Titolo:

Corso teorico pratico di galenica farmaceutica: Forme Farmaceutiche Solide e Semisolide
Responsabile Scientifico:

Programma:

1° giornata
Ore 0830-0900
Registrazione dei Partecipanti 
Ore 0900-0915
Saluto delle autorità.

Dott. Vitaliano Corapi Presidnete dell’Ordine dei Farmacisti della Provincia di Catanzaro

Dott. Vincenzo Defilippo Presidente Federfarma 
Ore 0915-0930
Presentazione del Corso e sue Finalità Formative
Ore 0930-1130 ‑ Lezione Magistrale

Aspetti Normativi e Legislativi delle Preparazioni Galeniche in Farmacia
(Dott. Cosimo Violante)

Ore 1145-1345 ‑ Lezione Magistrale
Principi di Tecnologia Farmaceutica delle Forme Farmaceutiche Solide. I. Ruolo degli eccipienti.
(Prof. Massimo Fresta - Università “Magna Græcia” di Catanzaro)

Ore 1345-1500 
Colazione di Lavoro

Ore 1500-1900 – Esercitazione Pratica di Laboratorio
Aspetti Pre-formulativi delle Forme Farmaceutiche Solide
(Prof.ssa Donatella Paolino - Università “Magna Græcia” di Catanzaro)
2° giornata
Ore 0900-1100 ‑ Lezione Magistrale
Principi di Tecnologia Farmaceutica delle Forme Farmaceutiche Solide. II. Preparazione e Controlli.
(Prof. Massimo Fresta - Università “Magna Græcia” di Catanzaro)

Ore 1100-1130
Coffee Break 
Ore 1130-1330 ‑ Lezione Magistrale
Aspetti Biofarmaceutici delle Forme Farmaceutiche Solide
(Prof. Donatella Paolino– Università “Magna Græcia” di Catanzaro)
Ore 1330-1430
Colazione di Lavoro

Ore 1500-1900 – Esercitazione Pratica di Laboratorio
Preparazione e Controlli delle Forme Farmaceutiche Solide in Farmacia
(Prof.ssa Donatella Paolino - Università “Magna Græcia” di Catanzaro)

3° giornata
Ore 0900-1100 ‑ Lezione Magistrale

LA DERMATOLOGIA GALENICA IN FARMACIA. 

(Prof. Massimo Fresta- Università “Magna Græcia” di Catanzaro)

Ore 1100-1130
Coffee Break 

Ore 1130-1330 ‑ Lezione Magistrale

ASPETTI BIOFARMACEUTICI E FARMACOLOGICI

DELLE FORME FARMACEUTICHE SEMISOLIDE 

(Prof.Donatella Paolino Università “Magna Græcia” di Catanzaro)
Ore 1330-1400 

Colazione di Lavoro

Ore 1400-1600 – Lezione Magistrale
ASPETTI FORMULATIVI DEI SISTEMI MONOFASICI. 

(Prof. Donatella Paolino - Università “Magna Græcia” di Catanzaro)
Ore 1600-1900 – Esercitazione Pratica di Laboratorio
 (Prof. Donatella Paolino - Università “Magna Græcia” di Catanzaro)
4° giornata
Ore 0900-1100 ‑ Lezione Magistrale
NUOVI PRINCIPI ATTIVI IN DERMATOLOGIA GALENICA. 

(Dott. Cosimo Violante)

Ore 1100-1130
Coffee Break 

Ore 1130-1330 ‑ Lezione Magistrale
ASPETTI FORMULATIVI DELLE EMULSIONI. 

(Prof. Donatella Paolino - Università “Magna Græcia” di Catanzaro)

Ore 1330-1400
Colazione di Lavoro

Ore 1500-1900 – Esercitazione Pratica di Laboratorio
ESERCITAZIONE PRATICA DI LABORATORIO 

(Prof. Donatella Paolino - Università “Magna Græcia” di Catanzaro)
Ore 1900-2000 – Verifica con questionario
Test di valutazione finale
(Prof. Massimo Fresta - Prof. Donatella Paolino – Dott. Cosimo )

· Parole Chiave: Galenica; Capsule; Compresse; Polveri; Gel; Emulsioni; Norme Buona Preparazione; Controlli di qualità.

Motivazione degli Obiettivi di Interesse: Considerando l’attualità della preparazione galenica nell’ambito della Farmacia, l’obiettivo di questo evento è quello di fornire le conoscenze e competenze adeguate ai farmacisti per la preparazione nel laboratorio galenico delle forme farmaceutiche solide e semisolide più comuni (polveri, compresse, capsule, gel, emulsioni). In particolare, il corso fornirà le conoscenze relative alle norme ed agli aspetti legislativi relativi alla preparazione ed alla dispensazione delle forme farmaceutiche solide e semisolide con particolare riferimento alle norme di buona preparazione ed agli aspetti burocratico-amministrativi a cui bisogna ottemperare. Una parte rilevante del corso è riservata all’analisi approfondita degli aspetti tecnologico-formulativi, necessari alla preparazione ed al controllo di qualità delle forme farmaceutiche realizzate. Si forniranno le conoscenze e competenze adeguate per attuare una selezione attenta degli eccipienti da utilizzare nella preparazione delle forme farmaceutiche, anche in relazione dei principi attivi che devono essere formulati. L’ultima parte delle lezioni magistrali sarà dedicata alla valutazione degli aspetti biofarmaceutici, legati alle differenti forme farmaceutiche e controllati dalle proprietà chimico-fisico-tecnologiche degli eccipienti. Una parte sarà anche dedicata alla valutazione degli aspetti farmacologici legati al principio attivo ed alla corretta assunzione della forma farmaceutica. Il corso non si limiterà a fornire solamente conoscenze e competenze teoriche, ma lo spazio significativo dedicato alla parte pratica di laboratorio consentirà di acquisire le necessarie competenze per un’idonea preparazione delle forme farmaceutiche solide e semisolide tramite la corretta osservazione delle fasi procedurali da seguire durante la preparazione. Nella parte di laboratorio si effettueranno delle esercitazioni relative non solo agli aspetti formulativi ma anche a quelli preformulativi ed ai saggi di controllo prescritti dalla F.U.I .
CURRICULUM VITAE DEL PROF. MASSIMO FRESTA

Generalità
Nome:



Massimo



Cognome:


Fresta



Luogo di nascita:

Catania



Data di nascita:

13 maggio 1967



Codice fiscale:

FRS MSM 67E 13C 351 B



Afferenza Universitaria:
Dipartimento di Scienze Farmacobiologiche,

Facoltà di Farmacia, Università “Magna Græcia” di Catanzaro, Complesso “Ninì Barbieri”,

I-88021 Roccelletta di Borgia (CZ)

Il prof. Massimo Fresta ha conseguito la laurea in data 09.04.1990, con voti 110/110 e lode, e proposta al Premio di laurea della Federfarma. Nell'anno 1990 ha conseguito l'abilitazione all'esercizio della professione di Farmacista e, dallo stesso anno, è iscritto all'Albo dell'Ordine dei Farmacisti di Catania. Il Prof. Massimo Fresta, dopo il conseguimento della laurea, ha continuato la propria collaborazione con il Dipartimento di Scienze Farmaceutiche dell' Università di Catania nel gruppo di ricerca diretto dal prof. Giovanni Puglisi. Il 21.12.1993 il prof. Massimo Fresta ha conseguito il diploma di specializzazione in Chimica e Tecnologie Alimentari con voti 50/50 lode e dignità di stampa.


Negli anni 1992-1994 è stato visitor scientist presso l’Istitut für polymere del Politecnico Federale Svizzero, Zürich, Switzerland. Durante questo periodo, il prof. Massimo Fresta è stato professore a contratto per un semestre insegnando Chimica Sopramolecolare e dei Macroaggregati Lipidici. 


Nel 1996 ha conseguito il dottorato in “Tecnologie delle Sostanze Biologicamente Attive”. Negli anni 1997-2000 è stato ricercatore nel settore scientifico-disciplinare C08X presso la Facoltà di Farmacia dell’Università degli Studi di Catania. Negli anni accademici 2000-01 e 2001-02 è stato Professore Associato nel raggruppamento scientifico-disciplinare CHIM/09, presso la Facoltà di Farmacia dell’Università “Magna Græcia” di Catanzaro. Dall’anno accademico 2002-03 è Professore Ordinario presso la Facoltà di Farmacia dell’Università “Magna Græcia” di Catanzaro.


L'attività scientifica del prof. Massimo Fresta si basa sullo studio di sistemi colloidali innovativi per il trasporto selettivo di principi attivi (liposomi, micro- e nanoparticelle, ciclodestrine, profarmaci e bioconiugati, sistemi lipidici sopramolecolari, microemulsioni, SLN). L’attività scientifica si è concretizzata nella pubblicazione a stampa di 71 lavori scientifici su riviste internazionali e 85 comunicazioni a congressi nazionali ed internazionali. E’ coautore di tre capitoli in libri internazionali e di un capitolo nel libro: “Principi di Tecnologia Farmaceutica”.


Il prof. Fresta ha tenuto e tiene diversi insegnamenti nell’ambito dei Corsi di Laurea Specialistica in Farmacia e CTF, e delle Lauree in Tossicologia dell’Ambiente, Tecnologie Erboristiche e della Scuola di Specializzazione in Farmacia Ospedaliera, sia dell’Ateneo di Catania che dell’Università “Magna Graecia” di Catanzaro: Tecnologia Socioeconomia e Legislazione Farmaceutiche I, II e III; Impianti dell’Industria Farmaceutica; Biofarmaceutica e Farmacocinetica II; Chimica dei Prodotti Cosmetici.

1. Attività Scientifica
	Aprile 1990-Novembre 1991
	Volontario presso l’istituto di Chimica Farmaceutica e Tossicologica dell’Università di Catania.

	Novembre 1991-Aprile 1992
	Contratto di collaborazione alla ricerca presso l’istituto di Chimica Farmaceutica e Tossicologica dell’Università di Catania, nel gruppo di ricerca diretto dal Prof. G. Puglisi. Tematica della ricerca: Studio, Caratterizzazione e Possibile Applicazione Terapeutica di Carrier Quali Liposomi e Microcapsule Contenenti Antitumorali e Antivirali.

	Aprile 1992-Ottobre 1992
	Volontario presso l’istituto di Chimica Farmaceutica e Tossicologica dell’Università di Catania.

	Ottobre 1992-Dicembre 1992
	Contratto di collaborazione alla ricerca presso l’istituto di Chimica Farmaceutica e Tossicologica dell’Università di Catania, nel gruppo di ricerca diretto dal Prof. G. Puglisi. Tematica della ricerca: Studio, Caratterizzazione e Possibile Applicazione Terapeutica di Carrier Quali Liposomi e Microcapsule Contenenti Antitumorali e Antivirali.

	Dicembre 1992-Marzo 1994
	Stage di perfezionamento all’estero, presso ETH-Zentrum, Institut für polymere, Zurigo (Svizzera), nel gruppo di ricerca diretto dal Prof. P.L. Luisi.

	Febbraio 1993-Ottobre 1993
	Ricercatore volontario nel reparto di ricerca e sviluppo della Nestlè, Zurigo, Svizzera.

	Ottobre 1993-Ottobre 1996
	Dottorato in Tecnologie delle Sostanze Biologicamente Attive – IX Ciclo.

	Dal 4 Aprile 1997
	Ricercatore nel raggruppamento scientifico disciplinare CHIM/09 – Farmaceutico Tecnologico Applicativo.

	Dal 23 Marzo 2000
	Idoneo come Professore Associato nel settore CHIM/09

	Dal 10 Ottobre 2000
	Professore associato nel settore CHIM/09 presso la Facoltà di Farmacia dell’Università degli Studi di Catanzaro “Magna Graecia”.

	Dal 3 Dicembre 2001
	Idoneo come Professore Ordinario nel settore CHIM/09

	Dal 1 Novembre 2002
	Professore Ordinario nel settore CHIM/09

	Lavori a stampa
	in totale 71, di cui 68 già pubblicati in riviste nazionali ed internazionali, 1 in corso di stampa, 2 sottoposti al giudizio dei Referees.

	Comunicazioni a Congressi
	in totale 95, di cui 5 in congressi regionali, 33 in congressi nazionali e 57 in congressi internazionali..

	Partecipazioni a Congressi
	in totale 34, di cui 4 regionali, 12 nazionali e 18 internazionali.

	Invited Lectures
	Il prof. Massimo Fresta è stato invitato in qualità di speaker in congressi nazionali ed internazionali, in cicli seminariali per corsi di dottorato nazionali ed internazionali, nelle scuole nazionali ed internazionali (progetto SOCRATES) di dottorato in Tecnologie Farmaceutiche Innovative. E’ stato invitato come relatore in diversi corsi ECM  per l’aggiornamento professionale degli iscritti agli albi professionali di farmacista. E’ responsabile scientifico per conto del Ministero della Sanità di n. 4 eventi ECM per l’anno 2003.

	
	

	Attività Didattica
	Nel 1993 è stato Professore incaricato presso ETH-Zentrum, Institut für Polymere, del corso di Chimica dei Macroaggragati Lipidici.

Cicli seminariali presso la scuola di Specializzazione in Chimica e Tecnologie Alimentari  – Università degli Studi di Catania.

Docente in qualità di esperto di tecnologie farmaceutiche nell’ambito di un Corso di Formazione Professionale in “Esperti Analisi e Controllo Qualità per il Settore Agroalimentare e Farmaceutico”, tenutosi presso l’A.I.D. (Agricolture Industrial Development) e finanziato dalla regione Siciliana (Corso F.S.E. 952276/CT/140/046/5).

Nel 1996 è stato dichiarato dalla Facoltà di Farmacia di Catania con delibera del 28 Maggio 1996, Cultore della Materia “Tecnologia Socioeconomia e Legislazione Farmaceutiche I” ai fini della partecipazione alle commissioni d’esame.

Dal 04.04.1997 al 10.10.2000 in qualità di ricercatore ha avuto come compito didattico l'assistenza al laboratorio di Tecnologia Socioeconomia e Legislazione Farmaceutica I (Corso di Laurea in Farmacia).

Materie d’insegnamento del Prof. Massimo Fresta: 

Impianti dell’Industria Farmaceutica - corso di laurea in CTF, Facoltà di Farmacia (Università di Catania), AA 1999-2001.

Biofarmaceutica e Farmacocinetica II - Scuola di Specializzazione in Farmacia Ospedaliera, Facoltà di Farmacia (Università di Catania), AA dal 2000 a tutt’oggi.

Chimica dei Prodotti Cosmetici - corso di laurea in Farmacia, Facoltà di Farmacia (Università di Catania), AA 2001 a tutt’oggi.

Tecnologia Socioeconomia e Legislazione Farmaceutica - corso di laurea in Farmacia, Facoltà di Farmacia (Università di Catanzaro), AA dal 2000 a tutt’oggi.

Tecnologia Socioeconomia e Legislazione Farmaceutica I - corso di laurea Specialistica in Farmacia, Facoltà di Farmacia (Università di Catanzaro), AA dal 2001 a tutt’oggi.

Tecnologia Socioeconomia e Legislazione Farmaceutica II - corso di laurea Specialistica in Farmacia, Facoltà di Farmacia (Università di Catanzaro), AA dal 2001 a tutt’oggi.

Tecnologia Socioeconomia e Legislazione Farmaceutica - corso di laurea in Scienze e Tecnologie Erboristiche, Facoltà di Farmacia (Università di Catanzaro), AA dal 2001 a tutt’oggi.

Tecnologia Socioeconomia e Legislazione Farmaceutica III - Scuola di Specializzazione in Farmacia Ospedaliera, Facoltà di Farmacia (Università di Catanzaro), AA dal 2000 a tutt’oggi.

Il Prof. Massimo Fresta svolge attività seminariali e fa parte di commissioni d'esame di profitto inerenti le materie del raggruppamento scientifico disciplinare CHIM/09 presso la Facoltà di Farmacia dell’Università di Catanzaro e di Catania.

	Riconoscimenti
	Il candidato ha ottenuto nel 1996 per l’innovativa ed eccellente attività di ricerca nel campo dei Biomateriali e dei Drug Delivery Systems il premio “Triangle Research Collaboration Award”.

Nel 1999 ha ricevuto il Controlled Release Society Award per l’innovativa attività di riceraca.

Nel 2001 ha ricevuto il premio ACTIMEX per la migliore presentazione del 41° Simposio AFI.

	Società Scientifiche
	Il candidato è socio delle seguenti società scientifiche: ADRITELF, Controlled Release Society, American Association of Pharmaceutical Sciences, American Association for the Advancement of Science.
	

	Cariche Accademiche
	Il Prof. Massimo Fresta è Coordinatore del Dottorato di Ricerca in Scienze Farmaceutiche dell’Università degli Studi “Magna Græcia” di Catanzaro.


2. Elenco delle Pubblicazioni

Lavori Pubblicati o in Corso di Pubblicazione

1. La Rosa C., Grasso D., Fresta M., Ventura C., Puglisi G. Phospholipid vesicles as drug delivery system. Part I. Interaction of cytidine-5'-diphosphate choline with charged and zwitterionic phospholipids. Thermochimica Acta, 195 (1992) 139-148.

2. La Rosa C., Grasso D., Fresta M., Ventura C., Puglisi G. Phospholipid vesicles as drug delivery system. Part II. A study on kinetic fusion between vesicles containing CDP-choline and dipalmitoylphosphati​dylcholine vesicles. Thermochimica Acta, 198 (1992) 181-190.

3. Puglisi G., Fresta M., La Rosa C., Ventura C.A., Panico A.M., Mazzone G. Liposomes as a potential drug carrier for citicoline (CDP-choline) and the effect of formulation conditions on encapsulation efficiency. Die Pharmazie, 47 (1992) 211-215.

4. Santagati N.A., Pignatello R., Fresta M. Simultaneous high-performance liquid chromatography determination of antazoline phosphate and tetrahydrozoline hydrochloride in an ophtalmic solution. Bollettino Chimico Farmaceutico, 131 (1992) 117-119.

5. Villari A., Micali N., Fresta M., Puglisi G. Simultaneous spectrophotometric determination in solid phase of Aspirin and its impurity Salicylic acid in pharmaceutical formulation. Journal of Pharmaceutical Science, 81 (1992) 895-898.

6. Fresta M., Puglisi G., Pignatello R., Giovinazzo C. Evaluation and optimization of liposomes as a delivery device for methotrexate. Die Pharmazie, 47 (1992) 926-929.

7. Fresta M., Puglisi G., Panico A.M., Di Marco S., Mazzone G. CDP-choline entrapment and release from multilamellar and reverse-phase evaporation liposomes. Drug Development and Industrial Pharmacy, 19 (1993) 559-585.

8. Puglisi G., Giammona G., Fresta M., Carlisi B., Micali N., Villari A. Evaluation of polyalkylcyanoacrilate nanoparticles as potential drug carrier: preparation, morphological characterization and loading capacity. Journal of Microencapsulation, 10 (1993) 353-366.

9. Fresta M., Villari A., Puglisi G., Cavallaro G. 5-Fluorouracil various kinds of loaded liposomes: encapsulation efficiency, storage stability and fusogenic properties. International Journal of Pharmaceutics, 99 (1993) 145-156.

10. Luisi P.L., Vonmont-Bachmann P.A., Fresta M., Walde P., Wehrli E. Self-Reproduction of micelles and Liposomes and the transition to Life. Journal of Liposome Research, 3 (1993) 631-638.

11. Fresta M., Cavallaro G., Puglisi G., Giammona G., Micali N., Castelli F. Encapsulation studies of pefloxacine mesilate and ofloxacin on polyethylcyanoacrylate nanoparticles. Bollettino Chimico Farmaceutico, 132 (1993) 405-406.

12. Vandelli M.A., Fresta M., Puglisi G., Forni F. Release behaviour of polyethyl- and polyisobuthylcyanoacrylate nanoparticles as a function of surfactant used in the preparation procedure. Bollettino Chimico Farmaceutico, 132 (1993) 428-431.
13. Vandelli M.A., Fresta M., Puglisi G., Forni F. An interpretative analysis of the effect of the surfactants used for the preparation of polyalkylcyanoacrylate nanoparticles on the release process. Journal of Microencapsulation, 11 (1994) 531-538.

14. Villari A., Micali N., Fresta M., Puglisi G. Spectrofluorimetry at zero angle: determination of salicylic acid in acetylsalicylic acid pharmaceutical formulations. The Analyst, 119 (1994) 1561-1565.

15. Fresta M., Puglisi G. Association of netilmicin sulphate to poly(alkylcyanoacrylate) nanoparticles: factors influencing particle delivery behaviour. Drug Development and Industrial Pharmacy, 20 (1994) 2227-2243.

16. Fresta M., Puglisi G., Di Giacomo C., Russo A. Liposomes as in vivo carrier for CDP-choline: effects on rat cerebral post-ischaemic reperfusion. Journal of Pharmacy and Pharmacology, 46 (1994) 974-981.

17. Cavallaro G., Fresta M., Giammona G., Puglisi G., Villari A. Entrapment of (-lactames antibiotics on polyethylcyanoacrylate nanoparticles. Studies on the possible in vivo application of this colloidal delivery system. International Journal of Pharmaceutics, 111 (1994) 31-41.
18. Walde P., Wick R., Fresta M., Mangone A., Luisi P.L. Autopoietic Self-Reproduction of Fatty acid Vesicles. Journal of American Chemical Society, 116 (1994) 11649-11654.

19. Fresta M., Maestro M., Mavelli F. A self-catalyzed (autopoietic) synthesis of an anionic surfactant: Experimental evidence and theoretical modeling. In Self-Production of Supramolecular Structures, edited by G.R. Fleischaker, S. Colonna and P.L. Luisi, Kluwer Academic Publishers, Dordrecht 1994, pp. 285-290.

20. Fresta M., Ventura C.A., Puglisi G. Interaction of the Fluoroquinolone Antimicrobial Agents Ofloxacin and Pefloxacin with Biological Membrane Model. Acta Technologiae et Legis Medicamenti, 5 (1994) 173-188.

21. Fresta M., Puglisi G., Wehrli E., Giammona G., Di Marco S. Freeze-fracture electron microscopy and light-scattering studies on polyethylcyanoacrylate nanocapsule colloidal suspensions. Il Nuovo Cimento, 16 (1994) 1271-1276.

22. Puglisi G., Fresta M., Mazzone G., Furneri P.M., Tempera G. Formulation parameters of fluoroquinolones-loaded liposomes and in vitro antimicrobial activity. International Journal of Pharmaceutics, 118 (1995) 65-76.

23. Fresta M.. Incapsulazione della Neutrase in liposomi per accelerare la maturazione del formaggio di tipo Cheddar. Bollettino Chimico Farmaceutico, 134 (1995) 220-235.

24. Fresta M., Wehrli E., Puglisi G. Neutrase entrapment in stable multilamellar and large unilamellar vesicles for the acceleration of cheese ripening. Journal of Microencapsulation, 12 (1995) 307-325.

25. Fresta M., Spadaro A., Cerniglia G., Ropero I.M., Puglisi G., Furneri P.M. Intracellular accumulation of ofloxacin-loaded liposomes in human synovial fibroblasts. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 39 (1995) 1372-1375.

26. Puglisi G., Fresta M., Ventura C., Vandelli M.A., Mazzone G. Methotrexate interaction with a lipid membrane model of DPPC. Journal of Thermal Analysis, 44 (1995) 1287-1299.

27. Ventura C.A., Fresta M., Giovinazzo C., Puglisi G. Solid State Characterization and in Solution Studies of Idebenone-(-Cyclodextrin inclusion complex. Acta Technologiae et Legis Medicamenti, 6 (1995) 55-66.

28. Puglisi G., Fresta M., Giammona G., Ventura C.A. Influence of the preparation conditions on poly(ethylcyanoacrylate) nanocapsule formation. International Journal of Pharmaceutics, 125 (1995) 283-287.

29. Fresta M., Puglisi G., Giammona G., Cavallaro G., Micali N., Furneri P.M. Pefloxacine mesilate- and Ofloxacin-loaded polyethylcyanoacrylate nanoparticles. Characterization of the colloidal drug carrier formulation. Journal of Pharmaceutical Science, 84 (1995) 895-902.

30. Fresta M., Pignatello R., Puglisi G. Near-infrared spectroscopy: a new advance in direct measurement of moisture in skin. Journal of Applied Cosmetology, 13 (1995) 55-67.

31. Fresta M., Wehrli E., Puglisi G. Enhanced therapeutic effect of cytidine-5I-diphosphate choline when associated with GM1 containing small liposomes as demonstrated in a rat ischemia model. Pharmaceutical Research, 12 (1995) 1769-1774.

32. Fresta M., Ventura C.A., Puglisi G. Design of a Colloidal Formulation: Polyisobutylcyanoacrylate Nanoparticles Containing Netilmicin. Acta Technologiae et Legis Medicamenti, 6 (1995) 560-565.

33. Ventura C.A., Fresta M., Puglisi G. Studio in vivo di composti di inclusione dell’acido 4-bifenilacetico con ciclodestrine. Acta Technologiae et Legis Medicamenti, 6 (1995) 604-608.

34. Villari A., Fresta M., Micali N., Puglisi G. Potential application of UV reflection spectroscopy on solid pharmaceutical formulation analysis. International Journal of Pharmaceutics, 127 (1996) 185-189.

35. Fresta M., Cavallaro G., Giammona G., Wehrli E., Puglisi G. Preparation and characterization of polyethyl-2-cyanoacrylate nanocapsules containing antiepiletic drugs. Biomaterials, 17 (1996) 751-758.

36. Fresta M., Puglisi G. Biological effects of CDP-choline loaded long circulating liposomes on rat cerebral post-ischemic reperfusion. International Journal of Pharmaceutics, 134 (1996) 89-97.

37. Puglisi G., Fresta M., Ventura C.A. Interaction of natural and modified (-cyclodextrins with a biological membrane model of dipalmitoylphosphatidytlcholine. Journal of Colloid and Interface Sciences, 180 (1996) 542-547.

38. Pignatello R., Fresta M., Puglisi G. Transdermal drug delivery by iontophoresis. I. Fundamentals and theoretical aspects. Journal of Applied Cosmetology, 15 (1996) 59-72.

39. Pignatello R., Sorrenti V., Spampinato G., Panico A.M., Di Giacomo C., Vanella A., Fresta M., Pecora T., Puglisi G. Synthesis and Preliminary In Vitro Screening of Lipophilic (,(-(Bis) Amides As Potential Prodrugs Of Methotrexate. Anti-Cencer Drug Design, 11 (1996) 235-264.

40. Villari A., Micali N., Fresta M., Trusso S., Puglisi G. Time resolved fluorescence: an approach in protein analysis. Advances in Experimental Medicine and Biology, 398 (1996) 739-747.

41. Pignatello R., Fresta M., Puglisi G. Transdermal drug delivery by iontophoresis. II. Techniques and in vitro-in vivo models. Journal of Applied Cosmetology, 14 (1996) 99-109.

42. Fresta M., Puglisi G. Application of liposomes as potential cutaneous drug delivery. In vitro and in vivo investigation with radioactively labelled vesicles. Journal of Drug Targeting, 4 (1996) 95-101.

43. Puglisi G., Ventura C.A., Fresta M., Vandelli M.A., Cavallaro G., Zappalà M. Preparation and physico-chemical study of inclusion complexes between idebenone and modified (-cyclodextrin. Journal of Inclusion Phenomena, 24 (1996) 193-210.

44. Mucci A., Malmusi L., Vandelli M.A., Fresta M., Schenetti L. Multinuclear NMR spectroscopy: structural properties of Ofloxacin. Medicinal Chemistry Research, 6 (1996) 353-363.

45. Fresta M., Furneri P.M., Mezzasalma E., Nicolosi V.M., Puglisi G. Correlation of trimethoprim and brodimoprim physicochemical and lipid membrane interaction properties with their accumulation in human neutrophil. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 40 (1996) 2865-2873.

46. Fresta M., Puglisi G. Corticosteroid dermal delivery with skin-lipid liposomes. Journal of Controlled Release, 44 (1997) 141-151.

47. Fresta M., Puglisi G. Survival rate improvement in a rat ischemia model by long circulating liposomes containing CDP-choline. Life Sciences, 61 (1997) 1227-1235.

48. Fresta M., Ventura C.A., Mezzasalma E. Puglisi G. A calorimetric study on the idebenone-phospholipid membrane interaction. International Journal of Pharmaceutics, 163 (1998) 133-143.

49. Fresta M., Chillemi R., Spampinato S., Sciuto S., Puglisi G. Liposomal delivery of a 30-Mer antisense oligodoexynucleotide to inhibit proopiomelanocortin expression. Journal of Pharmaceutical Sciences, 87 (1998) 616-625.

50. Puglisi G., Fresta M., Pignatello R. Synthesis of methotrexate (,(-bis(amides) and correlation of thermotropic and DPPC biomembrane interaction parameters with their anticancer activity. Drug Development and Research, 44 (1998) 62-69.
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4. Attività di Ricerca
4.1. Notizie Generali sull’Attività di Ricerca

Il Dott. Massimo Fresta ha cominciato la propria attività scientifica sotto la guida del Prof. Giovanni Puglisi con la preparazione presso l’Istituto di Chimica Farmaceutica e Tossicologica dell’Università di Catania della tesi sperimentale di laurea riguardante lo studio calorimetrico mediante DSC dell’interazione dell’acido 4-bifenilacetico e del suo composto di inclusione in (-ciclodestrina con un modello di membrana lipidica. Subito dopo la laurea il candidato ha continuato la propria attività di ricerca collaborando con il gruppo di ricerca diretto dal Prof. Giovanni Puglisi. Durante questo periodo, il candidato ha approfondito le sue conoscenze scientifiche indirizzando la sua attività di ricerca sia nel campo dei Drug Delivery Systems, sia in campo analitico farmaceutico.


Per quanto riguarda la ricerca sui Drug Delivery Systems, sono stati investigati drug carriers di varia natura: sistemi molecolari (ciclodestrine e prodrug), sistemi polimerici di natura particellare (nanosfere e nanocapsule) e sistemi di natura vescicolare (liposomi).

1. Le ciclodestrine sono state utilizzate per veicolare sia farmaci ad attività antiinfiammatoria, come l’acido 4-bifenilacetico, sia ad azione neurotrofica e cerebrostimolante come l’idebenone. I complessi in ciclodestrina possono essere formulati anche per aumentare l’assorbimento transdermico di un principio attivo, come nel caso della papaverina. Utilizzando delle vescicole di DPPC come modelli di membrana biologica, sono state studiate ed ipotizzate le possibili interazioni fra varie ciclodestrine naturali e modificate con i substrati biologici.

2. In una prima fase della ricerca sono state valutate le capacità carrier di sistemi colloidali (nanosfere) a base di polialchilcianoacrilati e l’influenza del processo di preparazione sui profili di rilascio di una molecola modello. Le nanosfere di polialchilcianoacrilato sono state utilizzate come carrier per agenti antibatterici, evidenziando un aumento delle MIC correlato ad una maggiore permeazione dell’agente antimicrobico attraverso le membrane della cellula batterica. Nella preparazione delle nanocapsule di polietilcianoacrilato è stata messa in risalto l’importanza delle condizioni di preparazione, che sono in grado di influenzare notevolmente le caratteristiche fisico-chimiche del carrier colloidale. Le nanocapsule, essendo costituite da un core oleoso, sono dei candidati ideali per la veicolazione di principi attivi liposolubili, come alcuni antiepilettici.

3. I liposomi per le loro peculiari caratteristiche morfologico-strutturali sono stati impiegati come drug carrier per la veicolazione di farmaci. I farmaci veicolati mediante il carrier liposomiale appartengono a varie classi terapeutiche: cerebrotonici come la CDP-colina ed l’idebenone, antitumorali come il metotrexato ed il 5-fluorouracile, antibatterici ed antivirali. I liposomi sono stati impiegati anche come carrier di polinucleotidi ad attività anti-senso per consentirne un migliore attraversamento della membrana cellulare. Recentemente, si è valutata la possibilità di utilizzare dei liposomi costituiti da lipidi contenuti nello strato corneo della pelle come carrier dermici per il trattamento topico di varie patologie cutanee. L’impiego dei liposomi è risultato di particolare interesse nel campo alimentare; infatti, l’incapsulazione della neutrase (enzima proteolitico) ha consentito l’accelerazione dei processi di maturazione del formaggio di tipo Cheddar. Considerando che le vescicole a base di DPPC mimano molti aspetti delle membrane biologiche, i liposomi sono stati studiati anche come modelli di biomembrane per valutare l’interazione con alcuni principi attivi. Durante uno stage all’estero (ETH, Svizzera), sono state studiate delle vescicole a base di acidi grassi (l’acido caprilico e l’acido oleico). Questi sistemi vescicolari sono stati impiegati come protocellule per studiare i processi autopoietici che portano alla self-reproduction, e le conseguenti implicazioni sull’origine della vita.

4. Nell’ambito dei Drug Delivery Systems, si è valutata la potenzialità terapeutica di alcuni derivati (,(-Bis(ammidici) del metotrexato, che possono fungere sia da prodrug, sia da nuove entità terapeutiche. Anche la iontoforesi (permeazione della cute da parte di un farmaco sottoposto ad un campo elettrico) può essere utilizzata per il trattamento terapeutico sia topico che sistemico di varie patologie. Inoltre, si stanno valutando le potenzialità applicative a livello oftalmico di sistemi microemulsivi sia di tipo A/O che O/A.


Per quanto riguarda la ricerca di interesse analitico-farmaceutico, sono state prese in considerazione sia tecniche cromatografiche che spettrofotometriche. 

1. Mediante una metodica cromatografica in HPLC è stato possibile determinare simultaneamente in un collirio sia l’antazolina fosfato che la tetrazolina cloridrato.

2. Assemblando in laboratorio un particolare sistema spettrofluorimetrico, è stato possibile determinare simultaneamente in fase solida l’acido acetilsalicilico (ASA) ed il suo prodotto di idrolisi, l’acido salicilico. Questa metodica, applicabile a tutte le formulazioni farmaceutiche solide, è risultata molto sensibile e di rapida esecuzione. La sensibilità di questa metodica in fase solida è stata aumentata di circa 10.000 volte, assemblando un sistema fluorimetrico con un detector in linea con la sorgente di eccitazione. La valutazione dei tempi di decadimento di fluorescenza di alcuni principi attivi e di molecole proteiche (albumine), che presentano similari caratteristiche spettroscopiche, ha permesso di differenziare fra di loro i vari composti. Anche la spettroscopia di riflessione UV può essere di un certo interesse nell’analisi di formulazioni farmaceutiche solide. Particolarmente interessante è l’applicazione della spettroscopia nel vicino infrarosso (NIR) per la determinazione del grado di secchezza della cute. Uno studio NMR multinucleare ha permesso di caratterizzare perfettamente da un punto di vista conformazionale l’ofloxacina.

4.2. Descrizione Dettagliata dell’Attività di Ricerca
4.2.1. La Ricerca sui Drug Delivery Systems


Molti principi attivi svolgono la loro azione terapeutica interagendo con la struttura cellulare o con processi funzionali. Per ottenere una determinata risposta terapeutica occorre che una quantità ottimale del principio attivo deve essere assorbita e trasportata al sito di azione al momento opportuno, ed inoltre la frequenza delle successive somministrazioni deve essere regolata in modo tale da mantenere dei livelli ematici terapeuticamente efficaci per tutto il tempo necessario. La distribuzione dei principi attivi in distretti biologici diversi da quelli del sito di azione e degli organi di eliminazione, non è necessaria ed è, invece, spesso controproducente e causa degli effetti collaterali. 


Il requisito fondamentale di un "drug delivery system" consiste nella distribuzione selettiva del principio attivo con un "uptake" minimo nei siti diversi da quello attivo. I carrier studiati quali potenziali candidati per poter aumentare l’indice terapeutico di vari principi attivi sono stati le ciclodestrine, sistemi colloidali di natura polimerica (micro- e nanosfere) ed i liposomi. Inoltre, sono stati studiati alcuni prodrug del metotrexato.

4.2.1.1 Le Ciclodestrine


Le ciclodestrine (CyDs) sono oligosaccaridi ciclici, costituiti da unità di D(+)glucosio legate da legami glucosidici ((1(4). Le CyDs sono ottenute per via enzimatica dall’amido (CyDs naturali), oppure possono essere modificate chimicamente (CyDs modificate) per ottenere molecole con migliori caratteristiche di solubilità e biocompatibilità.


Le CyDs sono caratterizzate dal possedere una cavità con caratteristiche apolari, all’interno della quale si possono collocare molecole anch’esse apolari. Si ha in questo modo la formazione di una vera e propria “microincapsulazione molecolare”, che modifica sensibilmente le caratteristiche chimico-fisiche delle molecole incluse, quali: stabilità, solubilità in acqua, velocità di dissoluzione. L’incapsulazione di un principio attivo in CyDs naturali o modificate può migliorare la biodisponibilità e ridurre l’idrolisi e la fotodecomposizione.


Per aumentare l’idrosolubilità e conseguentemente la biodisponibilità dell’acido 4-bifenilacetico (BFA), farmaco antiinfiammatorio non steroideo e metabolita attivo del fenbufen, sono stati preparati dei complessi di inclusione in (-CyD ed in ciclodestrine modificate: derivati dimetilici (DM-(-CyD), trimetilici (TM-(-CyD) ed idrossipropilici (HP-(-CyD) [lav. 33; com. 6,19]. I vari complessi sono stai preparati con la metodica del freeze-drying o del Kneading. La caratterizzazione dei complessi è stata effettuata sia in fase solida con spettroscopia IR, diffrattometria dei raggi-X e calorimetria a scansione differenziale, sia in soluzione con varie tecniche spettroscopiche, quali: UV, CD e 13C-NMR. Le costanti di stabilità apparente dei complessi sono state determinate a 37 °C in un intervallo di pH 1-4. La stabilità dei complessi decresce nel seguente ordine [com. 6]:

DM-(-CyD/BFA > (-CyD/BFA > HP-(-CyD/BFA > TM-(-CyD/BFA

I risultati ottenuti hanno evidenziato che la cavità delle DM-(-CyD è la più favorevole all’inclusione del BFA. Il complesso con la DM-(-CyD ha dato un aumento di solubilità a pH 1.1 di circa 64 volte rispetto al farmaco libero. Studi in vitro su un simulatore di assorbimento gastrico hanno evidenziato un aumento della diffusione del BFA complessato rispetto al quello libero, soprattutto nel caso del complesso con la DM-(-CyD. L’attività antiinfiammatoria dei complessi rispetto al farmaco libero è stata valutata su ratti con il test dell’edema da carraggenina, evidenziando una notevole attività dose dipendente [lav. 33; com. 19]. La valutazione dei livelli plasmatici di BFA ha evidenziato per tutti i complessi la comparsa del picco ematico in tempi più brevi rispetto al farmaco libero ed un contemporaneo aumento delle concentrazioni plasmatiche (Figura 1). Anche l’attività ulcerogenica del BFA è stata notevolmente ridotta mediante la complessazione del principio attivo, confermando l’utilità delle ciclodestrine quali carrier di farmaci ad attività antiinfiammatoria non steroidea.


Un aumento di solubilità può essere utile anche nel caso di farmaci neurotrofici e cerebrostimolanti, come nel caso dell’idebenone (IDE) che presenta una scarsa solubilità in acqua (0.8 mg/100 ml) (Figura 2). Il picco ematico di questo principio attivo si ottiene solo 1-2 ore dopo la somministrazione. Quindi, ci è sembrato di notevole interesse realizzare dei complessi di inclusione del IDE con ciclodestrine naturali e modificate [lav. 27,43], nel tentativo di migliorarne l’assorbimento gastrico e contemporaneamente per realizzare una forma farmaceutica liquida per l’impiego parenterale. I complessi di inclusione con le varie ciclodestrine sono stati preparati con diverse metodiche: coprecipitazione, freeze-drying o kneading. I Vari complessi sono stati caratterizzati sia allo stato solido che in soluzione. L’inclusione nella cavità delle CyDs influenza lo spettro di assorbimento UV dell’IDE e genera una banda di dicroismo circolare, particolarmente significativa nel caso della DM-(-CyD (Figura 3). In particolare, la spettroscopia CD ed NMR hanno rivelato un differente orientamento del IDE all’interno della cavità della DM-(-CyD rispetto alle altre ciclodestrine.


Gli studi di solubilità in presenza delle varie ciclodestrine hanno evidenziato un aumento lineare della solubilità del principio attivo. I complessi che hanno presentato una maggiore solubilità sono quelli con la DM-(-CyD e la HP-(-CyD. I complessi ottenuti sono molto stabili e favoriti termodinamicamente da un contributo entalpico piuttosto che entropico (Figura 4).


Come conseguenza dell’aumentata solubilità del farmaco, si è osservato un incremento della velocità di dissoluzione del IDE complessato rispetto al farmaco libero. In particolare, i complessi preparati per freeze-drying dissolvono completamente entro 15 min. (Figura 5).


E’ generalmente accettato che l’aumento di biodisponibilità ottenuto dopo somministrazione dei complessi di inclusione sia imputabile alla migliorata solubilità in acqua dei farmaci inclusi. Tuttavia, recenti ricerche hanno messo in evidenza la capacità delle CyDs di agire quali promotori di assorbimento dei farmaci. Sembra infatti che i macrocicli siano in grado di complessare i fosfolipidi di membrana alterandone la permeabilità ai farmaci. Sulla base di questo presupposto è stata valutata la capacità della (-CyD naturale e modificata (DM-(-CyD e HP-(-CyD) di migliorare l’assorbimento transdermico della papaverina (PAP) [lav. 62; com. 29,43,72]. La PAP (Figura 6) è un farmaco dotato di attività deprimente sulla muscolatura vasale e sugli organi a muscolatura liscia. Recentemente è stata dimostrata la sua efficacia nel trattamento topico dell’impotenza.


I complessi di inclusione della PAP con la (-CyD e la DM-(-CyD sono stati caratterizzati mediante 1H-NMR [com. 43]. Gli shift dei protoni del farmaco e delle CyDs evidenziano la formazione di un complesso di inclusione. La stechiometria del complesso PAP-DM-(-CyD è stata determinata applicando la tecnica delle variazioni continue ai protoni del farmaco e della CyD che subivano gli shift più significativi [com. 29].


La costante di stabilità del complesso è stata determinata con la procedura di Benesi-Hildebrand. Per entrambi i complessi sono stati ottenuti valori di costanti di stabilità molto bassi che evidenziano l’instaurarsi di interazioni molto deboli (78, 93 e 154 M-1 rispettivamente per PAP-HP-(-CyD, PAP-(-CyD e PAP-DM-(-CyD). Per quanto riguarda la HP-(-CyD non sono stati raggiunti risultati significativi in grado di confermare l’avvenuta inclusione della PAP. In seguito alla scarsa capacità complessante mostrata dalle CyDs nei riguardi della PAP, non si osserva un significativo aumento della solubilità in acqua del principio attivo.


Per valutare la funzione penetration enhancer delle ciclodestrine, sono stati condotti degli esperimenti di assorbimento percutaneo utilizzando della pelle addiminale di ratto [lav. 62]. I risultati ottenuti (Figura 7) hanno dimostrato che il complesso PAP-DM-(-CyD è in grado di assicurare il maggiore assorbimento percutaneo del farmaco.


Considerando che l’effetto penetration enhancer può essere anche concentrazione dipendente, sono stati condotti degli esperimenti a diverse concentrazioni di ciclodestrine. In particolare, sono state utilizzate delle concentrazioni di DM-(-CyD e di HP-(-CyD al 10% e 20% (p/v). Come mostrato in Figura 8, entrambe le ciclodestrine sono state in grado di aumentare considerevolmente la permeazione transcutanea della PAP. Delle due ciclodestrine, l’HP(-CyD ha mostrato delle maggiore proprietà penetration enhancer.


Il Taxolo è un diterpenoide naturale estratto dal Taxus Bravifolia, che presenta un’eccellente attività antitumorale nei confronti di diverse affezioni neoplastiche, quali: tumori al colon, alle ovaie, ai polmoni e al seno, melanomi, linfomi. La scarsa solubilità di questo principio attivo ne ha limitato lo sviluppo clinico-terapeutico. Allo scopo di superare questo inconveniente si è pensato di includere il principio attivo nelle CyDs [com. 46,50]. I complessi di inclusione del TAX con la (-CyD, la HP-(-CyD e la (-CyD reticolata con epicloridrina sono stati preparati liofilizzando soluzioni idro-alcooliche (acqua/etanolo, 1:1) contenenti il farmaco e le CyDs in diversi rapporti molari. Gli studi di solubilità condotti sui complessi di inclusione hanno evidenziato la capacità delle CyDs ed in particolare del polimero, di migliorare la solubilità in acqua del Taxolo. In presenza di questo carrier si osserva, infatti, una solubilità in acqua pari a 200 (g/ml.

4.2.1.2. Le Nanosfere e le Nanocapsule

Negli ultimi anni, notevole interesse ha suscitato l’utilizzo di sistemi polimerici colloidali biodegradabili e biocompatibili. Fra le varie matrici polimeriche, i polialchilcianoacrilati possiedono notevoli potenzialità come carrier di principi attivi. Per questo motivo è sembrato interessante poter indagare le possibilità applicative in campo terapeutico di sistemi dispersi a base di polietilcianoacrilati (PECA) o di poliisobutilcianoacrilati (PICA). Questi sistemi sono stati preparati in situ mediante un processo di polimerizzazione anionica in fase micellare (Schema 1).
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Schema 1- Meccanismo di polimerizzazione anionica in fase micellare. Una qualsiasi specie nucleofila, primariamente l’acqua o lo ione ossidrile, può fungere da iniziatore del processo di polimerizzazione della matrice polimerica degli alchilcianoacrilati [lav. 21].


In un primo lavoro sono state studiate le caratteristiche fisico-chimiche di nanosfere di PECA e di PICA, valutando l’influenza di alcuni parametri, quali: il tipo di monomero, il pH del mezzo di polimerizzazione, il tipo di tensioattivo, sulle proprietà del sistema colloidale (dimensione delle nanosfere, peso molecolare delle matrici polimeriche, capacità di incapsulazione e profili di rilascio) [lav. 8; com. 5]. Le dimensioni delle nanosfere sono state notevolmente influenzate sia dal pH del mezzo di polimerizzazione che dal tipo di surfactante utilizzato durante la preparazione. In un intervallo di pH 0-5 si è notato un aumento delle dimensioni al diminuire dell’acidità del mezzo. Per quanto riguarda i tensioattivi, le dimensioni decrescono in base al tipo di surfactante nel seguente ordine [com. 5]:

PLURONIC F68 > TWEEN 80 > TRITON X100
Anche il peso molecolare delle matrici polimeriche di PECA e di PICA è funzione del pH del mezzo: aumenta al diminuire dell’acidità. Il peso molecolare del PECA e del PICA è influenzato anche dal tipo di tensioattivo e dalla sua concentrazione. I polimeri a peso molecolare più alto sono stati ottenuti in presenza di Pluronic F68. Inoltre, aumentando le concentrazioni dei vari tensioattivi, si ha un aumento del peso molecolare medio delle catene polimeriche (Figura 9).


Le capacità carrier dei sistemi colloidali di PECA e di PICA sono state valutate utilizzando come molecola modello della fluoresceina. Come mostrato in Tabella 1 le nanosfere di PICA hanno una capacità di incapsulazione maggiore rispetto a quelle di PECA. Probabilmente per la maggiore porosità del sistema colloidale. Valutando la stabilità nel tempo dei due sistemi colloidali si è osservato che entrambi non subiscono alcuna alterazione morfologica per almeno sei mesi. 

Tabella 1 - Fluoresceina incorporata in 5 ml di sospensione colloidale di nanoparticelle di PECA o di PICA [lav. 8]

	Surfactante
	PECA
	PICA

	
	µg
	Percentuale
	µg
	Percentuale 

	
	
	ritenuta
	
	ritenuta

	Triton X100
	8.9
	1.6
	61.14
	11.2

	Tween 80
	10.7
	1.9
	81.19
	14.9

	Pluronic F68
	12.4
	2.3
	87.94
	16.1



In uno studio successivo sono stati valutati i processi di rilascio della fluoresceina dalle nanoparticelle di PECA e di PICA preparate in presenza dei tre differenti surfactanti (Triton X100, Tween 80 e Pluronic F68) [lav. 12,13; com. 11]. Il meccanismo e il profilo di rilascio della fluoresceina dai sistemi colloidali di PECA e di PICA è influenzato dai diversi tensioattivi, piuttosto che da altri parametri quali: il peso molecolare della matrice polimerica, le dimensioni delle nanosfere e la quantità di farmaco incapsulato. L’interpretazione del rilascio di fluoresceina è stata effettuata applicando il fitting di Baker-Lonsdale [lav. 13]:

Mt/M( = 6(Dt/(r2)½-3Dt/r2  

dove 0 < Mt/M( < 0.4. Nell’equazione Mt/M( è la frazione di fluoresceina rilasciata al tempo t, D è il coefficiente di diffusione del probe all’interno delle nanosfere ed r è il raggio medio delle nanosfere. Il fitting dei dati di rilascio della fluoresceina è stato valutato utilizzando il metodo dei minimi quadrati non lineare ed il test del (-quadro ((2). L’analisi dei profili di rilascio ha evidenziato una distribuzione non omogenea del probe fluorescente, che è parzialmente posizionato vicino la superficie delle nanosfere di PECA e di PICA (Tabella 2). Questa particolare disposizione del probe potrebbe riflettere la posizione della fluoresceina all’interno delle micelle durante il processo di polimerizzazione, oppure potrebbe essere una conseguenza diretta dell’effetto dei differenti surfactanti sulla porosità della matrice polimerica del sistema colloidale.

Tabella 2 - Percentuale di fluoresceina rilasciata durante il burst-effect (%BE) e bontà dell’interpolazione dei dati ((2) calcolata con l’equazione di Baker-Lonsdale per nanosfere di PECA e di PICA preparate in presenza di tre differenti surfactanti [lav. 13].

	Surfactante
	PECA
	PICA

	
	%BE
	(2 (102)
	%BE
	(2 (102)

	Pluronic F68
	22.9
	2.0
	8.5
	3.9

	Tween 80
	---
	0.003
	3.9
	2.8

	Triton X100
	16.2
	4.6
	2.1
	1.3



Principi attivi di varia natura possono essere incorporati all’interno delle nanosfere. Particolarmente utile può risultare l’incapsulazione di agenti antibatterici, in modo da aumentarne la selettività e l’efficacia biologica [lav. 11,15,17,29,32,61; com. 12,18,20,73]. L’incapsulazione di netilmicina solfato (NTS) in nanosfere di PECA e di PICA può risultare particolarmente utile nel trattamento terapeutico di infezioni localizzate a livello dei macrofagi. Infatti, gli antibiotici amminoglicosidici non riescono a penetrare all’interno dei macrofagi e, perciò, sono terapeuticamente inefficaci per il trattamento di febbri tifoidee, nonostante l’eccellente attività in vitro [lav. 15,32; com. 18]. Le condizioni di preparazione delle nanosfere contenenti NTS influenzano la capacità di incapsulazione, la dimensione del sistema colloidale ed il peso molecolare medio delle catene polimeriche. Per la preparazione del carrier colloidale sono stati utilizzati tre differenti metodiche in presenza di un surfactante non ionico come il Tween 80 o il Pluronic F68. Il metodo dell’incorporazione (A) si basa sull’aggiunta della NTS direttamente nel medium di polimerizzazione. Questo metodo ha fornito dei valori di incapsulazione per la NTS molto bassi ed inoltre si ottengono sospensioni colloidali instabili se la concentrazione del principio attivo nel medium di polimerizzazione supera i 5 mg/ml [lav. 15; com. 18]. Gli altri due metodi (B e C) consistono nell’adsorbimento del principio attivo nella matrice polimerica di PECA o di PICA. Con i metodi B e C sono stati ottenuti dei livelli di incapsulazione di NTS più elevati rispetto al metodo A. Inoltre, come già precedentemente osservato, i sistemi costituiti da PICA hanno una capacità di incapsulazione più elevata (Tabella 3).

Tabella 3 - Capacità di incapsulazione nei confronti di NTS di nanosfere di PICA preparate in presenza di Tween 80 o di Pluronic F68 (0.5% p/v) effettuando tre differenti procedure di preparazione ad una concentrazione di NTS pari a 1 mg/ml [lav. 15].

	
	Tween 80
	Pluronic F68

	Metodo di preparazione
	Incapsulazione (%) 
	Drug content

µg/mg PICA
	Incapsulazione (%)
	Drug content

µg/mg PICA

	A
	4.72
	5.9 ( 0.1
	6.80
	8.5 ( 0.3

	B
	32.08
	26.3 ( 1.6
	16.40
	20.5 ( 1.1

	C
	60.72
	75.9 ( 1.8
	52.08
	65.1 ( 3.7



La presenza del principio attivo nel mezzo di polimerizzazione determina un aumento sia della dimensioni del sistema colloidale che del peso molecolare medio della matrice polimerica. Quindi, variando le condizioni di preparazione è possibile ottenere un drug delivery system con le caratteristiche più idonee in funzione delle finalità terapeutiche e della via di somministrazione.


Nelle nanosfere di PECA sono stati incapsulati anche due (-lattamici: il cefaclor (CFR) ed il cefsulodin (CFN) [lav. 17]. In questo caso la quantità di principio attivo intrappolata nel sistema colloidale non è influenzata dal tipo di tensioattivo utilizzato durante il processo preparativo. Per i vari sistemi contenenti i due (-lattamici sono stati ottenuti dei valori medi di incapsulazione di 1.6 % (p/p). Anche le dimensioni del sistema colloidale sembrano essere indipendenti dai componenti presenti nel medium di polimerizzazione. Solamente in presenza di Triton X100 è stato osservato un aumento delle dimensioni del carrier colloidale rispetto al carrier ottenuto in assenza dei due principi attivi. Un aumento notevole delle dimensioni delle nanosfere è stato osservato dopo conservazione a temperatura ambiente sotto forma di liofilizzato. Per quanto riguarda i profili di rilascio dei due (-lattamici, le nanosfere preparate in presenza di Pluronic F68 hanno evidenziato una maggiore capacità a ritenere il CFR ed il CFN, seguite dai sistemi preparati in presenza di Tween 80 e Triton X100 (Figura 10). Inoltre le nanosfere di PECA hanno mostrato una maggiore tendenza a ritenere il CFR rispetto al CFN. Studi di permeabilità condotti con una membrana biologica simulata hanno mostrato una maggiore capacità del sistema colloidale a promuovere l’assorbimento dei farmaci incapsulati rispetto al farmaco libero, soprattutto nel caso del CFN (Figura 11).

Altre molecole ad attività antimicrobica, appartenenti alla classe dei fluorochinoloni, sono state incorporate in nanosfere di PECA. L’incorporazione della pefloxacina (PFX) e della ofloxacina (OFX) potrebbe offrire alcuni vantaggi per la loro applicazione biologica: aumento della biodisponibilità, rilascio controllato dei principi attivi, riduzione dei fenomeni di resistenza batterica [lav. 11,29; com. 12,20]. L’incorporazione dei due fluorochinoloni è stata effettuata seguendo sia il metodo per incorporazione che quello per adsorbimento. Il metodo per incorporazione effettuato in presenza di OFX fornisce delle sospensioni di nanosfere di PECA con un diametro medio tre volte più grande rispetto a quello ottenuto in assenza di farmaco. Invece, la presenza di PFX non influenza significativamente le dimensioni delle nanosfere [lav. 11; com 12]. Il processo di preparazione e la presenza dei due farmaci hanno influenzato anche la stabilità del carrier durante la conservazione. I pesi molecolari delle matrici polimeriche di PECA risultano significativamente più alti nel caso del PFX, mentre si ha una riduzione in presenza di OFX. Il metodo per adsorbimento non influenza i parametri fisico-chimici della dispersione colloidale delle nanosfere di PECA. Per quanto riguarda i parametri tecnologici, i valori più elevati di incapsulazione per entrambi i fluorochinoloni sono stati ottenuti utilizzando il metodo per incorporazione. I vari sistemi presentano un profilo di rilascio bifasico: molto veloce nella prima fase, seguita da un rilascio molto più lento e graduale [lav. 11; com. 20]. L’efficacia antimicrobica dei sistemi particellari contenenti OFX e PFX nei confronti dei farmaci liberi è stata valuta determinando la MIC (µg/ml) su ceppi batterici patogeni: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphilococcus aureus e Enterococcus faecalis. I saggi biologici in vitro hanno mostrato un aumento dell’attività antimicrobica dei principi attivi incapsulati nelle nanosfere di PECA da 2 a 50 volte rispetto al farmaco libero [lav. 29]. In accordo con il modello proposto per i (-lattamici, l’aumentata efficacia biologica può essere attribuita ad una maggiore penetrazione dei principi attivi all’interno della cellula batterica dove si trova il loro enzima target, la DNA-girasi [lav. 29]. Infatti, per entrambi i principi attivi quando sono incorporati nelle nanosfere, si è osservato un accumulo intrabatterico (3 volte più elevato rispetto ai farmaci liberi (Figura 12).


Il PECA è stato utilizzato come matrice polimerica per la preparazione di sistemi nanoparticellari quali potenziali drug delivery systems a livello oftalmico per l’acyclovir [lav. 60; com. 65]. Le nanosfere di PECA sono state preparate in presenza di PEG 6000 in modo da ricoprirne la superficie nanoparticellare; infatti, la presenza di PEG può aumentare la bioadesione del sistema colloidale. Il pluronic F68 è stato utilizzato come surfactante non ionico (1.5 % p/v) durante il processo di polimerizazzione, in modo da ottenere nanosfere con spiccate caratteristiche colloidali (~190 nm). Per valutare l’efficacia delle nanosfere di PEG-PECA sia rispetto a quelle di PECA che al farmaco libero, è stata determinata la biodisponibilità oculare in vivo. Le varie formulazioni (50 (l) sono state somministrate una sola volta nel sacco congiuntivale degli occhi di coniglio ed a vari intervalli di tempo è stato determinato mediante HPLC il contenuto di acyclovir nell’umore acqueo. Come mostrato in Figura 13, le nanosfere di PEG-PECA hanno determinato un notevole (25 volte) e significativo (p>0.005) aumento della quantità di acyclovir nell’umore acqueo dell’occhio, rispetto al farmaco libero. L’aumento della quantità di acyclovir a livello dei tessuti endoculari, è dovuto alle caratteristiche colloidali delle nanosfere di PEG-PECA, che consentono una migliore interazione con l’epitelio corneale in termini di trasporto o passaggio paracellulare. Inoltre, il rilasci prolungato delle nanosfere di PEG-PECA, messo in evidenza dalla farmacocinetica oculare, è determinato, molto probabilmente, dalla maggiore mucoadesione del sistema collodale sulla superficie cellulare dell’epiteli oculare, consentendo una permanenza oculare del carrier più lunga.


Per la somministrazione oftalmica dell’acyclovir, sono state studiate e caratterizzate anche delle nanosfere di acido poli-D,L-lattico (PLA) [com.56,64]. In un prima fase del lavoro sono state studiate le caratteristiche fisico-chimiche delle nanosfere di PLA, valutando l’influenza di alcuni parametri, quali: il peso molecolare del polimero, il pH del mezzo di preparazione, il tipo di tensioattivo, sulle proprietà del sistema colloidale (dimensione delle nanosfere, capacità di incapsulazione e profili di rilascio). E’ stata messa a punto una metodica di preparazione basata sulla nucleazione del polimero in un sistema solvente/non solvente. La caratterizzazione morfologico-dimensionale mediante light-scattering ha mostrato che i sistemi preparati con Tween 80 e Pluronic F68 ad una concentrazione di 1.5 % presentano le migliori caratteristiche colloidali con una dimensione media di ~100 nm ed un indice di polidispersione di 0.18. Questo sistema colloidale presenta una notevole stabilità alla conservazione. I profili di rilascio mostrano un tipico andamento bifasico, in cui si osserva una prima fase molto rapida (burst effect), seguita da una fase più lenta e graduale. Il profilo di rilascio è influenzato dal peso molecolare della matrice polimerica utilizzata. In particolare, i polimeri a peso molecolare più alto evidenziano un rilascio più lento rispetto a quelle a peso molecolare più basso.


Un altro carrier colloidale di notevole interesse sono le nanocapsule di PECA (100-400 nm). Questi sistemi sono costituiti da un core oleoso circondato da un rivestimento polimerico. Il processo di preparazione adottato per ottenere questo tipo di drug carrier è la polimerizzazione interfacciale in fase emulsiva. Le nanocapsule, grazie alla loro particolare costituzione, si comportano come un sistema reservoir nei confronti di principi attivi liposolubili incapsulati nel loro interno [lav. 28; com. 23]. Quindi, la differenza fra nanosfere e nanocapsule non riguarda solamente la loro architettura strutturale, ma anche la cinetica di rilascio dei principi attivi intrappolati: un rilascio di ordine zero per le nanocapsule ed uno di primo ordine per le nanosfere. Per poter realizzare un sistema carrier a base di nanocapsule con requisiti morfologico-strutturali ben precisi, sono stati presi in considerazione i vari fattori che possono influenzare il processo di preparazione di questi sistemi carrier. In particolare, è stata valutata l’influenza di alcuni solventi organici (etanolo, acetone ed acetonitrile) utilizzati nel processo di polimerizzazione interfacciale sulla forma, le dimensioni, la distribuzione dimensionale ed il tipo di sospensione colloidale ottenuta [lav. 21,28; com. 17]. La presenza di etanolo ha determinato la formazione sia di nanocapsule che di nanosfere. Invece l’acetone e l’acetonitrile portano alla formazione solamente di nanocapsule con una distribuzione dimensionale molto omogenea [lav. 21].


Da questi risultati sembrerebbero due i meccanismi coinvolti nell’ottenimento di sistemi colloidali di nanocapsule: la precipitazione interfacciale di una matrice polimerica preformata nel caso di solventi protici (etanolo) completamente miscibili con l’acqua, e la polimerizzazione interfacciale nel caso di solventi aprotici (acetone e acetonitrile). Le nanocapsule di migliore qualità con un diametro medio di 200 nm sono state ottenute usando l’acetone. La quantità di monomero utilizzato durante il processo di polimerizzazione ha influenzato positivamente lo spessore della matrice polimerica che circonda le goccioline di olio (Mygliol 812). Queste ultime sono scarsamente influenzate dalle varie condizioni preparative, presentando in ogni caso una dimensione di (85 nm [lav. 35; com. 23]. All’interno delle nanocapsule di PECA sono stati incapsulati tre diversi farmaci antiepilettici: la etosuccinimide (ETS), la difenil-idantoina (DFI) e carbamazepina (CBZ). La capacità di incapsulazione per le nanocapsule di PECA varia da 1% a 11% (p/p) per i tre farmaci, in funzione della loro solubilità (affinità) verso il core oleoso [lav. 35]:

ETS > DFI > CBZ
Questo parametro influenza anche il rilascio dei principi attivi dalle nanocapsule, che risulta essere più lento per quei principi attivi con una maggiore affinità per il Mygliol 812 (ETS). Per tutte e tre i farmaci il meccanismo di rilascio si basa primariamente su un processo di diffusione dal core oleoso attraverso la barriera polimerica che lo circonda (Figura 14).


Per quanto riguarda le nanocapsule a base di PECA, sono stati preparati dei sistemi colloidali contenenti l’idebenone [lav. 63; com.58,61]. Questo farmaco è attivo a livello del SNC verso vari danni cerebrali causati sia da lesioni cerebrovascolari che da processi neurodegenerativi. Lo scopo della ricerca, è stato quello di preparare delle nanocapsule di PECA capaci di veicolare l’idebenone a livello del SNC. Infatti, l’elevata lipofilia del farmaco lo rende praticamente insolubile in acqua, limitandone la sua somministrazione attraverso diverse vie. Le nanocapsule di PECA sono state preparate in modo tale da ricoprire la superficie del sistema colloidale con uno strato monomolecolare di tensioattivi non ionici, ed in particolare con del Tween 80. Come riportato in letteratura, questo tensioattivo è in grado di assicurare delle concentrazioni di principio attivo a livello del cervello di ratto significativamente più alte dopo somministrazione endovenosa. La quantità di tensioattivo non ionico, utilizzata durante il processo di preparazione, ha influenzato le caratteristiche dimensionali del sistema colloidale (Tabella 4); infatti, all’aumentare della concentrazione di Tween 80 si ha una riduzione delle dimensioni medie delle nanocapsule.

Table 4 - Analisi light scattering di dispersioni colloidali di nanocapsule di PECA preparate in presenza di differenti concentrazioni di Tween 80 in un medium di polimerizzazione a pH 7 [com. 61].

	Tween 80 (% w/v)
	Mean Size*(nm)
	Polydispersity Index†

	0.5
	312.3 ( 21.1
	0.21 ( 0.04

	1.0
	247.8 ( 13.4
	0.15 ( 0.02

	3.0
	185.1 ( 18.6
	0.11 ( 0.02

	6.0
	183.5 ( 15.7
	0.23 ( 0.03

	9.0
	176.9 ( 20.9
	0.17 ( 0.04


*Ogni valore è la media di quattro esperimenti ( la deviazione standard. †Questo valore rappresenta l’omogeneità dimensionale delle nanocapsule di PECA ricoperte con Tween 80.


Per valutare l’efficacia del sistema colloidale rispetto al farmaco libero, sono stati condotti degli esperimenti in vitro su culture cellulari di fibroblasti umani non immortalizzati. Per valutare l’azione protettiva delle nanocapsule contenenti l’idebenone nei confronti del farmaco libero, nelle colture cellulari è stato causato uno stress ossidativo con H2O2 o DEM e successivamente sono stati valutati alcuni parametri, quali: produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS), danno al DNA (COMET) e rilascio di lattico deidrogenasi (LDH). Come mostrato in Figura 15, l’idebenone libero, alle concentrazioni utilizzate nell’esperimento (0.5 (M), non ha mostrato alcuna attività antiossidante nei confronti dei fibroblasti stressati sia con DEM che con H2O2. Invece, le nanocapsule contenenti l’idebenone hanno mostrato una spiccata attività antiossidante nei confronti dei fribroblasti umani (esperimento sulla produzione di ROS). Anche i risultati relativi alla COMET (Figura 5b) sono concordanti con i precedenti; infatti, le nanocapsule di PECA contenenti il farmaco sono molto più efficaci rispetto all’idebenone nel proteggere la cellula a livello dei danni indotti nel DNA. Inoltre, l’idebenone veicolato nelle nanocapsule di PECA è risultato molto più efficace nel proteggere le membrane cellulari dei fibroblasti umani sottoposti a stress ossidativi (Figura 5c).


Nell’ambito di questo settore, il candidato ha collaborato ad alcune ricerche riguardanti la preparazione, caratterizzazione e valutazione biologica in vitro e in vivo di sistemi terapeutici particellari a base di differenti materiali polimerici [com. 54]. In particolare, sono state descritte alcune serie di microparticelle contenenti un FANS, il Tolmetin, ottenute a partire dagli Eudragit RS100 ed RL100 mediante tre diverse tecniche di produzione: dalla classica “emulsion-solvent evaporation”, allo spray-drying e alla più recente tecnica della “quasi-emulsion solvent diffusion”, che consente l’utilizzo di solventi polari e meno tossici rispetto alle precedenti. La caratterizzazione dei diversi sistemi mediante DSC e tecniche spettroscopiche ha evidenziato la distribuzione omogenea del farmaco, in forma parzialmente cristallina, nella matrice polimerica. Le caratteristiche di incorporazione e del successivo rilascio in vitro del Tolmetin sono state correlate con la metodica di preparazione, la composizione della matrice polimerica e la dimensione delle microparticelle.

4.2.1.3. I Liposomi


I liposomi sono delle vescicole fosfolipidiche caratterizzate da un certo numero di bilayer concentrici, che si formano spontaneamente per autoaggregazione in fase acquosa. Il sistema liposomiale rappresenta un valido sistema di trasporto per molecole biologicamente attive. Infatti, la loro peculiarità strutturale consente di incapsulare sia farmaci di natura idrofila, nei compartimenti acquosi del sistema vescicolare, che di natura lipofila, nelle strutture dei "bilayer" fosfolipidici costituenti la matrice liposomiale. 


Particolari problemi esistono per il trasporto di principi attivi a livello del sistema nervoso centrale, ed in particolare modo per sostanze che presentano una certa polarità o un peso molecolare elevato. La natura della barriera emato-encefalica (BEE) limita il trasporto di tali sostanze e conseguentemente l'efficacia terapeutica. E’ stato studiato e realizzato un sistema liposomiale che sia in grado di incapsulare e veicolare nel sistema nervoso centrale farmaci ad attività cerebrotonica e neurostimolante. Il farmaco scelto per questo tipo di indagine è stato la CDP-colina (Figura 16) [lav. 1-3,7,16,31,36,47,54; com. 2,4,7,22,37,52,70].


In una prima fase della ricerca sono state studiate le interazioni fra il principio attivo ed il substrato vescicolare, mediante metodiche calorimetriche quali la calorimetria a scansione differenziale (DSC) e la dilatometria a scansione (DS). Quali carrier per la CDP-colina sono stati realizzati dei liposomi costituiti da uno dei seguenti fosfolipidi: DPPS, DPPA, DPPE o DPPC. Per valutare l’interazione fra il farmaco ed i vari sistemi fosfolipidici, sono stati analizzati i parametri termotropici della transizione di fase dallo stato di gel a quello di cristallo liquido. L’analisi DSC ha evidenziato una scarsa interazione fra la CDP-colina e le teste polari delle molecole di DPPC. Invece, interazioni molto forti sono state osservate tra il farmaco e le vescicole costituite da fosfolipidi carichi (DPPE, DPPA e DPPS) [lav. 1,3]. Successivamente sono state studiate le proprietà fusogeniche delle varie miscele fosfolipidiche. Infatti, la fusione con membrane biologiche può rappresentare una delle vie di penetrazione, che consentirebbero l’ingresso del farmaco all’interno del SNC. Gli studi DSC e DS hanno messo in evidenza l’importanza della presenza della DPPS fra i costituenti della matrice liposomiale per ottenere un sistema fusogenico [lav. 2]. Infatti, come mostrato in Figura 17, unendo dei sistemi liposomiali contenenti DPPS con delle vescicole costituite semplicemente da DPPC si ottiene, dopo un certo periodo di tempo, un’unica popolazione di vescicole derivante dal mescolamento dei vari fosfolipidi.


Dallo studio del tipo di interazioni si è cercato di ottenere delle informazioni utili per formulare un sistema liposomiale adatto al ruolo di "carrier" biologico della CDP-colina. Infatti, sono stati realizzati dei liposomi multilamellari costituiti da miscele fosfolipidiche contenenti oltre alla DPPC sia il colesterolo che altri fosfolipidi carichi. Valutando l’efficienza di incapsulazione dei vari sistemi liposomiali si è visto che i valori più alti di incapsulazione si ottengono in presenza di fosfolipidi carichi. In questo caso l’aumento dell’incapsulazione è imputabile a due fenomeni: 1) i fosfolipidi carichi aumentano gli spazi acquosi interlamellari, dove si trova la CDP-colina (farmaco altamente idrofilo), mediante repulsione elettrostatica fra le varie lamelle concentriche; 2) riescono a legare il farmaco lungo la superficie dei bilayers liposomiali mediante legami idrogeno e/o di natura ionica [lav. 3; com. 2].


In una fase successiva è stata studiata l'influenza delle metodiche di preparazione sui parametri chimico-fisici della formulazione liposomiale: efficienza di incapsulazione, dimensione media, stabilità chimica e fisica, profili di rilascio [lav. 7; com. 4]. La preparazione dei liposomi contenenti CDP-colina è stata effettuata applicando due differenti procedure: la metodica MLV e quella REV. La metodica MLV ha portato alla formazione di vescicole multilamellari con delle dimensioni medie di (1µm ed un indice di polidispersione molto elevato (sistemi dimensionalmente eterogenei). Al contrario, i liposomi di tipo REV sono delle vescicole oligo- e unilamellari caratterizzate da dimensioni molto ridotte ((350 nm) e meno eterogenee rispetto agli MLV. Il processo di preparazione non ha portato solamente a delle differenza dal punto di vista morfologico, ma anche dal punto di vista tecnologico. Infatti, i REV sono capaci di incapsulare quantità più elevate di farmaco rispetto agli MLV ed inoltre l’incapsulazione è scarsamente influenzata dal tipo di fosfolipidi che costituiscono i bilayers. Anche i profili di rilascio dipendono dal tipo di liposoma e dalla sua composizione lipidica. In particolare, i REV sono più permeabili e presentano un rilascio del farmaco bifasico: una fase rapida seguita da un rilascio più graduale. Molto importante è risultata la presenza del colesterolo ai fini della stabilità serica dei vari sistemi liposomiali [lav. 16].


L'efficacia biologica dei sistemi liposomiali contenenti CDP-colina è stata valutata con un modello in vivo di ischemia cerebrale condotto su ratti Wistar di 80-100 g. La valutazione della sopravvivenza dei ratti sottoposti al processo ischemico ha messo in evidenza la migliore efficacia terapeutica dei liposomi nella cui composizione lipidica c’è la DPPS [lav. 16; com. 7]. Le altre miscele lipidiche non hanno mostrato un significativo aumento dell’attività biologica della CDP-colina rispetto al farmaco libero. Questo risultato è probabilmente dovuto alla mancanza di una BEE ben strutturata nei ratti molto giovani. Per questo motivo, visti i risultati incoraggianti, l’indagine è stata estesa a ratti Wistar adulti (320-350 g) e contemporaneamente si è cercato di aumentare le capacità carrier del sistema liposomiale. Queste ultime sono state notevolmente aumentate sottoponendo i liposomi di tipo MLV a dei cicli di congelamento e di scongelamento seguiti da estrusione attraverso delle membrane di policarbonato. Tale processo porta alla formazione di vescicole liposomiali unilamellari con un diametro medio di 50 nm ed una efficienza di incapsulazione 5 volte più alta rispetto agli MLV [lav. 36; com. 22]. Le caratteristiche colloidali e la presenza del ganglioside GM1 nella composizione lipidica delle vescicole liposomiali assicurano al carrier liposomiale delle caratteristiche di lunga circolazione. Dopo 24h dalla somministrazione sistemica del carrier liposomiale, circa il 30% della formulazione è ancora presente a livello del circolo sanguigno (Tabella 5) [lav. 36].

Tabella 5 - Biodistribuzione in vivo in funzione del tempo di liposomi preparati sia in presenza che in assenza di GM1.a
	Tessuto
	senza GM1
	Con GM1

	
	3 h
	12 h
	24 h
	3 h
	12 h
	24 h

	Sangue
	26.7
	6.3
	0.48
	71.4
	46.2
	30.9

	RESb
	53.7
	60.1
	47.8
	1.8
	8.2
	10.4

	Pelle e Organi interni
	10.2
	10.3
	8.5
	7.9
	19.9
	31.5


aI risultati sono espressi come percentuale della dose somministrata per i.v.

bQuesto compartimento riflette l’uptake di fegato e milza.


La valutazione dell’efficacia biologica della formulazione liposomiale contenente CDP-colina ha mostrato un aumento del (66% della sopravvivenza dei ratti Wistar sottoposti ad ischemia e riperfusione rispetto al farmaco libero (Figura 18) [lav. 31; com. 22]. La formulazione liposomiale contenente la CDP-colina ha mostrato una notevole efficacia anche nei confronti di eventi ischemici più severi, in cui il periodo ischemico ha avuto una durata di 30 min. (Figura 19) [lav. 47].


La formulazione liposomiale contenente la CDP-colina è stata in grado di proteggere efficacemente il cervello dai danni perossidativi indotti dalla riperfusione post-ischemica, abbassando notevolmente i livelli dei dieni coniugati della corteccia cerebrale [lav. 31,36]. Utilizzando della 14C-CDP-colina è stato dimostrato che il miglioramento dell’efficacia terapeutica è imputabile all’aumento del trasporto attraverso la BEE di CDP-colina veicolata in liposomi (Figura 20). E’ stato molto interessante notare che il carrier liposomiale non altera assolutamente i profili di distribuzione del farmaco nelle varie frazioni dei lipidi cerebrali.


La maggiore efficacia del carrier liposomiale contenente CDP-colina, rispetto al farmaco libero, è stata evidenziata anche dal fatto che si ha una notevole riduzione dei fenomeni  di  maturazione  post-ischemica  quando  i  ratti  ischemizzati  e riperfusi vengono

trattati con la formulazione liposomiale. Infatti, nel caso di ratti Wistar trattati con la formulazione liposomiale contenente il farmaco, è stato osservato un recupero massivo dell’attività encefalica, come mostrato in Figura 21 [lav. 54; com. 37]. Più recentemente [com. 52], sono stati realizzati degli immunoliposomi a lunga circolazione che hanno il loro sito target a livello del recettore transferrinico della BEE (Figura 22). Gli Immunoliposomi contenenti CDP-colina hanno mostrato una maggiore efficacia terapeutica rispetto al semplice carrier liposomiale (Tabella 6).
Tabella 6 - Efficacia terapeutica di varie formulazioni liposomiali contenenti CDP-colina somministrate i.v. in ratti Wistar (350-400 g) ischemizzati e riperfusi.

	Liposomi
	Sopravvivenzaa
	ERb
	Dienic

	Stealth
	80
	188.9
	14.5

	OX-26
	66
	125.8
	25.4

	Stealth- OX-26
	94
	189.3
	3.1


aPercentuale di sopravvivenza do ratti ischemizzati (30 min.) e riperfusi.

bValori di riserve di energia. Controllo ER = 189.7.

cLivelli di dieni coniugati (mmol/mg proteine). I ratti trattati con soluzione fisiologica presentano un valore di 40.4.


Un altro farmaco attivo a livello del SNC, che è stato incapsulato nei liposomi è stato l’Idebenone [lav. 48; com 34]. Per capire il tipo di interazione tra l’Idebenone ed il carrier vescicolare, sono stati condotti degli studi DSC con sistemi vescicolari costituiti sia da lecitine che da miscele lecitina/acido fosfatidico [lav. 48]. Nei vari casi investigati, si è visto che la presenza dell’idebenone a livello dei doppi strati lipidici determina uno shift della temperatura di transizione gel-cristallo liquido dei vari sistemi liposomiali investigati. Inoltre, questo farmaco ha la tendenza a deprimere il picco di transizione principale, causandone contemporaneamente uno slargamento (indice di perdita di cooperatività) (Figura 23). Inoltre, sono stati effettuati degli esperimenti di cinetica di interazione. I risultati ottenuti hanno messo in evidenza che lo stadio limitante l’interazione del farmaco con i substrati biologici è da imputare alla scarsa solubilità ed alla lenta velocità di diffusione dell’idebenone (Figura 24). Questi dati hanno indicato che la realizzazione di una formulazione liposomiale contenente idebenone potrebbe assicurare un miglioramento delle proprietà terapeutiche e degli aspetti biofarmaceutici di questo farmaco.


Anche nel caso dell’Idebenone [com. 34], il carrier liposomiale ha assicurato una maggiore efficacia rispetto al farmaco libero. Da esperimenti condotti su culture astrocitarie umane, è stato messo in evidenza che l’Idebenone incapsulato nei liposomi è in grado di meglio proteggere le cellule nervose nei confronti di eventi stressogeni di varia natura.


Gli antitumorali sono un’altra classe di farmaci la cui incapsulazione in liposomi potrebbe risultare molto utile dal punto di vista terapeutico. Infatti, il carrier liposomiale potrebbe essere formulato in modo tale da conferire una buona selettività nei confronti del sito target, riducendo drasticamente la tossicità di questi principi attivi. I farmaci presi in considerazione sono stati il metotrexato (MTX) ed il 5-fluorouracile (5FU) [lav. 6,9,26; com. 10,15].


Il MTX è uno degli antitumorali più efficaci per il trattamento di neoplasie localizzate nei variati organi. Il suo sito target è un enzima intracitoplasmatico, la diidrofolato reduttasi. Questo principio attivo essendo molto polare non riesce a permeare la membrana della cellula tumorale mediante un semplice processo di diffusione, piuttosto viene trasportato all’interno della cellula mediante un sistema di trasporto attivo dei folati localizzato a livello della membrana citoplasmatica. La mancanza di questo sistema di trasporto o la sua ridotta affinità verso il MTX è una delle cause principali dell’insorgere del fenomeno della resistenza. Quindi, la possibilità di formulare dei liposomi contenenti il MTX è di notevole interesse terapeutico poiché possono essere in grado di assicurare al MTX vie di ingresso intracellulare alternative alla trasporto attivo attraverso la membrana. Per questo motivo, abbiamo studiato la realizzazione di varie formulazioni liposomiali contenenti MTX [lav. 6], ottenendo i parametri di incapsulazione più alti per i liposomi di tipo REV costituiti da DPPC-DPPS-CH (7:5:6 rapporto molare). Considerando che uno dei requisiti fondamentali per una formulazione farmaceutica è la possibilità di conservazione per periodi di tempo piuttosto lunghi, è stata valutata la stabilità della sospensione colloidale di liposomi contenenti MTX. I liposomi sono stati conservati sotto forma di sospensione o di sedimento ad una temperatura di 4 °C o di 20 °C. Dai risultati ottenuti i sistemi liposomiali sembrerebbero abbastanza stabili quando sono conservati sotto forma di sedimento ad una temperatura di 4°C.


Per quanto riguarda il 5FU, si è cercato di ottimizzare i parametri formulativi relativi alla realizzazione di sistemi liposomiali contenenti questo principio attivo [lav. 9; com. 10]. Sono state condotte quattro differenti procedure di preparazione, dalle quali sono stati ottenuti due differenti tipi di vescicole multilamellari (MLVs), delle vescicole stabili multilamellari (SPLVs) e delle vescicole larghe unilamellari. Tra tutte le miscele lipidiche realizzate, quelle contenenti DPPS sembrano essere le migliori per poter realizzare un potenziale sistema carrier per il 5FU. Infatti, la presenza di DPPS ha dato i migliori valori di efficienza di incapsulazione e di stabilità serica, presentando contemporaneamente proprietà fusogeniche che sono un pre-requisito importante per le interazioni in vivo liposomi-cellule. Un altro fattore importante per realizzare una sospensione liposomiale stabile nel tempo e nel siero è la presenza del colesterolo nella matrice fosfolipidica che costituisce i bilayers. I risultati sperimentali hanno dimostrato che il processo di preparazione più idoneo per ottenere dei liposomi contenenti 5FU è quello SPLV che presenta dei buoni parametri di incapsulazione assieme ad una certa stabilità serica ed alla conservazione.


Nonostante la disponibilità, da più di 50 anni, di numerosi agenti antimicrobici, è ben noto da esperienze cliniche che la terapia antibiotica nelle infezioni gravi spesso non dà i risultati desiderati. Diversi fattori possono contribuire all’insuccesso  del trattamento antibatterico, come, ad esempio, la eventuale localizzazione intracellulare di alcuni microrganismi e la relativa inefficacia degli agenti antibatterici impiegati di penetrare nelle cellule infette. Un approccio utile per ottimizzare la terapia antibatterica, può essere rappresentato dalla veicolazione degli antibiotici in formulazioni liposomiali. In particolare, i liposomi sono stati utilizzati per incapsulare antibatterici appartenente alla classe dei fluorochinoloni [lav. 22,25,57; com. 16,27,31,45,48,62,68].


Per incapsulare la pefloxacina (PFX) e l’ofloxacina (OFX) sono state condotte due procedure di preparazione che hanno portato alla formazione di MLV e di REV. Gli MLV hanno fornito un’efficienza d’incapsulazione nei confronti di OFX e PFX più alte dei REV, specialmente quando i due fluorochinoloni sono stati co-solubilizzati nella fase organica assieme ai componenti lipidici del bilayer fosfolipidico. L’efficienza di incapsulazione è stata aumentata dalla presenza di fosfolipidi carichi negativamente fra i componenti del bilayer liposomiale: più elevata è la percentuale di lipidi carichi, più alta e la quantità di principi attivi incapsulata [lav. 22; com. 16]. Il sistema lipidico che ha mostrato la più alta capacità di incapsulazione è stato DPPC-Chol-DCP (4:3:4 rapporto molare). Un altro parametro che è in grado di influenzare la capacità di incapsulazione delle varie formulazioni liposomiali è la fluidità del bilayer. Infatti, l’efficienza di incapsulazione diminuisce nel seguente modo:

DPPC > DMPC > EggPC
L’incapsulazione ed il rilascio dei due fluorochinoloni è influenzato anche dal pH, poiché sia la PFX che l’OFX presentano nella loro molecola gruppi che possono essere facilmente protonati o deprotonati. I valori di incapsulazione più alti si hanno in condizioni di pH in cui la carica netta delle molecole di OFX e PFX è neutra. Infatti, studi DSC hanno evidenziato che l’interazione OFX-membrana sia dovuta a forze di natura ionica ed idrofobica, e che la permeazione del bilayer lipidico da parte dell’OFX è favorita nell’intervallo di pH 6-7.4 [lav. 20]. L’efficacia dei sistemi liposomiali contenenti i fluorochinoloni è stata valutata in vitro su ceppi batterici patogeni [lav. 22; com 16]. Il carrier liposomiale ha assicurato una riduzioni dei valori di MIC di circa il 50% rispetto ai farmaci liberi (Tabella 7)

Tabella 7 - Valori della minima concentrazione inibente (MIC; µg/ml) di OFX libera o incapsulata in diversi liposomi nei confronti di ceppi batterici patogeni [lav. 22].

	Ceppi batterici
	OFX libera
	DMPC-CH-DP
	DMPC-CH-DPPS

	E. coli ATCC 25922
	0.12
	0.0525
	0.0636

	E. coli ATCC 35218
	0.12
	0.0525
	0.0763

	E. faecalis ATCC 29212
	2.00
	0.4201
	1.0185

	S. aureus ATCC 29213
	1.00
	0.8403
	0.5093

	P. aeruginosa ATCC 27853
	1.00
	1.6806
	2.0371



È stata investigata la realizzazione di sistemi liposomiali unilamellari contenenti ofloxacina (OFX). Tra le varie miscele fosfolipidiche, che sono state studiate, quelle che hanno dimostrato la migliore efficacia in vitro sono state DMPC-Chol-DP (4:3:4 rapporto molare) e DMPC-Chol-DPPS (4:3:4 rapporto molare) [lav. 57]. Come mostrato in Tabella 8, entrambi i sistemi liposomiali risultano più efficaci del farmaco libero nei confronti di diversi ceppi batterici isolati nella pratica clinica. Nel caso della miscela fosfolipidica DMPC-Chol-DP si è avuto un miglioramento della MIC di quattro volte nei confronti della Pseudomonas aeruginosa. Il migloramento dell’efficacia antibiotica dell’OFX, quando è veicolata nei liposomi, è dovuta al maggiore accumulo intracellulare del farmaco. Infatti, il carrier liposomiale, interagendo con le strutture esterne della parete cellulare batterica, può favorire l’ingresso del principio attivo veicolato. Esperimenti di accumulo intrabatterico su ceppi di Escherichia coli e di Pseudomonas aeruginosa (Figura 26) hanno dimostrato che il carrier liposomiale è in grado di aumentare l’ingresso dell’OFX di circa otto volte.

Tabella 8 - Valori della minima concentrazione inibente (MIC; µg/ml) di OFX libera o incapsulata in diversi liposomi nei confronti di ceppi batterici patogeni isolati clinicamente [lav. 57].

	Bacterial strains
	Free drug
	MC-Chol-DP
	MC-Chol-PS

	E.coli
	0.12
	0.03
	0.03

	E.coli
	0.12
	0.03
	0.03

	E.coli
	0.12
	0.03
	0.03

	E.coli
	0.12
	0.03
	0.03

	E.coli
	0.06
	0.015
	0.03

	E.faecalis
	4
	0.25
	0.5

	E.faecalis
	8
	0.25
	1

	E.faecalis
	4
	0.12
	0.5

	E.faecalis
	1
	0.06
	0.12

	E.faecalis
	1
	0.06
	0.12

	S.aureus
	0.12
	0.03
	0.03

	S.aureus
	0.5
	0.12
	0.06

	S.aureus
	0.5
	0.06
	0.06

	S.aureus
	0.5
	0.12
	0.06

	S.aureus
	1
	0.25
	0.12

	P.aeruginosa
	32
	8
	32

	P.aeruginosa
	32
	8
	32

	P.aeruginosa
	8
	4
	8

	P.aeruginosa
	16
	8
	8

	P.aeruginosa
	8
	4
	8



Il carrier liposomiale è stato anche utilizzato per trasportare sostanze ad attività antivirale [lav. 53; com. 42,47,53,57]. In particolare, sono state studiate le potenzialità applicative dei liposomi come carrier oftalmico per l’acyclovir. Allo scopo di migliorare la biodisponibilità del farmaco ed aumentarne la sua selettività, l’acyclovir è stato incorporato in sistemi liposomiali. I liposomi contenenti acyclovir sono stati preparati con diverse metodiche: MLV, FATMLV e REV [lav. 53; com. 42,47]. Le miscele fosfolipidiche sono state solubilizzate in cloroformio. Dopo evaporazione del solvente organico si ottengono dei film fosfolipidici che per idratazione con una soluzione isotonica di acyclovir danno origine agli MLV. I FATMLV sono stati preparati sottoponendo gli MLV a cicli di congelamento/scongelamento. I REV sono stati preparati seguendo la metodica di evaporazione in fase inversa del solvente organico. Si è visto che la quantità di farmaco che viene incapsulata nei liposomi dipende dalla quantità di fase acquosa che il sistema vescicolare è in grado di inglobare. In particolare, i sistemi liposomiali carichi negativamente hanno mostrato i valori più alti di efficienza di incapsulazione. Questo risultato è determinato dall’attrazione elettrostatica tra il farmaco e le teste polari dei fosfolipidi (Figura 27).


Per le prove in vivo sono stati utilizzati dei conigli maschi albini New Zealand. La biodisponibilità oculare di sistemi liposomiali di tipo REV caricati positivamente e contenenti acyclovir è stata valutata nei confronti del farmaco libero e di una miscela liposomi/farmaco. I livelli endooculari di acyclovir sono stati determinati 30 min. dopo l’instillazione delle varie formulazioni (50 (l). I liposomi contenenti acyclovir hanno mostrato un significativo (p<0.005) incremento dei livelli del principio attivo rispetto sia al farmaco libero che alla miscela liposomi/acyclovir [lav. 53; com. 53]. Questi risultati sono probabilmente dovuti al fatto che i liposomi possono interagire con le membrane delle cellule corneali rilasciando il farmaco all’interno della cellula (Figura 28).


I liposomi sono stati impiegati anche come carrier di polinucleotidi ad attività anti-senso per consentirne un migliore attraversamento della membrana cellulare [lav. 49; com. 28,39]. Per bloccare l’espressione del gene che codifica per la proopiomelanocortina, è stato sintetizzato un oligonucleotide antisenso contenenti 30 basi (30-Mer) complementare alla regione di mRNA che determina la sintesi e la regolazione della b-endorfina. La sintesi del 30-Mer è stata effettuata in fase solida con un sintetizzatore di oligonucleotidi applicando la chimica delle fosforoamididi. Il materiale genico è stato purificato mediante cromatografia (HPLC) a scambio ionico. Il 30-Mer antisenso è stato incapsulato all’interno dei liposomi per aumentarne la resistenza nei confronti delle DNase e per migliorarne la penetrazione all’interno delle cellule target. Le metodiche adottate per la preparazione dei liposomi hanno portato rispettivamente alla formazione di vescicole multilamellari, oligolamellari ed unilamellari. Il sistema liposomiale che è sembrato più idoneo come carrier biologico per l’oligonucleotide antisenso è costituito da piccole vescicole unilamellari (diametro medio 50 nm) costituite da DPPC-Chol-DPPS (4:3:4 rapporto molare), caratterizzate da una capacità di incapsulazione di 4.76 ml/mmol. Questa formulazione liposomiale presenta delle spiccate proprietà fusogeniche, che sono di basilare importanza per la terapia genica in quanto assicurano, mediante fusione con le membrane cellulari del sito target, la penetrazione dell’oligonucleotide antisenso direttamente nel citoplasma evitando la via endocitotica che determinerebbe la degradazione massiva del materiale genico [lav. 49]. L’attività antisenso del 30-Mer incapsulato nei liposomi nei confronti dell’oligonucleotide libero è stata valutata determinando in vitro i livelli di b-endorfina in linee cellulari AtT-20. Il 30-Mer non incapsulato nei liposomi non è stato in grado di determinare alcuna diminuzione significativa dei livelli di b-endorfina, mentre la formulazione liposomiale contenente l’oligonucleotide antisenso ha inibito efficacemente l’espressione genica della propiomelanocortina in maniera concentrazione-dipendente. I dati sperimentali hanno messo in evidenza che l’inibizione dell’espressione genica è determinata da un binding sequenza-specifico del 30-Mer con il mRNA target (Figura 29) [lav. 49; com. 39].


La potenziale applicazione dei liposomi come sistemi di trasporto dermico è stata valutata in riferimento alla composizione lipidica ed alle dimensioni delle vescicole [lav. 42]. Sono state realizzate due diverse formulazioni liposomiali: una a base di fosfolipidi classici ed un’altra costituita dai lipidi che rientrano nella composizione della pelle. Utilizzando dei composti radiomarcati è stato possibile valutare la capacità di permeazione delle varie formulazioni. I liposomi costituiti dai lipidi dello strato corneo sono stati in grado di permeare gli strati esterni della pelle molto più facilmente di quelli classicamente formulati. E’ stato molto interessante notare che l’aumento di trasporto a livello dermico non è stato accompagnato da un assorbimento a livello sistemico (Figura 30). Anche la dimensione delle vescicole liposomiali riveste un ruolo fondamentale nell’assorbimento.


I liposomi unilamellari costituiti da lipidi dello strato corneo presentano notevoli potenzialità terapeutiche per il trattamento topico di varie patologie cutanee. Infatti, incapsulando dei farmaci antiinfiammatori steroidei [lav. 46], si è ottenuta una migliore efficacia biologica riducendone contemporaneamente gli effetti tossici a livello sistemico.


In particolare, i principi attivi incapsulati nei sistemi liposomiali sono stati: l’idrocortisone, il triamcinolone ed il betametasone. Per valutare l’efficacia biologica delle varie formulazioni liposomiali rispetto ad una formulazione controllo è stata valutata determinando l’effetto vasocostrittore dei vari corticosteroidi nei confronti di un modello sperimentale di eritema da UV condotto su volontari sani. L’azione antieritematosa è stata valutata mediante una metodica spettrofotometrica in riflettanza diffusa. Come mostrato in Figura 31, le formulazioni liposomiali, a base di lipidi dello strato corneo, sono risultate significativamente più attive rispetto alle formulazioni liposomiali classiche ed a quelle controllo. Inoltre, le formulazioni liposomiali a base di lipidi dello strato corneo danno dei livelli serici di corticosteroidi più bassi rispetto al controllo (Figura 32), evidenziando un minor assorbimento transdermico dei principi attivi. Questo fenomeno garantisce un’azione strettamente topica dei corticosteroidi, evitando l’insorgere di effetti collaterali dovuti all’assorbimento sistemico dei farmaci.


Il carrier liposomiale è risultato particolarmente interessante anche per un possibile utilizzo in campo alimentare [lav. 23,24]. Infatti, il normale processo di maturazione del formaggio di tipo Cheddar può essere accelerato mediante l’aggiunta della neutrase (enzima proteolitico). L’aggiunta dell’enzima tal quale presenta non pochi problemi (attacco prematuro del caglio, scarsa resa in formaggio, caratteristiche organolettiche difformi da quelle ottenute dopo regolare maturazione), che rendono difficoltoso la realizzazione e l’applicazione a livello industriale di tale processo. A tale scopo sono stati realizzati dei liposomi in grado di controllare il rilascio e di modulare l’attività enzimatica. Il carrier liposomiale è stato realizzato mediante una tecnica di congelamento-scongelamento di una sospensione di MLV seguita da estrusione attraverso filtri di policarbonato con pori di 200 nm. Sono state ottenute delle vescicole unilamellari larghe con una distribuzione dimensionale molto stretta (indice di polidispersione = 0.01). La presenza del colesterolo e della DPPS nella matrice lipidica costituente i liposomi ha conferito una buona stabilità al sistema colloidale sia in tampone fosfato che in presenza di siero e/o caglio. La neutrase incapsulata nei liposomi ha accelerato la maturazione del formaggio Cheddar, portando a compimento il processo in sei mesi anziché in un anno (formaggio non trattato) (Figura 33). La formulazione liposomiale ha permesso un utilizzo più sicuro e conveniente della neutrase, riducendone la quantità da utilizzare, aumentando le rese di ottenimento del formaggio, fornendo un siero che conserva ancora dopo il processo un elevato grado alimentare, conferendo al formaggio caratteristiche organolettiche del tutto simili a quelle ottenibili mediante il normale processo di maturazione.


Il candidato durante il periodo di stage, effettuato presso l’Institut fur polymere (ETH-Zentrum, Zurigo), ha studiato delle vescicole lipidiche a base di acidi grassi quali modelli di protocellule per valutare le implicanze dei processi di autopoietici sull’origine della vita [lav. 10,18,19; com. 9,13,14]. Sono state descritte le condizioni in cui le vescicole composte da acido caprilico o da acido oleico sono capaci di dare origine ad un processo autopoietico di  auto-riproduzione,  cioè un aumento del numero di vescicole dettato da unareazione che ha luogo all’interno delle vescicole stesse. Infatti, stratificando dell’anidride caprilica su una soluzione acquosa di idrossido di sodio si ha un processo di idrolisi che avviene all’interfaccia dei due sistemi. Man mano che la reazione procede, si osserva una graduale diminuzione del pH con un contemporaneo aumento della concentrazione di sodio caprilato nella fase acquosa (Figura 34). Quando si raggiunge un valore critico si ha la formazione di vescicole di acido caprilico/sodio caprilato che autocatalizzano la reazione dando origine a nuovi sistemi vescicolari. I processi autopoietici delle vescicole di acido oleico o di acido caprilico sono influenzate positivamente dalla temperatura (Figura 35).

4.2.1.4. I Prodrugs e la Iontoforesi

Nell’ambito di una serie di ricerche riguardanti l’approccio chimico per l’ottimizzazione delle proprietà chimico-fisiche e terapeutiche di farmaci (prodrugs, bioconiugati), il candidato ha partecipato agli studi riguardanti la preparazione di differenti serie di derivati e coniugati del metotrexato (MTX) con spiccate proprietà di lipofilia [lav. 39; com. 59].


L’applicazione clinica di questo agente antitumorale è infatti spesso limitata dalla comparsa di resistenza nelle cellule tumorali, legata a diversi possibili fenomeni. In particolare, nell’uomo è frequentemente osservata una forma di “transport-resistance”, ovvero la capacità, da parte delle cellule neoplastiche, di bloccare l’efficienza del sistema di trasporto attivo dei folati ridotti (RFC), necessario per l’uptake intracellulare dei folati fisiologici ma anche dei farmaci antifolati, quale il MTX. Uno degli approcci più interessanti per il superamento di questo problema è quello di ricorrere a derivati più liposolubili del farmaco, cioè a molecole che, pur mantenendo immutata la loro affinità nei confronti degli enzimi bersaglio del MTX (DHFR, timidilato sintetasi), sono in grado di penetrare per diffusione passiva nelle cellule tumorali, scavalcando un eventuale blocco del sistema carrier RFC. Tra i composti in questione, sono state descritte una serie di (,(-bis(ammidi) del MTX con ammine alifatiche a lunga catena (C10-C18) (Figura 36) [lav. 39].


Ultimamente si stanno valutando le potenzialità della iontoforesi. Infatti, La cute rappresenta una utile via per la somministrazione locale e sistemica di molti farmaci; tuttavia, le eccellenti proprietà di barriera della pelle limitano l'efficacia delle formulazioni dermatologiche tradizionali. La iontoforesi si è dimostrata una valida alternativa, in quanto è in grado di permettere il rilascio transdermico di farmaci carichi e altamente idrofili, come pure di molecole ad alto  peso molecolare (polipeptidi e proteine). Tramite l'applicazione di due elettrodi sulla superficie della pelle, al di sotto di uno dei quali viene posta una soluzione contenente un farmaco, viene creato un campo elettrico in modo da assicurare il rilascio di quantità predeterminate di farmaco nell'epidermide e nei tessuti sottostanti [lav. 38,41].

4.2.2. Ricerca su Sistemi Vescicolari come Modelli di Biomembrane


I liposomi oltre che come drug delivery systems possono essere utilizzati come modelli di membrane biologiche, dato che mimano molti aspetti dei doppi strati fosfolipidici che costituiscono i substrati biologici. E’ noto che i fosfolipidi svolgono un importante ruolo nelle membrane biologiche in quanto costituiscono un supporto per il materiale proteico di membrana e contemporaneamente una barriera permeabile tra l’ambiente interno e quello esterno alla cellula. Anche una singola specie fosfolipidica come la DPPC può rappresentare un ottimo modello di membrana, in quanto è in grado di mantenere i requisiti di cristallo liquido propri dei bilayer delle membrane cellulari. Quale metodica di indagine è stata utilizzata la calorimetria a scansione differenziale (DSC).


Utilizzando delle biomembrane di DPPC è stato possibile studiare in vitro le interazioni che intercorrono fra le varie ciclodestrine ed i bilayers fosfolipidici [lav. 37; com. 24,32,51]. In particolare è stata messa in evidenza la capacità della DM-(-CyD di complessare le molecole di DPPC che costituiscono la biomembrana, alterandone le caratteristiche termotropiche (riduzione dei valori di (H). La TM-(-CyD ha mostrato un comportamento diverso rispetto alla DM-(-CyD, interagendo direttamente con le vescicole di DPPC ed alterando l’impaccamento ordinato del bilayer fosfolipidico (Figura 37). Contrariamente alle precedenti ciclodestrine, la (-CyD e la HP-(-CyD non hanno mostrato alcuna particolare interazione con le vescicole di DPPC. Considerando che il colesterolo è un costituente fondamentale delle membrane biologiche, l’interazione delle varie ciclodestrine è stata estesa a delle biomembrane di DPPC-colesterolo (10% mol). In questo caso, oltre alla DM-(-CyD ed alla TM-(-CyD anche la (-CyD è stata in grado di interagire con queste membrane, estraendo il colesterolo dalle vescicole e complessandolo. Questa situazione ha causato un aumento dei valori di (H associati alla transizione di fase delle biomembrane (Figura 38). Anche in questo caso la HP-(-CyD non ha mostrato nessuna alterazione delle proprietà termotropiche delle vescicole sottoposte ad analisi DSC (Figura 38). I dati ottenuti in questo studio concordano con altri dati in vitro ed in vivo che riguardano la tossicità del carrier ciclodestrinico dopo somministrazione sistemica. Infatti, la capacità di alterare in vario modo i costituenti delle membrane biologiche e, come conseguenza, le proprietà delle membrane, causa un’alterazione dell’omeostasi cellulare e quindi un danno. 


I liposomi sono stati anche utilizzati per studiare in vitro le interazioni del MTX con i substrati biologici [lav. 26; com. 15]. I risultati ottenuti hanno evidenziato delle interazioni di tipo elettrostatico fra le molecole caricate negativamente del MTX e le teste polari della DPPC, che presentano una debole carica positiva verso la parte più esterna dei bilayers. Dai dati DSC non è emersa alcuna interazione tra il MTX e la parte idrofobica dei bilayer fosfolipidici. Infatti, la presenza del MTX non ha causato alcuna variazione della temperatura di transizione delle vescicole di DPPC (42 °C), ma solamente un aumento dei valori di (H, evidenziando un’interazione MTX-biomembrana di tipo esclusivamente polare. Questi risultati hanno messo ulteriormente in evidenza la scarsa propensione del MTX ad attraversare le membrane lipidiche attraverso un semplice processo di diffusione e, quindi, l’impossibilità di raggiungere i compartimenti interni. I risultati ottenuti con l’analisi DSC correlano molto bene con alcuni esperimenti biologici in vitro in cui si valuta l’attività del MTX nei confronti di linee cellulari sensibili oppure resistenti al MTX per la mancanza di un valido sistema di trasporto attraverso le membrane (Figura 39). 


Inoltre, è stata studiata l’iterazione dei prodrugs del MTX [lav. 39] con modelli di membrana di DPPC [lav. 50; com. 33,49], in modo da valutare se la derivatizzazione del farmaco con le ammine alifatiche a lunga catena consente una migliore interazione con le biomembrane. I risultati ottenuti hanno evidenziato che il miglior derivato ammidico ai fini dell’interazione con delle biomembrane è il bis(tetradecil)-derivato [com. 25,33]. E’ interessante notare che sussiste una buona correlazione tra interazione in vitro con modelli di membrane biologiche e l’attività antitumorale dei derivati bis-ammidici del MTX (Figura 40).


E’ stata studiata l’interazione dell’Ofloxacina (OFX) con un modello di membrana biologica costituito da DPPC [lav. 20,64]. Infatti, l’interazione fra i fluorochinoloni e la membrana cellulare potrebbe essere il primo stadio del processo di diffusione verso l’interno della cellula batterica. L’OFX ha due gruppi ionizzabili, che si possono protonare e deprotonare in funzione del pH, conferendo alla molecola di volta in volta differenti proprietà fisico-chimiche. Si è visto che il pH del mezzo è in grado di influenzare il tipo di interazione con la membrana lipidica. Dai risultati ottenuti sembrerebbe che l’interazione OFX-membrana sia dovuta a forze di natura ionica ed idrofobica, e che la permeazione del “bilayer” lipidico da parte dell’OFX è favorita nell’intervallo di pH 6-7.4.


Membrane modello di DPPC sono state anche utilizzate per studiare l'interazione e le proprietà di penetrazione del trimetoprim e del brodimoprim in funzione del grado di protonazione dei due principi attivi [lav. 45; com. 67]. Entrambi i principi attivi sono in grado di interagire con le teste polari di fosfolipidi quando si trovano in forma protonata (Figura 41). Si è visto che la protonazione gioca un ruolo fondamentale anche nella permeazione dei due principi attivi attraverso i doppi strati lipidici. Infatti, le forme protonate dei principi attivi risultano essere meno permeabili. Le caratteristiche termotropiche dell’interazione farmaco/DPPC sono state correlate con l’uptake dei due principi attivi da parte di cellule neutrofile umane. Questi dati hanno messo in evidenza che il brodimoprim viene intrappolato all’interno dei neutrofili in quantità maggiori rispetto al trimetroprim. Si è osservato che il fenomeno dell’uptake è determinato dal gradiente di pH che si instaura tra l’interno della cellula (pH 4.5) e l’esterno (pH 7.3). In queste condizioni sia il brodimoprim che il trimetoprim riescono ad entrare nel citosol cellulare, ma i bassi valori di pH determinano la protonazione dei due farmaci impedendone la fuoriuscita (Figura 42). Questo tipo di studio ha evidenziato l’importanza delle proprietà chimico-fisiche del brodimoprim e del trimetoprim nel determinarne la via di permeazione e le caratteristiche di accumulo intracellulare.


Sono ancora in corso degli studi su modelli di membrana per poter valutare la capacità di permeazione dei fluorochinoloni attraverso le membrane batteriche. In particolare, si sta cercando di capire il meccanismo di “self-promoted entrance pathway”, che sembra svolgere un ruolo importante al fine dell’ingresso intracellulare di questo tipo di molecole.

Tabella 9 - Parametri termotropici della transizione di fase di biomembrane di DPPC prepate in presenza di differenti frazioni molari di Leu A [lav. 56].a
	Leu-A (frazione molare)
	Tm °Cb
	(H (J/g)
	(T½c °C

	0.00d
	42.2
	42.4
	0.9

	0.01
	42.2
	42.1
	0.9

	0.02
	41.8
	40.5
	1.1

	0.04
	41.5
	38.9
	1.3

	0.06
	41.1
	36.9
	1.8

	0.09
	39.8
	36.7
	2.1

	0.12
	39.6
	36.5
	3.2

	0.14
	39.4
	36.7
	5.3

	0.16
	39.1
	36.4
	6.1


aOgni valore è la media di tre differenti esperimenti. bTemperatura di transizione. cLarghezza a metà altezza del picco principale di transizione. dVescicole di DPPC preparate in assenza di farmaco a pH 7.4.


Recentemente un notevole interesse scientifico è stato rivolto nei confronti di composti di origine naturale, che presentano una certa attività farmacologica. In particolare, è stata oggetto di studio la leucinostatina A (Leu A), nonapeptide ad attività antibatterica ed antimicotica [lav. 56; com. 41]. Per valutare l’interazione di questa molecola nei confronti delle membrane biologiche e per cercare di capirne il meccanismo d’azione, sono stati fatti degli studi in vitro su modelli di membrana biologica a base di DPPC e su culture cellulari di timociti di topo. L’interazione della Leu A con i modelli di membrana è stata studia mediante calorimetria a scansione differenziale e spettroscopia IR in trasformata di Fourier. La presenza della Leu A nei modelli di membrana ne determina una sostanziale perturbazione dei parametri termotropici (Tabella 9). I risultati ottenuti hanno dimostrato che la molecola della Leu A si dispone nelle membrane di DPPC con la sua piccola porzione idrofila a livello delle teste polari dei fosfolipidi, mentra la parte idrofobica della molecola si intercala con le catene aciliche dei fosfolipidi. E’ stato interessante notare che quando la presenza di Leu A nelle membrane di DPPC raggiunge una frazione molare superiore a 0.03, si ha l’autoaggregazione del nonapeptide in forme sopramolecolari, molto similari a canali ionici. Per verificare questa ipotesi sono stati condotti degli esperimenti sia su cellule che su modelli di membrana atti a determinare la permeabilità dello ione calcio in funzione della concentrazione di Leu A (Figura 43). Questi esperimenti hanno evidenziato una significativa attività ionoforica del nonapeptide a concentrazioni superiori ad una frazione molare di 0.03, confermando una correlazione tra le proprietà di autoaggregazione e l’aumento di permeabilità allo ione calcio.


Nel corso degli ultimi anni, la possibilità di impiegare formulazioni liposomiali per la veicolazione di principi attivi attraverso la pelle è stata oggetto di un crescente interesse sia in campo cosmetico che farmaceutico. E’ stata valutata l’influenza di alcuni parametri chimico-fisici (fluidità del bilayer, dimensione media, ecc.) dei sistemi liposomiali sul tipo di trasporto (dermico o transdermico) che il carrier liposomiale può assicurare [com. 55,60,74]. L’interazione tra i fosfolipidi utilizzati per la preparazione dei liposomiali ed i modelli di membrana a base di DPPC è stata valutata mediante esperimenti DSC. I parametri calorimetrici relativi alle varie formulazioni liposomiali hanno messo in evidenza come i fosfolipidi che presentano delle catene aciliche con delle insaturazioni riescono a perturbare in maniera significativa l’impaccamento lipidico delle membrane di DPPC, causando un notevole allargamento del picco principale di transizione con una notevole riduzione della co-operatività del sistema. La differente capacità di trasporto delle varie formulazioni liposomiali è stata determinata mediante esperimenti di assorbimento percutaneo in vitro. Gli esperimenti di permeazione in vitro sono stati effettuati utilizzando celle di diffusione statiche di tipo "Franz" impiegando campioni di pelle umana costituiti da strato corneo ed epidermide. Come molecole modello sono state utilizzate: un probe fluorescente (calceina) ed un flavonoide (diosmina).


Le membrane di DPPC sono state utilizzate anche come biosensori per determinare il rilascio ed il trasferimento di principi attivi da sistemi microparticellari [com. 26,35,44].

4.2.3. La Ricerca in Campo Analitico Farmaceutico


Di particolare importanza è lo studio e la realizzazione di metodiche analitiche innovative da poter applicare in campo farmaceutico per la determinazione dei vari principi attivi presenti in specialità medicinali comunemente utilizzate. Infatti, la formulazione di preparati farmaceutici sempre più complessi, caratterizzati non solo dalla presenza di varie fasi (composti multifasici), ma anche da più componenti (composti di strutturazione del veicolo, conservanti, stabilizzanti, antiossidanti, aromatizzanti, ecc.), richiede la messa a punto di metodiche analitiche sensibili, selettive, accurate e precise per la determinazione dei farmaci. Requisiti fondamentali da tenere presente nello sviluppo di metodiche analitiche sono sia i tempi richiesti per l’esecuzione dell’analisi che la riproducibilità nel tempo della metodica.

4.2.3.1. Metodiche Cromatografiche - HPLC -


La cromatografia HPLC è una delle metodiche analitiche più frequentemente utilizzate in campo farmaceutico per la determinazione dei principi attivi nelle varie formulazioni farmaceutiche. In particolare, è stato messo a punto un metodo per la determinazione simultanea diretta, mediante HPLC in fase inversa, di colliri contenenti antazolina fosfato e tetraidrozolina cloridrato [lav. 4]. Il procedimento cromatografico si è dimostrato rapido, semplice ed accurato per la valutazione quantitativa dei due farmaci in formulazioni oftalmiche.

4.2.3.2. Metodiche Spettrofluorimetriche


Particolare attenzione è stata dedicata nello studio delle potenzialità applicative della spettroscopia di fluorescenza nel campo dell’analitica farmaceutica. Questa metodica è caratterizzata da una elevatissima sensibilità e rapidità di esecuzione. In alcuni casi può essere resa altamente selettiva nei confronti di determinate molecole come nel caso dell’acido acetilsalicilico (ASA) e dell’acido salicilico (SA). E’ stato messo a punto una metodica spettrofluorimetrica in fase solida per la determinazione simultanea di ASA e di SA in varie formulazioni farmaceutiche [lav. 5; com. 1]. La particolarità di questa metodica è la possibilità di condurre l’analisi direttamente nella formulazione solida senza alcun pretrattamento del campione (solubilizzazione, estrazione, separazione, ecc.), che si rendono necessari in altre metodiche analitiche (metodi colorimetrici, UV, cromatografici). L’assenza di particolari manipolazioni del campione da analizzare rende questo metodo indipendente dal processo di campionamento. Inoltre, questa metodica spettrofluorimetrica non è soggetta ad interferenza da parte delle sostanze presenti nelle varie formulazioni farmaceutiche.


La sensibilità del metodo spettrofluorimetrico in fase solida nei confronti del SA (Figura 44), prodotto di idrolisi del ASA, è stata aumentata di circa 100 volte assemblando in laboratorio un apparato di fluorescenza in cui il detector è posizionato in linea con la sorgente luminosa di eccitazione (spettrofluorimetria ad angolo 0), anziché a 90° come nei comuni fluorimetri. Il sistema di rivelazione non è sensibile alla lunghezza d’onda di eccitazione mentre è molto sensibile alle lunghezze d’onda di emissione nell’intervallo 350-800 nm. Questo metodo analitico ha presentato notevoli vantaggi rispetto a metodiche HPLC o alla metodica colorimetrica riportata nella USP. La sensibilità di questa metodica spettrofluorimetrica è di 10-8g [lav. 14; com. 3].


Particolare attenzione è stata dedicata allo studio delle potenzialità applicative della spettroscopia di fluorescenza risolta nel tempo nel campo dell’analitica farmaceutica. Infatti, non sempre la spettroscopia di fluorescenza è selettiva o è possibile renderla tale nei confronti dei vari composti. Molti principi attivi (anfetamine, barbiturici) e macromolecole peptidiche (albumine) presentano caratteristiche spettroscopiche molto similari all’interno della stessa famiglia di composti, nonostante delle leggere diversità strutturali. La valutazione dei tempi di decadimento di fluorescenza di alcuni principi attivi e di molecole proteiche (albumine), che presentano similari caratteristiche spettroscopiche, ha permesso di differenziare fra di loro i vari composti. Infatti, composti che presentano spettri UV e di fluorescenza uguali, come diverse albumine di varia origine, hanno tempi di decadimento di fluorescenza totalmente differenti [lav. 40; com. 8,21,30]. Assemblando in laboratorio un apparato sperimentale, è stato possibile misurare i tempi di decadimento dell’albumina serica di origine umana (HSA) e di quella di origine bovina (BSA), che presentano rispettivamente un decadimento di fluorescenza di 2.3 e di 4.5 nsec (Figura 45).

4.2.3.3. Analisi Spettrofotometrica UV


L’analisi in fase solida di formulazioni farmaceutiche può essere eseguita anche con la spettroscopia UV in riflessione [lav. 34]. Per alcune formulazioni farmaceutiche commerciali contenenti vari principi attivi (ASA, SA, Caffeina, 4-acetammidofenolo e cimetidina) è stata dedotta la parte immaginaria dell’indice di rifrazione complesso (coefficiente di estinzione) dai loro spettri UV in riflessione speculare. Questa metodica analitica potrebbe essere preferita alle classiche metodiche UV in trasmissione ed applicata in tutti quei casi particolari in cui si richiede una analisi non-distruttiva del campione. Inoltre questa metodica non risulta influenzata dagli effetti del solvente (si esegue in fase solida) e dallo spessore del campione.

4.2.3.4. Spettroscopia nel Vicino Infrarosso - NIR -

In uno studio sono state prese in considerazione le potenziali applicazioni le potenziali applicazioni della spettroscopia nel vicino infrarosso in campo cosmetico per la caratterizzazione sia in vitro che in vivo della pelle [lav. 30]. La spettroscopia in riflettanza attenuata nel vicino infrarosso permette la determinazione sia del contenuto di acqua totale della pelle che quello dei singoli componenti che costituiscono la pelle (strato corneo, epidermide e derma). Questa tecnica offre la possibilità di determinare direttamente i cambiamenti che si hanno nei vari tipi di acqua (acqua libera, di sistema o legata a proteine), presenti nei vari strati della pelle. La spettroscopia nel vicino infrarosso permette inoltre la valutazione degli effetti di diffrazione della luce sulla pelle. La tecnica qui riportata rappresenta un metodo oggettivo, preciso, sensibile, riproducibile e non-invasivo per determinare in maniera diretta gli effetti dell’umidità sui diversi tipi di acqua. È quindi possibile la determinazione in vivo dell’efficacia biologica di vari preparati dermatologici e/o cosmetici per mezzo di semplici misure di riflettanza nel vicino infrarosso (Figura 46).

4.2.3.5. Risonanza Magnetica Nucleare - NMR -

E’ stato condotto uno studio molto accurato sulle caratteristiche spettroscopiche dell’ofloxacina, valutando gli spettri 1H, 13C e 15N NMR [lav. 44]. In particolar modo, sono state investigate le proprietà conformazionali delle due regioni mobili della molecola dell’Ofloxacina: l’anello piperazinico e quello benzoxazinico. I dati spettroscopici hanno messo in evidenza che l’anello benzoxazinico condensato ha una conformazione tale da avere l’atomo C-2 al di sotto del piano medio molecolare ed il gruppo 3-CH3 in una posizione pseudo-assiale, con il gruppo piperazinico che mantiene una conformazione favorevole alla coniugazione del N-1I con l’anello aromatico. Queste osservazioni possono essere estremamente utili in studi SAR e per una attenta valutazione dell’attività biologica di questo antibiotico.

4.2.4. Aspetti Normativi su Argomenti d’Interesse Farmaceutico


Per quanto riguarda questo tipo di ricerca il candidato si è interessato del problema della Farmacovigilanza. In un primo lavoro [lav. 51], viene definito il concetto di farmacovigilanza. Secondo la definizione proposta dal OMS, alla farmacovigilanza spetta il controllo e la ricerca di reazioni avverse e rare di un farmaco durante il periodo di commercializzazione. I potenziali vantaggi della farmacovigilanza sono stati messi in evidenza prendendo in considerazione tutte le deficienze e/o mancanze sperimentali che si hanno durante le varie fasi di sviluppo di un farmaco: fase pre-clinica e fasi cliniche. In particolare, è stata messa in evidenza l’utilità e l’importanza della farmacovigilanza, facendo riferimento a tre casi eclatanti di comparsa di gravi effetti collaterali dopo la commercializzazione dei medicamenti: Talidomide, Practololo e Cliochinolo.


In un secondo lavoro [lav. 55], si è messo in evidenza che l’effettiva attività di un medicamento è la capacità che esso possiede di indurre l’effetto desiderato. Per il sicuro utilizzo di un medicamento è necessario stabilire il rapporto rischio-beneficio. A tal proposito la farmacovigilanza rappresenta una metodologia efficace per mettere in evidenza l’insorgenza di reazioni avverse, o di effetti collaterali, durante l’impiego di un medicinale. Le reazioni avverse sono classificate in due tipi. I meccanismi che determinano le reazioni avverse sono fondamentalmente tre: tecnologico-farmaceutico, farmacocinetico e farmacodinamico. Per rilevare le reazioni avverse si applicano due differenti metodologie, quella descrittiva e quella analitica. Il metodo descrittivo si basa sui “case reports”, mentre quello analitico si basa sugli studi di coorte, caso-controllato e trasversale.


Nell’ultima nota [lav. 59] si fa una disamina sull’evoluzione ed il susseguirsi delle leggi in materia di farmacovigilanza. É stato messo in evidenza come è stato possibile, mediante una serie di interventi legislativi, il passaggio da una forma di farmacovigilanza passiva ad una di tipo attivo. Inoltre, la normativa italiana è stata messa in relazione con quella comunitaria ed internazionale, mettendo in evidenza il recepimento delle direttive CEE. Sono state presentate ed esaminate criticamente le difficoltà oggettive che si incontrano nell’attuazione del sistema di farmacovigilanza sia a livello italiano che internazionale. In funzione della normativa vigente, si reputano necessari ulteriori interventi da parte dell’Autorità Sanitaria, che deve studiare dei sistemi di farmacovigilanza sempre più efficaci, in modo da farsi garante e da tutelare in maniera più incisiva la salute del cittadino.

Capitoli di Libri

Il Prof. Massimo Fresta è stato invitato a curare la stesura di capitoli monografici in libri internazionali, aventi per oggetto tematiche di carattere tecnologico [lav. 52,58,61]. 
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4. Attività di Ricerca
4.1. Notizie Generali sull’Attività di Ricerca

La Dott.ssa Donatella Paolino ha cominciato la propria attività di ricerca scientifica con la preparazione, presso il Dipartimento di Scienze Farmaceutiche dell’Università degli Studi di Catania, della tesi sperimentale di laurea riguardante la valutazione di emulsioni multiple per uso cosmetico. Subito dopo la laurea, la Dott.ssa Donatella Paolino ha continuato la propria attività scientifica collaborando con il gruppo di ricerca diretto dal Prof. Giovanni Puglisi. Durante questo periodo, la Dott.ssa Donatella Paolino ha approfondito le sue conoscenze scientifiche indirizzando la sua attività di ricerca sia nel campo dei Drug Delivery Systems, sia nel campo dell’utilizzo di substrati biologici per la valutazione dei sistemi carrier.


Per quanto riguarda la ricerca sui Drug Delivery Systems, sono stati investigati drug carriers di varia natura: sistemi molecolari (ciclodestrine), sistemi polimerici di natura particellare (nanosfere e nanocapsule), sistemi di natura vescicolare (liposomi, etosomi e trasferosomi) e sistemi di natura emulsiva e sopramolecolare (microemulsioni, emulsioni siliconiche, organogel di lecitina e fasi liquido-cristalline).

1. SISTEMI MOLECOLARI. Le ciclodestrine sono state utilizzate per veicolare diversi tipi di farmaci: ad attività antiinfiammatoria, come l’acido 4-bifenilacetico ed il celecoxib; ad azione neurotrofica e cerebrostimolante come l’idebenone; farmaci ad azione antitumorale come il paclitaxel; farmaci per il sistema cardiovascolare, come la molsidomina. I complessi in ciclodestrina sono stati formulati anche per aumentare l’assorbimento transdermico della papaverina e del celecoxib. Utilizzando delle vescicole di DPPC come modelli di membrana biologica, sono state studiate ed ipotizzate le possibili interazioni fra varie ciclodestrine naturali e modificate con i substrati biologici.

2. SISTEMI POLIMERICI DI NATURA PARTICELLARE. I sistemi particellari hanno il vantaggio di essere dei sistemi colloidali più stabili rispetto a quelli vescicolari, presentando, anche una maggiore conservabilità. Nell’ambito di questa ricerca, la Dott.ssa Donatella Paolino ha investigato le potenzialità farmaceutiche come drug delivery system sia di nanocapsule che di nanosfere. Anche in questo caso, i sistemi carrier sono stati proposti sia per la somministrazione sistemica che topica. Per quanto riguarda la possibile somministrazione sistemica, sono state preparate delle nanocapsule di poli-etil-cianoacrilato contenenti idebenone. Nel caso della somministrazione topica, sono state investigate le potenzialità applicative a livello oftalmico di nanoparticelle a base di poli-d,l-lattide ricoperti di PEG contenenti acyclovir.

3. SISTEMI DI NATURA VESCICOLARE. I sistemi vescicolari per le loro peculiari caratteristiche morfologico-strutturali sono stati impiegati come drug carrier per la veicolazione di farmaci. In particolare, i sistemi vescicolari sono stati utilizzati sia per la veicolazione sistemica che topica. Per la veicolazione sistemica di farmaci quali l’idebenone (cerebrotonico, antiossidante) e la gemcitabina (antitumorale) sono stati utilizzati dei liposomi peg-ylati, in modo da poter garantire una lunga emivita ed una biodistribuzione governata da fenomeni EPR (Enhanced Permeation and Retention). I farmaci veicolati per via topica sono stati soprattutto composti di origine naturale, come l’estratto della centella asiatica (stimolatore della biosintesi del collagene), il glicirizzato d’ammonio (antinfiammatori non steroideo) e la diossina (flavonoide vasoprotettore). Tutti questi principi attivi possono avere sia valenza cosmetica che terapeutica. Per migliorare l’assorbimento percutaneo dei principi attivi di origine naturale sono stati realizzati, caratterizzati e valuatati dei sistemi vescicolari con spiccate caratteristiche di permeazione percutanea, come liposomi a base di acido oleico, etosomi (vescicole ricche in etanolo) e liposomi ultradeformabili (vescicole ricche in sali biliari).

4. SISTEMI DI NATURA EMULSIVA E SOPRAMOLECOLARE. I sistemi microemulsivi presentano delle caratteristiche peculiari che li differenziano rispetto alle emulsioni, la più rappresentativa è sicuramente la stabilità. Le microemulsioni lecitiniche sono state investigate dalla Dott.ssa Donatella Paolino per la somministrazione topica del ketoprofene (per uso percutaneo) e dell’indometacina (per uso oftalmico). Una interessante ed innovativo veicolo per l’applicazione cutanea di sostanza che devono svolgere la loro azione sulla cute e che non devono oltrepassare la barriera cutanea, come per esempio i filtri solari, è rappresentato dalle emulsioni siliconiche. 

Altra tipologia di veicoli investigati dalla Dott.ssa Donatella Paolino è rappresentata dagli aggregati lipidici sopramolecolari, in particolar modo gli organogel di lecitina e le fasi liquido cristalline. Entrambi i carrier sono stati valutati per uso topico, principalmente percutaneo (farmaco utilizzato è stato il celecoxib), transmucosale (il farmaco utilizzato è stato il sertaconazolo) ed oftalmico (farmaco utilizzato è stato l’acyclovir). 


La Dott.ssa Donatella Paolino, inoltre, si è occupata della realizzazione di modelli sperimentali sia in vitro che in vivo per la valutazione biologica delle potenzialità terapeutiche, dei vari sistemi carrier investigati. In particolare, la Dott.ssa Donatella Paolino ha focalizzato la sua esperienza su metodiche non invasive quali la spettrofotometria di riflettanza per la valutazione in vivo su volontari sani dei vari veicoli investigati per uso topico.

Considerando l’interesse nell’ambito della veicolazione di principi attivi a livello del SNC, la Dott.ssa Donatella Paolino ha pure partecipato alla messa a punto di modelli in vitro, sull’effetto del perossinitrito sull’apoptosi indotta da macrofagi infettati da HIV, ed in vivo sull’effetto delle stimolazioni acustiche sugli effetti elettrocorticografici del l’ecstasy. 

4.2. Descrizione Dettagliata dell’Attività di Ricerca

Molti principi attivi svolgono la loro azione terapeutica interagendo con la struttura cellulare o con processi funzionali. Per ottenere una determinata risposta terapeutica occorre che una quantità ottimale del principio attivo deve essere assorbita e trasportata al sito di azione al momento opportuno, ed inoltre la frequenza delle successive somministrazioni deve essere regolata in modo tale da mantenere dei livelli ematici terapeuticamente efficaci per tutto il tempo necessario. La distribuzione dei principi attivi in distretti biologici diversi da quelli del sito di azione e degli organi di eliminazione, non è necessaria ed è, invece, spesso controproducente e causa degli effetti collaterali. 


Il requisito fondamentale di un "drug delivery system" consiste nella distribuzione selettiva del principio attivo con un "uptake" minimo nei siti diversi da quello attivo. I carrier studiati quali potenziali candidati per poter aumentare l’indice terapeutico di vari principi attivi sono stati le ciclodestrine, sistemi colloidali di natura polimerica (micro- e nanosfere) ed i liposomi. 

4.2.1. Sistemi Molecolari ‑ Le ciclodestrine


Le ciclodestrine (CyDs) sono oligosaccaridi ciclici, costituiti da unità di D(+)glucosio legate da legami glucosidici ((1(4). Le CyDs sono ottenute per via enzimatica dall’amido (CyDs naturali), oppure possono essere modificate chimicamente (CyDs modificate) per ottenere molecole con migliori caratteristiche di solubilità e biocompatibilità.


Le CyDs sono caratterizzate dal possedere una cavità con caratteristiche apolari, all’interno della quale si possono collocare molecole anch’esse apolari. Si ha in questo modo la formazione di una vera e propria “microincapsulazione molecolare”, che modifica sensibilmente le caratteristiche chimico-fisiche delle molecole incluse, quali: stabilità, solubilità in acqua, velocità di dissoluzione. L’incapsulazione di un principio attivo in CyDs naturali o modificate può migliorare la biodisponibilità e ridurre l’idrolisi e la fotodecomposizione.


E’ generalmente accettato che l’aumento di biodisponibilità ottenuto dopo somministrazione dei complessi di inclusione sia imputabile alla migliorata solubilità in acqua dei farmaci inclusi. Tuttavia, recenti ricerche hanno messo in evidenza la capacità delle CyDs di agire quali promotori di assorbimento dei farmaci. Sembra infatti che i macrocicli siano in grado di complessare i fosfolipidi di membrana alterandone la permeabilità ai farmaci. Sulla base di questo presupposto è stata valutata la capacità della (-CyD naturale e modificata (DM-(-CyD e HP-(-CyD) di migliorare l’assorbimento transdermico della papaverina (PAP) [Pub. 5]. La PAP (formula di struttura riportata in Fig.1) è un farmaco dotato di attività deprimente sulla muscolatura vasale e sugli organi a muscolatura liscia. Recentemente è stata dimostrata la sua efficacia nel trattamento topico dell’impotenza.


Per valutare la funzione penetration enhancer delle CyDs sono stati condotti esperimenti di assorbimento percutaneo in vitro, utilizzando pelle addominale di ratto. La PAP, per se,  mostra una scarsa capacità di permeare attraverso le membrane, probabilmente per le sue caratteristiche chimico-fisiche. La PAP infatti è in grado di interagire con le teste polari, ma non con il doppio strato lipidico, di vescicole di DPPC, utilizzate come modelli di biomembrane. Il meccanismo con cui le diverse CyDs possono migliorare la permeazione transcutanea del principio attivo dipende dalle loro capacità complessanti. A pH 7.4, quando la PAP è inclusa nei macrocicli, l’aumento di flusso percutano osservato può essere imputato all’aumento di solubilità del farmaco in seguito alla complessazione. A pH 3.5 non si osserva nessuna interazione farmaco-CyDs, pertanto  un aumento di permeazione del farmaco può essere imputabile esclusivamente ad una azione diretta dei carrier sullo strato corneo. A basse concentrazioni (2%, p/v) si osserva in presenza di dimetil-(-CyD un leggero aumento del flusso transcutaneo di PAP. Al contrario, la idrossipropil-(-CyD risulta inefficace in seguito alla sua scarsa interazione con i componenti lipidici del doppio strato lipidico. 

A maggiori concentrazioni di CyDs (10% e 20%, p/v), entrambe le CyDs modificate sono in grado di aumentare la permeazione attraverso la pelle di ratto, in particolare la idrossipropil-(-CyD.


La costante di stabilità del complesso è stata determinata con la procedura di Benesi-Hildebrand. Per entrambi i complessi sono stati ottenuti valori di costanti di stabilità molto bassi che evidenziano l’instaurarsi di interazioni molto deboli (78, 93 e 154 M-1 rispettivamente per PAP-HP-(-CyD, PAP-(-CyD e PAP-DM-(-CyD). Per quanto riguarda la HP-(-CyD non sono stati raggiunti risultati significativi in grado di confermare l’avvenuta inclusione della PAP. In seguito alla scarsa capacità complessante mostrata dalle CyDs nei riguardi della PAP, non si osserva un significativo aumento della solubilità in acqua del principio attivo.


Per valutare la funzione penetration enhancer delle ciclodestrine, sono stati condotti degli esperimenti di assorbimento percutaneo utilizzando della pelle addominale di ratto. I risultati ottenuti (Figura 2) hanno dimostrato che il complesso PAP-DM-(-CyD è in grado di assicurare il maggiore assorbimento percutaneo del farmaco.


Considerando che l’effetto penetration enhancer può essere anche concentrazione dipendente, sono stati condotti degli esperimenti a diverse concentrazioni di ciclodestrine. In particolare, sono state utilizzate delle concentrazioni di DM-(-CyD e di HP-(-CyD al 10% e 20% (p/v). Come mostrato in Figura 3, entrambe le ciclodestrine sono state in grado di aumentare considerevolmente la permeazione transcutanea della PAP. Delle due ciclodestrine, l’HP(-CyD ha mostrato delle maggiore proprietà penetration enhancer.


Dal momento che il principale campo di ricerca della Dott.ssa Donatella Paolino è l’applicazione topica, si sono investigati dei complessi con le ciclodestrine destinati alla applicazione topica di farmaci. In particolare è stata valutata la capacità di due ciclodestrine modificate (la HP-β-ciclodestrina e da DM-β-ciclodestrina) di influenzare la permeazione per cutanea attraverso membrane di pelle umana isolata del celecoxib (un farmaco antinfiammatorio non steroideo in grado COX-2 selettivo) [Pub. 23]. E’ stato osservato che l’interazione la DM-β-ciclodestrina è in grado di includere il celecoxib sia allo stato solido che in soluzione, incrementando in modo significativo la solubilità. In presenza di HP-β-ciclodestrina si ottiene solo una dispersione solida, e in soluzione il celecoxib interagisce esternamente con il macrociclo formando un complesso di non inclusione. I risultati degli esperimenti di permeazione percutanea hanno mostrato che entrambe le ciclodestrine esaminate portano ad un incremento del flusso di farmaco (Tabella 1), probabilmente correlato sia ad incremento della velocità di dissoluzione del farmaco, sia ad un azione diretta sullo strato corneo.

Tabella 1. Parametri di permeazione del celecoxib libero o in presenza di differenti concentrazioni di (%, w/v) of DM-β-CyD and HP-β-CyD in soluzione a 37±0.5 ◦C. Ogni valore è la media ( Deviazione Standard di sei diversi esperimenti. bQuantità totale per unità di superficie dopo 24 h.
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Le analisi istologiche hanno mostrato che il celecoxib ha un’azione molto invasiva sui desmosomi presenti nello strato corneo. Le ciclodestrine, al contrario limitano l’azione invasiva del celecoxib.

La Dott.ssa Donatella Paolino ha investigato le potenzialità applicative di un altro complesso farmaco-ciclodestrina destinato all’applicazione topica nasale. Il farmaco in esame, il disoxaril, inibisce la replicazione dei picornavirus. La sua azione è legata alla capacità di interagire con il capside virale, rendendo le proteine di rivestimento molto più rigide del normale e non in grado di assolvere le funzioni di assemblaggio-disassemblaggio. Il disoxaril, è un farmaco che se introdotto per via sistemica causa gravi problemi di cristalluria e per questo motivo la possibilità di applicarlo topicamente porterebbe al raggiungimento di un importante obiettivo. Inoltre il disoxaril è caratterizzato da una scarsissima solubilità in acqua e da una marcata instabilità. La Dott.ssa Donatella Paolino ha investigato la capacità della DM-β-ciclodestrina di complessate il disoxaril, incrementandone la solubilità e la stabilità in soluzione acquosa. Il complesso è stato preparato per kneading, utilizzando diverse quantità di ciclodestrine, ed è stato investigato mediante DSC (calorimetria a scansione differenziale) e spettroscopia 1H-NMR. La DM-β-ciclodestrina è stata in grado di incrementare in modo significativo la solubilità in acqua (passando dallo 0.000123 a 0.47142 mg/ml). Inoltre a differenza del farmaco libero, che si idrolizza completamente dopo 36 h di contatto con il PBS (pH=7=) si idrolizza nelle medesime condizioni dopo 12 giorni. Inoltre la DM-β-ciclodestrina fa aumentare la permeazione del disoxaril attraverso la mucosa nasale bovina rispetto al farmaco libero ma solo dopo 2 ore dall’inizio dell’esperimento, questo permette al farmaco stesso di svolgere azione locale e di non causare gli effetti collaterali su citati. 


Le ciclodestrine sono state anche investigate per l’applicazione sistemica di farmaci. In quest’ambito sono stati investigati dei complessi ciclodestrina-molsidomina. La molsidomina è un precursore della 3-morfolino-sidnomina un agente donatore di NO. Inoltre questo farmaco presenta un tempo di emivita significativamente superiore rispetto agli altri nitrati. In particolare, la Dott.ssa Donatella Paolino ha effettuato uno studio comparativo sull’effetto delle tre ciclodestrine non modificate (α, β, γ) sulle capacità di complessare la molsidomina. I risultati ottenuti mediante analisi NMR sono stati comparati con l’analisi cristallografica e con studi di modellistica molecolare. Dai dati sperimentali è emerso che la complessazione è controllata da parametri topologici e topografici. In particolare è stato evidenziato che l’α-ciclodestrina è in grado di dare un ottima complessazione a differenza delle β-ciclodestrina e γ-ciclodestrina dove le cavità sono troppo grandi per dare un buon fittaggio tra porzione inclusa e cavità. Questo dimostra che la biodisponibilità può essere modulata in funzione delle proprie esigenze terapeutiche.

Le ciclodestrine sono stete utilizzate anche per realizzare dei complessi di inclusione con il paclitaxel. Questo principio attivo è un diterpenoide naturale estratto dal Taxus Bravifolia, che presenta un’eccellente attività antitumorale nei confronti di diverse affezioni neoplastiche, quali: tumori al colon, alle ovaie, ai polmoni e al seno, melanomi, linfomi. La natura altamente idrofobica del paclitaxel ne determina una bassissima solubilità in acqua, tanto che per essere somministrato è formulato in soluzioni idroalcoliche contenenti un’elevata percentuale di tensioattivi non ionici. Questo tipo di formulazioni determina l’insorgenza di gravi ed acuti effetti collaterali. Per questo motivo abbiamo cercato di aumentare la solubilità di questo principio attivo realizzando dei complessi macromolecolari con delle ciclodestrine sia naturali che modificate. Le ciclodestrine utilizzate sono state: la β-ciclodestrina (β-CD), la dimetil-β-ciclodestrina (DM-β-CD) e la trimetil-β-ciclodestrina (TM-β-CD) [Pub. 8, Com. 6 e 11].


I complessi d’inclusione tra il paclitaxel e le varie ciclodestrine sono stati preparati mediante il metodo della liofilizzazione. Per caratterizzare i complessi sono state impiegate sia metodiche d’indagine allo stato solido, come la spettroscopia infrarossa in trasformata di Fourier e la calorimetria a scansione differenziale, sia allo stato liquido, come il dicroismo circolare e la risonanza magnetica nucleare 1H. I dati sperimentali ottenuti sono stati confermati da studi di modellistica molecolare, che sono stati effettuati per supportare le varie ipotesi di complessazione e per chiarire sia da un punto di vista energetico che strutturale il processo riconoscimento molecolare tra le varie ciclodestrine ed il paclitaxel. I dati di modellistica molecolare hanno dimostrato che il paclitaxel ha una notevole affinità per la cavità idrofobica delle ciclodestrine e che la formazione del complesso avviene a livello dell’anello aromatico della catena laterale della molecola e/o del gruppo benzoilico dell’anello tassanico. In ogni caso, la complessazione avviene dalla parte del tronco di cono della ciclodestrina con il bordo più largo. Nonostante la TM-β-CD presenti le migliori caratteristiche di cavità idrofobica, la totale mutilazione dei gruppi alcolici determina un impedimento sterico che sfavorisce il parziale ingresso del paclitaxel e, quindi, la sua complessazione.


La complessazione del paclitaxel con le varie ciclodestrine ha determinato, com’è stato dimostrato dagli studi sui diagrammi di solubilità a 25 °C, un notevole incremento della solubilità in acqua di questo principio attivo. Il maggior aumento di solubilità è stato osservato per il complesso paclitaxel-DM-β-CD. Questo risultato è di un certo interesse dato che si potrebbero realizzare delle formulazioni a base di ciclodestrine per la somministrazione del paclitaxel.


Per valutare l’attività antitumorale dei complessi rispetto al farmaco libero, sono stati condotti degli esperimenti in vitro su culture cellulari di cellule tumorali prostatiche umane ormone resistente (DU 145). Dopo l’aggiunta di paclitaxel libero o complessato, le culture cellulari sono incubate per 72 h e, successivamente, se ne controlla la sopravvivenza. I risultati sperimentali hanno dimostrato che i vari complessi mostrano una differente attività antitumorale (Tabella 2). In particolare, il complesso paclitaxel-β-CD è quello che assicura un’attività antitumorale più elevata rispetto a quella del farmaco libero. La modulazione dell’attività antitumorale in funzione del tipo di complesso può essere determinata dalle caratteristiche chimico-fisiche dell’aggregato sopramolecolare, come: la costante di stabilità del complesso, il diagramma di solubilità, le capacità di promotore d’assorbimento della ciclodestrina.

Tabella 2 – Attività in vitro del paclitaxel (PTX) libero o complessato con β-CD (1), DM-β-CD (2) o TM-β-CD nei confronti di linee cellulari DU 145. I risultati sono espressi come percentuale di sopravvivenza cellulare in funzione della diluizione del farmaco libero o complessato con le varie CDs.
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aIl controllo (cellule non trattate) mostra una sopravvivenza del 100%. bIl paclitaxel è stato solubilizzato in DMSO, che ha mostrato una certa tossicità contro le cellule DU 145.


Le interazioni che si instaurano tra farmaco e CyDs sono deboli interazioni di tipo fisico (legami idrogeno, forze di van der Waals, interazioni idrofobiche), ciò fa si che in soluzione acquosa il complesso di inclusione sia in equilibrio con il farmaco e la CyD libera. Nell’ambiente fisiologico, il rilascio del farmaco dal complesso è molto rapido e dipende dai valori di costante di stabilità. Appare ovvio che con la somministrazione di un complesso di inclusione non è possibile ottenere né il rilascio prolungato, nè quello sito specifico del principio attivo. Questi obiettivi possono essere raggiunti legando chimicamente il farmaco ai gruppi ossidrilici liberi delle CyDs. In questo modo il rilascio del principio attivo dipenderà dai valori di pH o dagli enzimi presenti nell’ambiente fisiologico. Partendo da questi presupposti, la Dott.ssa Donatella Paolino ha utilizzato le CyDs quali carrier per la realizzazione di prodrug oligomerici del BFA [Pub. 13].

Il BFA è stato legato al gruppo ossidrilico libero della dimetil-β-CyD mediante un legame estereo allo scopo di ottenere il rilascio sito specifico al colon del farmaco. La sintesi è stata condotta facendo reagire il cloruro dell’acido ed il sale sodico della Cyd (rapporto molare 3:1) in tetraidrofurano anidro per un giorno (Schema 1). Dopo una prima purificazione del grezzo di reazione mediante flash cromatografia, il coniugato in rapporto molare 1:1 è stato separato dagli altri coniugati a diverso rapporto molare mediante HPLC semipreparativa in fase inversa. Studi NMR confermano il legame del gruppo carbossilico del BFA al gruppo ossidrilico libero della dimetil-β-CyD, ma non forniscono nessuna informazione circa la probabile inclusione del nucleo bifenilico all’interno della stessa o di una CyD adiacente. 
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Schema 1 – Preparazione del coniugato BFA-DM-β-CyD [Pub. 13]


Le caratteristiche chimico fisiche del coniugato, quali la solubilità in acqua e la velocità di dissoluzione, sono state determinate comparativamente al complesso di inclusione. La coniugazione aumenta moderatamente la solubilità del principio attivo, rispetto al complesso di inclusione. Questo risultato è probabilmente da imputare al fatto che nel complesso il farmaco è incluso profondamente all’interno della cavità della CyD, mentre, nel coniugato il nucleo bifenilico è solo disperso nella matrice idrofila. Gli studi di dissoluzione condotti in acqua correlano bene con i valori di solubilità ottenuti, infatti, una rapida dissoluzione è osservata per il complesso rispetto al coniugato ed al farmaco libero. Tuttavia a pH 7.4 i profili di dissoluzione del  BFA libero e del complesso sono paragonabili, perché il gruppo carbossilico è salificato e la solvatazione gioca un ruolo più importante della complessazione nel determinare la solubilità. Per quanto riguarda il coniugato, a pH 7.4 non sono state osservate differenze significative rispetto al profilo di dissoluzione ottenuto in acqua (Figura 4). 


Studi di idrolisi condotti a 37°C mostrano un rapido rilascio del BFA a pH 1.1 (t1/2 =  1.19 h). Il farmaco viene rilasciato lentamente a pH 7.4 (t1/2 =  19 h), ma in presenza di esterasi di fegato di maiale si osserva una significativa riduzione del valore di t1/2 (4 h). Studi di permeazione in vitro attraverso monostrati di cellule di carcinoma umano del colon (CaCo-2) hanno evidenziato un rapido assorbimento del BFA complessato, rispetto a quello libero. Al contrario una lenta permeazione è stata osservata per il coniugato (Figura 5). Poiché il prodrug non è in grado di attraversare le membrane biologiche, la quantità di BFA che attraversa il monostrato dipende dalla velocità di idrolisi del coniugato (t1/2 =  4 h). Questi risultati mostrano che la dimetil-β-Cyd potrebbe essere utilizzata quale carrier per il  target al colon dei farmaci, sebbene un rivestimente gastrico sarebbe necessario, per proteggere il coniugato dalla rapida idrolisi a bassi valori di pH. 

      4.2.2. Sistemi Polimerici di Natura Particellare


Negli ultimi anni, notevole interesse ha suscitato l’utilizzo di sistemi polimerici colloidali biodegradabili e biocompatibili. Fra le varie matrici polimeriche, i polialchilcianoacrilati e i poli-d,l-lattidi possiedono delle notevoli potenzialità come carrier di principi attivi. Per questo motivo è sembrato interessante poter indagare le potenzialità applicative in campo terapeutico di sistemi dispersi a base di queste due matrici polimeriche. Sono stati preparati sia sistemi colloidali caratterizzati da una densa matrice polimerica in cui è disperso il principio attivo (nanosfere) [Pub. 11] che sistemi colloidali caratterizzati da un core oleoso, in cui è solubilizzato il principio attivo, circondato da una matrice polimerica (nanocapsule) [Pub. 6]. Questi sistemi carrier sono stati proposti sia per la somministrazione sistemica che topica.


Per quanto riguarda la possibile somministrazione sistemica, sono state preparate delle nanocapsule di poli-etil-cianoacrilato (PECA) contenenti idebenone [Pub. 6]. Questo farmaco è attivo a livello del SNC verso vari danni cerebrali causati sia da lesioni cerebrovascolari che da processi neurodegenerativi. L’elevata lipofilia del farmaco lo rende praticamente insolubile in acqua, limitandone la sua somministrazione attraverso diverse vie. La possibilità di formulare un sistema colloidale stabile capace di veicolare l’idebenone può aumentarne notevolmente le potenzialità terapeutiche.


Le nanocapsule sono state preparate in situ mediante un processo di polimerizzazione anionica interfacciale in fase emulsiva (Schema 2).
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Schema 2 — Meccanismo di polimerizzazione anionica interfacciale. Una qualsiasi specie nucleofila, primariamente l’acqua o lo ione ossidrile, può fungere da iniziatore del processo di polimerizzazione della matrice polimerica degli alchilcianoacrilati.

Le nanocapsule, grazie alla loro particolare costituzione, si comportano come un sistema reservoir nei confronti del principio attivo liposolubile incapsulato nel loro interno [Pub. 6]. Quindi, la differenza fra nanosfere e nanocapsule non riguarda solamente la loro architettura strutturale, ma anche la cinetica di rilascio del principio attivo intrappolato: un rilascio di ordine zero per le nanocapsule ed uno di primo ordine per le nanosfere.


Le nanocapsule di PECA sono state preparate in modo tale da ricoprire la superficie del sistema colloidale con uno strato monomolecolare di tensioattivi non ionici, ed in particolare con del Tween 80. Come riportato in letteratura, questo tensioattivo è in grado di assicurare delle concentrazioni di principio attivo a livello del cervello di ratto significativamente più alte dopo somministrazione endovenosa. La quantità di tensioattivo non ionico, utilizzata durante il processo di preparazione, ha influenzato le caratteristiche dimensionali del sistema colloidale (Tabella 3). Infatti, all’aumentare della concentrazione di Tween 80 si ha una riduzione delle dimensioni medie delle nanocapsule.

Tabella 3 — Analisi light scattering di dispersioni colloidali di nanocapsule di PECA preparate in presenza di differenti concentrazioni di Tween 80 in un medium di polimerizzazione a pH 7.

	Tween 80 (% w/v)
	Mean Size*(nm)
	Polydispersity Index†

	0.5
	312.3 ( 21.1
	0.21 ( 0.04

	1.0
	247.8 ( 13.4
	0.15 ( 0.02

	3.0
	185.1 ( 18.6
	0.11 ( 0.02

	6.0
	183.5 ( 15.7
	0.23 ( 0.03

	9.0
	176.9 ( 20.9
	0.17 ( 0.04


*Ogni valore è la media di quattro esperimenti ( la deviazione standard. †Questo valore rappresenta l’omogeneità dimensionale delle nanocapsule di PECA ricoperte con Tween 80.


Per valutare l’efficacia del sistema colloidale rispetto al farmaco libero, sono stati condotti degli esperimenti in vitro su culture cellulari di fibroblasti umani non immortalizzati. Per valutare l’azione protettiva delle nanocapsule contenenti l’idebenone nei confronti del farmaco libero, nelle colture cellulari è stato causato uno stress ossidativo con H2O2 o DEM e successivamente sono stati valutati alcuni parametri, quali: produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS), danno al DNA (COMET) e rilascio di lattico deidrogenasi (LDH). Come mostrato in Figura 6, l’idebenone libero, alle concentrazioni utilizzate nell’esperimento (0.5 (M), non ha mostrato alcuna attività antiossidante nei confronti dei fibroblasti stressati sia con DEM che con H2O2. Invece, le nanocapsule contenenti l’idebenone hanno mostrato una spiccata attività antiossidante nei confronti dei fribroblasti umani (esperimento sulla produzione di ROS). Anche i risultati relativi alla COMET (Figura 6b) sono concordanti con i precedenti; infatti, le nanocapsule di PECA contenenti il farmaco sono molto più efficaci rispetto all’idebenone nel proteggere la cellula a livello dei danni indotti nel DNA. Inoltre, l’idebenone veicolato nelle nanocapsule di PECA è risultato molto più efficace nel proteggere le membrane cellulari dei fibroblasti umani sottoposti a stress ossidativi (Figura 6c). Quindi, le nanocapsule di PECA si sono rilevate notevolmente efficaci per la veicolazione dell’idebenone assicurandone non solo una maggiore efficacia terapeutica ma anche la possibilità di somministrazione attraverso la via parenterale, necessarie nel trattamento acuto di fenomeni ischemici e traumatici.


Nell’ambito della somministrazione topica di farmaci, una particolare attenzione è stata rivolta alla progettazione, realizzazione, caratterizzazione e valutazione biologica di drug delivery systems innovativi per la veicolazione oftalmica di principi attivi. In quest’ambito è stata valutata la potenziale applicazione oftalmica di sospensioni colloidali di nanosfere contenenti acyclovir [Pub. 11–Com. 23]. Le nanosfere sono state preparate utilizzando dell’acido poli-lattico. Lo scopo di questa ricerca è stato quello di valutare l’influenza del peso molecolare della matrice polimerica, del tipo e della concentrazione di vari surfactanti sulle proprietà delle nanosfere, in modo da scegliere la formulazione più idonea per l’applicazione oftalmica. 


Le nanosfere sono state preparate con il metodo della nanoprecipitazione, aggiungendo della 1,2-distearoil-3-fosfatidiletanolamina pegylata quando si desidera avere la superficie delle nanosfere con un rivestimento di unità poliossietileniche. La dimensione media delle nanosfere ed il loro potenziale zeta è stato determinato utilizzando lo scattering dinamico di luce. In particolare, è stata osservata una riduzione delle dimensioni medie e del valore assoluto del potenziale zeta delle nanosfere di acido poli-lattico aumentando la concentrazione di surfactante utilizzato durante la preparazione. Inoltre, più elevato è il peso molecolare medio della matrice polimerica di acido poli-lattico, minore sarà la dimensione media della dispersione colloidale di nanosfere. Da un punto di vista tecnologico-formulativo le nanosfere di acido poli-lattico sono state caratterizzate determinando sia la capacità di intrappolamento nei confronti dell’aciclovir (farmaco modello) che il suo profilo di rilascio. I dati sperimentali hanno dimostrato che sia i sistemi colloidali ricoperti da unità poliossietileniche che quelli privi di ricopertura sono capaci di dare un rilascio sostenuto del principio attivo.


Un parametro molto importante per qualsiasi sistema di trasporto di farmaci, che deve essere utilizzato per applicazioni oftalmiche, è la sua tollerabilità. Per questo motivo sono stati condotti degli esperimenti in vivo su conigli New Zealand maschi, eseguendo il test di Draize modificato. I dati hanno dimostrato che le formulazioni di nanosfere di acido poli-lattico sia ricoperte da poliossietilenglicole (PEG) che non ricoperte hanno un’elevata tollerabilità oculare. Un altro aspetto da prendere in considerazione è la capacità del sistema carrier di trasportare il principio attivo nelle strutture oculari più profonde. Per questo motivo sono stati determinati i livelli oculari di acyclovir nell’humor acqueo in funzione del tempo (per una durata complessiva di 6 h), valutando in questa maniera la biodisponibilità oculare dell’aciclovir dalle varie formulazioni investigate: aciclovir-nanosfere ricoperte da PEG, aciclovir-nanosfere non rivestite, sospensione acquosa del farmaco libero. Gli esperimenti di farmacocinetica oculare hanno dimostrato che entrambi i tipi di nanosfere di acido poli-lattico sono in grado di aumentare significativamente i livelli di aciclovir nell’humor acqueo rispetto alla sospensione del farmaco libero e, quindi, di migliorarne significativamente il profilo farmacocinetico. La ricopertura delle nanosfere con PEG risulta essere molto importante per avere una maggiore permeazione oculare dell’aciclovir rispetto alle nanosfere non rivestite (Tabella 4). Per verificare se l’effetto di maggiore permeazione dell’aciclovir dalle nanosfere rivestite da PEG fosse dovuto ad una maggiore mucoadesione a livello della superficie corneale, sono stati condotti degli esperimenti di farmacocinetica oculare su conigli trattando con n-acetilcisteina, in modo da eliminare lo strato di mucina. Come mostrato in Tabella 4, anche in questo caso le nanosfere ricoperte da PEG assicurano un’elevata permeazione dell’acyclovir. Da questi risultati è stato possibile concludere che la pegylazione dei sistemi colloidali influenza positivamente la permeazione di principi attivi come l’aciclovir sia mediante un effetto mucoadesivo che attraverso l’espletamento di un’azione di permeation enhancer. 

Tabella 4 – Parametri farmacocinetici che descrivono i livelli di aciclovir nell’humor acqueo di occhi di coniglio dopo una singola istillazione (50 µl) di varie formulazione.

	Key Parameters
	Free drug
	PLAa
	PEG-PLAa
	PEG-PLAa
with NACb

	Total time when acyclovir was still detectable (h) 
	2
	>6
	>6
	>6

	Maximum concentration of drug ((g/mL)c
	0.2±0.1
	0.9±0.1*
	1.5±0.1*†
	0.8±0.1*‡

	Time when Cmax was detected (h)
	1
	2
	2
	2

	AUC0(6 ((g·mL-1·h ( SD)c
	33.7±10.3
	235.6(19.2*
	424.1±24.1*†
	221.2(40.5*‡


aNanosfere di acido poli-lattico preparate con RES 203 (PM 16 000) ed in presenza di Tween 80 (0.5 % p/v) come surfactante non ionico. Nel caso delle nanosfere pegylate, il DSPE-MPEG è stato aggiunto nel mezzo di preparazione. La concentrazione di aciclovir nelle varie formulazioni è stata del 1% (p/v).

bGli occhi dei conigli sono stati pretrattati prima della somministrazione della formulazione con una soluzione di n-acetilcisteina (0.1 M) ogni 5 min per una durata di 55 min.

cAnalisi statistica: *p<0.001 vs il farmaco libero, †p<0.001 vs le nanosfere di acido poli-lattico, ‡p<0.001 vs le nanosfere di acido poli-lattico ricoperte da PEG.

4.2.3. Sistemi di Natura Vescicolare


I liposomi sono delle vescicole fosfolipidiche caratterizzate da un certo numero di bilayer concentrici, che si formano spontaneamente per autoaggregazione in fase acquosa. Il sistema liposomiale rappresenta un valido sistema di trasporto per molecole biologicamente attive. Infatti, la loro peculiarità strutturale consente di incapsulare sia farmaci di natura idrofila, nei compartimenti acquosi del sistema vescicolare, che di natura lipofila, nelle strutture dei "bilayer" fosfolipidici costituenti la matrice liposomiale. 


Particolari problemi esistono per il trasporto di principi attivi a livello del sistema nervoso centrale, ed in particolare modo per sostanze che presentano una certa polarità o un peso molecolare elevato. La natura della barriera emato-encefalica (BEE) limita il trasporto di tali sostanze e conseguentemente l'efficacia terapeutica. E’ stato studiato e realizzato un sistema liposomiale che sia in grado di incapsulare e veicolare a livello del sistema nervoso centrale farmaci ad attività anti-ossidante e neuroprotettiva. Così come per i sistemi nanoaprticellari, l’idebenone è stato incapsulato anche in sistemi liposomiali. Infatti, La realizzazione di una formulazione liposomiale contenente idebenone potrebbe assicurare un miglioramento delle proprietà terapeutiche e degli aspetti biofarmaceutici di questo farmaco [Pub. 9,15–Com. 22].


Date le caratteristiche chimico-fisiche, l’idebenone è incapsulato a livello della matrice lipidica del doppio strato liposomiale. In questo caso è stato studiato e realizzato un sistema liposomiale con caratteristiche di lunga circolazione grazie alla presenza d’unità poliossietileniche lungo la sua superficie. Per migliorare sia le caratteristiche farmacocinetiche che l’interazione con i substrati cellulari, i liposomi pegylati sono stati estrusi attraverso filtri di policarbonato in modo da ottenere una dimensione media di 50 nm. I potenziali vantaggi terapeutici dell’idebenone incapsulato in liposomi pegylati rispetto al farmaco libero sono stati investigati in vitro su culture cellulari primarie di astrociti corticali di ratto. Le colture cellulari astrocitarie sono state sottoposte a danni eccitotossici mediante trattamento cronico con etanolo (100 µM) per 12 giorni. Trattando le cellule astrocitarie che hanno subito il danno eccitotossico con l’idebenone libero o incapsulato in liposomi è stato possibile valutare sia la potenziale efficacia terapeutica che gli effetti dose-risposta. In particolare, per saggiare l’efficacia dell’idebenone incapsulato nei liposomi rispetto a quello libero sono stati presi in considerazione i seguenti parametri cellulari: livello di lattico deidrogenasi, capacità respiratoria misurata mediante conversione dei sali di tetrazolio, livelli di glutamina sintetasi e livelli costitutivi ed inducibili di heat-shock protein 70-kDa (HSP70).


Gli esperimenti in vitro hanno messo in evidenza che l’idebenone incapsulato in liposomi pegylati (50 nm) risulta essere molto più efficace rispetto al farmaco libero nell’antagonizzare gli effetti eccitotossici indotti dall’etanolo nelle cellule primarie astrocitarie. Come mostrato in Figura 7, la formulazione liposomiale di idebenone è in grado di fornire un’azione protettiva molto più efficacie rispetto al farmaco libero ed ad una concentrazione 10 volte più bassa. Molto probabilmente il miglioramento dell’efficacia biologica dell’idebenone, ottenuto con il carrier liposomiale, è dovuto ad una maggiore biodisponibilità a livello cellulare del principio attivo.


Gli antitumorali sono un’altra classe di farmaci la cui incapsulazione in liposomi potrebbe risultare molto utile dal punto di vista terapeutico. Infatti, il carrier liposomiale potrebbe essere formulato in modo tale da conferire una buona selettività nei confronti del sito target, riducendo drasticamente la tossicità di questi principi attivi. I farmaci presi in considerazione sono stati il paclitaxel (PTX) e la gemcitabina [Pub. 16,27–Com. 29,36,41,42,44,52,56,61,63]. Per valutare l’efficacia dei sistemi carrier contenenti i due principi attivi rispetto ai farmaci liberi sono stati condotti degli esperimenti in vitro su varie colture cellulari di linee tumorali.


La composizione lipidica dei sistemi liposomiali contenenti gemcitabina è stata DPPC/Chol/DSPE-PEG (6:3:1 rapporto molare). La presenza delle catene poliossietileniche lungo la superficie dei liposomi fanno di questo sistema un carrier a lunga circolazione ideale per il trasporto di farmaci ad attività antitumorale. Inoltre, le sue ridotte dimensioni colloidale (~200 nm) permettono di sfruttare due importanti fenomeni che facilitano l’accumulo dei liposomi nel sito tumorale, l’extravasazione e l’effetto di ritenzione.


L’efficacia del sistema carrier liposomiale è stata valutata in vitro rispetto ai farmaci liberi su colture cellulari di tumore tiroideo umano anaplastico (ARO), valutando sia la mortalità cellulare con il metodo della conta con Trypan blue, che la vitalità cellulare in termini di capacità respiratoria (saggio MTT).


Per quanto riguarda la gemcitabina, le colture cellulari sono state trattate con il farmaco libero o incapsulato in liposomi multi- e unilamellari a diverse concentrazioni (0.01, 0.1, 1 e 10 µM) e per tempi d’incubazione di 12, 24, 48 e 72 h [Pub. 16,27–Com. 29,36,41,42,44,52,56,61,63]. In tutti gli esperimenti, per verificare la tollerabilità del carrier liposomiale, è stato usato come bianco una sospensione liposomiale priva del farmaco, avente la medesima composizione fosfolipidica e preparata usando esattamente le stesse metodiche della formulazione contenente la gemcitabina. In questi casi la mortalità cellulare riscontrata ai vari tempi d’incubazione si è rivelata sempre paragonabile a quella del controllo (cellule non trattate).


L’incubazione delle cellule ARO con gemcitabina determina un aumento della morte cellulare. L’effetto citotossico del farmaco inizia ad una concentrazione pari a 0.1 μM (30%) e raggiunge il massimo alla concentrazione di 1 μM (80%) dopo 72 h d’incubazione. Sottoponendo le cellule alle stesse concentrazioni di gemcitabina per periodi d’incubazione minori (24 e 48 h) non si ottiene alcun effetto citotossico di rilievo.


I dati di citotossicità hanno però dimostrato che l’incubazione di cellule ARO con le stesse concentrazioni di gemcitabina incapsulata nei liposomi (Figura 8) ha fornito risultati di mortalità cellulare molto più significativi dopo 24 h d’incubazione (60% a 1 μM). Dato che l’effetto si osserva già dopo 24 h, vi è probabilmente un effettivo miglioramento dell’uptake del farmaco all’interno delle cellule e ciò permette di utilizzare preparazioni liposomiali con concentrazioni di gemcitabina più basse (0.1 μM) rispetto a quelle utilizzate per il farmaco libero.


Al fine di indagare il tempo di inizio dell’azione citotossica della gemcitabina libera o incapsulata nei liposomi sulle cellule ARO, sono stati condotti esperimenti di incubazione a 12 h. Dai dati di mortalità ottenuti si evince che il farmaco libero produce un effetto scarso anche alle concentrazioni più elevate (1 μM), mentre la formulazione liposomiale mostra un effetto citotossico rilevante (~ 20%) già a concentrazione 0.1 μM, raggiungendo il 30% e, addirittura, l’80% alle concentrazioni 1 e 10 μM. Da questi risultati si evince non solo che l’utilizzo del carrier liposomiale produce l’insorgenza dell’azione citotossica della gemcitabina a dosi inferiori, ma anche che l’azione del principio attivo è anticipata nel tempo, grazie al fatto che il sistema liposomiale facilita l’ingresso della gemcitabina all’interno della cellula tumorale.


In particolare, per verificare se l’efficacia antitumorale dei liposomi contenenti gemcitabina è correlata con la capacità di trasporto del farmaco attraverso la membrana cellulare, sono stati effettuati esperimenti di ingresso/accumulo intracellulare. Le colture cellulari sono state incubate per 12 h con gemcitabina libera o incapsulata nel carrier liposomiale alla concentrazione 1 µM. La quantità di gemcitabina, che riesce a penetrare all’interno delle cellule, è stata valutata mediante HPLC in funzione dei tempi d’incubazione (0.5-12 h). La gemcitabina libera presenta un grado di permeazione molto basso attraverso la membrana cellulare, e, quindi, non è accumulata in maniera significativa. Questo dato coincide con la scarsa mortalità cellulare osservata nei medesimi esperimenti d’accumulo intracellulare. Nel caso della gemcitabina veicolata nel carrier liposomiale, si ha un accumulo intracellulare significativo del principio attivo. E’ stato interessante notare che durante le 12 h d’incubazione delle cellule ARO con la sospensione liposomiale di gemcitabina si ha un accumulo intracellulare di tipo ciclico:

· una fase iniziale crescente fino ad un massimo d’accumulo nelle prime 2 h d’incubazione;

· una fase caratterizzata da un drastico abbassamento della concentrazione intracellulare del farmaco (3 h);

· una fase di ripresa di accumulo intracellulare fino ad un picco massimo dopo 6 h;

· una fase di riduzione della concentrazione intracellulare dalla settima fino all’ottava ora;

· una fase di ripresa di accumulo intracellulare con un valore massimo a 12 h. 

Abbiamo osservato che questo andamento ciclico è correlato con il ciclo cellulare. Infatti, la gemcitabina esercita la sua azione citotossica (una volta attivata nella forma trifosfata) legandosi come falso nucleotide al DNA, in fase di replicazione (fase G1/S) del ciclo cellulare. In base a ciò, è stato osservato che i punti di minimo accumulo intracellulare corrispondono al momento in cui la maggior parte delle cellule si trovano nella fase S e, quindi, al momento in cui la gemcitabina esercita la sua azione citotossica legandosi al DNA. Di conseguenza, i punti, in cui si ha il massimo valore di accumulo intracellulare del farmaco, corrispondono alla fase in cui la gemcitabina viene ad essere metabolizzata in derivato monofosfato e bifosfato e si accumula all’interno delle cellule. Anche in questo caso, i risultati sono in accordo con gli esperimenti di mortalità, che hanno evidenziato momenti in cui si osservano valori elevati di mortalità (3 e 8 h) e momenti in cui la mortalità cellulare diminuisce sensibilmente (2 e 6 h). Da questi risultati è possibile concludere che la veicolazione di gemcitabina tramite carrier liposomiale ne facilita l’ingresso all’interno della cellula e, di conseguenza, anche l’azione citotossica mirata.


Recentemente è stato dimostrato che i liposomi contenenti gemcitabina sono molto più efficaci rispetto al farmaco libero anche nei confronti di cellule tumorali umane di mieloma multiplo. I liposomi sono risultati molto efficaci come sistemi multi-drug carrier per la contemporanea veicolazione di paclitaxel e gemcitabina.


Uno dei principali risultati, che la moderna ricerca nel settore tecnologico-farmaceutico tenta di raggiungere, è quello di migliorare la “compliance” del paziente cercando di rendere la somministrazione dei farmaci quanto meno invasiva possibile. Per questo motivo si cercano di individuare sistemi alternativi alla via parenterale, ma che presentino la stessa efficacia terapeutica. In quest’ottica sono stati studiati dei sistemi vescicolari per la veicolazione transdermica di principi attivi. La potenziale applicazione dei liposomi come sistemi di trasporto dermico è stata valutata in riferimento alla composizione lipidica ed alle dimensioni delle vescicole [Pub. 24]. Inoltre, per migliorare l’assorbimento percutaneo dei principi attivi di origine naturale sono stati realizzati, caratterizzati e valuatati dei sistemi vescicolari con spiccate caratteristiche di permeazione percutanea, come etosomi (vescicole ricche in etanolo) [Pub. 19–Com. 34] e liposomi ultradeformabili (vescicole ricche in sali biliari) [Pub. 28–Com. 2,33,60,66].


Sono stati preparati dei sistemi liposomiali contenenti diosmina costituiti da varie miscele lipidiche e se ne è valutato l’assorbimento percutaneo. Come mostrato in tabella 5, la presenza di acido oleico nella costituzione dei liposomi favorisce significativamente l’assorbimento percutaneo della diosmina [Pub. 24].

Tabella 5 – Parametri di permeazione in vitro di diosmina attraverso membrane di strato corneo ed epidermide dopo 22 h da differenti formulazioni liposomiali.a

	Formulazione
	Q22 ((g/cm2)a
	AD %a
	EFa

	Controllob
	not detectable
	not detectable
	—

	CLFc
	0.98 ± 0.14
	  9.7 ± 1.4
	1

	PL 80d
	2.44 ± 0.11
	24.3 ± 1.1
	2.49 ± 0.11

	PL 80 loadede
	2.89 ± 0.12
	28.7 ± 1.2
	2.95 ± 0.12

	PL 80Hd
	2.39 ± 0.08
	23.7 ± 0.8
	2.44 ± 0.08

	PL 80H loadede
	2.67 ± 0.11
	27.1 ± 1.1
	2.78 ± 0.11

	DPPC loadede
	2.65 ± 0.09
	26.4 ± 0.9
	2.70 ± 0.09

	POPC loadede
	8.84 ± 0.25
	87.9 ± 2.5
	9.02 ± 0.26

	DPPC/OA loadede
(7:3 molar ratio) 
	9.48 ± 0.27
	94.3 ± 2.[image: image7.png]Compounds F (ngen®) T () Ts (uefemi/h)
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	9.67 ± 0.28


aOgni valore è la media di cinque esperimenti diversi ± la deviazione standard. Parametri di permeazione della diosmina: Q22, quantità cumulativa di farmaco permeato dopo 22 h; AD %, percentuale della dose applicata che permea; EF, fattore d’incremento del principio attivo permeato.

bControllo è una soluzione acquosa satura di diosmina.

cCLF è la formulazione liposomiale commerciale usata come riferimento.

dMiscela fisica di una formulazione liposomiale non caricata ed una soluzione acquosa di diosmina.

eDiosmina caricata in una formulazione liposomiale.


Un altro sistema carrier studiato quale possibile veicolo per la somministrazione topica dei farmaci è stato quello etosomiale [Pub. 19–Com. 34]. Nella ricerca condotta, sono stati valutati varie sospensioni etosomiali costituite da etanolo, lecitine ed acqua a varie concentrazioni. Il principio attivo veicolato negli etosomi è stato un prodotto d’origine naturale, il glicirizzato d’ammonio, che può essere utilizzato per il trattamento di varie patologie cutanee a base infiammatoria. La caratterizzazione chimico fisica dei vari sistemi etosomiali è stata fatta mediante scattering di luce e microscopia elettronica per crio-fratturazione. Le sospensioni etosomiali preparate erano caratterizzate da una dimensione media compresa tra 350 nm e 100 nm, in funzione delle quantità di etanolo e di lecitina utilizzate durante la preparazione. In particolare, elevate quantità di etanolo e basse concentrazioni di lecitina danno delle sospensioni etosomiali con un diametro medio di ~100 nm ed una distribuzione dimensionale molto stretta. Considerando le caratteristiche chimico-fisiche delle varie sospensioni etosomiali, gli esperimenti in vitro ed in vivo sono stati condotti utilizzando una formulazione di etosomi costituita dal 45 % (v/v) di etanolo e dal 2% (p/v) di lecitina.


La permeazione percutanea del glicirizzato d’ammonio veicolato negli etosomi è stata valutata in vitro attraverso membrane di strato corneo ed epidermide umane montate su celle di Franz ed è stata paragonata con i profili di permeazione del principio attivo solubilizzato in acqua o in una miscela idro-alcolica. Gli etosomi sono stati in grado di migliorare significativamente la permeazione percutanea del glicirizzato d’ammonio (Figura 9).


Inoltre, mediante la spettrofotometria di riflettanza (metodica non invasiva) è stato possibile valutare in vivo su volontari sani la tollerabilità cutanea del carrier etosomiale, la permeazione del glicirizzato d’ammonio e la sua attività antiinfiammatoria in un modello di eritema della pelle chimicamente indotto dal trattamento topico con metil-nicotinato.


Gli etosomi hanno mostrato un’eccellente tollerabilità cutanea anche quando erano stati applicati per lunghi periodi di tempo (48 h).


Come mostrato in Figura 10, gli etosomi sono stati in grado di aumentare significativamente l’attività antiinfiammatoria dell’ammonio glicirizzato rispetto sia alla soluzione acquosa che idro-alcolica del principio attivo. Alcuni esperimenti in vivo hanno dimostrato che gli etosomi sono capaci di assicurare un accumulo cutaneo ed un rilascio sostenuto del glicirizzato d’ammonio. 


Oltre agli etosomi, recentemente sono stati studiati anche altri sistemi vescicolari per la veicolazione transdermica di sostanze d’origine naturale. In particolare, sono stati realizzati dei sistemi vescicolari a base di fosfolipidi e sali biliari altamente deformabili per la veicolazione transdermica di derivati della Centella asiatica [Pub. 28–Com. 2,33,60,66]. Questi sistemi vescicolari si sono dimostrati molto efficaci nel migliorare la permeazione percutanea dei principi attivi incapsulati. Nuovi sistemi vescicolari a base di surfactanti non-ionici sono tuttora allo studio per valutarne l’effettiva possibilità di utilizzarli come drug delivery systems topici [Com. 10,49,54,65]

4.2.4. Sistemi di Natura Emulsiva e Sopramolecolare


La Dott.ssa Donatella Paolino, durante lo svolgimento della tesi di dottorato ha intrapreso lo studio di alcuni sistemi lipidici [Com. 4, 5, 7, 9, 15, 18, 24, 27, 31, 35, 46, 53, 57, 59, 64].

Sono state valutate le potenzialità applicative di microemulsioni O/W quali sistemi carrier per l’assorbimento transdermico del ketoprofene [Pub.7; Com. 1, 8, 22] e per l’applicazione oftalmica dell’indometacina [Com. 5]. 

Le microemulsioni lecitiniche contenenti ketoprofene [Pub. 7] sono state preparate utilizzando trigliceridi (Mygliol 812N) quale fase oleosa, una miscela di lecitina e n-butanolo quale sistema tensioattivo/co-tensioattivo ed una soluzione acquosa quale fase esterna. L’acido oleico è stato inserito all’interno di alcune formulazioni allo scopo di valutare la sua azione di promotore di assorbimento. Le formulazioni preparate sono state caratterizzate da un punto di vista chimico-fisico mediante light scattering  e valutazione del potenziale zeta. Tutte le microemulsioni, sia contenenti acido oleico (OA-SL), che costituite da sola lecitina (SL), sono caratterizzate da un basso indice di polidispersione. La presenza di acido oleico produce un significativo aumento delle dimensioni delle goccioline di fase interna (tabella 6), probabilmente per effetto di una repulsione sterica causata dall’acido oleico, che si inserisce all’interno del film costituito dal tensioattivo/co-tensioattivo. L’acido oleico è anche in grado di influenzare le proprietà elettriche all’interfaccia delle goccioline. Si osserva infatti una significativa variazione dei valori di potenziale zeta delle diverse formulazioni (-39.5 mV e –19.7 mV, rispettivamente per i sistemi contenenti OA-SL e SL). 

Tabella 6 – Proprietà chimico-fisiche delle micremulsioni sia in assenza che in presenza di ketoprofene [Pub. 7]. Gli esperimenti di light scattering sono stati condotti almeno dopo 24 h dalla preparazione per permettere il completo riarrangiamento della microstruttura colloidale. aOgni valore è la media di 5 differenti esperimenti ±Deviazione Standard. L’ANOVA con un t-test di Bonferoni ha fornito un P<0.05 per i vari valori. La differenza del potenziale zeta delle microemulsioni in assenza e in presenza del ketoprofene non è significativa. bIndice di polidispersione. 
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Il ketoprofene è in grado di influenzare le caratteristiche chimico-fisiche delle microemulsioni costituite da sola lecitina, aumentando le dimensioni delle goccioline di fase interna e variando i valori di potenziale zeta da –19.7 a –24.1 mV. Questo effetto mostra che il farmaco è in parte incorporato all’interno del film di tensioattivo, con il gruppo carbossilico rivolto verso la fase continua acquosa.  Il farmaco non è in grado di alterare i valori di potenziale zeta dei sistemi contenenti acido oleico, probabilmente, per un fenomeno competitivo, che impedisce il suo inserimento nel film di tensioattivo. Gli studi di assorbimento percutaneo, condotti comparativamente a formulazioni quali creme e gel contenenti chetoprofene, hanno mostrato un significativo aumento della permeazione di  principio attivo incorporato nelle microemulsioni (figura 11). Differenze poco significative sono state osservate tra le microemulsioni  preparate in presenza ed in assenza di acido oleico. Questo risultato può essere dovuto a diversi fattori: i) l’azione enhancer dell’acido oleico è mascherata dall’azione enhancer svolta dai fosfolipidi che costituiscono la fase oleosa delle microemulsioni, ii) l’acido oleico è fortemente inserito all’interno della struttura della microemulsione e non è in grado di alterare l’impaccamento cellulare, meccanismo che è alla base della sua azione di promotore di assorbimento. Studi condotti su volontari hanno dimostrato una buona tollerabilità di tutte le formulazioni realizzate.


Le microemulsioni contenenti indometacina sono state preparate utilizzando il Mygliol 812N o paraffina liquida quale fase oleosa, una miscela di Cremophor EL e Span 80 
quale tensioattivo e n-butanolo quale co-tensioattivo [com. 5]. L’indometacina è stata addizionata nella fase oleosa. Le microemulsioni sono stabili e presentano un potenziale zeta di circa –30 mV. L’efficienza di incorporazione del  principio attivo è risultata pari allo 0.7%. La tollerabilità oculare dei sistemi è stata valutata in vivo utilizzando il test di Draize. È stata osservata solo una leggera irritazione della congiuntiva, che si riduce per addizione nelle formulazioni di acido ialuronico quale agente viscosizzante (1% p/v). La biodisponibilità oculare del principio attivo, misurata comparativamente ad una soluzione contenente sola indometacina, è stata determinata mediante analisi HPLC dell’umore acqueo. Le microemulsioni aumentano significativamente la permeazione di principio attivo. 


Gli organogeli di lecitina sono microemulsioni A/O che si formano spontaneamente per addizione di piccole quantità di acqua a soluzioni di lecitina in solvente organico. In queste condizioni le molecole di lecitina si autoaggregano a formare lunghe micelle cilindriche, indicate con il termine di spaghetti-like, che formano un reticolo con intrecci di tipo fisico. Queste matrici sono caratterizzate da una elevata viscosità. Negli ultimi anni questi sistemi sono stati proposti quali validi sistemi per la somministrazione transdermica dei farmaci. 


Gli organogeli di lecitina sono stati investigati in funzione delle caratteristiche chimico-fisiche del principio attivo [Com. 46] e sono stati proposti dalla Dott.ssa Donatella Paolino per la applicazione topica di vari farmaci, tra cui l’ofloxacina [Com. 4] e agenti antinfiammatori [Com. 27 ] Per la preparazione degli organogeli è stata utilizzata lecitina di soia contenente non meno del 95% di lecitina.  La fase oleosa era costituita da isopropile miristato o da una miscela di trigliceridi a corta catena (Mygliol 812N). Il CCB è stato addizionato alla fase oleosa. Gli organogeli sono stati ottenuti con un rapporto molare acqua aggiunta/lecitina (W0) di 3 e 2.5 rispettivamente per il miristato di isopropile e per il Mygliol 812N. Gli organogeli sono ben tollerati dalla pelle, infatti l’applicazione su volontari non provoca l’insorgenza di eritema. La capacità degli organogeli di migliorare l’assorbimento transdermico del CCB attraverso pelle umana è stata studiata valutando la riduzione di edema indotto da metil-nicotinato. Gli studi sono stati condotti comparativamente ad una formulazione convenzionale contenente il CCB. Gli organogeli di lecitina sono in grado di ridurre l’eritema di circa tre volte rispetto alla formulazione convenzionale, evidenziando la capacità dei sistemi studiati di migliorare la permeazione del farmaco, migliorandone significativamente l’attività antinfiammatoria. 


Sono stati condotti studi di tollerabilità sull’occhio di organogeli di lecitina preparati utilizzando quale fase oleosa isopropile palmitato, paraffina liquida o cicloottano [Com. 9, 15]. Quest’ultimo solvente è stato scelto per ottenere geli con elevati valori di W0 (da 7 a 21). Gli organogeli mostrano buona stabilità in cinque mesi di osservazione. L’effetto delle formulazioni sull’occhio è stato valutato mediante studi biologici ex vivo su occhi di embrione di pulcino ed in vivo su cornea di coniglio. Le formulazioni sono state applicate per 15 min sull’occhio di pulcino, quindi è stata prelevata la cornea ed analizzata mediante SEM. Gli esperimenti in vivo sono stati condotti applicando gli organogeli quattro volte al giorno per tre giorni ed è stato effettuato il test di Draize. La formulazione preparata in presenza di paraffina non mostra nessuna tossicità sia ex vivo, che in vivo. La formulazione preparata in presenza di isopropile palmitato ha provocato solo piccole modificazioni dell’epitelio corneale. Il test di Draize ha evidenziato solo una leggera irritazione della congiuntiva. La formulazione contenente cicloottano mostra elevata tossicità sia nell’esperimento ex vivo, che in vivo. 

Altri aggregati lipidici sopramolecolari presi in considerazione sono state le fasi liquido cristalline. In particolare si sono attenzionati cristalli liquidi di tipo liotropico (le cui caratteristiche sono fortemente dipendenti dalla tipologia e dalla quantità di solvente) [Com. 24, 53, 59]. Le fasi liquido cristalline sono state proposte la somministrazione dell’acyclovir per uso oftalmico [Com. 53] e per la somministrazione di agenti antifungini per uso transmucosale [Com. 24, 59, 64]. 

Per l’applicazione oftalmica sono stati condotti degli esperimenti di tollerabilità su conigli, mediante Draize test, studi di rilascio dell’acyclovir veicolato e studi di biodisponibilità dell’acyclovir nell’umore acqueo. I sistemi presi in esame hanno mostrato un ottima tollerabilità oculare, un rilascio di principio attivo protratto nel tempo ed un miglioramento dei parametri farmacocinetica dell’acyclovir in esso contenuto. 

Questi veicoli sono stati proposti, grazie alle loro eccellenti caratteristiche di mucoadesione, per la somministrazione mucosale di agenti antifungini, quali il sertaconazolo [Com. 24, 59] e l’itraconazolo [Com. 64]. Le fasi liquido cristalline esaminate hanno mostrato delle ottime caratteristiche di mucoadesione (95% dopo 48 h di esperimento) rendendole ideali per la somministrazione di questi agenti per via transvaginale.

Un aspetto di notevole interesse nella moderna ricerca tecnologica cosmetica è rappresentato dalla formulazione di veicoli in grado di resistere all’acqua per l’applicazione topica di filtri solari. La Dott.ssa Donatella Paolino si è occupata di un particolare tipo di emulsioni, le siliconiche per l’applicazione di filtri solari [Pub. 17]. L’effetto di diversi tensioattivi siliconici sulla permeazione di due filtri solari (octil metossicinnamato, OMC, e butilmetossidibenzoil metano, BMBM) da questi veicoli innovativi è stato valutato mediante studi di permeazione attraverso pelle umana. In particolare si è osservato che in funzione del tipo di emulsionante siliconico si ottiene una più o meno marcata permeazione dei filtri solari attraverso la pelle. In particolare il ciclometicone al pari del cetil dimeticone sono in grado di promuovere l’assorbimento percutaneo dei filtri solari, a differenza del laurildimeticone che invece da la minore permeazione per cutanea di filtri solari. Questi risultati possono essere attribuiti sia a cambiamenti dell’attività termodinamica dei filtri solari contenuti nelle emulsioni siliconiche sia a modificate interazioni tra i filtri e la matrice emulsiva. Questi risultati suggeriscono che la scelta del tensioattivo siliconico èun aspetto fondamentale che ci può garantire un corretto utilizzo dei filtri solari, massimizzando l’efficacia e minimizzando i potenziali rischi legati alla permeazione percuatnea legata a questo tipo di sostanze

4.2.5. Aspetti Normativi su Argomenti d’Interesse Farmaceutico


Per quanto riguarda questo tipo di ricerca la Dott.ssa Donatella Paolino si è interessata dell’aspetto della gestione della qualità nell’industria farmaceutica [Pub.12]. infatti negli ultimi decenni si è assistito all’introduzione, nel mondo industriale del concetto di qualità allo scopo di aumentare l’efficacia, l’efficienza e l’economicità della gestione delle aziende. Per rispondere all’esigenza degli operatori del settore è stato creato il pacchetto di norme ISO 9000, un pacchetto di norme internazionali sulla gestione di qualità il cui scopo è quello di fornire una guida alla gestione della qualità e indicare i requisiti essenziali per l’assicurazione della stessa. In particolare anche nell’industria farmaceutica sono state introdotte delle normative per regolamentare ogni fase della produzione. Per migliorare le proprie performance reddituali oltre che qualitative e per affrontare positivamente il cambiamento già avvertito dagli altri settori industriali l’azienda farmaceutica ha dovuto combinare le opzioni innovative con la propria realtà. L’applicazione della strategia del miglioramento qualitativo ha portato all’integrazione delle norme ISO nel settore farmaceutico dell’industria. In questo lavoro si è posto l’accento su come le varie normative sono state recepite dall’industria farmaceutica.
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