ottenuta da un sistema di purificazione Milli-Q R4, Millipore, Milano, Italia.

Preparazione delle nanoparticelle solide lipidiche

Due differenti metodiche sono state impiegate per I’ottenimento di nanoparticelle solide
lipidiche (SLN) destinate alla veicolazione per adsorbimento o per caricamento della BSA
(bovine serum albumine), scelta come molecola antigene modello.

Caricamento della BSA nelle SLN. Il metodo della doppia emulsione ai/o/a, ¢ stato

impiegato per la preparazione di SLN destinate al caricamento della BSA. La matrice
lipidica (Plurol®Stearique) ed il co-surfattante (Plurol®Oléique) sono stati solubilizzati nel
solvente organico (CH.Cl,) ed addizionati goccia a goccia, sotto costante agitazione
magnetica, di una soluzione acquosa contenente la BSA. La pre-emulsione ottenuta ¢ stata
quindi omogeneizzata in Ultra-Turrax (Ultra-Turrax®, T 25, IKA) (17600 rpm, 30 sec) e
I’emulsione primaria (a;/0) derivante, ¢ stata lentamente addizionata, sotto costante
agitazione magnetica, ad una fase acquosa contenente il tensioattivo allo 0,5% (p/v) (Tween
80) ed infine ancora omogeneizzata in Ultra-Turrax (17600 rpm, 5 min). Tale metodica &
stata impiegata in modo da ottenere due differenti formulati di SLN in sospensione aventi
una concentrazione pari a 1 mg/mL (C BSA 15) e a 5 mg/mL di BSA (C BSA 5s). Con lo
stesso metodo ¢ stato preparato un terzo campione privo di farmaco (C BSA 0s) (Tab. 1).
Ciascuna formulazione ¢ stata allestita in triplicato.

Adsorbimento della BSA. Il metodo dell’omogeneizzazione a caldo ¢ stato impiegato per

la preparazione delle SLN destinate all’adsorbimento con la BSA. A tal fine, la procedura ¢
stata sviluppata in modo da ottenere inizialmente delle sospensioni di SLN rivestite con
chitosano le quali, in una fase successiva, sono state adsorbite con la BSA. Il chitosano,

infatti, essendo carico positivamente, ¢ in grado di interagire con le cariche negative della

Tesi di Dottorato di Elena Soddu
“Progettazione e sviluppo di sistemi di veicolazione non invasivi per neuro-farmaci”
Dottorato in Scienze e Tecnologie Chimiche, indirizzo Scienze Farmaceutiche
Universita degli Studi di Sassari

171



Parte III  Capitolo |

BSA determinandone ’adsorbimento nella superficie particellare. Per la preparazione delle
SLN, la fase oleosa, composta dalla matrice lipidica (Plurol®Stearique) e dal co-surfattante
(Plurol®Oléique) ¢ stata fusa (60°C) e quindi addizionata, sotto costante agitazione
magnetica, ad una soluzione acquosa (60°C) all’1% (p/v) in Tween 80 ¢ 0,5% (p/v) in
chitosano glutammato (Tab. 2). L’emulsione ¢ stata infine omogeneizzata in Ultra-Turrax
(17600 rpm, 5 min) e lasciata raffreddare a temperatura ambiente con I’ottenimento della
sospensione nanoparticellare. Per I’adsorbimento proteico, la sospensione delle SLN ¢ stata
addizionata ad un pari volume di una soluzione acquosa di BSA (pH 7,6) in modo da
ottenere una concentrazione finale di 1 mg/mL (L. BSA 15) o 5 mg/mL (L. BSA 5s) ¢ lasciata
sotto agitazione magnetica (15 sec). Allo stesso modo sono state ottenute le formulazioni
bianche (prive di farmaco) (L BSA 0s).

Ciascun campione ¢ stato preparato in triplicato.

Misura delle dimensioni e del potenziale zeta

Tutte le formulazioni sono state analizzate in triplicato tramite spettroscopia di
correlazione fotonica (PCS) (Malvern® Zetasizer Nano ZS Model ZEN 3600), al fine di
determinare il diametro medio (dm) e la distribuzione dimensionale (PI) delle sospensioni e
dei relativi essiccati particellari. Le formulazioni sono state analizzate trasferendo in cuvetta
una goccia del campione delle sospensioni o dei liofilizzati risospesi, diluendo con acqua
milliQ precedentemente filtrata con filtri a membrana (0,45 um) ed agitando al vortex
(sospensioni) o sonicando (essiccati) per qualche secondo.

I risultati sono stati espressi in termini di dm =deviazione standard (DS) e di PI £DS.

Il potenziale zeta (pl) delle SLN ¢ stato misurato nelle dispersioni delle formulazioni
essiccate e risospese in acqua mediante ausilio del vortex. Tutte le analisi sono state
effettuate in triplicato. La mobilita elettroforetica delle dispersioni ¢ stata ottenuta tramite
Zetasizer Nano (Malvern® ZS Model ZEN 3600, Malvern Instruments Ltd).

I risultati sono stati espressi come p{ +DS.

Essiccamento delle SLN

Al fine di garantirne una maggiore stabilita, i preparati in sospensione sono stati essiccati
per liofilizzazione previa aggiunta del crioprotettore mannitolo (2,5 % (p/v)). Le sospensioni
sono state pre-congelate a -80°C e quindi liofilizzate tramite Lio 5P freeze-drier
(Cinquepascal srl Milan, Italia). La liofilizzazione ¢ stata condotta a -54°C sotto vuoto

(0,909 bar) per un tempo sufficiente (8 h) ad ottenere SLN essiccate. In seguito
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all’essiccamento si sono ottenuti i campioni C BSA 0, C BSA 1., C BSA 51, L BSA 0., L
BSA 1., L BSA 5.

Determinazione del contenuto di BSA: Bradford test

Il Bradford test ¢ una metodica spettroscopica impiegata nell’analisi quantitativa di
proteine [Bradford, 1975]. E basata sulla formazione di un complesso tra il colorante blu di
Coomassie con le proteine in soluzione, visibile da un cambiamento nel colore della
soluzione da rosso o verde a blu dovuto allo spostamento del picco di assorbimento del
Coomassie da 465 nm (rosso/verde) a 595 nm (blu). La quantita di colorante che si lega ¢
direttamente proporzionale alla concentrazione della proteina in soluzione, di conseguenza
anche I’'intensita della colorazione blu che si produce ¢ proporzionale ed indicativa della
quantita di proteina. E risaputo che alcune sostanze di natura non proteica possono interferire
con il test [Sigma Aldrich®. Bradford Reagent, technical bulletin]. Tra queste vi sono la
maggior parte dei detergenti ionici e non ionici che alterano i cambiamenti di colorazione e
possono causare precipitazione del reagente. In base a tali considerazioni, prima di procedere
alla quantificazione proteica, & stata valutata una possibile interferenza associata ai

componenti delle formulati.

Valutazione grado di interferenza

I campioni C BSA 0 ed L BSA 0, privi di farmaco proteico, in seguito ad allontanamento
delle particelle per centrifugazione, sono stati sottoposti a Bradford. In questi si ¢ osservato
un picco di assorbimento a 595 nm, indicando I’interferenza del tensioattivo con il reagente.

Al fine di validare il metodo per I’eliminazione dell’interferenza associata al tensioattivo
non ionico Tween 80, il liofilizzato C BSA 01, (20 mg) ¢ stato uniformemente sospeso in
H>O milliQ (10 mL) ed un’aliquota della sospensione (1 mL) ¢ stata centrifugata (3 cicli,
13000 rpm, 5 min). La fase acquosa (200 uL) ¢ stata addizionata di acetato di etile (AcOEt)
(500 pL) e ricentrifugata nelle stesse condizioni. Da studi preliminari € emerso che il
solvente organico ¢ capace di estrarre selettivamente il Tween 80 senza influenzare la
concentrazione della proteina in soluzione acquosa. La fase acquosa estratta (100 pL) ¢ stata
sottoposta al Bradford test (Fig. 1).

Per eliminare I’interferenza associata al Tween 80 nelle SLN dei lotti L. BSA ¢ stata
adottata la metodica precedente apportandovi alcune modifiche. Il campione L BSA 0y, (20
mg) ¢ stato uniformemente sospeso in H>O milliQ (5 mL) ed un’aliquota della sospensione
(1 mL) ¢ stata centrifugata (3 cicli, 13000 rpm, 5 min). La fase acquosa (200 pL) ¢ stata

addizionata di AcOEt (500 pL) e ricentrifugata nelle stesse condizioni. Per eliminare
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I’interferenza associata anche al chitosano, la fase acquosa estratta del Tween 80 (100 pL) ¢
stata addizionata di una soluzione acquosa a pH 11 (900 pL) e centrifugata (13000 rpm, 10
min) onde favorire 1’allontanarsi del chitosano per precipitazione. La fase acquosa ottenuta

(100 pL) ¢ stata sottoposta al Bradford test (A= 595 nm) (Fig. 1).

Quantificazione BSA

In modo da portare in soluzione il Tween 80, il mannitolo ¢ la BSA libera nelle
formulazioni, un quantitativo esatto (20 mg) di SLN essiccate C BSA 11, ¢ C BSA 5. ¢ stato
uniformemente sospeso in H>O milliQ ottenendo una concentrazione teorica in proteina di 58
pg/mL (C BSA 1.) e 43 pg/mL (C BSA 5p). La sospensione (1 mL) ¢ stata centrifugata (3
cicli, 13000 rpm, 5 min) e, la fase acquosa ottenuta (200 pL), addizionata di AcOEt (500 pL)
¢ stata ricentrifugata nelle stesse condizioni. L’estratto acquoso (100 pL) ¢ stato analizzato
tramite Bradford test (A= 595 nm).

Per separare i componenti idrosolubili dalle SLN, la stessa procedura ¢ stata adottata nei
campioni con la BSA adsorbita. Un quantitativo esatto (150 mg) di L. BSA 1. e L BSA 5,
(40 mg) ¢ stato uniformemente sospeso in H,O milliQ ottenendo una concentrazione teorica
in proteina di 402 pg/mL (L BSA 1.) e 475 pg/mL (L BSA 5.). La sospensione (1 mL) ¢
stata centrifugata (3 cicli, 13000 rpm, 5 min) e, la fase acquosa (200 pL) addizionata di
AcOEt (500 pL), ricentrifugata nelle stesse condizioni. La fase acquosa cosi estratta (100
ul) ¢ stata addizionata di una soluzione acquosa a pH 11 (900 uL) e ricentrifugata (13000
rpm, 10 min). La soluzione estratta dal chitosano (100 uL) ¢ stata sottoposta Bradford test
(A=595 nm).

Ciascun campione ¢ stato analizzato in triplicato.

Determinazione del contenuto di BSA: test BCA

11 test BCA (bicinchoninic acid assay) ¢ un altro comune metodo per la determinazione
quantitativa di proteine. In tale contesto, ¢ stato adottato onde confermare i risultati ottenuti
con il test Bradford. E stato eseguito solo per le formulazioni L BSAy, uniche selezionate per
i successivi test in vivo. Poiché anche con il BCA si osserva interferenza da parte dei
componenti, ’analisi ¢ stata preceduta dall’eliminazione degli interferenti adottando la stessa
metodica impiegata nel test di Bradford. Ciascuna determinazione ¢ stata ripetuta in

triplicato.

Permeazione in fluido nasale simulato

Tesi di Dottorato di Elena Soddu
“Progettazione e sviluppo di sistemi di veicolazione non invasivi per neuro-farmaci”
Dottorato in Scienze e Tecnologie Chimiche, indirizzo Scienze Farmaceutiche
Universita degli Studi di Sassari

174



Parte III  Capitolo |

Per lo studio di permeazione del peptide contenuto nelle formulazioni nanoparticellari sono
state impiegate celle di Franz modificate [Gavini ef a/., 2011]. Al fine di simulare in vitro le
condizioni presenti nella mucosa nasale, nelle celle ¢ stata interposta una membrana in
policarbonato (Nuclepore, 0,05 pm) in cui ¢ stato fatto scorrere del fluido nasale simulato
(FNS) (NaCl: 7,45 mg/mL; KCl: 1,29 mg/mL; CaCl, 2H,0; 0,32 mg/mL) [Zaki et al., 2007].
I parametri impiegati sono stati: pH = 5,5 [England ef a/. 1999; Lee et al., 2009]; T = 35
+0,5°C [Lindemann ef al., 2002], flusso = 3 mL/min ¢ volume totale FNS = 50 mL/cella.

Un quantitativo esattamente pesato di ciascuna formulazione (C BSA 1., C BSA 5., L
BSA 1. e L BSA 5.) contenente 4,5 mg di BSA, ed una pari quantita di BSA non formulata,
sono stati uniformemente dispersi al di sopra delle membrane. Ad intervalli di tempo
prefissati (5, 15, 30, 45, 60 e 120 min) un’aliquota (300 puL) del campione in esame ¢ stata
prelevata dal mezzo accettore e successivamente ripristinata con FNS fresco, al fine di
mantenere le condizioni sink. | permeati (200 pL) sono stati estratti del Tween 80 con AcOEt
(500 pL). La fase acquosa estratta dopo centrifugazione (13000 rpm, 5 min) ¢ stata quindi
sottoposta al Bradford test (A=595 nm) per la quantificazione della BSA permeata.

Le analisi ed il test sono stati effettuati in triplicato.

Animali

Topi femmina del genere Balb/c di 6-8 settimane (Harlan Interfauna Iberica S.L.,
Barcelona, Spain) sono stati suddivisi in maniera random in 3 gruppi da 10. Per tutto il
periodo dello studio, gli animali sono stati mantenuti in condizioni ambientali standard

(22°C, ciclo 12 h luce/ombra) ed ¢ stato garantito loro libero accesso al cibo ed all’acqua.

Immunizzazione in vivo

In base alla discrepanza tra i risultati ottenuti dai due diversi metodi di quantificazione
della proteina (test Bradford e BCA) e dato che queste differenze porterebbero ad incertezza
nell’effettiva dose somministrata, le formulazioni testate in vivo sono state le L BSA 0p ¢ L
BSA 1.. Solo per queste ultime, infatti, ¢ stato possibile determinare con precisione e
riproducibilita il quantitativo in BSA.

Per gli esperimenti in vivo, gli animali sono stati suddivisi in 3 gruppi (n=10): i) controllo
positivo: 60 pg/topo di BSA in PBS:Alum 1:1 (v/v) (Alhydrogel 2%, Invivogen); ii) L BSA
1. in PBS (30 pL): 60 pg/topo di BSA; iii) controllo negativo: L BSA 0, in PBS (30 pL).

Nel controllo positivo, la BSA ¢ stata somministrata per via sottocutanea, mentre nei

restanti gruppi per via nasale depositando le sospensioni nanoparticellari sulla mucosa di
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entrambe le narici (1 volta al giorno per 3 giorni consecutivi). Tutte le somministrazioni sono
state precedute da anestesia con isoflurano (Abbot Laboratories Ltd., USA).

Dal plesso mascellare del topo sono stati prelevati campioni di sangue pre-immunizzazione
(t=0) e post-immunizzazione periodicamente sino alla XII settimana. Alla III settimana ¢
stato effettuato un richiamo nel gruppo del controllo negativo ed in quello L. BSA 1y; alla
VIII settimana ¢ stato effettuato un richiamo in tutti i gruppi (Tab. 3). L’esperimento ¢ stato
realizzato con un protocollo messo a punto in precedenza dalla Prof.ssa Rosa Hernandez,
sviluppato da ricerche sul ruolo delle nanoparticelle come veicoli per la somministrazione di

vaccini [Puras ef al., 2011].

Valutazione del grado e tipo di risposta immunitaria

Il grado di risposta immunitaria prodotto € stato valutato confrontando i risultati ottenuti
dal gruppo L BSA 1. con quelli del gruppo di controllo positivo e negativo.

Per la ricerca degli anticorpi presenti nel siero animale, i campioni sono stati analizzati
mediante il test ELISA. Questo ¢ stato eseguito utilizzando placche a fondo piatto
precedentemente trattate affinche gli anticorpi del siero reagiscano selettivamente con
I’antigene assorbito sulla placca. Le condizioni impiegate nel coating sono state: incubazione
per tutta la notte a 4°C con una soluzione di 1,5 mg/mL di BSA in PBS (100 pL/pozzetto). Il
blocking ¢ stato eseguito mediante: 200 pL/pozzetto di PBSTM (soluzione al 2% di siero di
latte in PBS con Tween 20) seguito da lavaggi con PBST.

Prima dell’analisi 1 sieri sono stati sottoposti ad una serie di diluizioni scalari (da 1:100 a
1:700) con la soluzione di blocking e, 100 puL di questi, sono stati addizionati alla placche di
analisi. E stato impiegato ’anticorpo secondario anti-topo IgG (anti IgG-Mouse, Sigma-
Aldrich, Spagna) ed il coniugato antiperossidasi di capra con anti-topo IgG (1:1000).

Le analisi sono state effettuate a A= 405 nm.

11 tipo di risposta immunitaria € stato stimato sulla base del rapporto IgG2a/IgG1. Per la
quantificazione ¢ stato impiegato il test ELISA applicando la metodica precedentemente

indicata ed utilizzando un coniugato antiperossidasi di capra con anti-topo IgG (1:4000).

Analisi statistica

I dati sono stati analizzati usando 1’analisi della varianza (ANOVA). Le differenze
individuali tra i dati sono stati identificate mediante test post-hoc non-parametrici, Tukey’s
test. I valori sono stati espressi come media + deviazione standard (DS). Livelli di p<0,05

vengono considerati come statisticamente significativi.
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Risultati

Preparazione delle SLN

II metodo della doppia emulsione ai/o/a; con evaporazione del solvente ha permesso di
ottenere delle sospensioni di SLN. La tecnica impiegata ha consentito di lavorare in
condizioni tali da evitare un danneggiamento della proteina durante la fase di caricamento; i
parametri formulativi impostati non hanno contemplato 1’uso di elevate temperature e stress
meccanici. Nel complesso, la tecnica ¢ risultata semplice, veloce e basata sull’uso di una
matrice lipidica costituita da sostanze biocompatibili e atossiche per I’organismo.

La tecnica dell’omogeneizzazione a caldo ¢ stata tra le prime metodiche impiegate per
I’ottenimento di SLN [Siekmann et al., 1994] ed ¢ tra le piu adottate, in quanto di semplice
applicazione, rapida e di basso costo. L’omogeneizzazione a caldo ha consentito di ottenere
velocemente delle sospensioni di SLN rivestite con chitosano destinate al successivo

adsorbimento della proteina.

Misura delle dimensioni e del potenziale zeta

Il processo di caricamento della BSA nei formulati C BSAs ha mostrato influenzare il dm
delle SLN in sospensione con un aumento in correlazione con quello della concentrazione di
proteina impiegata. Il dm cresce gradualmente passando dal campione privo di farmaco a
quello caricato (C BSA 0s e C BSA 15 vs C BSA 55 p<0,05), tuttavia il PI non ha mostrato
nessun cambiamento rilevante (p>0,05). D’altro canto, I’adsorbimento della BSA nei
formulati L. BSAs, non ha portato a nessuna variazione significativa sulle caratteristiche
dimensionali delle particelle (p>0,05) (Fig. 2).

La liofilizzazione dei preparati ha portato ad un incremento significativo del dm solo nei
preparati C BSA (C BSA 0s vs C BSA 0, p<0,05; C BSA 15 vs C BSA 1 p<0,05), mentre
per la serie L BSA vi ¢ significativita solo nell’aumento dei PI dei campioni bianchi (L. BSA
0s vs L BSA 0, p<0,05) (Fig. 3).

Gli essiccati della serie C BSA hanno mostrato caratteristiche dimensionali simili tra di
loro sia in termini di PI che di dm (p>0,05), mentre maggiore variabilita ¢ stata osservata per
gli essiccati della serie L BSA, ma solamente in termini di omogeneita dimensionale (L BSA
11, e L BSA 5., vs L BSA 0y, p<0,05). E ipotizzabile che il mannitolo interferisca con la BSA
adsorbita; & stato infatti riportato che a causa di una sua cristallinizzazione, il mannitolo
tenda a separarsi dalla frazione proteica, diminuendo la sua efficacia di crioprotettore
[Costantino ef al., 2002;Sharma et al., 2010].

Infine, se paragonate tra loro le serie C BSAL ed L BSA. liofilizzate, hanno valori

dimensionali piu vicini rispetto alle corrispondenti in sospensione (Fig. 4).
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La misurazione del potenziale zeta (p{) ha permesso di avere una stima di tipo qualitativo
sull’avvenuto caricamento o adsorbimento della BSA nelle SLN. Il caricamento non ha
portato a nessuna variazione significativa del p{ nella serie C BSAyL (p>0,05) (Tab. 4),
indicando che la BSA potrebbe essere stata incapsulata efficacemente. Nelle formulazioni L
BSA (Tab. 4) I’elevato valore positivo di p{ in L BSA 0 ha confermato 1’avvenuto
rivestimento con chitosano. Lo spostamento del p{ in L. BSA 0 verso valori meno positivi,
nelle formulazioni L. BSA 1 ed L. BSA 5 ha indicato 1’avvenuto adsorbimento proteico (L
BSA 0s vs L BSA 55 p<0,05) (Tab. 4). Grazie alla carica positiva associata a tali preparati,
cio favorirebbe il contatto, il tempo di permanenza e quindi I’up-take cellulare nella mucosa

nasale, negativamente carica [Andrade et al., 2011].

Determinazione del contenuto di BSA: test Bradford e BCA

Il contenuto in farmaco adsorbito o caricato ¢ stato determinato indirettamente dopo aver
calcolato la concentrazione della BSA libera in soluzione (FL) mediante il test Bradford o
BCA. 1l contenuto in farmaco ¢ stato espressoin termini di efficacia di associazione (EA%):

Farmaco libero (FL)
EA% = x 100
Farmaco totale

La metodica volta alla determinazione della presenza di interferenti nelle formulazioni, ne
ha confermato I’esistenza con entrambi i test impiegati. Sono stati infatti ottenuti dei falsi
positivi, che hanno indicato presenza di proteina nei carrier che, in realta, ne erano privi (C
BSA 0, L BSA 0p).

I risultati hanno mostrato che la proteina non ¢ stata efficacemente caricata nei campioni C
BSA, in quanto la totalita o quasi ¢ stata ritrovata come FL. Questi sistemi si sono dunque
rivelati inadatti per I’incapsulamento della BSA.

Al contrario, i sistemi L BSA hanno mostrato di rispondere maggiormente ai requisiti per i
quali sono stati sviluppati. Sia nel test Bradford che nel BCA nella formulazione L BSA 1y 1a
BSA ¢ stata completamente adsorbita, mentre nella formulazione L BSA Sy, si sono ottenuti
risultati contrastanti in quanto nel Bradford si ¢ avuta una EA% = 28,18% mentre nel BCA

del 98,19%.

Permeazione in fluido nasale simulato

La permeazione della BSA non formulata ¢ avvenuta dopo 15 min dall’inizio del test e si ¢
mantenuta costante dai 30 ai 120 min, raggiungendo un valore massimo di circa il 55%
(BSA Omin vs BSA 15-120min p<0,05; BSA 15min vs BSA 30-120min p<0,05). Nelle

formulazioni della serie C BSAr non si € avuto nessun passaggio della proteina, nonostante
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questa si presentasse per la totalita in forma libera (non incapsulata) come indicato dai test
per la quantificazione proteica nelle formulazioni. Anche per i preparati L BSA 5S¢ non si ¢
osservata permeazione (p>0,05). Solo nel caso di L. BSA 1y, la proteina ¢ passata attraverso
le membrane (L BSA 1 120min vs L BSA 1 5-60min p<0,05), con, tuttavia, un valore massimo
di circa 8%. La scarsa o nulla permeazione della BSA presente nelle formulazioni potrebbe
essere dovuta ad un intasamento ed ostruzione dei pori (50 nm) della membrana di

permeazione da parte delle SLN, influendo cosi negativamente sul saggio (Fig. 5).

Studi in vivo: valutazione grado e tipo di risposta immunitaria

Le SLN (L BSA 1,) somministrate per via nasale hanno prodotto una risposta anticorpale
gia alla I settimana dalla somministrazione e si ¢ protratta, con un andamento altalenante,
sino alla XII settimana. Il grado di risposta prodotto sia alla I che alla X e XII settimana ¢
stato di entita simile a quello ottenuto con I’'impiego dell’adiuvante Alum (p>0,05) (Fig. 6).

La risposta generata alla | settimana indicherebbe, in vivo, un rapido rilascio dell’antigene
dalle SLN. Nel complesso le nanoparticelle lipidiche hanno dimostrato di produrre un
aumento graduale della risposta anticorpale. La loro potenza non ¢ stata perd superiore a
quella ottenuta quando la BSA non formulata ¢ stata somministrata con il co-adiuvante
Alum, il quale ultimo ¢ comunemente utilizzato nei vaccini per aumentare la potenza e la
durata della risposta immunitaria [Kanchan er a/., 2009]. Vi ¢ tuttavia da sottolineare, che
negli animali trattati con Alum complessato con la BSA, la risposta osservata ¢ stata piu alta
della norma se confrontata con quella data in altri esperimenti precedentemente effettuati e
basati sullo stesso protocollo.

Alla V settimana ¢ stato valutato il tipo di risposta immunitaria prodotto mediante
valutazione del rapporo IgG2a/IgG1. IgG2a/IgG1>1 ¢ indicativo di una risposta Thl mediata
(cellulo-mediata), mentre 1gG2a/IgG1<1 di una risposta Th2 mediata (umorale). I risultati
hanno mostrato che sia le SLN che la BSA non formulata e co-somministrata con I’Alum
hanno portato alla produzione di IgG1 e quindi ad una risposta umorale Th2 mediata (Fig. 7).

Dal test ¢ emerso che i carrier privi dell’antigene (L BSA 0) non hanno scatenato alcuna

risposta immunitaria, indicando come essi siano di per s¢ innocui (Tab. 5).
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Discussione

La vaccinazione nasale rappresenta un’interessante alternativa rispetto ai comuni metodi di
vaccinazione in quanto la mucosa nasale ha un elevato grado di assorbimento, ridotta attivita
enzimatica nonché presenza di cellule immuno-competenti [Davis, 2001;Csaba et al., 2009].
La somministrazione nasale ¢ per di piu una via di facile accesso, indolore ed utile per il
raggiungimento del SNC in quanto permette di bypassare la BEE.

Un vaccino deve essere sviluppato in modo che sia capace di scatenare un’appropriata
risposta immunitaria ed al contempo essere sicuro, stabile e riproducibile. Ulteriori fattori da
prendere in considerazione sono il costo, il tipo e la frequenza di somministrazione [Perrie et
al., 2008]. Gli antigeni di natura proteica o peptidica vengono impiegati nella vaccinazione
in sostituzione di microrganismi inattivati. Sono piu facili da manipolare e piu sicuri, ma
hanno lo svantaggio di essere suscettibili a degradazione enzimatica e di avere scarsa
capacita di penetrazione cellulare, il che ne riduce la biodisponibilita e 1’azione. Le
nanoparticelle possono cosi fungere da carrier per gli antigeni peptidici, ed oltre a garantire
la protezione della molecola, in virtu delle loro caratteristiche particellari possono venire
captati dalle cellule presentanti I’antigene, contribuendo alla risposta immunitaria [Salvador
et al., 2011]. Nel presente lavoro sono state ottenute con successo SLN capaci di veicolare
un antigene peptidico modello (BSA), adsorbito sulla superficie particellare. Il metodo
impiegato ¢ stato semplice, rapido e di basso costo ed eseguito in condizioni tali da evitare
stress chimici, meccanici e termici che possono distruggere la molecola peptidica.

L’immunizzazione per via nasale ¢ stata condotta con successo nell’ambito di sistemi
particellari veicolanti antigeni [Carcaboso er al, 2004]. In via teorica, i formulati
nanoparticellari L BSA 11, (dm =488 nm), in base alle loro dimensioni, dovrebbero scatenare
una risposta immunitaria del tipo cellulo-mediata (Thl). Kanchan er a/. (2008) riportano
infatti che nanoparticelle con un dm compreso tra 200-600 nm hanno maggiore probabilita di
scatenare una risposta di questo tipo. Tuttavia, a discapito di questa osservazione, dalla
presente indagine ne ¢ derivata una prevalente risposta del tipo umorale (Th2).

La vaccinazione viene comunemente utilizzata nella prevenzione dall’attacco da parte di
microrganismi patogeni. Tuttavia I’immunizzazione puo avere un’utilita per il trattamento di
diverse categorie patologiche come quelle neurodegenerative. Nello specifico, nei
meccanismi patogenetici dell’Alzheimer (AD) € coinvolto il peptide B-amiliode (AB) che
porta alla formazione di aggregati responsabili di morte neuronale in sedi localizzate del
cervello. L’ immunoterapia contro A si ¢ mostrata un valido approccio terapeutico per I’AD
poiché abile nel prevenire o ridurre la formazione delle placche amiloidee [Schenk er al.,

1999], e I'immunizzazione (sia attiva che passiva) ha raggiunto fasi di sperimentazione a
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livello clinico [Tabira, 2010;Garcon and Van Mechelen, 2011]. Nel presente lavoro ¢ stato
possibile ottenere una risposta immunitaria in seguito ad un’immunizzazione attiva
(vaccinazione); per somministrazione nasale di carrier veicolanti la BSA (L BSA 1) ¢ stata
raggiunta una risposta anticorpale gia alla prima settimana dall’immunizzazione. Andrebbe
tuttavia valutato il grado di risposta nel tessuto cerebrale, in modo da confermare un’azione
mirata dei sistemi. Va comunque sottolineato che la produzione di anticorpi a livello ematico
non ¢ un fattore limitante per I’immunizzazione di patologie a sede centrale, poiché gli
anticorpi diretti contro uno specifico antigene, possono essere in grado di passare attraverso
la BEE [Morgan, 2011], raggiungendo cosi i loro siti di azione. Inoltre si sottolinea che
I’ottenimento di una risposta del tipo Th2 ¢ un fattore rilevante nel AD, in quanto una
risposta Th1 ¢ indesiderata poiché, da sperimentazioni cliniche, ¢ emerso essere promotrice

di encefaliti meningee ed inflammazioni neuronali [Ferrer ef al., 2004].

Conclusioni

I metodi preparativi impiegati hanno permesso ’ottenimento di SLN. Tuttavia, gli studi di
caratterizzazione in vitro hanno mostrato che i sistemi sviluppati per il caricamento
dell’antigene modello BSA non si sono rivelati adatti ad una incapsulazione della proteina.
Al contrario, le SLN rivestite con chitosano si sono mostrate in grado di adsorbire e
veicolare la proteina. Dagli studi di immunizzazione in vivo ¢ emerso che le SLN con BSA
adsorbita, hanno favorito una risposta immunologica simile a quella di un comune adiuvante
usato nei vaccini, I’Alum, gia alla prima settimana dall’immunizzazione, ma il preparato non
¢ stato piu potente del coadiuvante nel prolungare ed aumentare la risposta immunitaria. La
risposta prodotta ¢ stata del tipo umorale.

In conclusione, la metodica preparativa e/o i materiali impiegati per 1’allestimento delle
SLN andrebbero modificati in modo da ottenere un efficiente caricamento della BSA. I
carrier caratterizzati da BSA efficientemente adsorbita necessitano, tuttavia, di studi ulteriori
onde stimarne la capacita di raggiungere le sedi centrali, in seguito alla somministrazione

nasale, e proporne cosi un loro utilizzo per il targeting sito specifico di neuro-vaccini.
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Tabelle
Tabella 1. Composizione quali-quantitativa SLN per caricamento BSA.
fase o C BSA 0s CBSA 1s CBSASs
Plurol St. (g) 0,5 0,5 0,5
Plurol OL. (g) 0,1 0,1 0,1
CH:Clz (mL) 5 5 17,5
fase al
H20 (mL) 2 2 7
BSA (mg) 0 50 250
fase a2
H20 (mL) 48 48 43
Tween 80 (g) 0,24 0,24 0,22

Plurol St.: Plurol Stearique; Plurol OL.: Pluorol Oleique

Tabella 2. Composizione quali-quantitativa SLN per adsorbimento BSA.

fase o L BSA 0s LBSA Is L BSA 5s
Plurol St. (g) 0,5 0,5 0,5
Plurol OL(g) 0,1 0,1 0,1

fase a rivestimento

H>0 (mL) 50 50 50
Tween 80 (g) 0,5 0,5 0,5

fase a adsorbimento

chitosano glut. (g) 0,25 0,25 0,25

H>0 (mL) 50 50 50

BSA (mg) 0 50 250

Plurol St.: Plurol Stearique; Plurol Ol: Pluorol Oleique

Tabella 3. Schema riassuntivo su tempi e numero di somministrazioni in vivo.

Settimana I? IS \% VIII® XII#
Controllo positivo (s.c.) X X X

LBSA 1L (in) XXX X

Controllo negativo (i.n.) XXX X

x=n°l somministrazione, s.c.= somministrazione sotto cute; i.n.= somministrazione intranasale.
Tabella 4. Potenziale zeta formulazioni.

Lotti potenziale zeta (+tmV) +DS
C BSA 0s -35 6,79
CBSA Is -37,7 5,08
C BSA 55 -39,2 6,36
L BSA 0s +47,2 3,88
LBSA Is +31,2 10,1
L BSA 5s +21,8 7,16

Tesi di Dottorato di Elena Soddu

“Progettazione e sviluppo di sistemi di veicolazione non invasivi per neuro-farmaci”

Dottorato in Scienze e Tecnologie Chimiche, indirizzo Scienze Farmaceutiche

Universita degli Studi di Sassari

185



Parte III  Capitolo | 186

Tabella 5. Valutazione del tipo di risposta immunitaria prodotta in termini di produzione
IgG2a ed IgG1.

responder 1gG2a 1gGl
ALUM 08/10 10/10
LBSAO0 nessuno nessuno
LBSAS 05/10 10/10
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Figure
CBSA/LBSA
Centrifugazione
(3x 13000 rpm, 5 min)
F. Acquosa + AcOEt Pellet lipidico
Centrifogazione
{3x 13000 rpm, 5 min)
F. Acquosa + prdteina AcOEt + Tween 80
+ chitosano libero \
Soluzione Centrifugazione
acquosa pH: | (13000 rpm, 10 min) . | Test Bradford (595 nm) ‘
1 - .
. F. Acquosa + proteina
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Figura 1. Schema estrazione interferenti per test Bradford e BCA. Linee nere. Procedura
per la serie C BSA. Linee grigie: procedura per la serie L BSA. F.acquosa: fase acquosa; AcOEt:

acetato di etile.
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Figura 2. Diametro medio (dm)£DS (sopra) ed indice di polidispersione (PI)xDS (sotfo)
delle particelle in sospensione nei lotti C BSAs e L BSAs. (n=3, * p<0,05 vs C BSA 5s)
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Figura 3. Confronto del diamentro medio (dm+DS) (barre) e I’indice di polidispersione
(PI=DS) (linee) tra le particelle in sospensione ed i corrispondenti liofilizzati. In alto:
Formulazioni C BSA. (Per barre. n=3, * p<0,05 vs C BSA 0s; * p<0,05 vs C BSA 15s). In
basso: Formulazioni L BSA. (Per linee. n=3, 3p<0,05 vs L BSA 0s).
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Figura 4. Confronto del diamentro medio (dm+DS) tra la seriec C BSA ed L BSA in

sospensione o liofilizzate. In alto. Confronto tra le sospensioni. /n basso. Confronto tra gli

essiccati.
100

90

80
& .
s v
g 60 [ s I
g it il g *g
z 50 1 L
- $
;}: 40
==}

30 ]_

20 i
‘ I
. L =

tempo (min)

—BSA CBSA] =——=(CDBSAS5 e[ BSAIl LBSAS

Figura 5. Studio di permeazione in vitro delle formulazioni e della proteina in fluido
nasale simulato. (n=3, * p<0,05 vs BSA (Omin); * p<0,05 vs BSA (15min); £ p<0,05 vs L BSA
1 (120min))-
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Figura 7. Rapporto [gG2a/IgG1 alla V settimana dalla somministrazione. Confronto tra le
SLN L BSA 1y, rispetto al gruppo di controllo positivo (Alum + BSA).
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Capitolo 11

Somministrazione Nasale di Microsfere Veicolanti Idrossipropil-B-Ciclodestrina in
Modelli Animali di Neurotossicita Indotta da B-Amiloide (1-42): Effetto Neuro-

Protettivo

Questo ¢ un lavoro svolto nell'ambito del progetto Ulisse promosso dall’Universita di

Sassari

Il lavoro sperimentale ¢ stato eseguito presso il Dipartimento di Chimica e Farmacia
dell’Universita di Sassari ed il Department of Biochemistry, Faculty of Pharmacy, Ege

University, Izmir, (Turchia) sotto la guida della Prof.ssa Aifer Yal¢in
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Abstract

Sia studi in vitro che in vivo hanno confermato le ciclodestrine come agenti neuro-
protettivi. L.’indagine svolta ha avuto come scopo quello di testare I’effetto neuro-protettivo
di microsfere di idrossipropil-B-ciclodestrina (HP-B-CD), rivestite con chitosano (HP-f-
CD/chitosano) o alginato (HP-B-CD/alginato) sia su sinaptosomi cerebrali trattati con AB(1-
42) che per somministrazione nasale in modelli animali di neurotossicita indotta da AB(1-
42). Negli esperimenti sinaptosomiali sono stati ricercati parametri quali cambiamenti nei
livelli di perossidazione lipidica, produzione di specie radicaliche all’ossigeno (ROS) e
funzione mitocondriale. Nei modelli animali, invece, sono stati studiati i cambiamenti
nell’espressione del mRNA di Bcel-2 e Apex1 e sulla frammentazione del DNA a livello
ippocampale. Negli studi in vivo, gli animali sono stati divisi nel gruppo di: controllo; AB(1-
42); AP(1-42) + HP-B-CD/chitosano ed AP(1-42) + HP-B-CD/alginato. Per sette giorni, le
microsfere (2 mg/giorno) sono state somministrate in una sola narice alternata nei giorni.
Negli studi in vitro, i sinaptosomi cerebrali impiegati sono stati ottenuti dal gruppo animale
di controllo (salina) e da quello trattato con solo AB(1-42). Questi ultimi sono stati incubati
con un quantitativo di microsfere HP--CD/chitosano e HP-B-CD/alginato contenente 1 o 5
mg di HP-B-CD e con uguali quantita di sola HP-B-CD.

In vitro, le microsfere e la HP-B-CD hanno ridotto i livelli di perossidazione lipidica,
produzione di ROS e hanno assicurato 1’integritd mitocondriale dei sinaptosomi. /n vivo,
AP(1-42) ha indotto una significativa frammentazione del DNA e dei livelli di espressione
del mRNA di Bax con un decremento in quelli di Apex1 e di Bcl-2, mentre le microsfere
hanno ridotto significativamente la frammentazione del DNA ed aumentato il rapporto tra
mRNA di Bcl-2/Bax.

In conclusione, entrambi i tipi di microsfere si sono mostrate protettive sia in vitro che in
vivo grazie ad una riduzione dei parametri apoptotici e di stress ossidativo nell’ippocampo di
ratto. Le microsfere di HP-B-CD/chitosano sono risultate essere piu efficaci di quelle con

alginato.
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Introduzione

L’accumulo cerebrale delle placche di beta amiloide (AP) € uno degli eventi chiave nello
sviluppo e progressione del morbo di Alzheimer (AD). Ad elevate concentrazioni ¢ come
risposta a vari stimoli, il peptide AP subisce complessi riarrangiamenti conformazionali per
dar vita a intermedi con tendenza alla formazione di oligomeri e fibrille. L’incorporazione di
AP nella membrana cellulare e la conseguente morte della cellula viene promossa da un
elevato contenuto di colesterolo di membrana [Abramov et al., 2011].

E stato suggerito che lo stress ossidativo, la neuro-inflammazione, la disfunzione
mitocondriale e 1’apoptosi siano coinvolti nella patogenesi dell’Alzheimer [Mattson
2000;2004;Block, 2005;Forlenza et al., 2010]. In questa, lo stress ossidativo osservato ¢
dovuto ad elevati livelli di proteine ossidate, avanzata glicazione e perossidazione lipidica di
prodotti finali, formazione di specie tossiche e cambiamenti ossidativi nel DNA nucleare e
mitocondriale [Gella and Durany, 2009].

Apex1 ¢ un enzima essenziale nel processo di riparazione del DNA per escissione di basi,
con un danno all’acido nucleico causato da meccanismi ossidativi o di alchilazione. E anche
un agente riduttivo per il mantenimento dei fattori di trascrizione nel loro stato ridotto e
stimola il legame di questi con il DNA [Fishel and Kelley, 2007].

I mitocondri sono tra i principali protagonisti nella regolazione dei processi ossidativi ed
apoptotici. Il rilascio di proteine intermembrana mitocondriali (citocromo ¢, fattore di
induzione apoptotica) attiva la cascata apoptotica. Tra le proteine proapoptotiche vi ¢ Bax e
tra quelle antiapoptotiche Bcl-2, entrambe regolanti i segnali apoptotici provenienti dai
mitocondri [Mattson, 2000;Vogelstein et al., 2000;Donovan and Cotter, 2004].

In campo farmaceutico ¢ stato indagato e dimostrato il ruolo delle ciclodestrine (CD) nella
neuroprotezione. Queste hanno infatti la capacita di estrarre e rimuovere il colesterolo dalle
membrane cellulari [Irie and Uekama, 1997;Zidovetzki and Levitan, 2007;Ziolkowski ef al.,
2010;Lopez et al., 2011] la cui presenza € coinvolta nell’aggregazione del peptide AP nel
cervello. E stata inoltre osservata I’azione neuro-protettiva di varie CD in seguito a
condizioni anossiche [Rufini ez al., 2009] ed eccitotossiche indotte da NMDA (N-Metil-D-
Aspartato) e glutammato [Abulrob er al., 2005]. In aggiunta, sono stati ben caratterizzati i
potenziali effetti biologici dell’idrossipropil-f-ciclodestrina (HP-B-CD) [Gould and Scott,
2005]. Di recente, in modelli animali di ischemia ipossica ¢ stata comprovata I’azione di
neuroprotezione della HP-B-CD [Rivers ef al., 2012], mentre nel morbo di AD, ¢ stata
investigata 1’abilita di differenti CD, somministrate per via parenterale, di formare complessi

con il peptide AP [Camilleri ef al., 1994;Qin et al., 2002].
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La via nasale ¢ una somministrazione alternativa per farmaci destinati al targeting
cerebrale. Consente di evitare 1’uso di aghi, di aggirare la barriera emato-encefalica (BEE) ed
ottenere una riduzione dei livelli ematici di farmaco ed un suo accumulo nel cervello con
minore probabilitd di effetti collaterali periferici [Dalpiaz er al, 2008;Alam et al.,
2010;Luppi et al., 2010;Gavini et al., 2011;2013;Lochhead and Thorne, 2012].

Sulla base delle precedenti considerazioni sono state sviluppate microsfere per la
somministrazione nasale di HP-B-CD come approccio neuro-protettivo in condizioni di
neurotossicita/neurodegenerazione indotta da APB. Esperimenti precedentemente condotti nei
nostri laboratori hanno mostrato come la HP-$-CD favorisca la soppravvivenza cellulare nei
confronti di AB; la co-incubazione di AP(25-35) con soluzioni di HP-B-CD ha ridotto la
morte cellulare rispetto al trattemento con il solo peptide [Gavini ef al., 2009]. Per questa
ragione HP-B-CD ¢ stata incapsulata in microsfere di polimeri mucoadesivi come il
chitosano e [Dalginato. La caratterizzazione in vitro ha mostrato che alcune delle
formulazioni prodotte presentavano proprieta idonee per una somministrazione nasale quali
piccole dimensioni (2-4 pm), buon swelling e mucoadesione. Nelle microsfere con alginato
si ¢ osservata la presenza di invaginazioni superficiali, mentre la morfologia di quelle con
chitosano era piu regolare. Le numerose invaginazioni conferiscono una maggiore area
superficiale e migliori proprieta aerodinamiche rispetto a particelle sferiche [Gavini et al.,
2009]. Nel contesto della somministrazione nasale, i polimeri alginato e chitosano sono stati
scelti per ridurre la clearance mucociliare delle formulazioni, aumentare il tempo di
permanenza del farmaco nel sito [Gavini ef a/., 2005] e favorirne cosi il trasporto al SNC.
Inoltre, il chitosano ¢ un penetration enhancer. La HP-B-CD ¢ stata scelta per la sua bassa
tossicita [Gould and Scott, 2005;Loftsson et al., 2005;2007;Valentino and Quanren, 2008]
rispetto ad altre CD.

Da qui Il’interesse del lavoro nel testare la probabile protezione promossa dalla
somministrazione nasale di microsfere di HP-B-CD, in modelli animali con neurotossicita
indotta da AP(1-42), attraverso 1’analisi dei livelli di stress ossidativo e dei parametri
apoptotici in vivo, misurando nell’ippocampo di ratto i livelli di perossidazione lipidica,
produzione di ROS, funzione mitocondriale, frammentazione del DNA, espressione di

mRNA del Bax, Bcl-2 e Apexl.
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Schema illustrante le principali fasi del lavoro.
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Metodi

Materiali

L’idrossipropil-B-ciclodestrina (HP-B-CD), Cavasol® W7 HP Pharma (PM: 1400 g mol!;
sostituzione molecolare: 0,65), ¢ stata acquistata da Wacker-Chemie GmbH (Germania). Il
chitosano cloridrato (C), Protasan UP CL 113, (PM: 160000 g mol™!; viscosita apparente: 16
mPas; deacetilazione: 86 %) ed il sodio alginato (A), Protanal LF 120 L, (PM: 250 000-300
000 g mol!; Viscosity: 150-300 mPas) sono stati acquistati da FMC BioPolymer AS
(Norvegia).

Preparazione delle polveri nasali per spray drying

Le formulazioni utilizzate sono state preparate per spray drying utilizzando la metodica gia
descritta in precedenza [Gavini et al., 2009]. In breve, il polimero (alginato o chitosano) ¢
stato solubilizzato in acqua ultrapura; successivamente ¢ stata addizionata e solubilizzata la
HP-B-CD. II rapporto in peso tra polimero e ciclodestrina ¢ stato di 1:2. La soluzione di
alimentazione (1 % p/v) ¢ stata spruzzata nell’ugello (diametro 0,7 mm) dello spray-dryer
(Biichi Mini Spray Dryer B-191, Biichi Labortechnik AG, Svizzera), quindi le particelle
essiccate sono state raccolte in un ciclone ad elevate prestazioni.

Le microsfere ottenute caricate con HP-B-CD e rivestite da chitosano ed alginato sono state

rispettivamente HP-B-CD/chitosano ¢ HP-p-CD/alginato.

Animali e chirurgia

Ratti Sprague—Dawley (200-250 g), ottenuti dal Experimental Research Center
dell’Universita di Ege, sono stati mantenuti a cicli di luce/ombra di 12 h garantendo loro
libero accesso a cibo ed acqua. Tutte le procedure sono state approvate dal Utilization
Committee dell’Universita di Ege e confermate dal National Institutes of Health Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals. Sono stati fatti tutti gli sforzi per ridurre al minimo
il numero di animali da impiegare e la loro sofferenza (Progetto n°: 12/ECZ/037).

AP(1-42) (California Peptide, USA) ¢ stato solubilizzato in acqua bidistillata (5 pg/ul) e,
previo utilizzo, mantenuto a 24°C per 3 giorni. I ratti sono stati anestetizzati mediante
somministrazione intraperitoneale di ketamina idrocloruro (1,5 mg/kg; Alfamine, Alfasan
International B.V., Olanda) e xylazina cloridrato (0,2 mL/kg; Alfazyne, Alfasan International
B.V., Olanda), quindi trasferiti in un apparato stereotassico (David Kopf Instruments,
Tujunga, CA). Infine, agli animali ¢ stato iniettato, bilateralmente in modo stereotassico, 1

uL di AB(1-42) aggregata (5 pg/ul) o 1 puL di salina nella regione CA3 dell’ippocampo (5,6
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mm caudalmente; 4,6 mm lateralmente ¢ 6,4 mm in profondita rispetto al punto bregma)

[Paxinos and Watson, 1998;Uyanikgil et al., 2005].

Somministrazione delle microsfere di HP-B-CD

Per gli esperimenti in vivo, gli animali sono stati suddivisi in 5 gruppi (n=4): i) controllo,
ii) con solo AP(1-42); iii) salina + HP-$-CD non formulata; iv) Ap(1-42) + microsfere HP-
pB-CD/chitosano, v) AP(1-42) + microsfere HP-B-CD/alginato. Dopo chirurgia, le
formulazioni sono state somministrate per 7 giorni in una sola narice (alternata nei giorni) in
un quantitativo espresso in HP-B-CD pari a 2 mg/giorno/narice. Al termine, i ratti sono stati
decapitati, i cervelli rimossi ed i campioni di ippocampo sezionati in ghiaccio. I livelli di
espressione del mRNA di Bax, Bcl-2, Apexl ¢ GAPDH sono stati misurati nei tessuti

ippocampali.

Isolamento RNA totale, PCR retro-trascrizionale e PCR real-time

L’RNA totale ¢ stato estratto trattando I’ippocampo di ratto con il reagente Trizol
(Invitrogen, USA), seguito da estrazione fenolo-cloroformio e precipitazione con
isopropanolo [Chomczynski, 1993]. L’RNA totale (1 pg) ¢ stato usato come stampo dalla
trascrittasi inversa moloney-murine leukemia virus (M-MuLV) (Fermentas, USA) per la
sintesi del cDNA.

L’amplificazione con PCR real-time ¢ stata condotta utilizzando Mx3000P Quantitative
PCR System (Stratagene USA) ed il reagente SYBR Green I. Un pL di miscela di
trascrizione inversa (diluizione 1:5) ¢ stato amplificato con 1 uL di 15 pmol dei primer
forward and reverse, 12,5 pL Brilliant Il SYBR Green QPCR master mix (Stratagene, USA)
e 9,5 uL di acqua bidistillata in un volume totale di 25 pL. I primers specifici (Thermo
Fisher Scientific, USA) sono stati per Bax (NM_017059) TGC AGA GGA TGA TTG CTG
AC (forward) e GAT CAG CTC GGG CAC TTT AG (reverse); per Bel-2 (L14680), TCT
GTG GAT GAC TGA GTA CCT GAA C (forward) e AGA GAC AGC CAG GAG AAA
TCA AAC (reverse); per Apex]l (NM_024148), TGG AAT GTG GAT GGG CTT CGA CC
(forward) e ATG GAG CTG ACC AGT ACT GAT GG (reverse); e per GAPDH
(AF106860), AAG GTC ATC CCA GAG CTG AA (forward) e ATG TAG GCC ATG AGG
TCC AC (reverse).

Il protocollo impiegato per I’amplificazione ¢ stato: fusione iniziale a 95°C/10 min;
fusione a 95°C/45 sec/35 cicli; appaiamento a 55°C/30 sec ed estensione a 72°C/45 sec. In
seguito all’amplificazione, ¢ stata condotta 1’analisi della curva di dissociazione per

confermare la purezza dei prodotti PCR. I parametri impiegati per I’analisi delle curve di
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fusione sono stati di 1 min a 95°C, abbassamento a 55°C, quindi innalzamento della
temperatura da 55°C a 95°C con un tasso di decremento di 0,2°C/sec. Per la normalizzazione
¢ stato preso il gene GAPDH come controllo endogeno.

L’espressione relativa dei geni target ¢ stata quantificata basandosi su Livak and
Schmittgen (2001) ed ABI Prism 7700 Sequence Detection System User Bulletin No. 2
(Applied Biosystems, Foster City, CA).

Frammentazione DNA

I DNA genomico ¢ stato estratto dai campioni di ippocampo utilizzando il kit di
purificazione GeneJET Genomic DNA (Thermo Fisher Scientific, USA). Cinque pg di DNA
sono stati sottoposti ad elettroforesi a 75V per 90 min in gel di agarosio al 2% usando il
tampone Tris-acetato-EDTA. Il gel ¢ stato colorato con bromuro di etidio, irradiato all’UV in
transilluminatore e fotografato. La frammentazione del DNA ¢ stata quantificata per mezzo
del Biocapt software (Vilber Lourmat, France) con metodo di analisi densiometrica. I dati

sono stati espressi in percentuale rispetto al controllo [Kim ez al., 1998].

Ottenimento sinaptosomi

I sinaptosomi sono stati preparati utilizzando la metodica di Bonnet and Costentin (1989)
opportunamente modificata [Morel e al., 1998]. L’intero cervello ¢ stato omogeneizzato in
10 vol (1:10 p/v) di saccarosio 0,32 M. Gli omogenati sono stati centrifugati a 1000 g per 10
min per ottenere un pellet contenente nuclei, corpi cellulari e frammenti assonici. Il
surnattante ¢ stato conservato a 4°C ed il pellet risospeso in 10 vol (1:10 p/v) di saccarosio
0,32 M e centrifugato alle stesse condizioni. I 2 differenti surnattanti sono stati uniti e
centrifugati a 17500 g per 30 min a 4°C. Il surnattante ottenuto ¢ stato scartato ed il pellet
risospeso in tampone Krebs-Ringer (pH 7,6) raffreddato in ghiaccio. La concentrazione

proteica € stata misurata mediante Lowry [Lowry ef al., 1951] ed aggiustata a 1 mg/mL.

Incubazione sinaptosomi con HP-B-CD e microsfere HP-B-CD/chitosano HP-B-
CD/alginato

I sinaptosomi sono stati ottenuti dagli animali trattati con salina e con solo AB(1-42). I
sinaptosomi del AB(1-42) sono stati incubati (1,5 h, 37°C) con 1 e 5 mg di HP-B-CD (CD1,
CDS5) e con le formulazioni HP-B-CD/chitosano (C1=1 mg in HP-B-CD) (C5=5 mg in HP-
B-CD) e HP-B-CD/alginato (A1=1 mg in HP-B-CD) (A5=5mg in HP-B-CD). Al termine
dell’incubazione sono stati misurati i livelli di perossidazione lipidica, produzione di ROS e

funzione mitocondriale nel controllo (salina) ed in tutti i gruppi sperimentali AP(1-42),
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AB(1-42) + CD1, AB(1-42) + CD5, AB(1-42) + C1, AB(1-42) + C5, AB(1-42) + Al ed
APB(1-42) + AS. Con N=4 per ogni gruppo sperimentale.

Quantificazione perossidazione lipidica

I livelli di malondialdeide (MDA) sono stati determinati con il metodo del doppio
riscaldamento [Draper and Hadley, 1990]. Un mL di acido tricloroacetico (TCA) al 10% ¢
stato addizionato a 200 pL del campione sinaptosomiale e trasferito in bagnomaria bollente
per 15 min. Dopo raffreddamento con acqua corrente, la miscela ¢ stata centrifugata a 1000 g
per 10 min ed 1 mL del surnattante ¢ stato addizionato a 2 mL di acido tiobarbiturico (TBA)
0,67% e posto in bagnomaria bollente per 15 min. Dopo raffreddamento della soluzione in
acqua corrente, ¢ stata misurata 1’assorbanza a 532 nm (spettrofotometro Shimadzu UV-
1601, Giappone). I livelli di MDA sono stati determinati usando come standard il 1,1,3,3-

tetrametossipropano ed espressi in nmoL/mg proteina.

DCEF test

La formazione delle specie radicaliche all’ossigeno (ROS) ¢ stata quantificata mediante
analisi fluorometrica per mezzo del test della diclorofluoresceina (DCF) basato sull’uso della
sonda fluorescente 2,7-diclorofluoresceina diacetato (DCF-DA).

11 test della DCF ¢ stato condotto utilizzando la metodica descritta da Wang ez al. (2012).
La soluzione stock 10 nM della DCF-DA in etanolo ¢ stata mantenuta a -70°C. I sinaptosomi
sono stati incubati con una soluzione 10 puM di DCF-DA, per 30 min a temperatura
ambiente, centrifugati a 3000 g (5 min, 4°C) e risospesi in PBS. La fluorescenza del DCF ¢
stata misurata a A=495 nm, An=530 nm (SpectraMax M3 lettore micropiastre, Molecular

Devices, USA). I dati sono stati espressi in percentuale rispetto al controllo.

MTT test

Il test di integrita mitocondriale ¢ stato valutato mediante il saggio di proliferazione
cellulare MTT per valutazione della conversione del MTT a formazan. A 200 pL di
sospensione sinaptosomiale sono stati aggiunti 20 pL di MTT (5 mg/mL). I campioni sono
stati incubati per 3 h al buio a 37°C. I cristalli viola di formazan sono stati raccolti mediante
centrifugazione a 15000 g per 15 min ed il supernattante eliminato. Il pellet & stato
solubilizzato in DMSO. La quantificazione del formazan ¢ stata effettuata tramite analisi
spettrofotometrica a 570 nm (VersaMax lettore micropiastre, Molecular Devices, USA). 1

dati sono stati espressi in percentuale rispetto al controllo [Keller ef al., 1997].
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Analisi statistica
I dati sono stati elaborati mediante analisi della varianza (ANOVA, post hoc Tukey). 1
valori sono stati espressi come media + errore standard (SE). Livelli di p<0,05 sono stati

considerati statisticamente significativi.

Risultati

Effetti in vitro ed in vivo sui parametri apototici e ossidativi di Ap(1-42), HP-B-CD,
HP-B-CD/chitosano e HP-B-CD/alginato.

Dopo trattamento dei sinaptosomi con AP(1-42), & stato osservato un aumento della
perossidazione lipidica, della produzione di ROS ed un decremento dei livelli di MTT
rispetto al gruppo di controllo (p<0,05). Al contrario, sia HP-B-CD che le microsfere HP-f-
CD/chitosano e HP-B-CD/alginato hanno significativamente ridotto 1 livelli di
perossidazione lipidica e produzione di ROS e migliorato la funzione mitocondriale rispetto
al gruppo AB(1-42) (p<0,05) (Fig. 1.2.3).

Le formulazioni piu attive nei confronti dei livelli di perossidazione lipidica e formazione
di ROS si sono dimostrate quelle con 1 mg di HP-B-CD (CD1), con I’equivalente contenuto
nelle microsfere HP-B-CD/alginato (A1) e con le microsfere HP-B-CD/chitosano contenenti
5 mg di HP-B-CD (CS5) (Fig. 1,2). Tutte le formulazioni testate hanno comunque protetto
dalla funzione mitocondriale se paragonate al gruppo AP(1-42). Da notare ¢ che I’'impiego di
1 mg di HP-B-CD (CD1) ¢ stato piu efficace di 5 mg della stessa (CD5) (Fig. 3).

AP(1-42) ha incrementato i livelli di frammentazione del DNA nell’ippocampo, se
confrontato al gruppo di controllo trattato con salina (p<0,05), e I’'impiego di tutte le
formulazioni in microsfere (C1, C5, A1, A5) ha permesso una riduzione del danno al DNA
indotto da AB(1-42), (p<0,05) (Fig. 4 a.b).

In Fig. 5 sono mostrati i livelli di espressione relativa del mRNA di Bax, Bcl-2 e Apex1
nell’ippocampo di ratto dopo somministrazione nasale delle microsfere in modelli di
neurotossicita indotta da AB(1-42). I risultati hanno mostrato che: /) AB(1-42) ha indotto
I’espressione del mRNA di Bax mentre ha ridotto quella del Bcl-2 (Fig. 5 a.b), portando ad
un rapporto elevato tra Bax/Bcl-2 rispetto al controllo. L’espressione del mRNA di Apexl ¢
stata ridotta rispetto al controllo (p<0,05). /) HP-B-CD + salina ha diminuito il rapporto tra
Bax/Bcl2 sia rispetto al controllo che al gruppo trattato con solo AB(1-42) (p<0,05) (Fig. 5
d). I livelli del mRNA di Apex] hanno subito incremento rispetto al gruppo AP(1-42). I1])
HP-$-CD/chitosano ¢ HP-B-CD/alginato hanno significativamente ridotto il rapporto
Bax/Bcl2 con fenomeno piu evidente per le HP-B-CD/chitosano. Inoltre sembra che le

microsfere HP-B-CD/chitosano siano piu efficaci delle HP-B-CD/alginato nel regolare il

Tesi di Dottorato di Elena Soddu
“Progettazione e sviluppo di sistemi di veicolazione non invasivi per neuro-farmaci”
Dottorato in Scienze e Tecnologie Chimiche, indirizzo Scienze Farmaceutiche
Universita degli Studi di Sassari

200



Parte III  Capitolo 11

rapporto di questi parametri apoptotici anche rispetto al gruppo HP-B-CD + salina (Fig. 5
a,b,c). Tuttavia, entrambe le formulazioni non hanno aumentato significativamente i livelli di
espressione del mRNA di Apex1 se confrontate con quello del AB(1-42), anche se ancora
una volta, le microsfere HP-B-CD/chitosano sono state piu efficaci in questo ruolo rispetto a
quelle impieganti alginato se confrontate con i controlli (Fig. 5 c).

La specificita di amplificazione dei prodotti della PCR real-time ¢ stata confermata
dall’analisi delle curve di fusione e dalle temperature di fusione per Bax, Bcl-2, Apexl e
GAPDH rispettivamente di 85°C, 82,1°C, 83,1°C e 85,4 °C (Fig. 6 a,b,c.d). La specificita dei

prodotti di questi geni ¢ stata confermata mediante elettroforesi su gel di agarosio (Fig. 6 e).
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Discussione

Un segno distintivo di tutte le forme di AD ¢ D’accumulo anormale di AB(1-42) in
specifiche zone cerebrali. Elevati livelli di colesterolo aumentano 1’accumulo di AP sia in
sistemi cellulari [Schneider ef al., 2006] che vari modelli animali della patologia. L’ utilizzo
di molecole in grado di abbassare i livelli di colesterolo ¢ stato considerato un possibile
approccio terapeutico nel AD.

E risaputo che le CD sono capaci di rimuovere il colesterolo dalle membrane cellulari e
modulare la risposta recettoriale. Di recente ¢ stato mostrato [Krisanova ef al., 2012] che la
metil-B-ciclodestrina ¢ stata in grado di ridurre di un quarto il contenuto di colesterolo nei
sinaptosomi con il concomitante decremento del rilascio, mediato da trasportatori, del
glutammato a livello dei terminali nervosi. Come conseguenza, 1’abbassamento del
colestorolo potrebbe venir sfruttato per la neuroprotezione nell’ictus, nell’ischemia e nei
traumi cerebrali in cui si riscontra anche un aumento del rilascio del glutammato. Diversi
autori hanno indagato il ruolo delle CD nella patologia Niemann-Pick tipo C (NPC)
caratterizzata da neurodegenerazione fatale dovuta ad accumulo intracellulare di colesterolo
non esterificato e di gangliosfingolipidi (GSL) [Davidson et al., 2009;Camargo et al., 2001].
Nel novembre del 2012 ¢ stato avviato un #rial clinico su pazienti NPC1 riguardante la
somministrazione intrcerebroventricolare di HP-B-CD
[www.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01747135].

Tuttavia, la HP-B-CD mostra scarsa capacita di attraversamento della barriera emato-
encefalica (BEE). Per questo motivo, in un lavoro precedente [Gavini e al., 2009], sono
state sviluppate microsfere incapsulanti la HP-B-CD, costituite dai polimeri alginato e
chitosano destinate ad una somministrazione nose-to-brain. Le caratterizzazioni hanno
evidenziato che tra le formulazioni testate alcune erano in grado di ridurre in vitro la morte
cellulare indotta da AP e possedevano, in aggiunta, idonee proprietd per una
somministrazione nasale (dimensioni, swelling, mucoadesione).

Sulla base di questi promettenti risultati, il lavoro ha avuto I’obiettivo di testare i potenziali
effetti di protezione in modelli animali con neurotossicita indotta da AB(1-42).

La eccitossicita viene ampiamente considerata uno dei fattori contribuenti alla morte
neuronale nelle patologie neurodegenerative acute o croniche [Turunc ef al., 2010] (ictus,
epilessia, Parkinson, sclerosi laterale amiotrofica, Huntington e AD) in cui si manifesta
un’alterata distribuzione regionale dei recettori NMDA ed una loro eccessiva attivazione che
porta ad una vulnerabilita localizzata dei neuroni, cosi come osservato nel AD [Hynd ef al.,
2004]. Un numero limitato di studi ha ricercato le azioni di neuro-protezione delle CD in

vivo con scopo quello di chiarire il legame che intercorre tra la riduzione dei livelli di
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colesterolo di membrana ed i cambiamenti nell’attivazione recettoriale, con particolar
riguardo per quella del NMDA [Frank ef al., 2008].

Nel AD si osserva anche una compromessa funzione mitocondriale [Tillement ef al.,
2011]. In tale contesto sembrano avere un ruolo le proteine Bcl-2 (anti-apoptotica) e Bax
(pro-apoptotica) poiché coinvolte nella regolazione dei segnali apoptotici provenienti dai
mitocondri. La proteina Bcl-2 partecipa all’equilibrio tra la morte e la soppravvivenza
cellulare sia in condizioni normali che patologiche [Farlie ef a/., 1995]. Yalcin et al. (2010)
hanno riportato come I’espressione del mRNA di Bax e Bcl-2 venga alterata in modelli di
eccitotossicita da acido kainico. La maggiore efficacia delle microsfere HP-B-CD/chitosano
rispetto a quelle di HP-B-CD/alginato nel ridurre il rapporto tra Bax/Bcl-2 potrebbe trovare
spiegazione nelle capacitd mucoadesive e promuoventi 1’assorbimento di farmaci in esse
caricate ¢ somministrati per via nasale. Numerosi studi hanno confermato come la
somministrazione nasale di formulati particellari di chitosano aumenti le concentrazioni di
farmaco a livello del fluido cerebrospinale. Dalpiaz ef a/. (2008), in studi in vivo condotti su
ratti, hanno mostrato come la somministrazione nasale delle microparticelle di chitosano
cloruro (lo stesso impiegato nel presente lavoro) caricate con il farmaco CPA siano state in
grado di aumentare la concentrazione di CPA rinvenuta nel LCS e nel bulbo olfattivo.

I risultati ottenuti hanno fornito nuove informazioni circa le azioni di neuro-protezione
associate all’uso di HP-B-CD nel cervello di ratto con neurotossicita indotta da AB(1-42).

La somministrazione nasale di microsfere di HP-B-CD/chitosano ¢ HP-p-CD/alginato ha
diminuito in modo significativo i parametri di stress ossidativo ed aumentato il rapporto del
mRNA di Bcl-2/Bax suggerendo un effetto protettivo in ratti con neurotossicita indotta da
APB(1-42). L’effetto di protezione trova giustificazione nell’aumentata espressione di Bel-2,
la quale ¢ una proteina antiossidante [Hockenberry er al., 1993] capace di bloccare i
meccanismi apoptotici prevenendo il rilascio del citocromo ¢ [Kluck et al., 1990]. Inoltre,
I’effetto protettivo delle formulazioni contenenti HP-B-CD nella neurotossicita da AB(1-42),
potrebbe avere una componente aggiunta dovuta alla riduzione del colesterolo mitocondriale
o dei livelli di glutatione mitocondriale (mGSH). Infatti, per le gia menzionate capacita delle
CD di rimuovere il colesterolo di membrana, si potrebbe ridurre 1’accumulo di questo nei
mitocondri il quale ¢ un fattore implicato nella tossicita da AP che porta ad un
peggioramento dell’infiammazione e della neurotossicita attraverso la regolazione del mGSH
[Fernandez et al., 2009].

Nel AD si osserva anche un’aumentata ossidazione del DNA nucleare e mitocondriale in
seguito ad un maggior attacco del ROS al DNA e ad un indebolimento dei meccanismi di

riparazione del DNA [Santos ef a/., 2012]. I risultati qui ottenuti indicano che con I’impiego
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di microsfere di HP-p-CD/alginato ¢ HP-B-CD/chitosano si riduce significativamente la
frammentazione del DNA la quale rappresenta il culmine dei processi della cascata
biochimica che caratterizzano la morte cellulare apoptotica [Kondratyev and Gale, 2001].

Le formulazioni microparticellari si possono quindi definire dei potenziali ed efficaci

strumenti di neuroprotezione.

Conclusioni

I dati ottenuti suggeriscono che le formulazioni microparticellari testate, veicolanti la HP-
B-CD, hanno un potenziale come sistemi neuro-protettivi in modelli animali di eccitotossicita
indotta da AB(1-42). I risultati possono essere riassunti come segue: [) AB(1-42) ha causato
stress ossidativo ed apoptosi dovuti a minore integritd mitocondriale, aumento dei livelli di
perossidazione lipidica, produzione di ROS, danno al DNA e maggiore espressione del
mRNA di Bax. /I) La somministrazione nasale di microsfere di HP-$-CD/chitosano ¢ HP-
B-CD/alginato ha diminuito in modo significativo i parametri di stress ossidativo ed
aumentato il rapporto del mRNA di Bcl-2/Bax suggerendo un effetto protettivo
nell’ippocampo di ratto con neurotossicita indotta da AP(1-42). /1) Nelle condizioni e nei
parametri di cui al punto precedente, le microsfere HP-B-CD/chitosano si sono dimostrate
piu efficaci rispetto a quelle di alginato.

La somministrazione nasale delle formulazioni incapsulanti la HP-B-CD puo quindi essere

un utile approccio neuro-protettivo.
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Figura 1. Livelli di perossidazione lipidica. Livelli di MDA da sinaptosomi di controllo ed
AP incubati con microsfere di HP-B-CD/chitosano (AB+C1l, AB+CS) e di HP-B-
CD/alginato (AB+Al, AB+AS) e con HP-B-CD non formulata (AB+CD1, AB+CDS). I
risultati sono stati espressi come mediat SE di 4 esperimenti indipendenti condotti in
triplicato. (n=4, * p<0,05 vs tutti, b p<0,05 vs AP, “p<0,05 vs AB+CS5, d p<0,05 vs AB+AS, ¢
p<0,05 vs AB+CDS5). Con AB= AB(1-42).
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Figura 2. Livelli di produzione di ROS. Livelli di DCF (% controllo), nei sinaptosomi di
controllo ed AP incubati con microsfere di HP-B-CD/chitosano (AB+C1, AB+CS5) e di HP-
B-CD/alginato (AB+Al, AB+AS) e con HP-B-CD non formulata (AB+CDI1, AB+CDS5). I

risultati sono stati espressi come mediatr SE di 4 esperimenti indipendenti condotti in
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triplicato. (n=4, ¢ p<0,05 tutti, * p<0,05 vs AP, ¢ p<0,05 vs AB+C5, ¢ p<0,05 vs AB+AS, ©
p<0,05 vs AB+CDS5). Con A= AP(1-42).

140 4

b.d
120 - =

100 4 x

b
b b.c b
x [ b
80
a
60 -
40 -
20
0 T T T .

Controlle AP AP+C1 AP+CS AP+Al AP+AS AP+CD1 AP+CDS

Riduzione MTT (% controllo)

Figura 3. Attivita mitocondriale. Riduzione MTT nei sinaptosomi di controllo ed A
incubati con microsfere di HP-p-CD/chitosano (AB+C1, AB+C5) e di HP-p-CD/alginato
(AB+A1, APtAS) e con HP-B-CD non formulata (AB+CD1, AB+CDS5). I risultati sono stati
espressi come media+ SE di 4 esperimenti indipendenti condotti in triplicato. (n=4, ¢ p<0,05

vs tutti, ” p<0,05 vs AB, p<0,05 vs AP+AS, ¢ p<0,05 vs AB+CDS5). Con AB= AP(1-42).
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Figura 4. Frammentazione DNA. Analisi qualitativa (a) e quantitativa (b) della
frammentazione al DNA da campioni provenienti dall’ippocampo di ratto del gruppo di
controllo, AP(1-42), AB(1-42)+ HP-B-CD/chitosano ¢ AP(1-42)+ HP-p-CD/alginato. |
risultati sono stati espressi come media+ SE di 4 esperimenti indipendenti condotti in
triplicato (n=4, “ p<0,05 vs tutti).
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Figura 6. Conferma dei prodotti PCR real-time. Curve di fusione ed elettroforesi in gel di
agarosio dei geni (a) Bax, (b) Bcl-2, (¢) Apex1 e (d) GAPDH.
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Capitolo 111

Microparticelle Solide di Chitosano o Metil-B-ciclodestrina per il trasporto nose-to-

brain della deferoxamina mesilato: il primo approccio formulativo
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Abstract

La deferoxamina mesilato (DFO), un agente chelante del ferro, ha mostrato di essere un
valido principio attivo destinato al trattamento di molteplici patologie a carico del sistema
nervoso centrale (SNC) nelle quali si osserva un accumulo del metallo. A causa della sua
scarsa biodisponibilita orale e per la sua breve emivita plasmatica, la DFO viene impiegata
solo per via parenterale. Tuttavia, non ¢ stata ancora dimostrata con certezza la capacita del
farmaco di passare la barriera emato-encefalica e raggiungere il SNC passando per il sangue.
La somministrazione nasale ¢ stata impiegata con successo per il rapido e diretto trasporto di
agenti terapeutici verso le sedi centrali, tramite la strategia conosciuta come nose-to-brain.
L’obiettivo del lavoro ¢ stato quello di formulare sistemi di veicolazione microparticellari a
base di metil-B-ciclodestrina e chitosano con lo scopo di aumentare il trasporto nose-to-brain
della DFO. Nel processo formulativo sono state impiegate due differenti tecniche di
essiccamento (spray drying o liofilizzazione). Dei preparati ottenuti sono stati valutati i
parametri aerodinamici particellari (dimensioni, morfologia, densitd) nonché 1’influenza dei
due differenti polimeri (metil-B-ciclodestrina e chitosano) sulla permeazione del farmaco in
vitro in modelli di membrane idrofiliche e lipofile, ex vivo in mucosa nasale suina e quindi in
modelli cellulari epiteliali e neuronali. Infine ¢ stata studiata la capacita dei sistemi
microparticellari di veicolare la DFO nel SNC dopo somministrazione nasale in ratti.

I risultati hanno mostrato come il metodo dello spray drying ha portato a minori rese di
produzione dei formulati rispetto alla liofilizzazione, ma ha consentito di ottenere
microparticelle caratterizzate da buoni parametri aerodinamici sia nel caso dei formulati a
base di chitosano che di metil-B-ciclodestrina. Le microsfere a base di metil-B-ciclodestrina
hanno permesso un maggiore passaggio della DFO in modelli di membrane lipofile, nella
mucosa nasale suina e nei modelli cellulari neuronali, rispetto alle corrispondenti
formulazioni con chitosano. Entrambi i formulati hanno mostrato di favorire il passaggio
nose-to-brain della DFO in seguito alla loro somministrazione nasale in vivo. Le
microparticelle di metil-B-ciclodestrina hanno consentito comunque un maggiore grado di
permeazione della DFO, per la quale il passaggio nel liquido cerebrospinale ¢ stato di circa

cinque volte superiore rispetto ai corrispondenti formulati a base di chitosano.
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Introduzione

La deferoxamina (DFO) ¢ un agente chelante esadentato capace di complessare il ferro
(preferenzialmente Fe®") ad un rapporto molare di 1:1. Il complesso della DFO con il ferro
(ferriossamina) ¢ molto stabile e quindi in grado di prevenire reazioni di catalisi redox
promosse dagli ioni ferro, responsabili della formazione di radicali liberi [Cullen et al.,
2009;Poggiali et al., 2012]. La DFO, in forma di sale mesilato, rappresenta la terapia di
scelta nell’intossicazione acuta da ferro o in quella cronica dovuta a sovraccarico del
metallo, come accade in un regime trasfusionale eritrocitario prolungato adottato nei casi di
anemie croniche trasfusione-dipendenti [Hua er a/., 2008;Poggiali et al., 2012]. La DFO,
poiché possiede un relativamente alto peso molecolare ed un’elevata idrofilia, non ¢ in grado
di penetrare all’interno della maggior parte delle cellule ad eccezione degli epatociti, dove
sembra essere presente un meccanismo di trasporto facilitato [Porter ez al., 2005]. A causa
della sua scarsa biodisponibilita orale e per la sua breve emivita plasmatica, la DFO viene
impiegata solo per via parenterale. Il regime terapeutico principalmente adottato consiste in
un’infusione lenta (8/12 h) subcutanea di 40 mg/kg/giorno per 5-7 giorni/settimana, con una
scarsa tendenza del paziente ad aderire alla terapia. Le infusioni di DFO sono fastidiose,
lunghe e dolorose e provocano spesso un peggioramento della qualita di vita dei soggetti
trattati [Meyler's Side Effects of Drugs, 2006;Poggiali et al., 2012]. La rapida iniezione
endovenosa, d’altronde, puo essere causa di eventi avversi quali vampate di calore, ponfi,
tachicardia, ipotensione, sofferenza respiratoria acuta nell’aduto, insufficienza renale, shock
e convulsioni [Meyler's Side Effects of Drugs, 2006].

Sono in continuo aumento i dati a supporto dell’utilizzo della DFO in altre patologie
dovute ad un sovraccarico di ferro. Nello specifico, il targeting diretto della DFO al cervello
potrebbe essere vantaggioso nella terapia di alcune disfunzioni del sistema nervoso centrale
(SNC) in cui si osserva uno squilibrio del metallo. I dati ottenuti da studi effettuati su animali
e sull’'uomo hanno mostrato come la DFO sia capace di moltepleci azioni neuro-protettive ¢
come possa essere di aiuto nel terapia del morbo di Huntington [Dexter ez al., 1991;Rosas et
al., 2012;Chen et al., 2013], di Alzheimer [Rival ef al., 2009;Fine ef al., 2012;Guo et al.,
2013a,b], di Parkinson [Kaur er al., 2003;Mastroberardino et al., 2009;Febbraro et al.,
2013;Fine et al., 2014], di Lou Gehrig [Jeong ef al., 2009], nelle malattie da prioni [Singh ef
al., 2009], nella neuroferritinopatia [Curtis er al, 2001], nella aceruloplasminemia
[Miyajima, 2001], nell’emorragia intracerebrale [Hua er al., 2008;Selim et al., 2011],
nell’ictus ischemico [Selim and Ratan, 2004;Hanson et «l., 2009], nell’idrocefalo cronico
post-emorragico [Meng et al., 2014] nella sclerosi multipla [Weigel ef al., 2014] e nelle

lesioni al midolo spinale [Dinc er al., 2013].
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Queste ricerche hanno, di fatto, dimostrato il potenziale della DFO per il trattamento di
patologie a carico del SNC, tuttavia la maggior parte ¢ ricorsa ad una somministrazione
sistemica od intracraniale del farmaco nei modelli animali adoperati, somministrazioni che,
nel caso specifico, non sono invece adatte in campo umano [Fine et a/., 2014]. Per di piu, i
dati raccolti a riguardo della capacita della DFO di superare la barriera emato-encefalica
(BEE) sono stati contrastanti. Alcune indagini hanno documentato un rapido passaggio della
DFO attraverso la BEE ed un suo accumulo in concentrazioni significative nel tessuto
cerebrale, previa somministrazione sistemica [Palmer e a/., 1994;Hua et al., 2008;Zhang et
al., 2013]. Al contrario, altri autori hanno affermato come la BEE sia stata relativamente
impermeabile alla DFO [Shachar ef al., 2004;Chen et al., 2013;Weigel ef al., 2014].

Molti agenti terapeutici, la DFO inclusa, hanno mostrato un rapido trasporto verso il SNC
dopo somministrazione nasale, con un mantenimento delle loro azioni farmacologiche sia a
livello animale che umano [Fine ef al, 2012;Guo ef al., 2013;Hanson et al., 2009,
2012;Reger et al., 2008]. I vantaggi di una somministrazione nasale della DFO includono il
targeting cerebrale, la non-invasivita del metodo combinata a rapidita e capacita di eludere la
BEE e la riduzione dell’esposizione sistemica del farmaco con gli effetti indesiderati legati.
Rispetto alla somministrazione endovenosa, quella nasale si ¢ dimostrata capace di un
targeting mirato di 271 volte maggiore verso la corteccia frontale [Hanson et a/., 2009]. In
questo studio, la DFO mesilato ¢ stata somministrata per via nasale in forma di soluzione
salina o in soluzione con tampone fosfato. Tale approccio, perd, non prende in
considerazione vari fattori limitanti 1’assorbimento nasale del farmaco, come: i) bassa
permeabilita di membrana, specialmente per grosse molecole e farmaci polari; i7) rapida
rimozione dalla cavita nasale della formulazione contenente il farmaco, in seguito ai
meccanismi di clearance mucociliare [I1lum, 2002]. E possibile ottenere un buon incremento
dell’assorbimento nasale di farmaci polari mediante loro somministrazione in idonei sistemi
di veicolazione ed in particolare in formulazioni solide. Le medicazioni in polvere hanno il
privilegio, rispetto a quelle liquide, di possedere migliore stabilita e non richiedere I’aggiunta
di conservanti. Le polveri hanno tendenza ad aderire alla superficie umida della mucosa
nasale prima di venire disciolte e rimosse dal sito [Vidgren and Kublik, 1998].

Considerando gli aspetti di cui sopra menzionati, 1’obiettivo del lavoro ¢ stato quello di
formulare sistemi di veicolazione capaci di aumentare il trasporto cerebrale della
deferoxamina mesilato mediante somministrazione nasale. E stato preso in esame I’effetto di
due differenti promotori dell’assorbimento (penetration enhancer), la metil-B-ciclodestrina
ed il chitosano. Numerosi studi hanno dimostrato e validato I’efficienza delle ciclodestrine

(CD) come penetration enhancer quando impiegati nei sistemi per la veicolazione nasale di
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farmaci [Merkus ef al., 1999;Van den Berg ef al., 2004]. Nel caso dei farmaci idrosolubili, le
CD aumentano ’assorbimento e/o la biodisponibilita di un farmaco grazie alla capacita di
formare complessi di inclusione con specifici lipidi di membrana, come il colesterolo, la
fosfatidilcolina e la sfingomielina, che sono causa di perturbazioni del doppio stato lipidico e
dell’aumento della fluidita di membrana [Challa er «/, 2005]. 1l chitosano ha I’effetto
aggiuntivo di aprire reversibilmente le giunzioni serrate delle cellule portando ad una
maggiore probabilita di trasporto extracellulare verso il SNC passando lungo il nervo
olfattivo ed il trigemino [Dhuria ef a/., 2010]. 1l chitosano, inoltre, forma delle interazioni
elettrostatiche con le superfici cariche negativamente delle cellule epiteliali che riducono
I’allontanamento dall’epitelio nasale. Questo polimero biodegradabile assorbe acqua dallo
strato mucoso della cavitd nasale, rigonfia e forma un film sottile simile ad un gel che
prolunga il tempo di residenza di un farmaco al sito di assorbimento e ne migliora cosi la sua

biodisponibilita [ Sinha et al., 2004].
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Schema illustrante le principali fasi del lavoro.
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Metodi

Materiali

La deferoxamina mesilato (DFO) (aprox. 95% TLC) ed il 2-propanolo sono stati acquistati
da Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). II chitosano cloridrato (CH), Protasan UP CL 113 (PM:
160000 g/mol; grado di deacetilazione: 86%) ¢ stato acquistato da NovaMatrix/FMC
Biopolymer (Sandvika, Norvegia). La metil-B-ciclodestrina (MCD), Cavasol® W7 M Pharma
(PM: 1300 g/mol; sostituzione molecolare: 1,7) ¢ stata acquistata da Wacker-Chemie GmbH,
(Miinchen, Germania). Il feniltrimeticone, Dow Corning 556 cosmetic grade fluid, ¢ stato
ottenuto da Dow Corning (Brussels, Belgio). L’acqua ultrapura ¢ stata ottenuta da un sistema
di filtrazione Millipore (Billerica, MA, USA). Tutti i solventi impiegati sono stati di grado
analitico. I ratti maschio Sprague—Dawley sono stati acquistati da Harlan Italy S.r.1., Udine,

Italia.

Preparazione delle microsfere

Sono state preparate due differenti formulazioni: una contenente CH (DCH) ed un’altra
con MC (MCD). Lo strumento usato ¢ stato il Buchi Mini Spray Dryer B-191. Una quantita
esattamente pesata di CH o di MC ¢ stata solubilizzata in acqua MilliQ; la DFO ¢ stata
addizionata dopo completa solubilizzazione del polimero. Nella soluzione da nebulizzare
cosi ottenuta la quantita di solido totale (DFO e polimero) in soluzione ¢ stata pari a 1% (p/v)
con un rapporto farmaco/polimero di 1:2 (p/p). La soluzione ¢ stata aspirata da una pompa
peristaltica, impostata a 8%, ed atomizzata all’interno della camera di nebulizzazione
mediante un ugello di 0,7 mm. All’interno della camera, un flusso d’aria calda (100°C) ha
portato ad una rapida evaporazione del solvente e, di conseguenza, alla formazione di
microparticelle solide all’interno di un ciclone ad elevate prestazioni. Al termine del
processo, le particelle solide sono state raccolte e poste in un essiccatore sino al momento del
loro utilizzo. E stata calcolata la resa di produzione.

In modo da verificare le diverse proprieta e comportamento tra le microsfere e le semplici
miscele dei componenti, le soluzioni di nebulizzazione sono state soggette anche ad
essiccamento per liofilizzazione per circa 8 h tramite 1’apparecchio Lio 5P Cinquepascale
(Trezzano sul Naviglio, Italia). Queste formulazioni sono state denominate DCHL ¢ MCDL.
E stata liofilizzata anche la DFO e denominata DFOL.

Per avere un confronto, sono state preparate anche le formulazioni prive di farmaco e

denominate CH e MC.

Valutazione del contenuto in farmaco e dell’efficienza di incapsulazione
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Il contenuto in farmaco, che corrisponde alla reale quantita di farmaco caricato nelle
microsfere, ¢ stato determinato solubilizzando 10 mg di ciascuna formulazione in 10 mL di
acqua MilliQ e quindi addizionando tampone fosfato a pH 6,5 sino al volume finale di 100
mL. Di questa soluzione ¢ stata prelevata un’aliquota (1 mL) ed analizzata mediante HPLC,
con il metodo riportato di seguito. Il risultato ottenuto ¢ stato dato dalla media di tre diverse

determinazioni (n=3 + deviazione standard, DS).

Analisi HPLC della deferoxamina mesilato

Per la quantificazione della DFO nei camponi di tampone, ¢ stato impiegato il sistema
HPLC Varian ProStar 210 con autocampionatore Varian 410 ed equipaggiato di detector a
fotodiodi DAD Varian 330 (Varian Inc Scientific Instruments, Walnut Creek, CA USA). La
separazione cromatografica ¢ stata condotta impiegando una colonna C18 con endcapping
polare (Phenomenex Synergi Hydro-RP 80A, 150 x 4,6 mm LD. e 4um di dimensione
particellare). Le analisi HPLC sono state eseguite a temperatura ambiente con velocita di 1,2
mL/min, UV a 210 nm. La fase mobile binaria si ¢ composta da acetonitrile (pH 4,6 con 0,5
M H3PO4) e 0,1 M KH,PO4 (3,4 g/250 mL), 120 mg/L (30 mg/250 mL) soluzione di 1-
eptano con solfato di sodio 17:83 (v/v) aggiustata ad un pH di 4,60 con acido fosforico 0,5
M. Tutti i dati sono stati acquisiti in triplicato e processati mediante Varian Star
Chromatography Workstation, system control, version 6.20 (Varian, Inc. Cary, NC, USA).
Le concentrazioni dell’analita sono state calcolate tramite interpolazione dalle curve di

calibrazione.

Analisi dimensionale delle particelle

La determinazione dimensionale di ciascuna formulazione preparata ¢ stata condotta
mediante diffrazione laser (Coulter LS 100Q Laser sizer, Beckman Coulter, Miami, USA). 1l
mezzo fluido di dispersione della formulazione DCH ¢ stato il 2-propanolo ed il Dow
Corning per le formulazioni MCD ¢ MCDL. Le microsfere (2 mg) sono state disperse nel
mezzo, sonicate per 30 s ed analizzate sotto costante agitazione magnetica. Sono state
allestite tre dispersioni per ciascun formulato ed i valori indicati sono stati ottenuti dalla
media delle tre determinazioni di ciascuna dispersione. Il diametro medio particellare delle
microsfere ¢ stato riferito al diametro medio volume-superficie, dvs (um) e la distribuzione
dimensionale particellare ¢ stata rappresentata graficamente mediante curve di distribuzione
riportanti la percentuale in volume delle particelle versus le dimensioni (um), espresse in
scala logaritmica. E stato inoltre calcolato il coefficiente di uniformita (CU) applicando la

seguente formula: CU = d10/d90. 1l valore di d10 e d90 indica rispettivamente che il 10% ed
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il 90% delle particelle del campione hanno un diametro inferiore al numero indicato. Piu il

CU ¢ vicino ad 1, piu stretta ¢ la curva e piu ¢ uniforme il campione.

Analisi morfologiche

La morfologia delle particelle ¢ stata studiata mediante microscopia elettronica a scansione
(SEM). Una piccola quantita della polvere ¢ stata distribuita su uno stub di alluminio,
rivestita con oro e collocata nella camera del SEM (Zeiss EVO LS10, Zeiss, Germania).

Sono state acquisite le fotografie.

Water up-take

Utilizzando un apparato di Elsin modificato, ¢ stata misurata la capacita delle formulazioni
di assorbire acqua in seguito al contatto con un fluido acquoso. Un campione di ciascuna
formulazione (2 mg) ¢ stato uniformemente disperso in un disco di carta da filtro (d = 1cm,
A = 0,78 cm?), saturato con tampone fosfato a pH 6,5 ¢ quindi sistemato in un setto poroso.
E stato misurato il volume di tampone assorbito dalla formulazione sotto esame nell’arco di
tempo di 60 min. Il risultato ottenuto ¢ stato la media di tre diverse determinazioni (n=3;

+DS).

Densita vera e diametro aerodinamico

La densita vera delle microsfere caricate ¢ stata misurata a 21°C con un picnometro ad elio
(Micromeritics Accupyc Il 1340 Analisis system, Peschiera Borromeo, Italia). Una nota
massa di particelle ¢ stata trasferita nella cella dello strumento (1,03 cm?® volume). La densita
(p) della polvere ¢ stata accertata in triplicato per ciascun campione e calcolata come: p =
M/V, in cui M ¢ la massa di ciascun campione di microsfere ¢ V ¢ il volume medio occupato
dalla polvere, calcolato da 5 cicli di svuotamento e riempimento con elio.

E stato determinato inoltre il diametro aerodinamico. Ammettendo una forma sferica delle

particelle, la relazione tra aecrodinamico mediano di massa (d.), ed il diametro geometrico,

(dg), & dato da d,e = dg Vp, con p esprimente la densita reale delle particelle.

Caratterizzazione dello stato solido

Il farmaco, il polimero e le formulazioni sono state caratterizzate mediante diffrazione a
raggi X (XRD). Le analisi XRD sono state condotte con un diffrattometro Siemens D5000
equipaggiato con un tubo al rame e monocromatore in grafite su fascio diffratto. I parametri
di acquisizione sono stati 40 kV, 30 mA, 20 range 2-50°, step size 0.020° (20), time per step

2 s; tutti i campioni sono stati analizzati a temperatura ambiente.
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Test di permeazione in vitro

I test sono stati condotti utilizzando celle di Franz modificate [Gavini ef al., 2011]. Per
riprodurre uno strato idrofilo, sono state impiegate delle membrane di cellulosa acetato con
pori di 0,45 pum, mentre per riprodurre uno strato lipofilo, sono state impiegate delle
membrane di cellulosa rigenerata con pori di 0,45 pum, saturate con ottanolo. Al di sopra di
ciascuna membrana, ¢ stata distribuita uniformemente una quantita di microsfere equivalente
a circa 2,5 mg di DFO. In seguito, 1 mL di fluido accettore ¢ stato prelevato ad intervalli di
tempo prestabiliti (0-120 min) ed analizzato mediante HPLC. 1l volume rimosso ¢ stato
ripristinato con tampone fresco termostatato a 37+0,5°C. I risultati sono stati ottenuti da 3
determinazioni ed espressi come quantita cumulativa di DFO permeata nell’unita di tempo
(n=3 £DS).

Il coefficiente di permeazione effettiva, P, attraverso le membrane sintetiche in
condizioni di stato stazionario ¢ stato espresso matematicamente come: Py = (dc/dt)ss
V/(ACD), dove (dc/dt)ss € il cambiamento tempo-dipendente dello stato stazionario. A ¢
I’area di permeazione, V il volume del compartimento accettore e CD ¢ la concentrazione
iniziale di DFO nel compartimento donatore [Gavini et al., 2008].

Il Transport Enhancement Ratio (TER) della formulazione rispetto al farmaco, ¢ stato

calcolato dai valori di Pesr: TER = Pegr (formulazione)/Pes (farmaco).

Studi di permeazione ex-vivo

In questo test ¢ stata adottata la stessa procedura impiegata nella permeazione in vitro
sostituendo le membrane di cellulosa con frammenti di mucosa nasale di maiale. Questa ¢
stata procurata da mattatoi locali [Gavini et «al, 2013]. Come mezzo accettore ¢ stato
adoperato tampone fosfato a pH 6,5. Ad intervalli di tempo prefissati, sono stati prelevati i
campioni (1 mL) dal liquido accettore ed il volume rimosso ¢ stato rimpiazzato con tampone
fresco termostatato alla temperatura di 37+5°C. Prima dell’analisi all’HPLC, i campioni sono
stati filtrati su filtri di cellulosa acetato con porosita di 0,45 um. I risultati sono stati ottenuti
da 3 determinazioni ed espressi come quantitd cumulativa di DFO permeata nell’unita di
tempo (n=3 £DS).

Il coefficiente di permazione effettiva, nelle condizioni di stato stazionario attraverso la

mucosa nasale, ed il TEM sono stati calcolati come descritto in precedenza.

Studi di up-take cellulare
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Lo studio ¢ stato volto alla determinazione dell’up-take cellulare della DFO rilasciata dalle
microsfere da parte delle cellule Caco-2 e delle PC-12, scelte come modelli in vitro
rispettivamente di un fenotipo simil epiteliale e neuronale.

Le cellule Caco-2 (adenocarcinoma colorettale umano) sono state coltivate in fiasche
utilizzando del Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich)
addizionato di 1% (v/v) MEM amminoacidi non essenziali (Invitrogen), 10% (v/v) di siero
fetale bovino (not of USA origin, Sigma-Aldrich), 1% (v/v) di una soluzione penicillina-
streptomicina (Lonza) e lasciate crescere in atmosfera umidificata contenente 5% CO: a
37°C. Le cellule sono state divise al raggiungimento dell’80% di confluenza. Le cellule PC-
12 (feocromocitoma di ratto, ECACC) sono state coltivate in fiasche in RPMI 1640 (Sigma-
Aldrich) supplementato con 10% (v/v) di siero di cavallo, 5% (v/v) di siero fetale bovino
(not of USA origin, Sigma-Aldrich) e L-glutammina 2 mM (Sigma-Aldrich) e lasciate
crescere in atmosfera umidificata contenente 5% CO, a 37°C. Per la differenziazione
neuronale di questa linea cellulare, le cellule sono state sospese nel mezzo di
differenziazione consistente di RPMI 1640 supplementato con 1% di siero di cavallo e 100
ng/mL di fattore di crescita nervoso (NGF) (Sigma-Aldrich). Il mezzo ¢ stato rinnovato ogni
2-3 giorni. Come modello neuronale per gli studi di permeazione in vitro, sono state
adoperate le cellule PC-12 dopo un periodo di differenziazione di 6 giorni.

Per gli studi di permeazione, le cellule Caco-2 sono state rimosse dalle fiasche con
tripsina-EDTA (BiocromAG) e coltivate in inserti Transwell di PET (12 pozzetti, 0,4 um
diametro pori, Corning, USA) alla concentrazione di 1x10° cellule/membrana (passaggio: N°
50). Le cellule PC-12, precedentemente cresciute in sospensione, sono state coltivate in
inserti Transwell-COL di PTFE (12 pozzetti, 0,4 pum diametro pori, rivestite di collagene,
Corning, USA) alla concentrazione di 3x10* cellule/membrana (passaggio: N° 5). Gli inserti
rivestiti con collagene hanno permesso una crescita delle cellule in adesione. Al
compartimento basolaterale ed a quello apicale sono stati addizionati rispettivamente 1,5 mL
e 0,5 mL di mezzo di coltura. Entrambe le linee cellulari sono state fatte crescere sino alla
formazione di un monostrato cellulare e quindi utilizzate negli esperimenti di permeazione
del farmaco. A tal fine, i monostrati sono stati dapprima lavati (2 volte) con PBS (37°C) ed
addizionati al compartimento basolaterale ed apicale rispettivamente di 1,5 mL e 0,35 mL di
DMEM (Caco-2) o RPMI-1640 (PC-12).

Le microsfere contenenti 2,6 mg di deferoxamina mesilato e la medesima quantita di
farmaco non formulato, sono state sospese uniformemente (campioni) o solubilizzate
(farmaco) in 0,15 mL di mezzo e quindi addizionate al compartimento apicale. Le cellule

sono state incubate in atmosfera umidificata contenente il 5% CO, a 37°C. Ad intervalli di
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tempo predeterminati (7,5; 15; 30; 45; 60 min), ¢ stata prelevata un’aliquota (20 pL) dal
compartimento basolaterale ed un egual volume di mezzo fresco termostatato a 37°C ¢ stato
addizionato al lato basolaterale in modo da mantenere i volumi invariati. Per verificare
I’integrita del monostrato cellulare, prima e durante gli esperimenti, ¢ stata misurata la
resistenza elettrica transepiteliale (TEER). Tutti i test sono stati condotti in duplicato. E stata
inoltre valutata la concentrazione apicale di farmaco nei 7,5 min e nei 60 min. I campioni

contenenti deferoxamina mesilato sono stati quantificati mediante HPLC.

Analisi per cromatografia liquida con spettrometro di massa (LC-MS)

Le analisi LC-MS sono state utilizzate negli studi di farmacocinetica in vivo e sono state
effettuate per mezzo di un sistema HPLC micro modello Surveyor (Thermo Scientific)
interfacciato con uno spettrometro di massa LTQ XL Linear Ion trap MS (Thermo
Scientific). Le condizioni cromatografiche sono state applicate ad una colonna Luna HST
C18 100 x 2,1 mm (Phenomenex) impaccata con particelle di 2,5 pm. Le fasi mobili
adoperate sono state miscele di acido formico 0,1% (v/v) in acqua (solvente A) ed acido
formico 0,1% (v/v) in metanolo (solvente B): il profilo del gradiente ¢ stato da 50/50
acqua/metanolo a 10/90 in 5 min, con successivo andamento isocratico per 3 min. Il flusso
impiegato ¢ stato di 150 uL/min e la colonna ¢ stata termostata a 25°C.

Le seguenti condizioni MS sono state applicate ad una sorgente ionica electrospray (ESI):
temperatura capillare 275°C; voltaggio di spray 4 kV; voltaggio capillare 50 V; voltaggio
lenti tubo 100 V. Gli ioni molecolari della deferoxamina, aluminossiamina e ferriossiamina
sono stati rinvenuti rispetivamente a 561,4; 585,3 e 614,3 m/z. Lo standard interno CPA ¢
stato rinvenuto a 336 m/z. Tutti gli ioni si presentavano nella forma [M+H]".

Gli analiti target del campione sono stati la deferoxamina (DFO), 1’alluminossamina (AO)
e la ferrossamina (FO) e la somma di queste tre forme ¢ stata considerata come la quantita
totale. La determinazione quantitativa ¢ stata condotta usando lo standard interno N°-
ciclopentiladenosina (CPA) per la calibrazione. La DFO, la AO e la FO sono state co-cluite
dalla colonna cromatografica con un tempo di ritenzione di 4,5 min, mentre per il CPA il
tempo di ritenzione ¢ stato di 6 min. L’intervallo di calibrazione ¢ stato di 0,05-50 uM sia
per le determinazioni in plasma che per i campioni di fluido cerebrospinale (LCS). Per la
simulazione di LCS, sono state impiegate aliquote standard di una soluzione bilanciata (PBS
Dulbecco privo di calcio e magnesio) in presenza di 0,45 mg/mL di BSA [Felgenhauer,
1974:Madu ef al., 1994]. In entrambi i casi, i dati di calibrazione sono stati riportati su una
retta con R? di 0,9910 e 0,9929 rispettivamente per il plasma e per il liquor (P<0,001). Il

limite di detenzione (LOD) e di quantificazione (LOQ) sono stati stimati con un livello di
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confidenza del 95% mediante il metodo Huabaux e Vos. La calibrazione nella matrice
plasmatica ¢ stata caratterizzata da LOD = 0,15 uM (0,08 pug/mL) e LOQ = 0,5 uM (0,28
pug/mL), mentre nel liquor da LOD = 0,24 uM (0,13 pg/mL) e LOQ = 0,8 uM (0,45 pg/mL).
In seguito alla procedura di estrazione si ¢ avuto un recupero medio della deferoxamina

totale del 85%. Il recupero del CPA era stato gia testato in precedenza [Dalpiaz ez al., 2012].

Somministrazione in vivo della deferoxamina e quantificazione

Ratti maschio Wistar (200-250 g), anestetizzati durante la procedura sperimentale, hanno
ricevuto un’infusione endovenosa di 0,2 mg/mL di deferoxamina solubilizzata in un mezzo
costituito da 20% (v/v) di DMSO e 80% (v/v) di soluzione fisiologica, ad una velocita di 0,2
mL/min per 5 min. Al termine dell’infusione e ad intervalli di tempo definiti, sono stati
prelevati campioni di sangue (300 pL) e di LCS (50 pL) mediante metodo di puntura
cisternale descritto da Van den Berg ef al. (2002) sfruttando un apparato stereotassico.

La procedura ha portato alla raccolta di una serie (40-50 pL) di campioni di LCS
virtualmente privi di sangue. Un volume totale di 150 pL di LCS ¢ stato raccolto durante la
procedura sperimentale. Considerando che il volume totale di LCS in un ratto adulto va dai
300 pL ai 400 pL [Meek and Neff, 1973;Davson et al., 1987], 50 uL di LCS dovrebbero
rappresentare il 12% del volume totale originale. Sono stati impiegati 4 ratti nelle infusioni
endovenose femorali. I campioni di LCS (10 uL) sono stati subito iniettati nel sistema di
HPLC per I’analisi LC-MS.

I campioni di sangue sono stati emolizzati immediatamente dopo la loro raccolta con 500
uL di acqua ghiacciata, quindi addizionati di 50 uL di acido sulfosalicilico 10% e 100 uL
dello standard interno (30 uM 7n-PX). I campioni sono stati estratti due volte con 1 mL di
acqua satura di acetato di etile e, dopo centrifugazione, la fase organica ¢ stata ridotta alla
secchezza sotto flusso di azoto. Sono stati addizionati 200 pL di una miscela acqua-metanolo
(70:30 v/v) e, dopo centrifugazione, 10 uL sono stati iniettati nel sistema HPLC per 1’analisi
LC-MS.

I campioni di sangue sono stati centrifugati a 4000 x g per 15 min, quindi 100 pL di
plasma sono stati immediatamente raffreddati in 300 pL di etanolo (4°C); sono stati quindi
addizionati 100 puL dello standard interno (1 uM CPA). Dopo centrifugazione a 13000 x g
per 10 min, le aliquote di 300 puL sono state ridotte a secchezza sotto flusso di azoto,
ridisciolte in 200 pL di fase mobile e, dopo filtrazione, 10 pL sono stati iniettati nel sistema
HPLC per I’analisi LC-MS.

In vivo, I’emivita plasmatica della deferoxamina ¢ stata calcolata mediante regressione non

lineare (decadimento esponenziale) dei valori di concentrazione ottenuti nelle 2 h dopo
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I’infusione e confermati da una regressione lineare dei valori di concentrazione logaritmica
in funzione del tempo.

La somministrazione nasale della deferoxamina ¢ stata condotta in ratti anestetizzati
appoggiati sulla schiena, seguendo due procedure. La prima ¢ consistita nell’introdurre 40
pL di una soluzione acquosa di deferoxamina (5 mg/mL) in una narice dei ratti mediante una
pipetta semiautomatica attaccata ad un corto tubo di polietilene. Questo ¢ stato inserito nella
narice per circa 0,6-0,7 cm. Dopo la somministrazione, a definiti intervalli di tempo, sono
stati prelevati 300 pL di sangue e 50 pL di LCS e quindi analizzati con la procedura descritta
in precedenza. Sono stati adoperati 4 ratti per la somministrazione nasale della soluzione di
deferoxamina.

La seconda procedura ha visto I’insufflazione delle microparticelle caricate con DFO
(DCH e MCD) in una narice dei ratti anestetizzati impiegando insuflattori monodose
Monopowder P® (Valois Dispray SA, Mezzovico, Svizzera). I dispositivi consistevano di una
pompa, di un adattatore nasale e di un reservoir per la formulazione solida. Gli insuftlatori
sono stati caricati con 0,7 mg delle microparticelle contenenti DFO (corrispondente a 200 pg
di DFO), ed i ratti hanno ricevuto questa quantitd in una narice. La quantita di polvere
emessa durante la somministrazione ¢ stata calcolata dal peso dell’insufflatore prima e dopo
I’insufflazione. Dopo la somministrazione, a definiti intervalli di tempo, sono stati prelevati
campioni di sangue (300 pL) e di LCS (50 pL) e quindi analizzati con la procedura descritta
in precedenza. Sono stati adoperati 4 ratti per la somministrazione nasale di ciascun tipo
delle polveri microparticellari.

Tutti gli esperimenti in vivo sono stati condotti in accordo con le linee guida dettate dal
Ministero Italiano della Salute (D.L. 116/92 e D.L. 111/94-B), la Dichiarazione di Helsinki e
le linee Guida per la Cura ed Uso degli Animali da Laboratorio adottate e promulgate
dall’Istituto Nazionale di Salute (Bethesda, Maryland). Il protocollo per tutti gli esperimenti
in vivo ¢ stato approvato dal Comitato Etico Locale (Universita di Ferrara, Italia). Sono stati
fatti tutti gli sforzi per ridurre al minimo il numero di animali da impiegare e la loro
sofferenza.

L’area sotto la curva di concentrazione della DFO nel sangue e nel LCS (AUC, pg mL™!
min) ¢ stata calcolata con metodo integrazione trapezoidale. Tutti i calcoli sono stati
effettuati mediante il programma Graph Pad Prism (GraphPad Software Incorporated, La
Jolla, CA, USA).

Analisi statistica
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L’analisi statistica dei dati ¢ stata effettuata mediante il test nonparametrico Kruskal—
Wallis e le differenze individuali valutate mediante il post hoc Dunn’s multiple comparison
test (GraphPad Prism, version 6.02; GraphPad Software Incorporated). Quando opportuno, le

analisi della varianza (ANOVA) sono state condotte con il test Tukey.

Risultati

Valutazione della resa di produzione, del contenuto in farmaco e dell’efficienza di
incapulazione

Le microsfere sono state preparate mediante spray drying con una resa di produzione
superiore al 50%. Come invece atteso, la resa di produzione mediante liofilizzazione ¢ stata
significativamente piu elevata (Tab. 1). Il contenuto reale in farmaco si ¢ avvicinato ai valori
teorici e I’efficienza di incapsulazione ¢ stata tra il 93 ed il 98% rispetto alla quantita in peso
della DFO impiegata nella preparazione delle formulazioni (Tab. 1). Questi parametri non

sono stati influenzati dal tipo di eccipiente adoperato e dal metodo preparativo (p>0,05).

Analisi dimensionale

Le microparticelle di ciclodestrina si sono caratterizzate da un maggiore diametro volume-
superficie (dvs) rispetto alle corrispondenti particelle con chitosano (p<0,01). Al contrario,
non sono state osservate differenze significative tra le microparticelle con o prive di farmaco
(p>0,05) (Tab. 2). Le curve di distribuzione delle microsfere caricate con il farmaco sono
state quasi sovrapponibili a quelle date dalle formulazioni prive di farmaco (Fig. 1). Tutte le
formulazioni hanno mostrato ampia distribuzione dimensionale, come indicato dal
coefficiente di uniformita (CU), con un andamento decrescente nell’ordine

DCH>CH>MCD>MC (p<0,05).

Analisi morfologica

Le microsfere di chitosano e ciclodestrina hanno presentato una differente morfologia: le
DCH una superficie liscia ed una forma sferica (Fig. 2a) mentre le particelle MCD una
superficie ricca di invaginazioni (Fig. 2b). Non sono state osservate variazioni morfologiche
tra le microsfere con o prive di farmaco.

Le immagini al SEM hanno svelato una morfologia nettamente diversa per le formulazioni
liofilizzate rispetto alle corrispondenti microsfere. In DCHL la superficie ¢ apparsa come
sgretolata/sbriciolata simile a foglie secche (Fig. 2c). In MCDL si ¢ notata minore
omogeneita, con particelle di varia dimensione, superfici incurvate e lisce, spesso

emisferiche (Fig. 2d). Anche per il farmaco libero ¢ stata osservata una differente morfologia
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dopo liofilizzazione; la DFO nella forma in cui ¢ stata acquistata, ha mostrato presenza di
aggregati con superficie irregolare, eterogenei in forma e dimensione (Fig. 2e), mentre il

farmaco liofilizzato forma drappi con superfici piu lisce, con filamenti sui bordi (Fig. 2f).

Water up-take

Il test ¢ stato condotto considerando i pL di acqua assorbita per mg di formulazione in
funzione del tempo (Fig. 3). Le formulazioni contenenti ciclodestrina hanno assorbito una
quantita ridotta di acqua e si sono rapidamente solubilizzate. Le formulazioni con chitosano,

invece, hanno assorbito elevate quantita di acqua (p<0,01), indipendentemente dal metodo

preparativo (Fig. 3).

Densita vera e diametro aerodinamico

Tutte le microsfere hanno dato valori simili di densita assoluta (1,414 = 0,003, DCH;
1,414 £+ 0,001 g/cm’, MCD) (p>0,05), che non differiscono rispetto a quelli del farmaco
nella forma in cui ¢ stato acquistato (1,371 + 0,001 g/cm?®) (p>0,05). 1l processo di
liofilizzazione ha condotto ad un significativo incremento della densita di DFOL (2,196 +
0,058 g/cm?) e di DCHL (1,663 + 0,045 g/cm?) e ad una riduzione nel caso di MCDL (1,355
+ 0,005 g/cm?) in confronto ai valori dati dalle formulazioni spray dried (p<0,05).

Dai valori di densita e di d, delle microsfere ¢ stato calcolato il diametro aerodinamico
(dae). Poiché i valori di p e di dg sono stati simili, il ds. delle microsfere caricate con il
farmaco non ha mostrato un significativo cambiamento, con valori di 1,10 pum (MCD) e

1,16 pm (DCH) (p>0,05).

Caratterizzazione dello stato solido

L’analisi XRD ha indicato una struttura cristallina del farmaco impiegato nell’esperimento
(Fig. 4). Nello specifico, i picchi acuti (elevato rapporto segnale/rumore) hanno segnalato un
elevato grado di cristallinita. D’altro canto, I’analisi dei campioni MC e CH ha indicato che
questi polimeri si trovano essenzialmente in uno stato amorfo (Fig. 4). MC ha mostrato due
principali ampie riflessioni di circa 11 e 18° di 20, mentre CH si ¢ caratterizzato da due lievi
gobbe di circa 12 e 24° di 20. MCD, la formulazione preparata con MC e DFO, ha
presentato una struttura amorfa. I picchi della DFO sono stati assenti, per cui il suo pattern ¢
stato sovrapponibile a quello di MC con eccezione riguardo all'intensita piu debole della
prima ampia riflessione (Fig. 4). Anche la formulazione DCH si ¢ dimostrata essere amorfa.

In questo caso, il suo pattern XRD ¢ stato perfettamente sovrapponibile a quello di CH.
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11 processo di liofilizzazione ha portato all’amorfizzazione del farmaco puro (DFOL, Fig.
4) e non ha invece portato a significative variazioni del pattern XRD dei polimeri puri e delle
formulazioni MCDL ¢ DCHL confrontate con i loro corrispondenti formulati spray dried

(pattern XRD non riportati).

Test di permeazione in vitro

La DFO nella forma in cui ¢ stata acquistata ha mostrato di permeare piu rapidamente
nelle membrane idrofile rispetto a quelle saturate con ottanolo (p<0,01) in un arco di tempo
tra 15 e 20 min. Dopo liofilizzazione, non ¢ stata osservata invece nessuna differenza di
comportamento (p>0,05) (Fig. 5).

L’incapsulazione nelle microsfere ha influito sulla modalita di permeazione della DFO.
Entrambi 1 materiali hanno significativamente ridotto la quantitd cumulativa del farmaco
passato attraverso le membrane idrofile (p<0,01). II chitosano ha controllato la permeazione
del farmaco attraverso il supporto lipofilo, mentre la metil-p-ciclodestrina ne ha aumentato il
grado (p<0,05). Cio ¢ reso evidente dai P.s in condizioni di stato stazionario (Fig. 6). Con
MCD si ¢ avuto un maggiore flusso attraverso le mebrane lipofile, rispetto a quello dato da
DCH, come spiegato dai valori di TER che sono stati rispettivamente di 1,63 ¢ 0,12.

Le formulazioni liofilizzate non hanno mostrato differenti profili di permeazione in
confronto a quelli dei loro corrispondenti preparati spray dryed (p>0,05), ma i profili di TER
si sono spostati a 0,22 per DCHL ¢ 1,27 per MCDL (p<0,05), indicando che la CD si ¢
rivelata la piu adatta nel facilitare la permeazione della DFO attraverso le 2 membrane.

Il comportamento in vitro della DFO presente nelle microsfere ha mostrato di dipendere
dalla natura del carrier: il chitosano ¢ stato in grado di controllare il grado di permeazione
attraverso entrambe le membrane in un intervallo di tempo compreso nei 45 min,
indipendentemente dal metodo preparativo e dal modello di membrana.

Le formulazioni basate sull’uso di ciclodestrina hanno mostrato dei profili di permeazione
simili a quelli della DFO, indipendentemente dal metodo di preparazione e considerando
I’impiego della membrana idrofila; comunque, la ciclodestrina ha aumentato la permeazione
del farmaco attraverso la membrana lipofila, facendo ipotizzare che I’aumento della
permeazione esercitato da questo materiale, potrebbe avvenire a livello dei neuroni della

mucosa olfattiva, cosi come confermato dagli studi cellulari.

Permeazione del farmaco ex-vivo
La permeazione del farmaco ha avuto inizio dai 15 per DFQ, dai 30 min per MCD e dai 60

min per DCH, il che ¢ coerente con il comportamento in acqua dei carrier e con gli studi di
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permeazione in vitro (Fig. 7). Successivamente, MCD e DFO hanno avuto lo stesso grado di
permeazione (p>0,05), piu elevato rispetto a quello di DCH. Al termine del test, circa il 50%
della quantita della DFO, nella forma in cui ¢ stata acquistata e caricata nelle MCD, ¢ stata
ritrovata nel mezzo accettore, mentre ¢ stato osservato il 30% con DCH, confermando quindi
un effetto maggiore della ciclodestrina come penetration enhancer.

I Peir nelle condizioni di stato stazionario sono stati di 3,28 + 0,20 (MCD) e 1,67 + 0,16
mg/cm? min (DCH) (p<0,01).

Studi di up-take celulare

Tutte le formulazioni hanno mostrato lo stesso profilo di permeazione attraverso le cellule
epiteliali, sovrapponibile a quello del farmaco (p>0,05) (Fig. 8). Al contrario, le MCD hanno
permesso di attraversare le PC-12 a dispetto delle formulazioni DCH (p<0,05), nell’arco di
tempo tra 5 e 15 min. Il grado di permeazione ¢ stato lo stesso sia per MCD o DFO,
indipendentemente dal fenotipo cellulare (p>0,05). In aggiuta, dopo 7,5 e 60 min ¢ stata
determinata la quantita di farmaco nel compartimento donatore (Fig. 9) e dalla differenza tra
la quantita di DFO permeata e quella ritrovata a livello apicale, ¢ stata calcolata la quantita di
farmaco all’interno delle cellule. Le microsfere con chitosano hanno rapidamente rilasciato il
44% di farmaco, il quale ¢ rimasto all’interno delle cellule e da qui ha poi diffuso
lentamente; la quantita residua rimane nelle microsfere sino ai 60 min, indipendentemente
dal modello cellulare. Al contrario, il farmaco rilasciato da MCD ¢ rimasto per un tempo
prolungato nel compartimento donatore e, dopo 7,5 min solo il 15% (Caco-2) ed il 30% (PC-
12) si ritrova nelle cellule, mentre lo 0% dopo 60 min. La DFO nella forma in cui ¢ stata

acquistata ha mostrato lo stesso comportamento di MCD.

Somministrazione in vivo della deferoxamina

Le microparticelle di DCH e MCD sono state testate per somministrazione nasale in modo
da verificare la capacita della DFO di raggiungere il SNC. La somministrazione nasale della
deferoxamina ¢ stata ugualmente eseguita, nella forma di soluzione acquosa, ed ¢ stata presa
come controllo. Dopo somministrazione, sono stati prelevati i campioni di sangue e del LCS
in modo da analizzarne, mediante metodo HPLC-LC-MS, il quantitativo in DFO in funzione
del tempo. I risultati ottenuti sono stati confrontati con quelli dati dalla infusione endovenosa

di DFO nei ratti.

Somministrazione endovenosa della deferoxamina
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Le analisi ottenute dai campioni di sangue, previa infusione endovenosa della
deferoxamina (0,2 mg), hanno indicato concentrazioni di farmaco ematiche pari a 6,40+0,38
pug/mL (Fig. 10), con una diminuzione del tempo che ha seguito un’apparente cinetica di
primo ordine confermata dalla linearita del tracciato semilogartmico riportato nel riquadro
della Fig. 10 (n= 6, r = 0,980, p<0,01), e con una emivita di 15,4+1,8 min.

Non ¢ stata ritrovata deferoxamina nel LCS dopo 120 min dalla somministrazione

endovenosa del farmaco.

Somministrazione nasale della deferoxamina

La somministrazione nasale della deferoxamina pura nella forma di polvere non ¢ stata
condotta a causa della ridotta dose richiesta (circa 200 pg per ratto). Il controllo ¢ stato
quindi ottenuto mediante somministrazione di una soluzione acquosa del farmaco. Non sono
state ritrovate quantita significative di deferoxamina nel sangue o nel LCS dopo 120 min
dalla somministrazione (dati non riportati). Al contrario, la somministrazione nasale delle
polveri (0,7 mg, con 200 pg circa di deferoxamina) rappresentate dalle microsfere DCH ed
MCD ha portato a quantita rilevabili sia nel sangue che nel LCS dei ratti. In particolar modo,
la Fig. 10 riporta le concentrazioni ritrovate nel sangue dei ratti in confronto a quelle ottenute
dalla somministrazione endovenosa della stessa dose. In seguito alla somministrazione
nasale, il picco di concentrazione plasmatica della deferoxamina ¢ stato ritrovato ai 30 min,
con valori appena al di sopra la LOD del metodo analitico (0,19+0,04 pg/mL da DCH
polvere; 0,36+0,06 ug/mL da MCD polvere), indicando lo scarso passaggio del farmaco dal
naso al torrente ematico. Nello specifico, il confronto tra i valori di AUC ottenuti dalla
somministrazione endovesosa (145,1+3,6 pg mL! min) e della somministrazione nasale
(8,92+1,11 pug/ml! min per DCH polvere; 14,89+2,05 pug/ml! min per MCD polvere) ha
permesso di ottenere una biodisponibilita assoluta di 6,15% (polveri microparticelle
chitosano) e 10,26% (polveri microparticelle con ciclodestrine).

Per contro sono state ritrovate importanti quantita di deferoxamina nel LCS dei ratti dopo
somministrazione nasale delle microparticelle (Fig. 11). In particolare, i picchi di
concentrazione del farmaco nel LCS ritrovati dopo 30 min sono stati di 3,83+0,68 pg/mL
dalle polveri DCH e 14,37+1,69 ng/mL da quelle MCD. Le concentrazioni di farmaco sono
lentamente diminuite dopo 60 min dalla somministrazione (2,77+0,50 pg/mL per le polveri

DCH e 11,68+11,43 pg/mL per le polveri MCD), quindi una drastica diminuzione dopo 90
min (Fig. 11).
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Discussione

Il metodo di essiccamento di maggiore impiego da parte dell’industria farmaceutica ¢
quello della liofilizzazione, tuttavia la tecnica dello spray drying potrebbe rappresentare
un’alternativa tecnologica piu avanzata a questa. Il processo dello spray drying offre
I’opportunita di controllare le proprieta di una particella come cristallinita, dimensioni,
contenuto in acqua residua, densita e morfologia [Walters ez a/., 2014]. Nel presente lavoro
sono state confrontate le proprieta particellari di formulati essiccati mediante liofilizzazione
e spray drying, con lo scopo di evidenziare la migliore idoneita di quest’ultima tecnica nel
caso dello sviluppo di formulati nasali. Di fatto, la liofilizzazione ha dimostrato di non essere
idonea per tutte le combinazioni farmaco/polimero. In DCHL si ¢ ottenuto un materiale con
superfici accartocciate ed aventi morfologia simile a foglie secche, mentre MCDL si ¢
caratterizzato da basse rese di produzione rispetto a DCHL, probabilmente a causa
dell’aspirazione delle particelle solide piu piccole da parte del sistema di vuoto del
liofilizzatore. Con il metodo dello spray drying si sono ottenute particelle piu piccole ed
omogenee. Dimensioni, densitd e morfologia sono tra 1 parametri influenzanti il
comportamento aerodinamico delle particelle e quindi il loro depositarsi nei siti target
[Inthavong ef al., 2009]. Le microsfere MCD e DCH hanno rivelato densita e dimensioni
simili e quindi simili proprietd aerodinamiche, nonostante la differente morfologia.
Inthavong ef al. (2009) hanno dimostrato come particelle sferoidali con superfici rugose
abbiano una minore capacita di deposito rispetto a particelle sferiche spiegando un possibile
minor impatto delle particelle nella parte anteriore della cavita nasale (regione respiratoria).
Sulla base di queste considerazioni e per i bassi valori di de, le particelle prodotte hanno una
maggiore possibilita di raggiungere la regione olfattiva localizzata nel tetto della cavita
nasale. Dopo I’impatto inerziale, che ¢ il meccanismo dominante per il depositarsi di
particelle micrometriche [Inthavong et a/., 2009], in seguito al rapido assorbimento di acqua,
le microsfere possono aderire o disciogliersi nel sito di deposito. Il meccanismo di deposito
in vivo, viene ovviamente influenzato anche dal tipo di dispenser utilizzato nella
somministrazione e dalle proprieta mucoadesive delle microparticelle. Entrambe le tecniche
di essiccamento hanno condotto ad un’amorfizzazione della deferoxamina mesilato cosi
come mostrato nei pattern XRD; a discapito della letteratura presente [Craig et al.,
1999;Yamashita et a/., 2003], la maggiore mobilita molecolare di questa forma non ha
comunque portato ad un aumento del grado di permeazione. Infatti, tra la DFO aquistata
(cristallina) e quella liofilizzata (amorfa) non vi ¢ stata differenza di comportamento nella
permeazione in vitro. Questo ¢ probabilmente riconducibile all’elevata solubilita del

farmaco. Al contrario, la permeazione della DFO in vitro ed in vivo ¢ influenzata dai
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materiali utilizzati come carrier per i sistemi di veicolazione microparticellari. L’affinita
delle microsfere di ciclodestrina MCD per un substrato lipofilo ¢ stata inizialmente osservata
negli studi di permeazione in vitro nei quali a differenza del chitosano, la ciclodestrina ha
incrementato il flusso di farmaco attraverso le membrane stabilizzate con ottanolo. Questo &
stato successivamente confermato dagli studi sulle colture cellulari in cui, dopo 60 min, dalle
microsfere di chitosano ¢ permeata circa il 20% di DFO e da quelle di ciclodestrina circa il
43%, considerando entrambi i modelli cellulari. Tuttavia i profili di permeazione sono stati
diversi per le due tipologie di microsfere nei due tipi di colture cellulari: infatti DCH ha
esibito un profilo di permeazione lento e controllato nel tempo sia nelle Caco-2 che nelle PC-
12, mentre MCD ha condotto ad una rapida permeazione del farmaco nei modelli neuronali
di PC-12 ed al contrario ad un lento e controllato passaggio nei modelli epiteliali di Caco-2.
Per lo studio della farmacocinetica della DFO, in questo lavoro ¢ stato sviluppato un
metodo di estrazione del farmaco dal plasma, adatto per le analisi LC-MS. Il farmaco
somministrato in ratti per via endovenosa (200 pg) ha mostrato un’emivita plasmatica di
15,4 = 1,8 min, valore simile a quello trovato in cani [Tesoro et al., 1989], il che conferma
una rapida eliminazione della DFO dal torrente circolatorio previa somministrazione
endovenosa [Dragsten ef «l., 2000;Hanson et al., 2009], mentre non ne ¢ stata rinventua
traccia nel LCS nell’arco di tempo indagato. I risultati sembrano essere in accordo con la
scarsa tendenza del farmaco a raggiungere il SNC passando per il sangue [Hanson ef al.,
2009]. E stato invece riportato che la somministrazione nasale di soluzioni di DFO
rappresenta un’alternativa non invasiva alle iniezioni sistemiche nel trattamento o
prevenzione dell’ictus. Nello specifico, la somministrazione nasale di 6 mg di DFO a ratti,
rispetto ad una somministrazione endovenosa in pari dose, ha dimostrato di portare ad un
aumento significativo delle concentrazioni di farmaco nel cervello (di circa 2 ordini di
grandezza) con una concomitante riduzione significativa dell’esposizione sistemica [Hanson
et al., 2009]. In studi precedenti ¢ stato dimostrato che formulazioni solide microparticellari
a base di sali di chitosano (glutammato o cloridrato) sono state capaci di aumentare
sensibilmente il targeting cerebrale di farmaci neuro-attivi somministrati per via nasale, in
confronto a loro soluzioni o sospensioni [Dalpiaz et al., 2008;Gavini et al., 2011;2013].
Questi risultati sono stati attribuiti alla capacita dei formulati microparticellari solidi di
garantire il dipositarsi del farmaco nella regione olfattiva, di prolungarne il tempo di
residenza, di aumentarne le concentrazioni locali ed incrementare temporaneamente la
permeabilita della mucosa olfattiva grazie all’apertura delle giunzioni serrate da parte del
chitosano [Lim ef al., 2002;1llum et al., 2003]. Considerando questi aspetti, sono state

preparate le formulazioni DCH per una somministrazione nasale della DFO. Di recente, le -
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ciclodestrine sono state identificate come penetration enhancer per il trasporto di farmaci per
via transmucosale [Bashara ef al., 2014;Gavini ef al., 2011] e la forma metilata si ¢ mostrata
un piu efficace agente chelante del colesterolo rispetto alle B-ciclodestirne non metilate
[Ziolkowski er al., 2010]; percio, sono state preparate le formulazioni MCD per la
somministrazione nasale di DFO. La somministrazione nasale di soluzioni acquose di DFO
(200 pg) non ha consentito al farmaco di arrivare al sangue o al LCS dei ratti, come gia in
precedenza dimostrato impiegando sospensioni acquose di dosi simili di farmaci con bassa
permeabilita [Dalpiaz er al, 2008;Gavini et al., 2011]. Le formulazioni liquide, infatti,
possono venire rimosse velocemente dalla cavita nasale per mezzo della clearance
mucociliare, il principale sistema di protezione del naso. Il movimento delle cilia muove le
sostanze assorbite o disciolte nel muco verso la nasofaringe per I’eliminazione nel tratto
gastro-intestinale [Gizurarson er al., 1993;Ugwoke e al., 2001]. E di fatto risaputo che una
formulazione liquida non adesiva somministrata per via nasale viene rimossa dalla clearance
dopo circa 15-20 min, un tempo di permanenza ridotto che impedisce I’assorbimento di
elevate quantita di farmaco sia nel sangue che nel SNC [Illum, 2000;2004].

La somministrazione nasale di 200 pg di DFO contenuta nelle formulazioni DCH e MCD
ha permesso di rinvenire quantita significative di farmaco sia nel torrente circolatorio che nel
LCS dei ratti (biodisponibilita sistemica assoluta DFO circa 8%). Questi dati indicano la
capacita delle formulazioni solide di indurre la permeazione della DFO attraverso la mucosa
respiratoria, dove avviene ’assorbimento sistemico. Nel caso del formulato DCH, I’azione
potrebbe essere ricondotta alle proprieta mucoadesive e di apertura temporanea delle
giunzioni serrate a livello della mucosa respiratoria da parte del chitosano [Dalpiaz et al.,
2008;Gavini et al., 2011]. Invece, nel caso dei formulati MCD le azioni sembrano trovare
conferma nell’abilita delle B-ciclodestrine di agire come penetration enhancer per il
trasporto transmucosale di farmaci [Bshara er al., 2014;Gavini ef al., 2011].

Le concentrazioni di DFO rilevate nel LCS di ratti dopo somministrazione nasale di DCH
e MCD hanno indicato la capacita dei formulati di indurre un trasporto diretto naso-cervello
della DFO. Difatti, la comparsa del farmaco nel LCS dopo insufflazione delle polveri
microparticellari, non pud essere attribuita all’assorbimento sistemico ed al conseguente
passaggio attraverso la BEE, in quanto il principio attivo non ¢ stato rinvenuto nel LCS dopo
somministrazione endovenosa della stessa dose (200 pg). La preparazione DCH ha
confermato la capacita delle microparticelle di chitosano di promuovere, per mezzo del naso,
I’up-take nel SNC del farmaco incapsulato, come in precedenza dimostrato per altri neuro-
farmaci [Dalpiaz et al., 2008;Gavini et al., 2011;2013], grazie all’azione di apertura delle

giunzioni serrate da parte del chitosano [Lim er a/, 2002;I1lum, 2009]. L’ipotesi sembra
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venire supportata dalla comparsa relativamente veloce (30 min) della DFO (3 ug/mL, circa 5
uM) nel LCS dopo somministrazione nasale del preparato DCH. Sembra quindi da
escludersi un meccanismo di trasporto intracellulare assonale, il quale richiede tempi lunghi
(24 h) rispetto ai meccanismi para o transcellulari, capaci di trasportare in pochi minuti una
molecola nel SNC [lllum, 2004]. La preparazione MCD sembra essere molto piu efficace
rispetto alla CDH nell’indurre un up-take della DFO nel SNC per via nasale: dopo 30 min
dall’insufflazione ¢ stata rinvenuta una concentrazione di DFO nel LCS di circa 15 pg/mL
(circa 25 uM). La biodisponibilita nel LCS della DFO da parte delle microparticelle MCD ¢
stata quindi di circa 5 volte maggiore rispetto a quella data dalle microparticelle DCH. Da
notare ¢ che altri autori hanno somministrato per via nasale una soluzione di 6 mg di DFO su
ratti; dopo 30 min dalla somministrazione hanno quantificato la DFO nel cervello dei ratti
fino a circa 15 puM [Hanson ef al., 2009]. Considerando che nel presente lavoro la
somministrazione nasale dei preparati MCD contenenti 200 pg di DFO ha permesso di
rinvenire il farmaco a concentrazioni fino a 25 pM nel LCS, si pud concludere che le
microparticelle di B-metilciclodestrina permettono un elevato up-take della DFO nel SNC. Il
fenomeno sembra da attribuirsi alla capacita di questo tipo di microparticelle di interagire
differentemente con I’epitelio respiratorio ed olfattivo, a causa della diversa composizione
cellulare [Mistry et al., 2009]. Come ¢ stato evidenziato dagli studi di permeazione condotti
sul monostrato ottenuto dalle cellule PC-12 e come confermato dagli studi in vivo, la metil-p-
ciclodestrina ha aumentato la permeazione della DFO attraverso la componente neuronale
della mucosa olfattiva. Considerando la relativamente veloce comparsa della DFO nel LCS
dei ratti, sembra da escludersi un meccanismo di passaggio per via intracellulare assonale
attraverso le cellule neuronali olfattive. Per questo tipo di comportamento, ¢ stata suggerita
una via di trasporto extracellulare lungo i neuroni che permette al farmaco di arrivare al SNC

[Mllum, 2000].

Conclusioni

La via nasale si ¢ dimostrata ancora una volta capace di favorire il trasporto di un farmaco
verso le sedi centrali. Le microsfere sviluppate mediante la metodica dello spray drying ed
impieganti polimeri biocompatibili, degradali ed atossici hanno permesso un rapido
passaggio del farmaco nel liquido cerebrospinale. L’assenza, in questa sede, del principio
attivo, in seguito o ad una sua somministrazione endovenosa o a quella nasale sottoforma di
soluzione acquosa, ha confermato la validita delle microparticelle sviluppate di fungere da
efficienti carrier per il trasporto nose-to-brain del farmaco. In tale contesto, si ¢ evidenziato

come i carrier microparticellari costituiti da polimeri mucoadesivi e promotori
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dell’assorbimento siano di fondamentale importanza per la permeazione del farmaco, cosi
come fondamentale ¢ la scelta del polimero stesso. Di fatto, le microparticelle di metil--
ciclodestrina hanno consentito un maggiore grado di permeazione della DFO, con un
passaggio nel liquido cerebrospinale di circa cinque volte superiore ai formulati a base di

chitosano.
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Tabelle

Tabella 1. Resa di produzione, contenuto in farmaco (DC) ed efficienza di incapsulazione
(EE) delle formulazioni spray dried (DCH, MCD) e liofilizzate (DCHL, MCDL). I risultati

sono stati espressi come media + DS.

Formulazione Resa (%) DC (%) EE (%)
DCH 63,18 6,76 30,77 0,25 92,72 +1,24
MCD 55,62 +3,45 31,71 £3,39 95,07 £10,04
DCHL 95,90 + 5,80 32,92 40,82 98,02 + 2,80

MCDL 72,47 £ 8,20 32,45+ 1,05 97,54 + 3,49

Tabella 2. Diametro volume superficie (dvs) ¢ coefficiente di uniformita (CU) delle
formulazioni con o prive di farmaco. I risultati sono stati espressi come media = DS.

Formulazione DCH MCD CH MC
dvs (um) 1,77 £ 0,06 3,47 £0,05 1,92 £ 0,01 3,81 0,09
CcuU 0,26 +£0,01 0,17 £ 0,00 0,20 + 0,00 0,13 +0,01
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Figura 1. Curve di distribuzione dimensionale delle microsfere cariche o prive di farmaco:

DCH (o) e MCD (m), CH (o) e MC (D).
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Figura 2. Immagini al SEM di a) DCH (10,17 KX); b) MCD (20,00 KX); c) DCHL (444
X); d) MCDL (478 X); e) DFO (560 X); f) DFOL (580 KX).
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Figura 3. Capacita di water up-take (uL/mg) delle microsfere e delle formulazioni
liofilizzate, rispetto a quella del farmaco nella forma in cui ¢ stato acquistato. I dati sono stati

riportati come valore medio £ DS (n=3).
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Figura 4. Pattern XRD di: DFO, MC, MCD, CH, DCH ¢ DFOL.
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Figura 5. Profili di permeazione della DFO attraverso la membrana idrofilica (linea
continua) e lipofila (linea tratteggiata) delle formulazioni spray dried (simboli pieni) e
liofilizzate (simboli vuoti). I profili vengono confrontati con quelli del farmaco nella forma
in cui ¢ stato acquistato e dopo liofilizzazione. La lettera H ¢ simbolo di dati provenienti
dalla permeazione attraverso membrane idrofile mentre la lettera O sta ad indicare dati

ottenuti da permeazioni attraverso membrane lipofile.
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Figura 6. Valori di P.ir (barre) e TER (linee) delle formulazioni rispetto al farmaco. p<0,05:
* DCH H vs MCD H, DCH H vs DFO H; * DCHL H vs MCDL H, DCHL H vs DFOL H; §
DCH O vs MCD O, DCH O vs DFO O; $ MCD O vs DFO O; { DCHL O vs MCDL O,
DCHL O vs DFOL O; ¥ DFO H vs DFO O, DFO H vs DFOL H. La lettera H ¢ simbolo di

dati provenienti dalla permeazione attraverso membrane idrofile mentre la lettera O sta ad
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Figura 7. Profili di permeazione ex vivo della DFO dalle microsfere. I profili sono stati

confrontati con quello della DFO nella forma in cui ¢ stata acquistata.
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Figura 8. Profili di permeazione delle microsfere attraverso le cellule Caco-2 e le PC-12. 1

profili sono stati confrontati con quello della DFO nella forma in cui ¢ stata acquistata.
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Figura 9. Quantita in percentuale di farmaco ritrovata nel mezzo accettore (permeata) ed in
quello donatore (non permeata) dopo 7,5 min e 60 min attraverso le cellule CaCo-2 (sinistra)

e PC-12 (destra).
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Figura 10. Profilo di eliminazione della deferoxamina dopo 0,200 mg dall’infusione in ratti.
I dati sono stati espressi cone media =DS di 4 esperimenti indipendenti. L’eliminazione ha
seguito un’apparente cinetica di primo ordine, confermata dal tracciato semilogaritmico
riportato nel riquadro in alto (n=6, =0,980, p<0,01). L’emivita della deferoxamina ¢ stata
stimata essere 15,4 + 1,8 min. La figura ripora anche il profilo di concentrazione plasmatica
della deferoxamina in seguito a somministrazione nasale della stessa dose di farmaco

incapsulato nelle microparticelle DCH e MCD.
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Figura 11. Concentrazione (pug/mL) di deferoxamina ritrovata nel fluido cerebrospinale
dopo somministrazione nasale delle microparticelle DCH ¢ MCD. In ciascuna dose erano
presenti 200 pg di farmaco. I dati sono stati espressi come media DS di esperimenti

indipendenti.
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