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PROGETTAZIONE DI
MACROMOLECOLE AD
ARCHITETTURA COMPLESSA
PER LA NANOMEDICINA

Polimeri ad architettura complessa vengono sempre piu utilizzati in nanomedicina,
grazie alla loro capacita di attraversare barriere biologiche e di trasportare farmaci.
Polimerizzazioni controllate e tecniche di “click chemistry” permettono una sintesi di
macromolecole biocompatibili con peso molecolare, topologia e funzionalita regolabili.

COMPOSIZIONE Polimeri ad architettura complessa
La sintesi e lo studio di polimeri ad elevata
QAAAV00A0 QVVOAVVAIID complessita molecolare sono stati ogget-

to di una intensa ricerca negli ultimi anni,
di pari passo con gli sviluppi nel campo
dei nanomateriali e delle nanotecnologie.
Uinteresse per macromolecole a topolo-
gia complessa, quali i polimeri ramificati
e iper-ramificati, a pettine, multi-braccia,

nonché i copolimeri a blocchi (Fig. 1), &

dovuto alle loro singolari proprieta chimi-

co-fisiche, che si discostano notevolmente

Copolimeri a blocchi Copolimeri statistici

Copolimeri a innesto

ARCHITETTURA

Polimeri a stella/multi-braccia Polimeri iper-ramificati Polimeri a pettine da quelle delle macromolecole lineari, e
consentono quindi di esplorare nuove ap-
FUNZIONALITA' plicazioni nel campo della scienza dei ma-

teriali e delle nanotecnologie [1].

Opportune tecniche di polimerizzazione
“controllate” e “viventi”, quali ad esem-
pio I’Atom Transfer Radical Polymerisation
(ATRP) e la Ring Opening Polymerisation

(ROP), permettono una sintesi su misura di

Polimeri a stella/multi-braccia Polimeri iper-ramificati Polimeri a pettine macromolecole con CompOSiZiOne, peSO
Fig. 1 - Esempi di polimeri a differente composizione, architettura e funzionalita molecolare e grado di ramificazione ben
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Catena principale idrofilica.

e

Catena idrofobica:

permette la formazione di
nanomateriali core-shell in acqua per
I’incapsulazione di farmaci

Fig. 2 - Il concetto di polimero farmacologicamente attivo

definiti, topologia controllata e specifica funzionalita.
Progettando opportunamente polimeri biocompa-
tibili e/o biodegradabili ad architettura complessa,
sono stati sviluppati biomateriali per un numero
sempre crescente di applicazioni nell’ambito della
nanomedicina e del drug delivery. Si possono infatti
produrre nanovettori per il trasporto e il rilascio di
farmaci con un elevato controllo della loro dimen-
sione e della loro capacita di attraversare le varie
barriere biologiche e raggiungere selettivamente cel-
lule, tessuti, organi.

Le loro proprieta chimico-fisiche possono essere va-
riate per ottenere formulazioni iniettabili su misura
per il trattamento di tumori ed altre patologie (come
quelle renali) e per la vaccinazione (nanovaccini,
adiuvanti). In questi casi € necessario un controllo
raffinato della taglia e della morfologia del nano-
materiale polimerico finale quando esso e disperso
in un ambiente acquoso, come ad esempio un buf-
fer fisiologico, un mezzo di coltura cellulare, od un
fluido biologico.

Tenendo basso il peso molecolare medio e la po-
lidispersita e selezionando un elevato grado di ra-
mificazione € possibile ottenere sospensioni colloi-
dali polimeriche di dimensioni ultra-piccole (con un
diametro idrodinamico <10 nm). Questi nanovettori
“ultrasmall” possiedono un’elevata capacita di attra-
versare le varie barriere biologiche per raggiungere
il loro specifico obiettivo biologico. Copolimeriz-
zando monomeri a differente composizione chimica
si possono ottenere strutture che presentano domini
idrofobici, capaci quindi di intrappolare farmaci li-
posolubili, stabilizzati da una corona macromole-

Ligando: permette alla
macromolecola di interagire con
specifici recettori producendo una
certa risposta biologica.

\

Coniugazione del farmaco

colare idrofilica. Il vantaggio di queste nanostrutture
spesso risiede nella loro capacita di formare micelle
unimolecolari, che non presentano una concentra-
zione critica di micellizzazione, e che quindi tratten-
gono il farmaco incapsulato anche dopo diluizione
nel flusso sanguigno o nel sistema linfatico.

Infine, la combinazione di polimerizzazioni “con-
trolled-living” con tecniche di “click chemistry”,
come la cicloaddizione di Huisgen azide-alchino o
I’addizione di Michael, consente di ottenere macro-
molecole ad elevato grado di funzionalizzazione.
Una volta legate chimicamente alla catena polime-
rica, biomolecole, quali peptidi, proteine e gruppi
saccaridici, forniscono al nanomateriale le caratteri-
stiche necessarie per dialogare con le cellule e inte-
ragire con i sistemi biologici.

Progettazione e sintesi

Nel campo del drug delivery, il concetto di polimero
farmacologicamente attivo fa riferimento ad una ca-
tena polimerica principale idrosolubile e biocompa-
tibile, alla quale vengono coniugati sia un farmaco
da trasportare, sia leganti capaci di interagire selet-
tivamente con opportuni recettori cellulari per otte-
nere la veicolazione selettiva [2] (Fig. 2). Il concetto
puo essere esteso a catene polimeriche che presen-
tano gruppi laterali o blocchi lipofilici, capaci cioe
di auto-assemblarsi formando domini idrofobici per
I"incapsulazione di farmaci a basso peso molecolare
poco solubili in acqua.

Tenendo conto di questi aspetti, il controllo dei se-
guenti parametri € di fondamentale importanza nella
fase di progettazione dei materiali polimerici:
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Fig. 3 - Sintesi di polimeri a topologia complessa e funzionalizzati

a) peso molecolare e indice di polidispersita;

b) scelta dei monomeri opportuna per ottenere ma-
cromolecole biocompatibili, possibilmente biode-
gradabili;

c) topologia della macromolecola;

d) grado di funzionalizzazione;

e) dimensione media finale ed indice di polidispersi-
ta del nanomateriale disperso in fase acquosa;

f) capacita di caricare e rilasciare il farmaco opportuno;

g) bioattivita e veicolazione selettiva (targeting).

Qui di seguito una descrizione di alcune tecniche

di polimerizzazione utilizzate per il controllo fine di

questi parametri.
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Ring opening polymerisation (ROP)

Poli-addizioni di tipo ring-opening permettono la
polimerizzazione di monomeri ciclici, ottenendo
macromolecole con un elevato controllo del peso
molecolare e della dispersita. La reazione, infatti,
procede attraverso un processo vivente/controllato.
Polimerizzando lattidi e lattoni, si possono ottenere
poliesteri biocompatibili e biodegradabili; variando
gli iniziatori e la funzionalizzazione dei monome-
ri [3] e possibile regolare le proprieta dei polimeri
finali.

Attraverso |'utilizzo di un catalizzatore organometal-
lico, quale ad esempio lo stagno ottanoato, il carbo-
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nile del monomero viene complessato e attivato per
la polimerizzazione. Questa puo essere iniziata da
un nucleofilo (per esempio un alcool) presente nel
mezzo di reazione.

Iniziando la polimerizzazione dell’e-caprolattone
con un alcool polifunzionale come il pentaeritritolo
(Fig. 3A), & possibile ottenere un poli e-caprolatto-
ne a quattro braccia con una distribuzione dei pesi
molecolari molto stretta e con un peso molecolare
predeterminato [4]. Alternativamente, utilizzando
iniziatori che presentano doppi legami (come il
2-idrossietil metacrilato, HEMA), e possibile sinte-
tizzare macromonomeri a base di poliestere, che
potranno essere utilizzati in una polimerizzazione
radicalica successiva per ottenere architetture anco-
ra piu complesse [5].

Un particolare tipo di polimerizzazione per la sintesi
controllata di polimeri iper-ramificati e la polimeriz-
zazione multi-braccia per apertura di anello (Ring
Opening MultiBranching Polymerisation-ROMBP) di
monomeri ciclici che presentano anche un gruppo
iniziatore (inimeri) [6] (Fig. 3A). Questa strategia sin-
tetica, effettuata con una lenta addizione del mono-
mero (slow monomer addition-SMA) e parziale de-
protonazione dell’iniziatore, risulta essere un buon
metodo per ottenere polimeri iper-ramificati con un
basso indice di polidispersita [7].

Atom Transfer Radical Polymerisation (ATRP)

La polimerizzazione radicalica per trasferimento ato-
mico (Atom Transfer Radical Polymerisation, ATRP)
€ uno dei processi di polimerizzazione radicalica
vivente controllata pit utilizzato per la produzione
di polimeri con stretta distribuzione del peso mole-
colare [8].

[l processo ATRP ¢ basato sulla reazione di addizio-
ne radicalica al monomero ed e catalizzato da un
complesso di un metallo di transizione (tipicamente
il rame nonostante la sua tossicita, oppure il ferro
quando viene richiesta la massima biocompatibilita
[9]). Tale polimerizzazione presenta un equilibrio tra
specie attive e dormienti che porta ad una crescita
simultanea di tutte le catene, mantenendo la con-
centrazione dei radicali sufficientemente bassa da
ridurre le reazioni di terminazione.

La cinetica della reazione dipende principalmente
dal tipo di catalizzatore, legante e iniziatore utilizza-
ti; spesso sono da considerare anche altri fattori, qua-
li solvente, temperatura, concentrazione e solubilita
di tutti i componenti. La ATRP puo essere applicabile
a numerosi tipi di monomeri, quali i metacrilati [10]

(Fig. 3B), che consentono di produrre, con condi-
zioni di reazione moderate, vari tipi di polimeri di
notevole interesse applicativo (copolimeri a blocchi,
copolimeri a innesto, polimeri iper-ramificati e poli-
meri a stella).

Tecniche di funzionalizzazione

Per ottenere macromolecole capaci di dialogare con
cellule e interagire con i sistemi biologici, € necessa-
rio funzionalizzare le catene polimeriche con mole-
cole bioattive, come peptidi, proteine ed opportuni
gruppi saccaridici. Queste coniugazioni vengono
spesso ottenute attraverso tecniche di click-chemi-
stry, ovvero un insieme di reazioni modulari veloci,
versatili, selettive, ad elevata resa, che non generano
prodotti secondari indesiderati, dalle quali si otten-
gono prodotti facilmente isolabili con metodi non
cromatografici [11]. Tra le razioni che soddisfano
questi requisiti, la cicloaddizione azide/alchino e
le reazioni tiolo doppio legame (thiol-ene ed addi-
zione di tipo Michael) trovano vasto uso in campo
biomedico [12] (Fig. 3C).

Caratterizzazione morfologica

Come detto in precedenza, una volta sintetizzati i
materiali polimerici, & fondamentale poterne inve-
stigare le proprieta morfologiche, come la forma, la
dimensione e la polidispersita, quando sono dispersi
in fase acquosa. E infatti in questo stato che essi inte-
ragiscono con i sistemi biologici. Polimeri anfifilici,
caratterizzati cioé da un dominio idrofobico e uno
idrofilico, possono assemblarsi formando strutture
unimolecolari sferiche o di varia forma (per esempio
a farfalla o a fiore [13]), oppure possono aggregare
formando micelle convenzionali o aggregati di mi-
celle unimolecolari. Nell’ottica di produrre sistemi
di drug delivery stabili anche in condizioni fisiologi-
che, materiali polimerici in grado di formare micelle
unimolecolari sono da preferirsi; essi, infatti, hanno
una maggiore possibilita di veicolare il farmaco fino
al sito bersaglio. Micelle convenzionali, invece, pos-
sono disassemblarsi precocemente nei fluidi corpo-
rei, quando sottoposte ad alte diluizioni o variazioni
di parametri come pH e temperatura [14].

[l dynamic light scattering (DLS) & una delle tecniche
piu utilizzate per caratterizzare i polimeri dispersi
in un mezzo acquoso. Questa analisi restituisce il
diametro idrodinamico delle specie nel mezzo e, di
conseguenza, permette anche di determinare il nu-
mero di specie presenti in soluzione e il loro grado
di polidispersita. Nell’ambito del drug delivery, & au-

LA CHIMICA E L'INDUSTRIA online | ANNO | | N° 6 | NOVEMBRE/DICEMBRE 2017 @



CHIMICA & POLIMERI

Fig. 4 - (A) Struttura del polimero multi-braccia e (B) schematizzazione della nanoparticella che forma in
soluzione acquosa. (C) I podociti danneggiati mostrano un citoscheletro con bassa densita di filamenti di
actina intorno al nucleo; dopo trattamento con le nanoparticelle, le cellule recuperano la loro morfologia

originaria

spicabile ottenere distribuzioni monomodali con un
basso grado di polidispersita, in quanto polimeri ete-
rogenei possono anche avere bioattivita eterogenee
[15]. Anche il microscopio a trasmissione elettronica
(TEM) consente di visualizzare come le molecole di
polimero si dispongono nello spazio. Poiché le im-
magini TEM sono acquisite dopo la rimozione del
solvente da campioni inizialmente in soluzione, le
dimensioni che si ottengono possono risultare di-
verse (spesso minori) di quelle ricavate dalle analisi
DLS, che invece rilevano il diametro idrodinamico
del colloide. Quando possibile, misure di microsco-
pia elettronica in trasmissione su sottili film a base
acquosa, vetrificati e mantenuti alla temperatura
dell’azoto liquido (cryo-TEM), hanno il vantaggio di
fornire immagini di queste strutture polimeriche an-
fifiliche senza dover evaporare il solvente. Una volta
che la morfologia dei materiali polimerici viene de-
terminata tramite TEM, confrontando la loro taglia
con quella ottenuta mediante DLS ¢ possibile stabi-
lire se essi formino specie uni- o multimolecolari in
soluzione.

La transizione da micelle unimolecolari ad aggregati
multimolecolari pud avvenire al di sopra di una de-
terminata concentrazione di polimero, che prende
il nome di concentrazione di aggregazione critica
(CAC) e che puo essere misurata. Varie tecniche di
analisi possono essere impiegate per questo scopo.
Per esempio, la fluorescenza del pirene cambia a

seconda che questo
si trovi in un ambien-
te polare, come l'ac-
qua, o in uno apolare,
come il nucleo di un
aggregato  polimeri-
co [16]. In corrispon-
denza della CAC, e
possibile osservare un
brusco cambiamento
delle caratteristiche del
suo spettro di emissio-
ne. Anche un rapido
aumento del diame-
tro idrodinamico del-
la specie in funzione
della sua concentra-
zione puo indicare la
transizione da singola
molecola ad aggregato multimolecolare. Allo stesso
modo, & possibile misurare la tensione superficiale
della soluzione al variare della concentrazione di
polimero anfifilico, come avviene per classiche so-
luzioni di surfattanti.

Nucleo idrofobico

®  Molecola incapsulata |

Applicazione - Nanoparticelle polimeriche

per il trasporto di farmaci ai podociti renali

Nel campo delle patologie renali croniche, si e alla
ricerca di nuovi approcci terapeutici per veicolare
farmaci ai glomeruli renali danneggiati, e in parti-
colare per raggiungere i podociti, cellule che costi-
tuiscono la barriera di filtrazione renale e che sono
direttamente coinvolte nella progressione di queste
malattie [17]. Nell’ottica di produrre un materiale
polimerico in grado di attraversare la barriera di fil-
trazione renale per trasportare farmaci ai podociti,
nei nostri laboratori e stato sintetizzato un polimero
multi-braccia [4], la cui struttura e riportata in Fig.
4A. Esso e costituito da un nucleo idrofobico a base
di poli e-caprolattone da cui si diramano diverse uni-
ta di glicole polietilenico, idrofilico, disposte come
i denti di un pettine; e stato sintetizzato tramite una
combinazione di ROP e ATRP. Quando questo po-
limero viene disperso in acqua o in un solvente ac-
quoso, in cui il poli e-caprolattone non e solubile,
esso si dispone formando delle particelle sferiche
di dimensione nanometrica, dove la parte idrofilica
forma un guscio che protegge il nucleo idrofobico e
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lo separa dall’ambiente acquoso (Fig. 4B). Inducen-
do la formazione delle nanoparticelle in presenza di
una molecola idrofobica, questa viene incapsulata
all’interno del loro nucleo.

Tramite analisi DLS, abbiamo osservato che la taglia
delle nanoparticelle in acqua e di 20 nm circa, e che
esse hanno un basso indice di polidispersita (<0,25).
La dimensione di queste nanoparticelle e sufficiente-
mente piccola per essere compatibile con la barriera
difiltrazione renale, che fa passare molecole di taglia
6-10 nm in condizioni fisiologiche, e molecole leg-
germente piu grandi in condizioni patologiche [18].
Abbiamo appurato questa compatibilita iniettando
le nanoparticelle in topi con patologie renali indotte
e rilevandone poi la presenza all’interno delle loro
urine. Dopo aver incapsulato all’interno delle nano-
particelle il farmaco idrofobico desametasone, noto
per avere un effetto benefico sui podociti [19], e aver
verificato che questo viene rilasciato gradualmente
dalle nanoparticelle, abbiamo testato I’efficacia del-
le nanoparticelle contenenti il farmaco sui podociti
stessi. Inizialmente, i podociti sono stati danneggiati
in laboratorio tramite incubazione con una sostanza
tossica (adriamicina), capace di alterare la morfolo-
gia dei filamenti di actina del loro citoscheletro (Fig.
4C). Trattando i podociti con le nanoparticelle cari-
cate con desametasone, e stata ripristinata la struttu-
ra del citoscheletro, che & infatti apparso nuovamen-
te organizzato come nelle cellule sane. E importante
inoltre sottolineare che le nanoparticelle testate non
hanno mostrato tossicita.

Concludendo, tecniche di polimerizzazione control-
late permettono di ottenere nanomateriali con una
struttura predefinita e una bassa polidispersita. A se-
conda della loro composizione e della loro topolo-
gia, e possibile controllare che tipo di nanoparticelle
formeranno in soluzione acquosa e, di conseguenza,
per quale applicazione biologica potranno essere
utilizzati.
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Design of Complex Macromolecular
Architectures For Nanomedicine

Polymers with complex macromolecular archi-
tecture are widely used in nanomedicine, due to
their capacity of crossing biological barriers and
transport drugs. Controlled polymerisations and
‘click chemistry’ techniques allow the synthesis
of biocompatible macromolecules with tuneable
molecular weight, topology and functionality.
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