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1.INTRODUZIONE 

1.1.IL CARCINOMA POLMONARE  

Il carcinoma polmonare rappresenta attualmente una delle principali cause di 

mortalità oncologica a livello globale, costituendo un rilevante problema di salute 

per incidenza, per difficoltà diagnostiche e per limitate prospettive terapeutiche in 

stadi avanzati [1]. 

L’eziopatogenesi del carcinoma polmonare è complessa e multifattoriale. Il 

principale fattore di rischio è rappresentato dal fumo di sigaretta, ma anche 

l'esposizione ad agenti ambientali cancerogeni, tra cui il gas radon, l’amianto, il 

benzene, i metalli pesanti e le polveri sottili, è implicata in maniera significativa 

soprattutto nei contesti ad alta densità abitativa e industriale [2], [3]. Inoltre, fattori 

genetici, epigenetici ed immunologici concorrono alla trasformazione neoplastica 

delle cellule epiteliali respiratorie, poiché alterano i normali meccanismi di 

regolazione della proliferazione cellulare, dell’apoptosi e della riparazione del 

DNA. Tra le principali alterazioni molecolari del carcinoma polmonare, rivestono 

particolare importanza le mutazioni attivanti dell’Epidermal Growth Factor 

Receptor (EGFR) [4], [5], dei geni Anaplastic Lymphoma Kinase (ALK) e  del 

Protooncogene-1 (ROS1), che attivano costitutivamente le vie proliferative 

intracellulari [6], [7]. Frequenti negli adenocarcinomi sono anche le mutazioni del 

Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS), considerate a prognosi 

sfavorevole e, fino a poco tempo fa, prive di opzioni terapeutiche mirate [8], [9]. 

Dal punto di vista morfologico, il carcinoma polmonare non costituisce un'entità 

unica, ma piuttosto un gruppo eterogeneo di neoplasie con caratteristiche 

istologiche, biologiche e comportamentali differenti [10]. 
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1.1.1.CLASSIFICAZIONE MORFOLOGICA DEL CARCINOMA POLMONARE 

Attualmente alla base delle caratteristiche morfologiche si identificano il carcinoma 

polmonare a piccole cellule (Small Cell Lung Cancer, SCLC) ed il carcinoma 

polmonare a non piccole cellule (Nom Small Cell Lung Cancer, NSCLC) (Fig.1). 

 

Fig.1.: Classificazione del carcinoma polmonare (prodotta con Biorender) 

 

Il SCLC rappresenta la forma istologica meno frequente tra le neoplasie polmonari 

(incidenza pari al 10-15%), caratterizzato da una crescita delle cellule epiteliali 

bronchiali estremamente rapida, da una elevata frazione mitotica e da una spiccata 

tendenza alla diffusione metastatica precoce sia linfatica che ematogena [11]. Dal 

punto di vista eziologico, il SCLC è fortemente associato al fumo di tabacco, 

manifestandosi quasi esclusivamente in pazienti con una storia di esposizione 

cronica e prolungata al fumo [12]. Una delle peculiarità dello SCLC è la sua 

aggressività clinica: infatti, alla diagnosi, la maggior parte dei pazienti presenta già 

una malattia avanzata o estesa, con frequente interessamento metastatico a livello 
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epatico, osseo, surrenalico e cerebrale per questo associato ad un tasso di 

sopravvivenza a 5 anni inferiore al 7%, [13], [14]. 

Il NSCLC rappresenta la forma istologica più comune di neoplasia polmonare  [15], 

caratterizzato da una crescita relativamente più lenta ed una maggiore eterogeneità 

molecolare e istopatologica. Il NSCLC è suddiviso in tre sottotipi principali sulla 

base delle caratteristiche morfologiche e  sede di insorgenza: 

• Carcinoma polmonare a cellule squamose (Squamous Cell Lung 

Carcinoma, SQCLC), caratterizzato da una proliferazione di cellule 

epiteliali maligne con differenziazione squamosa. Origina prevalentemente 

a livello dei bronchi centrali e mostra un comportamento localmente 

invasivo, con sintomi respiratori frequenti e marcati, come tosse cronica, 

emottisi, dispnea e ostruzione bronchiale. La diagnosi precoce può risultare 

difficile, data la tendenza iniziale a rimanere confinato nelle strutture 

endobronchiali [16]. 

• Adenocarcinoma (AdenoCA). Rappresenta il sottotipo più frequente (40% 

dei casi),  specialmente tra non fumatori, donne e soggetti in età 

relativamente giovane. Origina nelle vie aeree periferiche da pneumociti di 

tipo II ed è associato a mutazioni oncogeniche specifiche, quali quelle nei 

geni EGFR, ALK, ROS1 e KRAS. L’AdenoCA ha una tendenza marcata 

alla metastatizzazione precoce con frequente coinvolgimento di ossa, fegato 

e sistema nervoso centrale. Per via della sua localizzazione periferica, nelle 

fasi iniziali i sintomi possono essere assenti o aspecifici [17], [18]. 

• Carcinoma polmonare a grandi cellule (Undifferentiated Large Cell 

Carcinoma, ULCC), caratterizzato da cellule tumorali grandi, disomogenee 
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e prive di caratteristiche squamose o ghiandolari definite. Ha una 

localizzazione mediastinica e un comportamento clinico aggressivo, 

similmente al SCLC. La diagnosi è spesso tardiva e la prognosi risulta 

generalmente sfavorevole, anche a causa della scarsa risposta alle terapie 

convenzionali [19]. 

La stadiazione del tumore, essenziale per la strategia terapeutica e per la valutazione 

prognostica del paziente [20], viene effettuata con il sistema TNM attualmente 

riconosciuto a livello internazionale dalla comunità oncologica, che si basa sul 

parametro T (tumore), che valuta le dimensioni del tumore primitivo, la sua 

estensione locale e l’eventuale infiltrazione delle strutture contigue; sul parametro 

N (nodi), che considera il grado di coinvolgimento linfonodale regionale, e infine, 

sul parametro M (metastasi), che identifica la presenza di metastasi a distanza, 

definendone la localizzazione e l’estensione [20], [21]. 

L’applicazione di questi criteri consente di classificare il NSCLC in stadi clinici 

progressivi, da I a IV, ciascuno con precise implicazioni terapeutiche e 

prognostiche. La stessa classificazione non può essere effettuata per il SCLC, per il 

quale si utilizza una classificazione più semplificata, che fa una distinzione tra 

malattia limitata, confinata a un emitorace e trattabile con un unico campo di 

radioterapia, e malattia estesa, caratterizzata da diffusione extrapolmonare o 

bilaterale, che esclude la possibilità di trattamento loco-regionale unificato [22]. 

 

1.1.2.ALTERAZIONI FISIO-ANATOMICHE DEL POLMONE 

Il tumore polmonare induce profonde alterazioni del parenchima polmonare, 

compromettendo in maniera significativa la funzionalità respiratoria. Dal punto di 
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vista anatomico, la proliferazione delle cellule neoplastiche determina la 

formazione di masse tumorali solide, che possono interessare sia il parenchima 

alveolare che le vie aeree di calibro variabile, causando ostruzione bronchiale, 

compressione dei bronchi adiacenti ed ipoventilazione dei distretti polmonari 

coinvolti [23]. La distruzione dell’architettura alveolare comporta la perdita della 

superficie di scambio gassoso e la formazione di tessuto fibrotico che aumenta la 

resistenza delle vie aeree periferiche [24], [25]. Inoltre, l’attivazione del processo 

di angiogenesi a livello tumorale porta ad un’alterazione del microcircolo 

polmonare, determinando spesso fenomeni di ipertensione polmonare locale e di 

disfunzione endoteliale [26], [27]. A livello fisiologico, questi cambiamenti 

strutturali si traducono in una compromissione della ventilazione e della perfusione 

polmonare, che causano inefficienza negli scambi di ossigeno ed anidride carbonica 

[28], [29]. La risposta infiammatoria cronica, indotta dall’interazione tra cellule 

tumorali e microambiente polmonare, promuove un rilascio persistente di mediatori 

proinfiammatori e profibrotici, favorendo la fibrosi interstiziale ed il 

rimodellamento tissutale [30], [31]. Clinicamente, tali alterazioni si manifestano 

con sintomi quali dispnea progressiva, tosse cronica, emottisi e riduzione della 

capacità di scambio gassoso che riflettono un deterioramento funzionale correlato 

all’estensione e alla localizzazione della massa tumorale [25]. 

 

1.1.3.CRESCITA DELLA MASSA TUMORALE  

La crescita del carcinoma polmonare presenta tre fasi principali: iniziazione, 

progressione e proliferazione, caratterizzate da interazioni dinamiche e 

interdipendenti tra cellule tumorali e microambiente che portano a un ecosistema 
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complesso, eterogeneo e altamente adattivo [19] (Fig.2). L’intero processo è 

scandito da una complessa co-evoluzione tra le cellule maligne ed il microambiente 

che si trasforma da semplice tessuto di supporto a vera e propria componente 

funzionale del tumore. 

 

Fig.2: Descrizione grafica della stadiazione del carcinoma polmonare (prodotta con 

biorender). 

 

Fase di iniziazione. Il processo inizia a causa di mutazioni genetiche e alterazioni 

epigenetiche in cellule progenitrici epiteliali dell’albero respiratorio, sia a livello 

bronchiale (tipico dell’AdenoCA e del SQCLC), sia a livello alveolare (in 

particolare nel SCLC) [32], [33], che determinano l’iperespressione dei geni 

oncogeni come KRAS ed EGFR [34]. In questa fase iniziale, la cellula  trasformata 

acquisisce capacità proliferative anomale, perde la sensibilità ai segnali apoptotici 

e sviluppa meccanismi di evasione immunitaria. Sebbene ancora confinato, il clone 

mutato recluta e attiva fibroblasti e cellule immunitarie residenti, ed inducendo una 

riorganizzazione precoce della matrice extracellulare (ECM), con iniziale 

deposizione aberrante di collagene e fibronectina [35], [36]. 
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Fase di progressione. In questa fase, il carcinoma polmonare acquisisce 

caratteristiche fenotipiche che ne aumentano l’aggressività, instaurando 

un’interazione più stretta con il microambiente circostante [37]. I fibroblasti 

associati al cancro (CAFs) producono fattori di crescita (Transforming Growth 

Factor beta (TGF-β), Fibroblast Growth Factor (FGF)) e citochine infiammatorie, 

conferendo alle cellule tumorali una maggiore capacità di movimento, plasticità e 

resistenza alle terapie. Contemporaneamente, inizia anche un processo di 

angiogenesi aberrante, legato alla crescente ipossia nel tessuto tumorale [38], [39], 

[40], e si attiva un processo di immunosoppressione [41], [42].  

Fase di proliferazione e consolidamento. Nella fase di proliferazione, la massa 

tumorale si espande rapidamente, invadendo strutture adiacenti ed acquisendo 

competenze metastatiche [43], [44]. La matrice extracellulare si altera, facilitando 

la migrazione cellulare e la disseminazione ematica e linfatica [45]. Le cellule 

tumorali esprimono fenotipi altamente invasivi, che producono lattato con 

conseguente acidificazione del microambiente e inibizione funzionale delle cellule 

immunitarie infiltranti [46]. In questo contesto, il tumore si consolida come un 

ecosistema altamente strutturato, autonomo e capace di resistere ai trattamenti 

sistemici [31]. 

 

1.1.4.ALTERAZIONE DEL MICROAMBIENTE TUMORALE 

Durante la fase di crescita del carcinoma polmonare, il microambiente tumorale 

subisce una complessa riorganizzazione che supporta la proliferazione incontrollata 

per la sopravvivenza, la progressione e la diffusione metastatica delle cellule 

neoplastiche [31], [47]. Uno degli eventi biologici centrali di questa fase è 
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l’angiogenesi tumorale, indotta principalmente dal VEGF, dal Fibroblast Growth 

Factor (FGF) e dal Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) [48], [49], che dà 

origine a una rete vascolare aberrante, caratterizzata da strutture disorganizzate, 

permeabili e funzionalmente inefficienti, generando un microambiente ipossico e 

acido. Tali condizioni selezionano cloni cellulari più adattabili e aggressivi, 

stimolano l'espressione di geni correlati alla sopravvivenza e contribuiscono al 

reclutamento di macrofagi, i quali promuovono la crescita tumorale tramite la 

secrezione di fattori immunosoppressivi e citochine pro-tumorali [50], [51]. 

In parallelo, il carcinoma interagisce attivamente con la componente stromale del 

microambiente, in particolare con i CAFs, che rilasciano TGF-β, interleuchina-6 

(IL-6), chemokine (C-X-C motif) ligand 12 (CXCL12), nonché metalloproteasi, 

che degradano i componenti della matrice extracellulare (MEC) e facilitano la 

migrazione cellulare, l’invasione tissutale e la formazione di metastasi [47], [52], 

[53], [54]. La soppressione della risposta immunitaria rappresenta un altro processo 

a supporto della progressione tumorale [51], [55]. 

Inoltre, la dipendenza delle cellule tumorali da specifici substrati metabolici, come 

il glutammato, consente non solo il soddisfacimento delle richieste energetiche e 

biosintetiche, ma influenza direttamente il metabolismo delle cellule immunitarie, 

in particolare delle cellule T effettrici [56]. Il crosstalk tra metabolismo tumorale e 

immunità sta emergendo come target da sfruttare per strategie terapeutiche 

combinate, soprattutto nel contesto delle immunoterapie [56]. 

Parallelamente, la secrezione di metalloproteasi ed altri enzimi proteolitici da parte 

di cellule tumorali e stromali determina un rimodellamento della MEC, stimolando 
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vie intracellulari che promuovono fenotipi più migratori, invasivi e resistenti ai 

trattamenti, oltre a contribuire alla plasticità cellulare [31], [52]. 

Recentemente, è stato compreso il ruolo fondamentale del microbioma polmonare 

nel rafforzare l’immunosoppressione locale, aprendo nuove prospettive 

terapeutiche orientate alla modulazione della flora microbica per ristabilire un 

equilibrio immunitario favorevole alla clearance tumorale [57]. 

In definitiva, il microambiente tumorale del carcinoma polmonare costituisce un 

sistema complesso e altamente integrato, in cui componenti cellulari, segnali 

solubili, vie metaboliche e meccanismi biomeccanici interagiscono sinergicamente 

per sostenere la crescita, la sopravvivenza e la disseminazione delle cellule 

neoplastiche.  

 

1.1.5.FORMAZIONI DI METASTASI 

La formazione di metastasi rappresenta uno degli eventi più critici nella 

progressione della malattia e costituisce la principale causa di mortalità associata al 

cancro. Il processo metastatico comprende diverse fasi interdipendenti, ovvero la 

dissociazione delle cellule tumorali primarie, la loro intravasazione nei vasi 

sanguigni o linfatici, la sopravvivenza in circolo, l’estravasazione nei tessuti 

bersaglio e, infine, la colonizzazione e la proliferazione nel microambiente 

secondario [58] (Fig.3). 
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Fig.3: Processo di metastatizzazione e colonizzazione delle cellule tumorali 

(prodotta con Biorender). 

 

La capacità metastatica è determinata dall’acquisizione da parte delle cellule 

neoplastiche di proprietà motili, invasive e resistenti all’apoptosi [39], [59]. Inoltre, 

una volta arrivate nel circolo ematico, le cellule tumorali viaggiano in cluster o 

protette da piastrine che formano un rivestimento protettivo contro l’attacco 

immunitario e favoriscono l’adesione endoteliale [60], [61]. Il carcinoma 

polmonare, a causa della sua ricca vascolarizzazione e dell’accesso diretto al circolo 

sistemico e linfatico, è caratterizzato da una spiccata propensione metastatica al 

cervello, con sintomi neurologici focali, alterazioni cognitive o crisi epilettiche. La 

barriera emato-encefalica, sebbene altamente selettiva, può essere attraversata da 

cloni tumorali dotati di meccanismi specifici di adesione e trasmigrazione 

endoteliale [62], [63]. Altra sede comune di metastatizzazione è rappresentata dalle 

ossa, in particolare vertebre, coste e femori prossimali. Le lesioni osteolitiche o 

miste sono frequentemente dolorose e predisponenti a fratture patologiche, 

ipercalcemia e compressioni midollari [64]. Il fegato costituisce un altro sito di 
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metastatizzazione, in cui le metastasi, spesso silenti nelle fasi iniziali, possono 

evolvere in insufficienza epatica conclamata. A livello delle ghiandole surrenali, le 

metastasi possono provocare insufficienza corticosurrenalica acuta con 

implicazioni cliniche urgenti [58], [65]. Più raramente, il carcinoma polmonare può 

metastatizzare in organi atipici quali cute, reni, pancreas e tratto gastrointestinale, 

eventi che spesso si correlano a fenotipi tumorali particolarmente aggressivi o ad 

alterazioni genetiche specifiche [58]. 

Nel complesso, la disseminazione metastatica del carcinoma polmonare non è un 

fenomeno casuale ma risponde a logiche biologiche precise, influenzate da fattori 

intrinseci del tumore, da condizioni del microambiente secondario e da interazioni 

dinamiche tra cellula tumorale e sistema immunitario [44]. 

 

1.1.6.FATTORI PREDISPONENTI O CHE CAUSANO IL CARCINOMA 

POLMONARE 

Il carcinoma polmonare è una neoplasia eterogenea la cui insorgenza può scaturire 

anche da condizioni patologiche preesistenti, come malattie infiammatorie croniche  

o condizioni fibrotiche del parenchima polmonare che, attraverso l’alterazione 

dell’omeostasi tissutale, promuovono instabilità genomica, proliferazione aberrante 

e resistenza cellulare all’apoptosi [33], [66]. D’altro canto, il carcinoma polmonare 

può indurre numerose patologie secondarie attraverso meccanismi sistemici e 

paraneoplastici, contribuendo significativamente alla morbilità e mortalità del 

paziente [67]. 

Tra le principali condizioni patologiche che predispongono allo sviluppo del 

carcinoma polmonare, schematizzate in Tab.1, si includono: 
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• Broncopneumopatia cronica ostruttiva (BPCO), che crea un microambiente 

infiammatorio cronico, caratterizzato da stress ossidativo, rimodellamento 

delle vie aeree e alterazione dell’immunità locale [68]; 

• Fibrosi polmonare idiopatica (IPF), che a causa della continua riparazione 

tissutale, della fibrosi progressiva e della proliferazione epiteliale 

disordinata, crea un ambiente favorevole alla selezione clonale di cellule 

neoplastiche [69]; 

• Tubercolosi polmonare, causata dall’infezione cronica da Mycobacterium 

tuberculosis, che induce infiammazione persistente e danno cronico 

al parenchima polmonare [70]; 

• Asbestosi e pneumoconiosi, causate dall’inalazione cronica di particelle 

inorganiche (come amianto o silice), che inducono danno cellulare diretto, 

stress ossidativo e attivazione di macrofagi, portando ad una risposta 

infiammatoria cronica e persistente [71]; 

• Malattie autoimmuni sistemiche (es. sclerodermia, lupus eritematoso 

sistemico), che possono aumentare il rischio neoplastico polmonare 

attraverso l’infiammazione cronica tissutale e l’impiego di terapie 

immunosoppressive che alterano i meccanismi di sorveglianza immunitaria. 
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Tab.1: Patologie che possono originare il carcinoma polmonare. 

CONDIZIONE MECCANISMI PATOGENETICI 

BRONCOPNEUMOPATIA CRONICA 
OSTRUTTIVA (BPCO) 

Infiammazione cronica, stress ossidativo, 
rimodellamento delle vie aeree, immunità locale 

alterata; il fumo è cofattore 

FIBROSI POLMONARE IDIOPATICA 
(IPF) 

Fibrosi progressiva, proliferazione epiteliale 
disordinata, riparazione tissutale continua 

TUBERCOLOSI POLMONARE 
Infiammazione granulomatosa cronica, rilascio di 

citochine (IL-6, TNF-α), danno cronico al 
parenchima 

ASBESTOSI E PNEUMOCONIOSI 
Inalazione cronica di fibre (amianto, silice), danno 

cellulare diretto, stress ossidativo, attivazione 
macrofagica 

MALATTIE AUTOIMMUNI 
SISTEMICHE (ES. LES, 

SCLERODERMIA) 

Infiammazione tissutale cronica, terapie 
immunosoppressive → alterata sorveglianza 

immunitaria 
 

Parallelamente, il carcinoma polmonare può determinare una vasta gamma di 

patologie secondarie, , ovvero (Tab.2): 

• Sindrome della vena cava superiore, causata dalla compressione o 

infiltrazione tumorale del vaso con conseguente edema cervicofacciale, 

ingorgo venoso e dispnea [72]; 

• Versamento pleurico neoplastico, che deriva dalla diffusione tumorale alla 

pleura viscerale e parietale, determinando progressiva dispnea; 

• Sindrome paraneoplastica, cioè gruppo eterogeneo di manifestazioni 

sistemiche non attribuibili direttamente al tumore, tra cui: ipercalcemia, 

sindrome di Cushing ectopica, neuropatie periferiche ed encefaliti [73]; 

• Trombosi venosa profonda ed embolia polmonare, che possono manifestarsi 

precocemente nella storia clinica del paziente oncologico [74]; 

• Insufficienza respiratoria, dovuta nelle fasi avanzate di malattia 

dall’ostruzione bronchiale, dall’estensione tumorale e dalle infezioni [68]. 
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Tab.2: Patologie che possono originare dal carcinoma polmonare. 

CONDIZIONE MECCANISMI PATOGENETICI 

SINDROME DELLA VENA CAVA 
SUPERIORE 

Compressione/infiltrazione tumorale del vaso → edema 
cervicofacciale, dispnea 

VERSAMENTO PLEURICO 
NEOPLASTICO 

Diffusione alla pleura viscerale/parietale → dispnea, 
richiede toracentesi o drenaggio 

SINDROME PARANEOPLASTICA 
Manifestazioni sistemiche: ipercalcemia (PTHrP), 

Cushing ectopico (ACTH), sindrome Lambert-Eaton, 
neuropatie 

TROMBOSI VENOSA PROFONDA 
/ EMBOLIA POLMONARE 

Stato protrombotico paraneoplastico, può insorgere 
precocemente 

INSUFFICIENZA RESPIRATORIA Ostruzione bronchiale, invasione parenchimale estesa, 
infezioni opportunistiche → deterioramento respiratorio 

 

In conclusione, il carcinoma polmonare è interconnesso con numerose patologie sia 

come esito finale di un terreno patologico preesistente, sia come causa di condizioni 

cliniche secondarie che aggravano il decorso e la gestione della malattia.  

 

1.2.TERAPIA CONVENZIONALE 

Nel carcinoma polmonare, chemioterapia e immunoterapia sistemica sono l’unica 

opzione terapeutica per il controllo della malattia, in particolare nei pazienti con 

malattia localmente avanzata o metastatica non candidabili a terapie a bersaglio 

molecolare per assenza di mutazioni [75].  

La chemioterapia si avvale di agenti citotossici che interferiscono con processi 

cellulari fondamentali, come sintesi e riparazione del DNA, mitosi e funzionalità 

dei microtubuli, con l’obiettivo di danneggiare le cellule tumorali e indurne 

l’apoptosi [76]. 
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1.2.1.TERAPIA ANTITUMORALE PER IL TRATTAMENTO DI NSCLC 

Nel NSCLC, la prima linea terapeutica prevede l’impiego di derivati del platino 

(cisplatino, carboplatino), che formano legami covalenti con il DNA ostacolandone 

la replicazione [77]. Questi farmaci vengono associati ad altri agenti in base 

all’istotipo (adenoCA, squamoso, a grandi cellule) ed alle condizioni cliniche del 

paziente.  

In particolare, si utilizzano: 

• Pemetrexed, antimetabolita che inibisce l’attività enzimatica cardine nel 

processo della sintesi nucleotidica [78]; 

• Taxani (paclitaxel, docetaxel), che stabilizzano i microtubuli arrestando la 

mitosi [79]; 

• Gemcitabina, analogo della deossicitidina, che interferisce con la sintesi del 

DNA [78]; 

• Vinorelbina, che inibisce la formazione del fuso mitotico [80]. 

In molti casi, la terapia di prima linea non è risolutiva e risulta necessario 

intraprendere terapie di seconda e terza linea [81]. 

In assenza di specifiche mutazioni, la seconda linea prevede docetaxel o 

pemetrexed. Recentemente, grazie alla tipizzazione del paziente, l’immunoterapia 

con nivolumab, atezolizumab e durvalumab, ha dimostrato un beneficio 

significativo in sopravvivenza con una tollerabilità superiore rispetto ai 

chemioterapici convenzionali [81], [82]. 

Quando la malattia oncologica progredisce, nonostante i trattamenti di prima e 

seconda linea, si ricorre alla cosiddetta terza linea terapeutica, in cui si impiegano 

farmaci chemioterapici alternativi oppure terapie mirate, progettate per agire su 
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specifici bersagli molecolari presenti nelle cellule tumorali, con l’obiettivo di 

rallentare l’evoluzione della malattia e migliorare la qualità di vita del paziente. Un 

esempio è rappresentato dai tumori con mutazione T790M del recettore EGFR, in 

questi casi si ricorre all’impiego di osimertinib. [83]. 

Un altro farmaco impiegato nella terza linea di trattamento è il sorafenib (Sor), un 

inibitore multichinasico che ha suscitato grande interesse per il suo meccanismo 

d’azione; esso agisce su diverse vie di segnalazione coinvolte nella crescita 

tumorale e nella formazione di nuovi vasi sanguigni, bloccando le chinasi RAF, il 

Vascular Endothelial Growth Factor Receptor (VEGFR) e il Platelet-Derived 

Growth Factor (PDGFR). Sebbene non approvato come terapia standard per il 

NSCLC, Sor, è stato sperimentato in studi clinici su pazienti pretrattati, soprattutto 

in terza linea o in combinazione con altri farmaci, dimostrando un’attività 

antitumorale significativa soprattutto nei tumori con alta angiogenesi o mutazioni 

KRAS [84], [85].  

Le terapie di terza linea rappresentano quindi una sfida clinica in continua 

evoluzione. La scelta del trattamento si basa su una nuova caratterizzazione 

molecolare della neoplasia (mediante biopsie tissutali o liquide), alla ricerca di 

mutazioni emergenti o meccanismi di resistenza [86]. In assenza di target 

identificabili, le opzioni includono farmaci multitarget come il Sor o la 

reintroduzione della chemioterapia nei pazienti con buone condizioni generali. In 

Tab.3, sono indicati i farmaci in base alla priorità di utilizzo nel NSCLC. 
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Tab.3: Classificazione dei farmaci usati nel trattamento del NSCLC. 

LINEA FARMACI MECCANISMO 
D'AZIONE INDICAZIONI/NOTE 

PRIMA 
LINEA 

Derivati del platino 
(cisplatino, 

carboplatino) 

Legami covalenti col 
DNA → inibizione 

replicazione 

Base della terapia; combinati con 
altri in base all’istotipo 

 Pemetrexed Antifolato → blocco 
sintesi nucleotidi Solo in istotipi non squamosi 

 Taxani (paclitaxel, 
docetaxel) 

Stabilizzazione 
microtubuli → arresto 

mitosi 

Utilizzati nei tumori squamosi e 
non squamosi 

 Gemcitabina 

Analogo 
deossicitidina → 
inibizione sintesi 

DNA 

Associata a derivati del platino 

 Vinorelbina Inibizione fuso 
mitotico 

Alternativa valida nei pazienti 
anziani o con comorbidità 

SECONDA 
LINEA 

Docetaxel / 
Pemetrexed Come sopra Storicamente impiegati in 

assenza di mutazioni target 

 
Immunoterapia: 

nivolumab, 
atezolizumab, 
durvalumab 

Inibitori checkpoint 
immunitari (PD-1/PD-

L1) 

Scelta preferenziale oggi in 
pazienti senza mutazioni target 

 
EGFR+ (mut. 

T790M): 
osimertinib 

Inibitore tirosin-
chinasico di 3ª 
generazione 

Specifico per mutazione di 
resistenza T790M 

 
EGFR+ senza 

T790M o esaurite 
opzioni target 

Chemioterapia, 
inibitori multitarget, 

trial clinici 

Trattamento personalizzato in 
base a caratteristiche molecolari 

residue 

TERZA 
LINEA Sorafenib 

Inibitore 
multichinasico (RAF, 

VEGFR, PDGFR) 

Non standard, ma valutato in trial 
per NSCLC refrattari, soprattutto 

con mutazioni KRAS o alta 
angiogenesi 

 Altre opzioni 

Chemioterapia 
reintrodotta, farmaci 

multitarget, studi 
clinici 

Scelte guidate da nuova 
caratterizzazione molecolare 

(biopsie liquide/tissutali) 

 

1.2.2.TERAPIA ANTITUMORALE PER IL TRATTAMENTO DEL SCLC 

La chemioterapia per il trattamento del SCLC ha dimostrato una buona efficacia 

nello stadio iniziale della malattia, vista l’elevata aggressività e la rapida diffusione 

che la caratterizza. Il trattamento standard è basato su etoposide (inibitore della 

topoisomerasi II) associato a cisplatino o carboplatino [87], [88]. Tuttavia, la durata 
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della risposta è breve per lo sviluppo precoce di resistenza al chemioterapico [87], 

[89].  

La seconda linea nel SCLC è tradizionalmente rappresentata dal topotecan, che 

offre un beneficio modesto associato all’elevata tossicità ematologica. Altre 

alternative comprendono irinotecan, paclitaxel, docetaxel e gemcitabina, indicati 

soprattutto nelle recidive tardive. Tuttavia, la sopravvivenza mediana rimane bassa, 

intorno ai 6-7 mesi [87], [88], [89]. 

Anche per il SCLC il Sor rappresenta una strategia terapeutica potenzialmente 

valida anche se ancora non inserito tra le terapie di prima scenta  [85], [90]. 

Come terapie di terza linea, l’unica alternativa è la riesposizione a farmaci 

precedentemente utilizzati e che hanno già avuto una risposta iniziale favorevole, 

oppure la partecipazione a studi sperimentali con nuovi farmaci immunoterapici o 

biologici (vedi Tab.4) [91]. 

Indipendentemente dal tipo di tumore o dalla terapia che si sta seguendo, gli agenti 

citotossici colpiscono indiscriminatamente anche i tessuti sani ad alto turnover 

cellulare, provocando effetti avversi acuti come mielosoppressione (neutropenia, 

anemia, trombocitopenia), disturbi gastrointestinali (nausea, vomito, diarrea, 

mucositi), alopecia e stanchezza intensa [87]. A questi bisogna aggiungere gli effetti 

tardivi legati alla tossicità cumulativa negli organi, includendo nefrotossicità, 

ototossicità, neurotossicità periferica e cardiotossicità, compromettendo in modo 

permanente la funzionalità degli organi bersaglio e la qualità di vita del paziente 

[87], [88]. 

In Tab.4, sono riportati in sintesi i farmaci usati in terapia per il trattamento di 

SCLC, il loro meccanismo d’azione e le loro indicazioni cliniche. 
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Tab.4: Classificazione dei farmaci usati nel trattamento del SCLC. 

LINEA FARMACI MECCANISMO 
D'AZIONE 

INDICAZIONI/NOTE 
CLINICHE 

PRIMA 
LINEA 

Etoposide + 
Cisplatino/Carboplatino 

Etoposide: inibizione 
topoisomerasi II  

Platino: legami col 
DNA, blocco 
replicazione 

Regime standard; 
inizialmente efficace, ma 

con risposte transitorie per 
sviluppo rapido di 

resistenze 

SECONDA 
LINEA Topotecan Inibitore della 

topoisomerasi I 

Unico farmaco approvato; 
beneficio limitato con alta 

tossicità ematologica 

 
Alternative: irinotecan, 
paclitaxel, docetaxel, 

gemcitabina 

Diversi meccanismi 
(microtubuli, sintesi 

DNA) 

Usati nelle recidive 
tardive o in pazienti non 
eleggibili al topotecan 

TERAPIE 
EMERGENTI Sorafenib 

Inibitore multichinasico 
(RAF, VEGFR, 

PDGFR) 

Sperimentale, non 
approvato ma promettente 

in sottogruppi 

TERZA 
LINEA 

Riesposizione a farmaci 
già utilizzati — 

Solo se risposta 
favorevole iniziale e 

buone condizioni generali 

 
Trial clinici (checkpoint 
inhibitors, anti-BCL2, 

anti-DLL3, nuove 
molecole biologiche) 

Diversi meccanismi 
(immunomodulazione, 

apoptosi, targeting 
differenziato) 

Unica opzione concreta in 
molti casi; ricerca in 
continua evoluzione 

 

1.2.3.SORAFENIB 

 

Fig.4: Struttura chimica del Sor. 

 

Il Sor è uno dei farmaci più promettenti tra quelli esplorati nella terapia del 

carcinoma polmonare (Fig.4). 
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Questo farmaco è un inibitore multichinasico, di formula chimica C₂₁H₁₆ClF₃N₄O₃, 

appartenente alla classe dei derivati della difenilurea. La sua struttura è 

caratterizzata dalla presenza di un nucleo difenilico legato a un gruppo costituito da 

urea sostituita, che consente l’interazione competitiva con il sito di legame 

dell’ATP di numerose chinasi intracellulari. In particolare, Sor agisce su diverse 

serina/treonina chinasi, tra cui RAF-1 (CRAF), BRAF e BRAFV600E, e su numerose 

tirosin-chinasi recettoriali, come VEGFR-2, VEGFR-3 e PDGFR-β. Questa duplice 

attività lo rende un agente terapeutico capace di interferire con i meccanismi di 

proliferazione tumorale e di angeogenesi, risultando vantaggioso in tumori 

eterogenei o caratterizzati da vie di segnalazione resistenti agli inibitori selettivi 

[92]. Dal punto di vista terapeutico, Sor ha ottenuto l’approvazione da parte della 

FDA per il trattamento di neoplasie solide avanzate, tra cui il carcinoma 

epatocellulare (HCC), il carcinoma renale a cellule chiare (RCC) e il carcinoma 

della tiroide differenziato refrattario allo iodio radioattivo, dimostrando una 

significativa efficacia clinica e prolungando la sopravvivenza globale e la 

sopravvivenza libera da progressione rispetto al placebo o ad altre terapie di 

confronto.  

Nel carcinoma polmonare, soprattutto in stadio avanzato, il Sor ha mostrato una 

significativa capacità di inibire una via frequentemente attivata in questa neoplasia, 

ovvero RAS-RAF-MEK-Extracellular signal-Regulated Kinase (ERK). In 

particolare, nei pazienti con tumori difficili da trattare per l’assenza di target 

farmacologici efficaci, il Sor ha mostrato, in modelli preclinici, una significativa 

attività antiproliferativa e antiangiogenica. Il meccanismo sembra essere dovuto ad 

una riduzione della fosforilazione di ERK, dalla soppressione dell’espressione di 
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VEGF e dall’inibizione della formazione di nuovi vasi nel microambiente tumorale. 

Inoltre, la sua attività è stata osservata anche in cellule tumorali polmonari resistenti 

ad altri trattamenti, suggerendo un possibile impiego in pazienti pretrattati o in 

combinazione con altri agenti terapeutici [93]. 

A livello clinico, diversi studi di fase I e II, in cui si valutava l'efficacia del Sor in 

monoterapia o in combinazione con altre molecole nel trattamento di NSCLC 

avanzato, hanno evidenziato un beneficio in termini di controllo della malattia e di 

stabilizzazione a breve termine, in particolare in pazienti con progressione del 

tumore dopo chemio-immunoterapia [92], [94].  

Uno dei principali vantaggi del Sor, rispetto alla chemioterapia classica, è il suo 

profilo di tollerabilità più favorevole. Infatti, gli effetti collaterali del Sor sono 

generalmente di grado lieve-moderato e includono rash cutaneo, sindrome mano-

piede, diarrea ed astenia. Eventi avversi di grado 3 o superiore sono meno frequenti 

e gestibili attraverso il monitoraggio clinico e l’aggiustamento del dosaggio [92]. 

Inoltre, il Sor presenta una ridotta  mielosoppressione, un vantaggio rilevante per i 

pazienti oncologici con riserva midollare ridotta o già compromessa da precedenti 

trattamenti. Un ulteriore vantaggio del Sor è la possibilità di somministrare la 

terapia oralmente, facilitando la gestione domiciliare del trattamento e migliorando 

la qualità di vita del paziente [95].  

In conclusione, il Sor rappresenta una molecola di interesse rilevante nel 

trattamento del carcinoma polmonare, grazie ai suoi diversi meccanismi d’azione, 

alla selettività per vie molecolari frequentemente alterate nel NSCLC e nel SCLC, 

e ad un profilo di tossicità più lieve rispetto alla chemioterapia tradizionale [92], 

[96]. 
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1.2.4.IMMUNOTERAPIA 

Oltre alla chemioterapia farmacologica, un’altra terapia perseguita nel trattamento 

del carcinoma polmonare è l’immunoterapia, che si basa sull’uso di anticorpi 

monoclonali che colpiscono prevalentemente i tumori che presentano 

un’espressione significativa del ligando PD-L1 prodotto dalle cellule tumorali, 

bloccandone l’interazione con il recettore espresso dai linfociti T [97], [98]. Questo 

blocco stimola la risposta immunitaria, consentendo ai linfociti T di riconoscere e 

attaccare la neoplasia. 

Tra gli agenti più studiati e utilizzati nella pratica clinica figurano nivolumab e 

pembrolizumab (anti-PD-1),  atezolizumab e durvalumab (anti-PD-L1). Questi 

farmaci hanno dimostrato di migliorare la sopravvivenza globale e la sopravvivenza 

libera da progressione, soprattutto nei pazienti naïve al trattamento o in quelli in cui 

la malattia presenta una recidiva dopo chemioterapia [98], [99], [100]. Tuttavia, la 

risposta immunoterapica è altamente eterogenea e non sempre prevedibile in base 

all’espressione di PD-L1, portando alla necessità di individuare biomarcatori più 

affidabili [101]. 

Gli effetti collaterali associati all’immunoterapia derivano dall’attivazione 

aberrante del sistema immunitario contro tessuti sani, determinando eventi avversi 

immuno-mediati, quali polmoniti autoimmuni, coliti, epatiti, endocrinopatie 

(tiroiditi, ipofisiti) e manifestazioni cutanee, spesso gestibili con sospensione del 

trattamento e somministrazione di corticosteroidi ad alte dosi o immunosoppressori 

di seconda linea (ad esempio, infliximab in caso di colite refrattaria) [101], [102].  
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1.2.5.VIA DI SOMMINISTRAZIONE PARENTERALE 

Un limite condiviso da chemioterapia e immunoterapia è la modalità di 

somministrazione endovenosa, che comporta implicazioni cliniche, logistiche ed 

economiche sia per il paziente che per il servizio sanitario nazionale (SSN). Inoltre, 

i pazienti necessitano di accessi venosi permanenti, esponendosi al rischio di 

complicanze locali, come flebiti, infezioni, stravasi o trombosi, nonché sistemiche, 

oltre che a lunghi tempi di infusione ed alla necessità di controlli ematochimici 

frequenti [103], [104]. 

In conclusione, pur rappresentando il fulcro dell’approccio farmacologico al 

carcinoma polmonare, chemioterapia e immunoterapia somministrate per via 

parenterale presentano criticità sostanziali ovvero, tossicità sistemica, scarsità di 

selettività e complessità della gestione clinica. Tali limiti hanno stimolato lo 

sviluppo di strategie terapeutiche alternative, più tollerabili, più selettive e più 

orientate al paziente. In questo contesto, le vie di somministrazione non invasive, 

come quella inalatoria, stanno emergendo come opzioni promettenti, in quanto 

permettono di veicolare il farmaco direttamente al sito tumorale polmonare, con 

accumulo locale e riduzione  dell’esposizione sistemica con un impatto favorevole 

sul profilo di tossicità, sulla qualità di vita e sulla sostenibilità del trattamento [105], 

[106], [107].  

 

1.3.VIA DI SOMMINISTRAZIONE INALATORIA: VANTAGGI E 

PROSPETTIVE 

Visti i limiti intrinseci della via di somministrazione parenterale, l’esplorazione di 

modalità alternative di somministrazione di farmaci per il trattamento del 
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carcinoma polmonare risulta oggi una necessità imprescindibile. Tra le vie 

emergenti, la somministrazione inalatoria sta suscitando crescente interesse in 

quanto, a differenza della via parenterale, consente di veicolare il principio attivo 

direttamente nel sito in cui è localizzato il tumore, a livello dell’epitelio bronchiale 

ed alveolare, favorendo un contatto diretto tra farmaco e tessuto neoplastico con 

un'esposizione sistemica notevolmente ridotta [104], [105]. Dal punto di vista 

farmacocinetico, questa strategia permette di evitare il metabolismo di primo 

passaggio epatico, migliorando la biodisponibilità del farmaco e riducendo il rischio 

di inattivazione precoce. Ciò si traduce in un potenziale incremento dell’efficacia 

terapeutica e in una diminuzione degli effetti collaterali sistemici [105], [106]. 

L’impatto sul profilo di tossicità è, infatti, uno degli elementi centrali nel confronto 

tra le due vie; come già sottolineato, i principali farmaci antitumorali utilizzati nella 

terapia del carcinoma polmonare, come cisplatino, paclitaxel, gemcitabina o 

pemetrexed, somministrati per via endovenosa, sono noti per la loro significativa 

tossicità sistemica e per i danni cumulativi a carico di reni, di cuore, del sistema 

nervoso e dell’apparato uditivo. La somministrazione per via inalatoria, limitando 

la diffusione sistemica, offre quindi un vantaggio rilevante, riducendo l’incidenza 

e la gravità di questi effetti collaterali [104]. 

Dal punto di vista del paziente, la via inalatoria comporta benefici tangibili in 

quanto, al contrario delle terapie endovenose, non richiede la presenza di personale 

sanitario qualificato o dell’ospedalizzazione del paziente. Infatti, i farmaci inalabili 

possono essere somministrati mediante dispositivi portatili, come nebulizzatori, 

inalatori a polvere secca (DPI) o aerosol predosati, spesso utilizzabili anche in 

ambito domiciliare [106]. Inoltre, la facilità d’uso di questi dispositivi consente 
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anche somministrazioni frequenti, eventualmente più volte al giorno, favorendo 

un’esposizione più continua al principio attivo. 

 

1.3.1.DISPOSITIVI PER INALAZIONE 

La terapia inalatoria rappresenta una strategia terapeutica consolidata per il 

trattamento di diverse patologie respiratorie, tuttavia, la sua efficacia dipende 

fortemente dal tipo di dispositivo impiegato, la cui evoluzione tecnologica ha dato 

origine a sistemi via via più avanzati, capaci di ottimizzare la deposizione 

polmonare e adattarsi alle esigenze del paziente [108], [109]. 

I principali dispositivi attualmente utilizzati per la somministrazione inalatoria di 

farmaci sono classificabili in tre categorie ossia, nebulizzatori, inalatori 

pressurizzati a dose predosata (pressurized metered dose inhaler, pMDI) ed 

inalatori di polvere secca (dry powder inhaler, DPI) [110]. 

I nebulizzatori convertono soluzioni o sospensioni liquide in aerosol tramite 

tecnologie a getto o a ultrasuoni, e risultano particolarmente utili quando è 

necessario somministrare volumi elevati di farmaco o quando il principio attivo non 

è compatibile con le formulazioni pressurizzate o in polvere. Il loro utilizzo è 

facilitato dalla possibilità di respirare normalmente durante l’inalazione, senza 

necessità di sincronizzazione tra attivazione e respiro. Tuttavia, presentano alcuni 

svantaggi, tra cui dimensioni ingombranti, necessità di alimentazione elettrica, 

maggiore consumo di farmaco e tempi di somministrazione più lunghi [110], [111]. 

I MDI, introdotti negli anni Cinquanta, sono tra i dispositivi più diffusi per la terapia 

dell’asma e della BPCO (Fig.5).  
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Fig.5: Schema illustrativo del sistema pMDI (prodotta con Biorender). 

 

Essi sono costituti da recipienti pressurizzati contenenti propellenti liquefatti 

necessari per nebulizzare il farmaco, garantendo una dose precisa ad ogni 

attivazione. I propellenti storicamente impiegati come, i clorofluorocarburi (CFC), 

sono stati sostituiti da idrofluoroalcani (HFA) per motivi ambientali. L'efficacia del 

pMDI dipende in larga parte dalla corretta tecnica di inalazione che richiede 

coordinazione tra l’attivazione del dispositivo e l’inspirazione. Per ovviare a tali 

problematiche, si impiegano accessori come distanziatori e camere di inalazione 

che riducono la velocità di emissione e facilitano l’assunzione del farmaco [111]. 

Un'evoluzione dei pMDI è rappresentata dai dispositivi attivati dal respiro in grado 

di rilasciare il farmaco automaticamente al momento dell’inspirazione, riducendo 

la necessita di coordinazione [111].   

I DPI, invece, si utilizzano per la somministrazione di formulazioni in polvere 

micronizzata, generalmente associate a lattosio o mannitolo come veicolo. Questi 

inalatori sono attivati dal flusso respiratorio del paziente, rendendo superflua la 

sincronizzazione con l’attivazione del dispositivo, ma allo stesso tempo richiedono 
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un adeguato sforzo inspiratorio per disgregare e disperdere la polvere in particelle 

inalabili [110], [112].  Questa caratteristica può costituire un limite nei pazienti con 

compromissione della funzione respiratoria. I DPI si distinguono ulteriormente in 

dispositivi monodose, multi-unità e multidose, a seconda del meccanismo di 

caricamento del farmaco. Tra i più noti vi sono lo Spinhaler®, l’HandiHaler®, 

l’Accuhaler® (o Diskus®), l’Ellipta®, il Turbohaler® e il Flexhaler®, utilizzati per 

la somministrazione di corticosteroidi, β2-agonisti e altri broncodilatatori [112], 

[113] (Fig.6). 

 

Fig.6: Tipologie dei sistemi DPI (immagine modificata con intelligenza artificiale). 

 

Nel complesso, la scelta del dispositivo inalatorio più adatto dipende da molteplici 

fattori ossia, la formulazione del farmaco, le caratteristiche del paziente, la gravità 

della malattia respiratoria, la capacità di coordinazione e l’aderenza al trattamento 
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[110], [112]. È quindi fondamentale, oltre alla progettazione tecnologica del 

dispositivo, garantire un’adeguata formazione del paziente al corretto utilizzo per 

massimizzare l’efficacia terapeutica e ridurre al minimo la deposizione del farmaco 

nelle vie aeree superiori [113]. 

 

1.3.2.DEPOSIZIONE DEGLI AEROSOL 

Affinché il principio attivo sia direzionato direttamente nel sito d’azione, è 

necessario che il farmaco sia formulato in forma di aerosol, ovvero un sistema 

bifasico costituito da particelle liquide o solide disperse in una fase gassosa. La 

capacità dell’aerosol di raggiungere e depositarsi nelle vie respiratorie dipende da 

un insieme di fattori, che includono non solo le caratteristiche fisico-chimiche del 

farmaco e della formulazione, ma anche le proprietà del dispositivo di erogazione 

e le specificità fisiologiche del paziente [114]. 

Tra i parametri fisici che influenzano in maniera determinante la deposizione 

polmonare, la dimensione delle particelle riveste un ruolo centrale. A tal fine, si fa 

riferimento al diametro aerodinamico (dₐ), un parametro che tiene conto non solo 

della grandezza geometrica delle particelle ma anche della loro densità e forma. 

Esso è definito come il diametro di una sfera di densità unitaria (1 g/cm³) che 

presenta la stessa velocità di sedimentazione della particella considerata. La 

relazione matematica che lo descrive è la seguente (eq.1) [114]: 

 𝑑! = 𝑑#
"
"!#

 

dove d rappresenta il diametro geometrico della particella, ρ la sua densità reale, ρ0 

la densità di riferimento pari a 1 g/cm³, e χ il fattore di forma, che tiene conto della 

deviazione dalla sfericità. Da questa relazione si comprende come particelle di 
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uguale diametro geometrico possano presentare comportamenti aerodinamici 

differenti a seconda della loro struttura e composizione [114]. 

La distribuzione dimensionale delle particelle viene generalmente espressa 

attraverso il diametro aerodinamico mediano di massa (MMAD), che rappresenta 

la dimensione per la quale il 50% della massa totale dell’aerosol è costituito da 

particelle di dimensione maggiore ed il restante 50% da particelle più piccole. Un 

altro parametro da considerare è la Deviazione Standard Geometrica (DSG), che 

descrive l’ampiezza della distribuzione; valori prossimi a 1 indicano una 

distribuzione omogenea (monodispersa), mentre valori superiori segnalano una 

maggiore variabilità dimensionale (polidispersione). 

Un’ulteriore variabile da considerare è l’igroscopicità delle particelle, ovvero la 

loro propensione ad assorbire vapore acqueo, che può causare un aumento del 

diametro particellare e la conseguente variazione del comportamento di deposizione 

rispetto a quanto previsto in condizioni secche [114]. In particolare, le particelle 

con MMAD inferiore a 0.1 μm risultano poco influenzate dall’umidità, mentre 

quelle con MMAD superiore a 1 μm mostrano una significativa crescita 

dimensionale con implicazioni importanti sulla loro destinazione anatomica e sulla 

biodisponibilità locale del farmaco [115].  
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Fig.7: Dimensione delle particelle che si depositano nell’apparato respiratorio 

(prodotta con Biorender). 

 

Il destino delle particelle inalate, vedi Fig.7, dipende strettamente dalla loro 

dimensione aerodinamica. In linea generale, si considera ottimale una deposizione 

nelle vie respiratorie inferiori per particelle con dₐ compreso tra 1 e 5 μm, mentre 

una penetrazione nella regione alveolare richiede particelle con dₐ inferiore a circa 

2 μm. Al contrario, particelle superiori a 5–6 μm tendono a depositarsi nelle vie 

aeree superiori (orofaringe, laringe, trachea) e vengono successivamente rimosse 

tramite il sistema mucociliare, riducendo così l’efficienza terapeutica e aumentando 

il rischio di assorbimento sistemico indesiderato. 

Un caso particolare è rappresentato dalle particelle porose, che pur avendo un 

diametro geometrico elevato (fino a 20 μm), possono penetrare efficacemente nelle 

regioni distali del polmone grazie alla loro bassa densità. Tali particelle, dotate di 

un’elevata porosità interna, presentano infatti un basso diametro aerodinamico e 
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quindi un comportamento simile a quello delle particelle di piccola dimensione. 

Questa strategia formulativa rappresenta un importante sviluppo nella 

progettazione di aerosol respiratori ad alta efficienza [114]. 

 

1.3.3.MECCANISMI DI DEPOSIZIONE DELLE PARTICELLE 

La deposizione delle particelle nelle vie respiratorie può avvenire attraverso diversi 

meccanismi fisici, i cui contributi dipendono dalla dimensione, dalla densità, dalla 

forma e dalla velocità delle particelle, nonché dalla geometria e dalla dinamica del 

flusso respiratorio.  

Il primo e più immediato è l’impattazione inerziale, che predomina per particelle di 

dimensioni maggiori (> 5 μm) e ad alta velocità. In presenza di cambi bruschi nella 

direzione del flusso d’aria, come nelle biforcazioni bronchiali, queste particelle non 

riescono a seguire la curvatura del flusso e impattano contro le pareti delle vie aeree, 

Questo fenomeno è rilevante a livello del tratto oro-faringeo e della trachea, 

specialmente in condizioni di flusso turbolento, tipico di una respirazione forzata o 

di un’inspirazione rapida [114], [115]. 

La sedimentazione gravitazionale è il meccanismo dominante per particelle di 

dimensioni intermedie (1–5 μm). Essa si verifica principalmente nelle vie aeree 

inferiori e negli alveoli dove la velocità del flusso è ridotta e il tempo di permanenza 

delle particelle è sufficiente a permettere la loro deposizione per effetto della forza 

di gravità. La sedimentazione può essere significativamente potenziata da un 

periodo di apnea post-inspiratoria, durante il quale l’aerosol permane staticamente 

nell’albero respiratorio [114], [115]. 
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Per particelle di dimensioni ultrafini (< 1 μm), la deposizione avviene per diffusione 

Browniana. In questo caso, il moto casuale delle particelle, generato dalle collisioni 

con le molecole del gas, facilita l’interazione con le superfici epiteliali. Tuttavia, a 

causa della loro leggerezza, tali particelle tendono ad essere espirate prima di 

potersi depositare in quantità significativa, rendendo il loro contributo terapeutico 

limitato in assenza di particolari strategie di formulazione . 

Oltre ai meccanismi principali sopra descritti, esistono anche fenomeni secondari, 

che possono contribuire in modo significativo alla deposizione. Tra questi si 

annoverano: 

• l’intercezione, meccanismo tipico delle particelle non sferiche o fibrose che 

entrano in contatto con le pareti delle vie aeree a causa della loro estensione 

geometrica; 

• l’attrazione elettrostatica, che si manifesta quando una particella carica 

elettricamente induce una carica opposta sulla superficie epiteliale, 

generando un campo di attrazione sufficiente a favorirne l’adesione alle 

pareti respiratorie [114], [115] Fig.8. 

 

Fig.8: Meccanismi di deposizione (prodotta con Biorender). 
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Nel complesso, la comprensione approfondita dei meccanismi di deposizione e dei 

fattori che li influenzano costituisce una base essenziale per lo sviluppo razionale 

di sistemi inalatori in grado di ottimizzare la biodistribuzione polmonare del 

principio attivo e massimizzare la risposta terapeutica in funzione della patologia 

target [114]. 

 

1.3.4.LIMITI DELLA SOMMINISTRAZIONE INALATORIA 

La via di somministrazione inalatoria, pur offrendo notevoli vantaggi nel 

trattamento del carcinoma polmonare, presenta alcune limitazioni tecniche e 

biologiche che ne condizionano l’efficacia terapeutica.  

Un fattore critico riguarda la dimensione delle particelle inalate, la cui 

ottimizzazione è indispensabile per garantire una deposizione adeguata nel distretto 

polmonare interessato. Particelle con diametro troppo elevato tendono a depositarsi 

nelle vie aeree superiori, riducendo la quantità di principio attivo negli alveoli e nel 

tessuto tumorale. Viceversa, particelle troppo piccole rischiano di essere espirate 

prima di aderire alle superfici respiratorie o di penetrare troppo in profondità con 

conseguenze sulla biodisponibilità e sull’effetto terapeutico [114], [115]. 

In aggiunta, nei pazienti oncologici si osserva frequentemente una ipersecrezione 

di muco, spesso caratterizzata da un aumento della viscosità e da una composizione 

biochimica alterata di quest’ultimo. Questo muco patologico agisce da filtro fisico-

meccanico, intrappolando le particelle inalate prima che possano interagire con 

l’epitelio respiratorio, limitandone l'accesso ai tessuti polmonari sottostanti. Le 

proprietà fisico-chimiche della particella inalata, come dimensione, idrofobicità, 

carica superficiale e composizione, influenzano in modo sostanziale la capacità 
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delle particelle di attraversare lo strato mucoso e raggiungere il sito d’azione. 

Particelle eccessivamente grandi o dotate di cariche elettrostatiche sfavorevoli 

tendono ad aderire al muco, riducendo l’efficienza del trattamento [115]. 

Un ulteriore limite è rappresentato dalla presenza dei macrofagi alveolari, che 

svolgono un ruolo chiave nella sorveglianza immunologica del polmone, 

rimuovendo particolati e agenti estranei tramite fagocitosi. Tuttavia, i macrofagi 

possono ridurre drasticamente la biodisponibilità del farmaco inalato, inglobando 

le particelle prima che queste raggiungano le cellule tumorali. Questo fenomeno è 

particolarmente accentuato nel caso di carrier innovativi come nanoparticelle o 

liposomi, i quali risultano facilmente riconoscibili dai sistemi di difesa innata [113], 

[115]. Inoltre, il microambiente tumorale può modulare in maniera aberrante 

l’attività dei macrofagi, favorendo una polarizzazione verso fenotipi 

immunosoppressivi (ad es. M2-like) o pro-infiammatori con conseguenze negative 

sia sulla distribuzione del farmaco che sull’omeostasi tissutale locale [113]. 

 

1.4.NANOMEDICINA 

Al fine di superare i limiti della chemioterapia tradizionale e della via di 

somministrazione inalatoria, negli ultimi anni, la nanomedicina ha acquisito 

crescente rilevanza nel panorama della ricerca oncologica, in particolare per il 

trattamento del carcinoma polmonare [116]. Le attuali strategie terapeutiche, pur 

includendo opzioni avanzate, come immunoterapia, inibitori a bersaglio molecolare 

e chemioterapia combinata, presentano ancora numerose criticità, tra cui 

l’insufficiente selettività per il tessuto tumorale, l’elevata tossicità sistemica e la 

scarsa penetrazione dei farmaci nel microambiente neoplastico [117].  
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In tale contesto, la somministrazione diretta di nanosistemi per via inalatoria si 

configura come una strategia innovativa in grado di ottimizzare la biodistribuzione 

del farmaco, aumentandone la concentrazione locale nel tessuto bersaglio e 

riducendone contemporaneamente l’esposizione sistemica; infatti, i sistemi 

nanoparticellari inalabili, tra cui liposomi, micelle, nanoparticelle polimeriche, 

dendrimeri, carrier lipidici solidi e ibridi lipidico-polimerici (Fig.9), sono 

progettati per ottimizzare la deposizione polmonare e garantire una liberazione 

controllata e prolungata del farmaco nel sito tumorale. Inoltre, i nanosistemi 

inalabili, grazie alle loro ridotte dimensioni (solitamente comprese tra 100 e 250 

nm), sono in grado di superare ostacoli biologici, come la clearance mucociliare e 

l’azione fagocitaria dei macrofagi alveolari [113], [116].  

Le loro dimensioni permettono, inoltre, alle piattaforme nanomedicali di sfruttare 

il targeting passivo, ovvero l’effetto di Enhanced Permeability and Retention 

(EPR), dovuto alla vascolarizzazione anomala del tumore, caratterizzata da una 

maggiore permeabilità vascolare e da un ridotto drenaggio linfatico che facilita la 

penetrazione e la ritenzione selettiva delle nanoparticelle nel microambiente 

tumorale. Purtroppo, l’EPR presenta limitazioni, come la variabilità intertumorale, 

la presenza di barriere stromali dense o le condizioni ipossiche che ostacolano la 

penetrazione [118], [119]. Per superare tali limiti, si ricorre al targeting attivo, 

poiché funzionalizzando la superficie dei nanosistemi con ligandi specifici, quali 

anticorpi monoclonali, aptameri, peptidi tumor-specifici o molecole come l’acido 

folico, si possono targettare recettori sovraespressi sulle cellule tumorali (es. EGFR, 

FAR, VEGFR, integrine αvβ3), consentendo un legame mirato ed una 

internalizzazione cellulare efficiente tramite endocitosi mediata da recettori [118], 
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[119]. Questi sistemi nanomedicali possono inoltre essere progettati per rispondere 

a stimoli specifici del microambiente tumorale, come pH acido, enzimi tumorali o 

gradienti redox, attivando un rilascio farmacologico stimolo-responsivo che riduce 

l’esposizione sistemica e aumenta l’efficacia terapeutica [118], [119]. Questi 

sistemi dinamici rappresentano un progresso significativo nella nanomedicina 

oncologica, consentendo un controllo adattativo della farmacocinetica e della 

farmacodinamica del farmaco [119]. 

 

Fig.9: Sistemi attualmente in uso nella nanomedicina (prodotta con Biorender). 

Diversi studi preclinici hanno confermato il potenziale terapeutico di questi sistemi.  

 

Ad esempio, Fu e collaboratori, hanno sviluppato sistemi lipidici biomineralizzati, 

per il co-trasporto inalatorio di diidroartemisinina e fosfato di calcio, i quali hanno 

determinato un aumento di oltre sei volte dell’accumulo del principio attivo nelle 

lesioni cancerose polmonari rispetto alla somministrazione per via endovenosa, 
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inducendo la morte cellulare tumorale attraverso meccanismi di ferroptosi, 

sfruttando sia la produzione intracellulare di ROS sia l’alterazione del bilancio del 

calcio [120]. L’uso della nanomedicina per il carcinoma polmonare è risultato utile 

anche nel campo della terapia genica dove, Zhao e collaboratori hanno veicolato 

per via polmonare siRNA tramite nanoparticelle di PLGA-PEG, dimostrando 

un'efficace downregolazione del gene mutato KRAS e una marcata attività 

antitumorale in modelli ortotopici di carcinoma polmonare non a piccole cellule 

[121]. Purtroppo, nonostante le numerose evidenze precliniche favorevoli, 

l'applicazione clinica di questi sistemi rimane limitata. Le principali barriere 

riguardano la variabilità anatomica dei pazienti, la mancanza di conoscenze 

approfondite sugli effetti a lungo termine dei nanomateriali nei tessuti polmonari e 

le sfide tecnico-produttive, legate alla stabilità delle formulazioni, alla selezione 

degli eccipienti inalabili e all’ottimizzazione dei dispositivi di somministrazione 

[122]. Nonostante ciò, numerosi trial clinici di fase I/II hanno dimostrato la buona 

tollerabilità di formulazioni inalabili di carboplatino, gemcitabina, doxorubicina, 

sorafenib e altri agenti, nonchè l’assenza di tossicità sistemica (renale, ematologica, 

neurologica), con un vantaggio significativo rispetto alla somministrazione 

endovenosa [123], [124], [125], [126]. Nel complesso, la combinazione tra 

nanotecnologie farmaceutiche avanzate, la somministrazione inalatoria e la 

standardizzazione dei protocolli clinici, rappresenta una delle frontiere più 

promettenti per lo sviluppo di terapie antitumorali ad alta specificità e bassa 

tossicità nel trattamento del carcinoma polmonare [107], [116] Fig.10. 
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Fig.10: Nanomedicina per la somministrazione polmonare di chemioterapici nel 

trattamento del carcinoma polmonare (prodotta con Biorender). 

 

1.4.1.MICELLE POLIMERICHE 

Le micelle polimeriche rappresentano una delle piattaforme più promettenti per la 

somministrazione mirata e controllata di farmaci antitumorali, specialmente in 

contesti clinici complessi, come il trattamento NSCLC e altre neoplasie solide. 

Queste nanostrutture, costituite dall’aggregazione spontanea di copolimeri anfifilici 

in dispersine acquosa, combinano caratteristiche di stabilità colloidale, di elevata 

capacità di carico, di lunga circolazione sistemica e di possibilità di targeting 

molecolare attivo e passivo [127] Fig.11. 
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Fig.11: Formazione schematica delle micelle polimeriche. (A) Miscela fisica di 

polimero e farmaco; (B) Dispersione acquosa di polimero e farmaco; (C) 

Formazione delle micelle polimeriche (prodotta con Biorender). 

 

La micellizzazione dei copolimeri anfifilici avviene per minimizzazione 

dell’energia libera in ambiente acquoso. Quando la concentrazione dei copolimeri 

supera il valore critico (Critical Aggregation Concentration, CAC), i segmenti 

idrofobici tendono ad autoorganizzarsi in un core centrale circondato da segmenti 

idrofili che formano la corona esterna (shell). Questa architettura core–shell è 

termodinamicamente stabile e consente la formazione di nanocarrier di dimensioni 

comprese generalmente tra 10 e 200 nm, ideali per l’accumulo nel tumore tramite 

effetto di aumentata permeabilità e ritenzione (EPR). Le micelle polimeriche 

presentano valori di CAC estremamente bassi (10⁻⁶–10⁻⁷ M) che garantiscono la 

stabilità delle strutture micellari anche in seguito a diluizione sistemica post-

somministrazione [127], [128]. 

I copolimeri impiegati nella sintesi di micelle possono presentare diverse 

architetture molecolari, tra cui diblocco (A-B), triblocco (A-B-A o B-A-B), graft 

copolymer, star-shaped o dendritici, ciascuna delle quali conferisce specifiche 

proprietà chimico-fisiche, come la capacità di incorporazione del farmaco, la 
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stabilità, la cinetica di rilascio del farmaco e la possibilità di funzionalizzazione 

della superficie [128]. I blocchi idrofili sono tipicamente costituiti da polimeri 

biocompatibili, come il polietilenglicole (PEG), l’inulina (INU) o il poli(N-

vinilpirrolidone) (PVP), mentre i segmenti idrofobici possono derivare da polimeri 

biodegradabili, come il poli(ε-caprolattone) (PCL), l’acido polilattico (PLA), 

l’acido polilattico-co-glicolico (PLGA), che sono biodegradabili in vivo e 

determinano la cinetica di rilascio del farmaco [129], [130]. 

Il core idrofobico delle micelle funge da compartimento per l’incapsulamento di 

farmaci lipofili (come paclitaxel, doxorubicina, docetaxel o sorafenib) grazie a 

interazioni idrofobiche, di Van der Waals e, talvolta, legami a idrogeno. La corona 

idrofila garantisce la dispersione in soluzione acquosa, protegge il farmaco caricato 

dalla degradazione enzimatica e limita l’interazione con le proteine plasmatiche, 

riducendo la clearance fagocitaria. Inoltre, l’effetto stealth conferito da PEG o altri 

agenti idrofili consente una circolazione prolungata in vivo ed un migliore profilo 

farmacocinetico [127]. 

Le modalità di caricamento del farmaco all’interno delle micelle possono essere 

suddivise in due categorie principali ovvero, il caricamento fisico, in cui il principio 

attivo è incapsulato nel core micellare durante la formazione della micella, e la 

coniugazione chimica, in cui il farmaco è legato covalentemente a uno dei segmenti 

polimerici tramite linker biodegradabili (ad esempio sensibili al pH, alle condizioni 

ossido riduttive o agli enzimi tumorali). Questa seconda strategia consente un 

controllo preciso sul rilascio del farmaco spesso in risposta a specifici stimoli 

tumorali [130]. 
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I metodi di preparazione delle micelle polimeriche comprendono numerose 

tecniche, tra cui dialisi, evaporazione del solvente, precipitazione da solvente 

organico in ambiente acquoso, liofilizzazione di miscele bifasiche e self-assembly 

diretto o ancora il metodo kneading, una tecnica per preparare liposomi e micelle, 

basata sull’idratazione di un film secco formato per evaporazione di una soluzione 

organica di fosfolipidi o di polimero. Ogni metodo presenta vantaggi specifici in 

termini di resa, di dimensione delle micelle, di distribuzione del farmaco e di 

riproducibilità [128], [130].  

Dal punto di vista farmacocinetico e terapeutico, le micelle polimeriche presentano 

numerosi vantaggi significativi, quali un aumento della solubilità apparente di 

farmaci idrofobici, migliorando la biodisponibilità di molecole con scarsa solubilità 

intrinseca in acqua [129]. Inoltre, le micelle proteggono il principio attivo da una 

degradazione prematura nel circolo ematico, estendendone così l’emivita 

plasmatica [127], [130]. Inoltre, i sistemi migliorano l’accumulo e l’efficacia 

terapeutica, sfruttando stimoli ambientali e l’effetto EPR e possono anche essere 

funzionalizzati in superficie con ligandi specifici per avere un rilascio controllato e 

mirato del farmaco nell’area tumorale, migliorando l’efficacia terapeutica e 

riducendo gli effetti collaterali sistemici.[127], [130]. 

Nel caso del carcinoma polmonare, le micelle polimeriche hanno dimostrato 

un’efficacia superiore nella veicolazione di agenti chemioterapici rispetto alle 

formulazioni tradizionali. Ad esempio, Sze e collaboratori hanno caricato il 

paclitaxel in micelle polimeriche di PEG-b-PCL e successivamente le hanno 

somministrate per via orale a dei topi. Dalle analisi emerge una biodisponibilità 

nettamente aumentata ed una tossicità ridotta  del paclitaxel quando somministrato 
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mediante micelle polimeriche [131]. Similmente, Zhu e collaboratori hanno 

caricato la curcumina in micelle di PEG-PLA e hanno dimostrato che la 

veicolazione del farmaco in questi nanosistemi determinano una attività citotossica 

verso cellule A549. Alcuni studi in vivo hanno evidenziato un significativo 

incremento nell’accumulo tumorale e nella soppressione della crescita neoplastica 

rispetto alla somministrazione del farmaco libero.  

Dal punto di vista regolatorio e industriale, diverse formulazioni micellari sono già 

state approvate o sono in fase di sperimentazione clinica avanzata. Tra i sistemi 

micellari avanzati in fase di sviluppo clinico per il trattamento del carcinoma 

polmonare si annoverano, Genexol-PM, una micella polimerica a base di PEG-PLA 

contenente paclitaxel, che ha dimostrato in studi di fase II una buona tollerabilità e 

una significativa attività antitumorale in combinazione con cisplatino [132]. Un 

altro sistema attualmente in commercio è NK012, una formulazione micellare 

polimerica a base di PEG-pGLU (N3-poly-L-glutamic acid) caricata con SN-38 

(metabolita attivo dell’irinotecano), che ha mostrato un’efficace penetrazione 

tumorale e una ridotta tossicità sistemica in pazienti refrattari [133].  

In sintesi, le micelle polimeriche rappresentano un sistema veicolazione, in grado 

di superare numerose limitazioni dei farmaci antitumorali convenzionali grazie ad 

una progettazione molecolare razionale, ad una elevata stabilità in circolo, ad una 

capacità di carico modulabile e ad un’eccezionale versatilità terapeutica. Con il 

progredire delle conoscenze nella scienza dei polimeri, nella biologia tumorale e 

nella farmacologia traslazionale è verosimile che tali sistemi diventeranno parte 

integrante delle strategie terapeutiche personalizzate per il trattamento del 

carcinoma polmonare [127], [130]. 
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1.4.2.NANOPARTICELLE POLIMERICHE (NPs) 

Un altro sistema avanzato di drug delivery largamente studiato nel trattamento del 

carcinoma polmonare è rappresentato dalle nanoparticelle polimeriche (NPs), che 

costituiscono una delle piattaforme più promettenti nel campo della nanomedicina 

oncologica [118]. Questi sistemi colloidali, con dimensioni che variano tipicamente 

tra 10 e 500 nanometri, sono progettati per veicolare agenti terapeutici e diagnostici 

in modo altamente controllato, mirato e biocompatibile, massimizzando così 

l’efficacia del trattamento e minimizzandone gli effetti collaterali [119], [134]. La 

loro dimensione mostra un’elevata superficie specifica, fondamentale per un 

efficiente caricamento di farmaci, oltre alla possibilità di modificazioni superficiali 

mirate, finalizzate a migliorare la selettività, la stabilità e la biodisponibilità del 

principio attivo. Nel contesto del carcinoma polmonare, in cui la somministrazione 

localizzata degli agenti antitumorali è essenziale per aumentare l’efficacia 

terapeutica e ridurre la tossicità sistemica, le nanoparticelle polimeriche 

rappresentano un’alternativa rispetto alle formulazioni tradizionali [135]. 

I materiali utilizzati per la produzione delle nanoparticelle polimeriche includono 

polimeri naturali, come chitosano, acido ialuronico, alginati, collagene, gelatina e 

albumina, e polimeri semisintetici o sintetici quali, acido polilattico (PLA), acido 

polilattico-co-glicolico (PLGA) e policaprolattone (PCL) [134], [136]. I polimeri 

naturali offrono il vantaggio di elevata biocompatibilità, biodegradabilità e 

interazioni bioattive con la matrice extracellulare e il muco, caratteristiche 

particolarmente utili nelle applicazioni respiratorie. Tuttavia, limitazioni quali la 

loro scarsa stabilità in ambiente fisiologico e l’idrofobicità ridotta possono 

compromettere la capacità di incapsulare efficacemente farmaci lipofili e la durata 
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del rilascio. Al contrario, i polimeri sintetici consentono una maggiore performance 

chimica, una migliore processabilità e una degradazione controllata, come nel caso 

del PLGA, che si degrada in vivo in metaboliti non tossici (acido lattico e glicolico) 

e permette di modulare con precisione la cinetica di rilascio del farmaco 

incorporato. Inoltre, la funzionalizzazione delle nanoparticelle idrofobiche con 

polimeri idrofili, come il polietilenglicole (PEG), conferisce alle particelle proprietà 

“stealth”, riducendo il riconoscimento da parte del sistema immunitario, 

prolungandone la circolazione ematica e facilitandone il passaggio attraverso 

barriere biologiche complesse, quali il muco polmonare [119], [135]. 

Un aspetto chiave delle nanoparticelle polimeriche è la possibilità di applicare 

strategie di targeting per aumentare la specificità dell’accumulo nel tessuto 

tumorale. Questi sistemi possono sfruttare il targeting passivo attraverso l’effetto 

EPR per accumulare le nanoparticelle nel tumore [118], [119]. Inoltre, essi possono 

essere funzionalizzati in superficie (targeting attivo) con ligandi specifici per avere 

un rilascio controllato e mirato del farmaco nell’area tumorale, migliorando 

l’efficacia terapeutica e riducendo gli effetti collaterali sistemici degli antitumorali 

[118], [119]. Per esempio, Wang e collaboratori hanno sviluppato e caratterizzato 

un sistema di rilascio nanometrico a base di chitosano, coniugato con FA (FA-PEG-

GEM-NPs), finalizzato al trasporto mirato e controllato della gemcitabina nel 

trattamento del NSCLC. La funzionalizzazione con FA ha permesso di aumentare 

significativamente l’assorbimento intracellulare delle NPs. I dati in vitro e in vivo 

evidenziano una citotossicità potenziata nei confronti delle cellule neoplastiche e 

una riduzione degli effetti tossici sistemici rispetto alla somministrazione del 

farmaco in forma libera, suggerendo una maggiore efficacia e sicurezza del sistema 
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nanocarrier sviluppato [137]. In un altro studio, Essa e collaboratori hanno 

progettato e caratterizzato nanoparticelle a doppio targeting basate su acido 

ialuronico (HA) e FA per il rilascio mirato del 4-metilumbelliferone (4-MU) nel 

trattamento del carcinoma polmonare. Il sistema HA-FA-4MU-NPs è stato 

ingegnerizzato per interagire selettivamente con i recettori CD44 e i FAR, entrambi 

sovraespressi sulle cellule tumorali, al fine di aumentarne la specificità d’azione. I 

risultati sperimentali mostrano che tali NPs sono in grado di ridurre 

significativamente la proliferazione e la capacità invasiva delle cellule tumorali in 

vitro, oltre a esercitare un'efficace attività antitumorale in vivo, accompagnata da 

una bassa tossicità sistemica. Questo approccio conferma il potenziale del targeting 

attivo come strategia avanzata per migliorare l'efficacia e la selettività delle terapie 

antitumorali . 

Le nanoparticelle polimeriche possono essere ottenute attraverso diverse tecniche 

di produzione, ciascuna selezionata in funzione delle proprietà chimico-fisiche del 

polimero utilizzato, dalla natura del farmaco da incapsulare e dalle caratteristiche 

desiderate del sistema finale [119]. Tra i metodi più consolidati figura la tecnica 

dell’emulsione con evaporazione del solvente che consiste nella dissoluzione del 

polimero e del principio attivo in un solvente organico immiscibile con l’acqua. 

Questa fase organica viene poi dispersa in una fase acquosa contenente un 

tensioattivo, formando un’emulsione che, sottoposta a evaporazione del solvente, 

porta alla formazione delle nanoparticelle per precipitazione del polimero. Questo 

approccio permette un buon controllo dimensionale e risulta particolarmente 

efficace per l’incapsulamento di farmaci lipofili [134], [136]. Un’alternativa 

semplice e rapida è rappresentata dalla nanoprecipitazione, in cui il polimero ed il 
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farmaco vengono disciolti in un solvente organico miscibile con l’acqua e aggiunti 

rapidamente a una fase acquosa, provocando una precipitazione istantanea delle 

particelle dovuta alla repentina diminuzione della solubilità del polimero. Questo 

metodo consente di ottenere nanoparticelle con dimensioni contenute e 

distribuzione monodispersa [119], [134]. Un altro approccio è il salting-out, che 

sfrutta la diminuzione della solubilità di una sostanza in presenza di elevate 

concentrazioni saline. In pratica, l'aggiunta di un sale in concentrazioni elevate fa 

sì che le molecole d'acqua, che normalmente solvatano la sostanza, vengano 

allontanate per interagire con il sale. Questo porta le molecole di polimero a 

interagire tra loro, formando aggregati che poi precipitano dalla soluzione [134], 

[135]. La dialisi, invece, si basa sulla lenta rimozione del solvente organico 

attraverso una membrana semipermeabile, permettendo un controllo più fine sulla 

cinetica di formazione e sulle dimensioni delle nanoparticelle ottenute [134], [136]. 

Ogni metodo di produzione influisce profondamente sulle proprietà finali delle 

nanoparticelle, come la dimensione, la morfologia, l’efficienza di incapsulamento, 

la cinetica di rilascio del farmaco e la stabilità colloidale, rendendo essenziale 

un’attenta ottimizzazione in relazione all’obiettivo terapeutico specifico [119], 

[134]. Infine, tecniche come lo spray-drying (SD) e la liofilizzazione vengono 

adottate in fase post-produzione per ottenere formulazioni in polvere secca, 

migliorando la stabilità delle nanoparticelle nel tempo e facilitando la 

somministrazione per via inalatoria, particolarmente utile nel trattamento delle 

patologie polmonari [119], [135]. 
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Le nanoparticelle polimeriche stimolo-responsive permettono un rilascio mirato del 

farmaco in risposta a segnali del microambiente tumorale, migliorando l’efficacia 

e la sicurezza terapeutica con un controllo adattativo della sua azione [118], [119].  

Dal punto di vista clinico, le nanoparticelle polimeriche si stanno evolvendo verso 

applicazioni concrete nel trattamento del carcinoma polmonare. Formulazioni 

innovative, come CRLX101 contenente camptotecina, hanno dimostrato in trial di 

fase I/II un accumulo selettivo nel tumore con ridotti effetti sistemici [138]. 

Parallelamente, formulazioni inalatorie basate su PLGA, contenenti farmaci come 

Sor, mostrano promettenti risultati in modelli preclinici di NSCLC KRAS-mutato, 

migliorando l’internalizzazione cellulare e l’attività antitumorale [139]. Tali 

sviluppi sottolineano il passaggio dalla ricerca preclinica a soluzioni terapeutiche 

clinicamente rilevanti, con un crescente interesse verso strategie combinate che 

integrano targeting attivo, rilascio controllato e somministrazione inalatoria [118]. 

In sintesi, le nanoparticelle polimeriche rappresentano una strategia terapeutica 

potenziale nel trattamento del carcinoma polmonare, offrendo soluzioni per 

superare le limitazioni della chemioterapia tradizionale. Grazie alla loro capacità di 

aumentare la specificità e la localizzazione del farmaco, di ridurre la tossicità 

sistemica e di modulare il rilascio terapeutico, esse promettono un miglioramento 

significativo degli outcome clinici e della qualità di vita dei pazienti [118], [119]. 

La ricerca futura sarà incentrata sull’ottimizzazione delle formulazioni inalatorie, 

sulla personalizzazione delle terapie in base ai profili molecolari e fenotipici 

individuali e sullo sviluppo di nanopiattaforme multifunzionali in grado di 

combinare funzioni terapeutiche, diagnostiche e di imaging, aprendo la strada a una 
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medicina di precisione avanzata per la gestione integrata del tumore polmonare 

[118]. 

 

1.4.3.RUOLO DELL’ACIDO FOLICO  (FA) NEL CARCINOMA POLMONARE 

Una delle strategie più promettenti nella terapia oncologica moderna è 

rappresentata dal direzionamento attivo di farmaco verso cellule tumorali specifiche 

attraverso l’impiego di ligandi [119]. Questi ultimi, scelti in base alla loro capacità 

di riconoscere e legarsi con alta affinità a specifici recettori sovraespressi sulla 

superficie delle cellule tumorali, consentono una selettività terapeutica 

significativamente superiore rispetto alla chemioterapia convenzionale [119]. 

L’obiettivo è duplice, aumentare la concentrazione del farmaco nel sito tumorale, 

massimizzando l’efficacia terapeutica, e ridurre l’accumulo sistemico 

minimizzando gli effetti collaterali [118]. I ligandi direzionanti possono essere 

anticorpi, peptidi, aptameri, zuccheri o piccole molecole, come nel caso dell’acido 

folico (FA). Quest’ultimo (Fig.12) è una molecola a basso peso molecolare 

essenziale per il metabolismo cellulare, in particolare per la sintesi di nucleotidi e 

per la replicazione del DNA [140].  

 

Fig.12: Formula di struttura dell’acido folico. 
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A causa della sua importanza nei processi biosintetici, l’FA è consumato in elevate 

quantità dalle cellule in rapida proliferazione, come quelle tumorali [141], [142]. 

Le cellule eucariotiche, non essendo in grado di sintetizzare autonomamente il 

folato, lo assumono dall’esterno tramite due principali meccanismi di trasporto, uno 

mediato da un carrier per il folato ridotto, a bassa affinità ma ubiquitario, e un altro 

tramite recettori per il folato (FAR), glicoproteine ad alta affinità localizzate sulla 

membrana cellulare [141], [143]. 

I recettori del folato, in particolare FARα, rivestono un ruolo cruciale nel contesto 

oncologico poiché risultano sovraespressi in numerosi tumori umani, tra cui quelli 

polmonari, mentre sono scarsamente presenti o inaccessibili nei tessuti sani, 

inquanto essi sono localizzati sulla superficie apicale delle cellule epiteliali, protetti 

dalla circolazione ematica grazie alla presenza di giunzioni intercellulari serrate 

[141], [143]. Tuttavia, durante la trasformazione neoplastica, la perdita della 

polarità cellulare fa sì che i recettori diventino esposti sull’intera superficie 

cellulare, rendendoli accessibili ai farmaci veicolati per via sistemica [144]. 

Questa peculiare distribuzione rende FARα un bersaglio altamente selettivo per il 

drug targeting tumore-specifico. L’FA, grazie alla sua affinità per FAR, è uno dei 

ligandi più sfruttati in questo ambito [141], [143], inquanto coniugato correttamente 

a molecole o altri materiali, non altera la sua affinità per il recettore, consentendone 

l’utilizzo come vettore per una vasta gamma di sistemi di drug delivery, inclusi 

coniugati a piccole molecole, anticorpi e nanoparticelle polimeriche [118], [119]. 

L’impiego di FA, come direzionante, è supportato da numerosi vantaggi, oltre alla 

già citata alta affinità per FAR, esso è poco immunogenico, chimicamente stabile, 

compatibile con ambienti sia acquosi che organici, facilmente reperibile ed a basso 
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costo. Inoltre, le sue ridotte dimensioni molecolari (M = 441,4 Da) ne favoriscono 

la diffusione nei tessuti e la penetrazione tumorale [140]. Tra le tre isoforme note 

del recettore per il folato (FARα, FARβ, FARγ), FARα si conferma la più rilevante 

in ambito oncologico per la sua marcata sovraespressione nei tumori epiteliali, con 

livelli che possono superare di 100–300 volte quelli riscontrati nei tessuti normali 

ed una densità recettoriale che può raggiungere 10 milioni di copie per cellula. FRβ, 

invece, pur condividendo circa il 70% di omologia con FARα e un’affinità simile 

per il folato, è espresso nei macrofagi attivati e nei TAMs, dove promuove un 

microambiente immunosoppressivo favorevole alla progressione tumorale [141], 

[143]. Di conseguenza, anche FARβ rappresenta un bersaglio terapeutico 

promettente, soprattutto per strategie che mirano al microambiente tumorale 

piuttosto che alla cellula tumorale stessa. Al contrario, FARγ è una forma solubile 

priva di ancoraggio di membrana e di scarso interesse terapeutico [140], [143]. 

In sintesi, l’utilizzo di FA, come ligando nei sistemi di somministrazione per 

rilascio selettivo di farmaci antitumorali, ha dimostrato un’elevata efficacia sulle 

cellule tumorali FARα-positive, offrendo una potente attività citotossica con un 

profilo di sicurezza favorevole [141]. Le sue caratteristiche biochimiche e 

farmacologiche, unite alla specificità di espressione dei suoi recettori nei tumori, 

rendono l’FA uno degli strumenti più promettenti per lo sviluppo di nuove strategie 

terapeutiche oncologiche mirate [119]. 

 

1.4.4.VEICOLAZIONE DEI NANOSISTEMI NELLE VIE INALATORIE 

Negli ultimi decenni, i nanosistemi si sono affermati come strategie promettenti per 

la veicolazione di principi attivi, grazie alla loro capacità di migliorare la solubilità 
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di molecole scarsamente idrosolubili, proteggere i farmaci dalla degradazione 

enzimatica o chimica, modulare il rilascio del principio attivo e favorirne 

l’accumulo selettivo nei tessuti patologici [116], [122]. Tuttavia, l’applicazione 

diretta di sistemi nanometrici (<1 µm) per la somministrazione inalatoria presenta 

una serie di limitazioni legate alle loro inadeguate proprietà aerodinamiche ed 

all’inalazione [145]. A causa delle loro ridotte dimensioni, infatti, le nanoparticelle 

inalate tendono a seguire il flusso respiratorio profondo senza depositarsi 

efficacemente nelle vie aeree inferiori. In particolare, le particelle con un diametro 

aerodinamico inferiore a 100 nm sono soggette a fenomeni di esalazione passiva e 

scarsa deposizione alveolare, presentando una biodisponibilità polmonare molto 

limitata. Inoltre, la loro elevata area superficiale specifica, vantaggiosa sotto il 

profilo biofarmaceutico, determina una tendenza all’agglomerazione e una difficile 

dispersione tramite dispositivi inalatori convenzionali (es. DPI, MDI, 

nebulizzatori), compromettendo l’efficienza dell’erogazione [104]. 

Alla luce di tali criticità, l’impiego di nanosistemi per via inalatoria richiede 

l’adozione di strategie formulative avanzate volte a migliorarne la performance 

aerodinamica e garantirne un’efficace deposizione polmonare. Tra le più 

consolidate, si annoverano la tecnica Nano-into-Micro (NiM) e la nebulizzazione 

di sospensioni nanometriche [105], [145]. 

L’approccio NiM prevede l’incorporazione dei nanosistemi all’interno di 

microparticelle inalabili, di dimensioni comprese tipicamente tra 1 e 5 µm, ottenute 

mediante processi come SD o liofilizzazione. Queste particelle composite sono 

generalmente costituite da matrici di eccipienti idrosolubili (ad es. mannitolo, 

lattosio), all'interno delle quali i nanosistemi vengono fisicamente intrappolati 
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[146]. Dopo l’inalazione e la deposizione nelle vie aeree, le microparticelle si 

dissolvono in ambiente acquoso, rilasciando le nanoparticelle funzionali [146]. 

L’ottimizzazione della composizione delle matrici può essere ottenuta mediante 

l’introduzione di agenti con azione mucolitica (come la N-acetilcisteina, NAC) 

[147]. Questo tipo di formulazioni permette di combinare le proprietà di 

aerosolizzazione delle microparticelle con i vantaggi farmacocinetici e 

farmacodinamici delle nanoparticelle, rappresentando una delle soluzioni più 

avanzate per la somministrazione inalatoria di farmaci [146]. 

Ad esempio, Shepard e collaboratori hanno sviluppato una formulazione inalabile 

di bevacizumab in polvere secca, la quale ha dimostrato una stabilità fisica di oltre 

sei mesi ed un’efficace penetrazione nel parenchima polmonare profondo, 

garantendo risultati terapeutici comparabili a dosi significativamente inferiori 

rispetto alla somministrazione sistemica [148]. 

Un’alternativa alla formulazione solida è rappresentata dalla nebulizzazione di 

dispersioni colloidali di nanosistemi mediante nebulizzatori a ultrasuoni o a 

membrana vibrante, in grado di generare aerosol con un diametro aerodinamico 

respirabile (1–5 µm) senza compromettere l’integrità strutturale delle 

nanoparticelle disperse [149], [150]. Tuttavia, questa tecnologia richiede un’attenta 

ottimizzazione della stabilità colloidale della formulazione, onde evitare fenomeni 

di sedimentazione, di aggregazione o di coalescenza durante la conservazione o il 

processo di nebulizzazione [149]. Inoltre, la scelta del dispositivo per l’inalazione 

risulta determinante, influenzando significativamente la resa in aerosol e la 

distribuzione del principio attivo nel tratto respiratorio [149], [150]. 
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Entrambi gli approcci formulativi hanno mostrato risultati promettenti in studi 

preclinici e clinici, in particolare nel trattamento di patologie polmonari croniche e 

infettive, come fibrosi cistica, asma, BPCO e infezioni respiratorie ricorrenti. 

Recentemente, la loro applicazione è stata estesa anche alla somministrazione 

inalatoria di agenti antineoplastici per il trattamento del carcinoma polmonare, 

offrendo una via di somministrazione non invasiva, localizzata e potenzialmente 

meno tossica rispetto alla via sistemica [104]. 

In conclusione, nonostante i numerosi vantaggi offerti dai nanosistemi come 

piattaforme di drug delivery, la loro somministrazione diretta per via inalatoria 

come polveri, non è attualmente praticabile a causa delle sfavorevoli proprietà 

aerodinamiche e della bassa efficienza di deposizione polmonare. È quindi 

indispensabile ricorrere a strategie di formulazione razionale, come l’approccio 

NiM o la nebulizzazione, al fine di abilitare l’uso efficace dei nanosistemi nella 

terapia respiratoria e promuovere lo sviluppo di terapie inalatorie mirate per le 

patologie polmonari acute e croniche. 
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2.SCOPO DELLA TESI 

L’obiettivo del presente studio è stato quello di sviluppare e caratterizzare sistemi 

nanostrutturati polimerici innovativi destinati alla somministrazione per via 

inalatoria di sorafenib (Sor), un inibitore multichinasico con attività 

antiproliferativa ed antiangiogenica, per il trattamento locale del carcinoma 

polmonare. La scelta di questo farmaco è stata motivata dalla sua efficacia 

comprovata contro il carcinoma polmonare, associata però ad una scarsa solubilità 

in acqua ad una bassa biodisponibilità nel tessuto polmonare ed a una elevata 

tossicità sistemica, che ne limitano fortemente l’uso clinico [93], [95]. 

Tali sistemi sono stati progettati e realizzati con lo scopo di incorporare elevate 

quantità di farmaco e rilasciarlo in modo controllato; le proprietà chimico-fisiche 

sono state opportunamente modulate allo scopo di ottenere sistemi in grado di 

superare le barriere biologiche, quali il muco polmonare, e interagire con le cellule 

tumorali [51], [151]. In particolare, sono stati sviluppati sistemi micellari polimerici 

e nanoparticellari partendo da materiali biocompatibili la cui struttura è altamente 

funzionalizzabile per ottenere carrier adatti ad incorporare Sor nel core e con 

proprietà di superficie adatte alla mucodiffusione.  

Nella prima parte dello studio, sono state prodotte delle micelle polimeriche a 

partire da derivati dell’inulina (INU), un polisaccaride naturale, non tossico e 

biodegradabile, estratto da piante, come cicoria o dalia. L’INU è disperdibile in 

acqua, pertanto per ottenere un copolimero anfifilico capace di autoassemblarsi in 

ambiente acquoso per incorporare il Sor, è stata funzionalizzata con etilendiammina 

(EDA), per aumentare la reattività del polimero verso successive modificazioni 

chimiche. L’INU-EDA ottenuta è stata funzionalizzata con acido caprilico (C8), al 
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fine di inserire una componente idrofobica, e con una componente idrofila, quale il 

polietilenglicole-succinato (PEG-SUC). Quest’ultima modifica è stata introdotta 

per ottenere sia stabilità colloidale sia capacità di diffusione attraverso il muco, 

sfruttando la biocompatibilità dell’inulina e la nota proprietà del PEG di 

minimizzare le interazioni non specifiche con il muco. La struttura del copolimero 

INU-EDA-C8-PEG risultante è riportata in Fig.13. 

 

Fig.13: Struttura chimica del copolimero INU-EDA-C8-PEG (n=44) 

 

Le micelle ottenute sono state caratterizzate allo scopo di valutarne la 

concentrazione critica di aggregazione (CAC), la dimensione delle particelle, la 

carica superficiale ed il PDI, tutti parametri cruciali che influenzano la diffusione 

polmonare e la penetrazione attraverso lo strato di muco. La percentuale di 

caricamento del farmaco (DL%) e l’efficienza di incapsulazione (EE%) sono state 
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quantificate per ottimizzare la capacità del sistema di caricare Sor nel core  

idrofobico, garantendo un rilascio prolungato e potenzialmente riducendo la dose 

terapeutica totale. 

Gli studi di rilascio in vitro, eseguiti in fluidi polmonari simulati che mimano sia 

ambienti polmonari sani (SLF4) sia tumorali (buffer citrato), hanno permesso di 

definire un profilo di rilascio controllato e sostenuto, coerente con la necessità 

terapeutica di mantenere una concentrazione locale costante nel tempo. È 

interessante notare che la velocità di rilascio è stata maggiore nel mezzi simulante 

il microambiente tumorale. La capacità di diffondere attraverso il muco è stata 

studiata mediante turbidimetria e test di diffusione nelle celle di Franz.  

La caratterizzazione aerodinamica, condotta mediante Andersen Cascade Impactor 

(ACI), su una dispersione acquosa di micelle nebulizzate ha dimostrato le 

potenzialità della formulazione di depositarsi nel polmone profondo. Infine, i saggi 

di citotossicità sono stati condotti su cellule epiteliali bronchiali sane (16HBE) e su 

cellule di carcinoma polmonare (A549) per valutare la biocompatibilità del carrier 

e l’attività del farmaco quando veicolato dal carrier micellare rispetto a quello 

libero.  I risultati hanno dimostrato che il Sor incorporato nelle micelle polimeriche 

ha un’attività antitumorale paragonabile a quella del farmaco libero su cellule 

tumorali, mentre una tossicità ridotta su cellule epiteliali sane rispetto al farmaco 

libero. 

La seconda parte dello studio si è concentrata sulla progettazione di sistemi 

nanoparticellari per il targeting attivo delle cellule tumorali polmonari mediante 

l’uso di acido folico (AF) come ligando direzionante. A questo scopo, è stato 

sintetizzato un nuovo copolimero costituito da un backbone di α,β-poli(N-2-
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idrossietil)-D,L-aspartammide (PHEA), funzionalizzato con catene di acido 

polilattico-co-glicolico (PLGA) e catene di polietilenglicole-folato (PEG-FA). 

Questa architettura è stata progettata per combinare in un unico sistema 

l’idrofobicità del PLGA, le proprietà stealth e di stabilità del PEG e la capacità di 

targeting di FA, che riconosce i recettori del folato sovraespressi sulla superficie di 

molte cellule tumorali. La struttura del copolimero graft PHEA-g-PLGA-g-PEG-

FA risultante è riportata in figura Fig.14.  

 

Fig.14: Struttura chimica del copolimero graft PHEA-g-PLGA-g-PEG-FA 

(n=m=92: x=44). 
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Le nanoparticelle sono state ottenute mediante nanoprecipitazione e sono state 

caratterizzate mediante misure di dynamic light scattering (DLS) e di potenziale Z, 

per valutare la dimensione delle particelle, la carica superficiale e il PDI, tutti 

parametri cruciali che influenzano la diffusione polmonare e la penetrazione 

attraverso lo strato di muco. Gli studi di rilascio del farmaco incorporato condotti 

sia in SLF4 sia in tampone citrato ha pH 5,5, hanno evidenziato un profilo di rilascio 

sostenuto, coerente con la necessità terapeutica di mantenere una concentrazione 

locale costante nel tempo. È interessante notare che la velocità di rilascio è stata 

maggiore nel mezzo che simula il microambiente tumorale.  

I test di interazione con la mucina hanno permesso di valutare la capacita del 

sistema di attraversare la barriera mucosa senza fenomeni di aggregazione.  

Dal punto di vista biologico, gli studi di citotossicità hanno dimostrato che le FA-

PPP-NPs@Sor inducono un marcato effetto antiproliferativo sulle cellule A549, 

mostrando una tossicità significativamente ridotta verso le cellule sane. Gli studi di 

uptake cellulare e di inibizione del recettore del folato hanno confermato 

l’aumentata internalizzazione delle nanoparticelle funzionalizzate con FA rispetto 

a quelle che non lo presentano, indicando il coinvolgimento del recettore nel 

processo di internalizzazione cellulare delle nanoparticelle. Inoltre, i saggi di 

migrazione cellulare, lo scratch test, hanno supportato la capacità del sistema 

nanoparticellare contenente Sor di interferire con i processi di adesione e 

migrazione cellulare, suggerendo un potenziale effetto antimetastatico.  

In una fase successiva, le nanoparticelle sono state incorporate in matrici 

microparticellari mediante tecnica dello spray drying (SD), secondo la strategia 
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Nano-into-Micro (NiM), al fine di ottenere una formulazione in polvere idonea per 

la somministrazione tramite inalatore di polvere secca (DPI). 

Eccipienti funzionali, tra cui mannitolo (MAN), leucina (LEU), N-acetil cisteina 

(NAC) e l’agente porogeno bicarbonato di ammonio (AB), sono stati impiegati per 

migliorare la scorrevolezza la disperdibilità e la ridispersione della polvere. Le 

analisi morfologiche hanno confermato la forma sferica, mentre i dati del Andersen 

Cascade Impactor hanno dimostrato un comportamento aerodinamico compatibile 

con la deposizione nel polmone profondo. 

Complessivamente, questo lavoro ha validato un approccio terapeutico innovativo 

basato sulla somministrazione inalatoria di Sor mediante carrier nanostrutturati 

polimerici. Le micelle a base di INU rappresentano una piattaforma di veicolazione 

in grado di diffondere attraverso il muco e di essere efficace contro le cellule 

tumorali, mentre le nanoparticelle funzionalizzate con FA introducono la possibilità 

di targeting molecolare attivo e rilascio prolungato polmonare del farmaco, 

somministrabili in forma di polvere secca. 

In sintesi, i risultati ottenuti confermano che l’impiego di sistemi polimerici 

nanostrutturati rappresentano potenzialmente una strategia di veicolazione di 

farmaci antitumorali come il Sor nel trattamento del carcinoma polmonare. 

L’incorporazione di tali sistemi in liquidi o in particelle solide inalabili ha permesso 

di produrre delle formulazioni potenzialmente somministrabili localmente 

mediante inalazione. 
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RISULTATI E DISCUSSIONE. 

3.MICELLE POLIMERICHE A BASE DI INULINA (INU) 

In questo lavoro è descritta la produzione e la caratterizzazione di una formulazione 

inalabile costituita da una dispersione acquosa di micelle polimeriche contenenti 

Sorafenib (Sor), somministrate attraverso nebulizzazione. 

La rappresentazione schematica della produzione della formulazione e del processo 

di nebulizzazione è riportata nello Schema 1. 

 

Schema 1. Rappresentazione schematica della produzione delle micelle (INU-

EDA-C8-PEG@Sor) e della loro nebulizzazione. 

 

3.1.SINTESI E CARATTERIZZAZIONE DEL INU-EDA-C8-PEG 

Per ottenere micelle polimeriche, è stato progettato e sintetizzato un copolimero a 

partire dall’inulina (INU) (M̅w 5.000 Da) funzionalizzata opportunamente con una 

componente idrofobica, e con un polimero idrofilo allo scopo di ottenere micelle 

autoassemblanti in grado di incorporare il Sor nel core micellare.  
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Il backebone polimerico INU, è stato scelto per la sua biocompatibilità, essenziale 

per la somministrazione polmonare, e per la sua versatilità chimica, poiché ogni 

unità ripetitiva contiene tre gruppi ossidrilici funzionalizzabili, uno primario e due 

secondari (Fig.15) [152].  
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Fig.15: Procedura sintetica di INU-EDA-C8-PEG (n=44). 
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L’INU è stata funzionalizzata con l’etilendiammina (EDA) mediante l’uso del  

paranitro-fenil carbonato (BNPC) come attivante. Il processo di attivazione è stato 

condotto attraverso l’uso di un microonde (CEM Discover Microwave Reactor) ad 

una potenza di 25 W, a 60°C per 1h, monitorando la temperatura della reazione 

mediante raffreddamento con flusso ad aria compressa esterna, al fine di rendere 

questa fase più veloce. Al termine dell’attivazione, alla miscela di reazione è stata 

aggiunta EDA al fine di ottenere il copolimero  INU-EDA (MW=2,67 KDa) che 

risulta essere più reattivo nei confronti dell’acido caprilico (C8) (Fig.15 step 1). 

Quest’ultimo è stato coniugato su INU-EDA tramite una reazione di coupling 

mediata da 1-etil-3(3-dimetilamminopropil)carbodiimmide ed N-

idrossisuccinimmide (EDC-NHS) (Fig.15 step 2). Al termine della reazione è stato 

ottenuto il copolimero INU-EDA-C8 (MW=3,92 KDa) allo scopo di ottenere un 

copolimero anfifilico in grado di autoassemblarsi in ambiente acquoso, 

incorporando nel core idrofobico il Sor. 

Per ottenere una micella polimerica con uno shell idrofilo potenzialmente capace di 

diffondere attraverso il muco, l’INU-EDA-C8 è stato funzionalizzato con un 

derivato di polietilenglicole-succinato (CH3O-PEG-SUC) (Fig.15 step 4), 

precedentemente ottenuto con un grado di mono-derivazione in SUC (%DDSUC) 

pari al 100%, come descritto nella parte sperimentale (Fig.15 step 3). 

Il copolimero ottenuto INU-EDA-C8-PEG è stato caratterizzato mediante 

spettroscopia ¹H-NMR, mediante la quale è stato calcolato il grado di 

derivatizzazione in EDA, C8 e PEG-SUC (%DDEDA, %DDC8 e %DDPEG). In 

particolare, DDEDA in mol% è stato calcolato confrontando l’integrale dei picchi 

relativi ai protoni a δ 3,2 e 2,8 (4H, NH-CH2-CH2-NH2) , assegnati all’EDA, con 
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l’integrale del picco relativo ai protoni a δ 3,46 e 5,3 (7H, INU) all’INU. Il valore 

è risultato pari a 22,0±0,4 mol%, corrispondente a circa 6 molecole di EDA per 

macromolecola (Fig.16). 

 

Fig.16: Spettro 1H-NMR dell’INU-EDA-C8-PEG con relative attribuzioni. 

 

Il DDC8 in mol% è stato calcolato confrontando l’integrale dei picchi relativi ai 

protoni a δ 1,5 (2H, NH-C(O)-CH2-(CH2)5-CH3), 1,25 (10H, NH-C(O)-CH2-

(CH2)5-CH3), 0,89 (3H, NH-C(O)-CH2-(CH2)5-CH3) assegnati a C8 con l’integrale 

del picco relativo ai protoni a δ 3,47 e 5,4 (7H, INU)  assegnati all’ INU, 

corrispondente a circa 1 molecole di C8 per macromolecola (Fig.16). Il DDPEG 

mol% è stato calcolato confrontando l’integrale dei picchi relativi ai protoni a δ 

3,50 (4H, CH3-O-(CH2-CH2)44-O) assegnati al PEG con l’integrale del picco 

relativo ai protoni a δ 3,47-5,4 (7H, INU) assegnati all’ INU, corrispondente a circa 

1 molecole di PEG per macromolecola (Fig.16). 
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Il peso molecolare medio (M̅w) di INU-EDA-C8-PEG, determinato tramite SEC, è 

risultato pari a 5.393 Da (M̅w⁄M̅n = 1,21). In conclusione, i risultati ottenuti dalle 

analisi 1H-NMR e dalla cromatografia SEC concordano nel confermare l’avvenuta 

funzionalizzazione dell’INU con le atre molecole. L’osservazione di specifici 

segnali nello spettro 1H-NMR, insieme all’incremento del peso molecolare rilevato, 

fornisce una solida evidenza della corretta sintesi, funzionalizzazione e della 

formazione del copolimero INU-EDA-C8-PEG. 

 

3.2.CONCENTRAZIONE DI AGGREGAZIONE CRITICA (CAC) 

La formazione di micelle in ambiente acquoso è stata studiata mediante analisi di 

fluorescenza utilizzando il pirene come sonda fluorescente. Il pirene, essendo una 

molecola idrofoba, tende a segregarsi dalla soluzione acquosa mediante 

incorporazione nelle micelle polimeriche, modificando così le sue proprietà di 

fluorescenza. In effetti, nello spettro di emissione il rapporto di intensità I1/I3 del 

pirene passa da circa 1,8 in acqua a circa 0,6 in solventi non polari, come l’esano 

[153]. La Fig.17 mostra le curve, utilizzabili per la determinazione della CAC, del 

rapporto I338/I332 ottenuto dagli spettri di eccitazione e del rapporto I373/I384 ottenuto 

dagli spettri di emissione del pirene registrati a 37°C, in funzione del logaritmo 

delle concentrazioni del copolimero. Lo spettro di eccitazione descrive l’andamento 

dell’intensità di fluorescenza in funzione della lunghezza d’onda di eccitazione, 

mantenendo costante una determinata lunghezza d’onda di emissione, generalmente 

corrispondente al massimo di fluorescenza della sonda utilizzata (pirene). 

Quando si aumenta la concentrazione di un copolimero in soluzione, e ci si avvicina 

alla CAC, la sonda fluorescente, inizialmente dispersa in un ambiente acquoso, 
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altamente polare, tende a localizzarsi all’interno delle micelle che si stanno 

formando. Il passaggio della sonda in questa nuova regione si riflette in modifiche 

caratteristiche dello spettro di eccitazione, come variazioni dell’intensità relativa e 

spostamenti della lunghezza d’onda a cui si osserva il massimo assorbimento. Tali 

variazioni permettono di individuare con precisione il punto di transizione, 

fornendo così una chiara indicazione dell'inizio dell'aggregazione micellare, e 

quindi della CAC del sistema analizzato. 

Parallelamente, lo spettro di emissione descrive l’intensità della fluorescenza in 

funzione della lunghezza d’onda di emissione, mentre si mantiene costante una 

specifica lunghezza d’onda di eccitazione, scelta generalmente in corrispondenza 

del massimo di assorbimento della sonda (pirene). Anche in questo caso, il 

comportamento della sonda varia al cambiare dell’ambiente chimico, infatti nel 

passaggio da un mezzo polare, come l’acqua, a uno meno polare, come l’interno 

della micella, si osservano variazioni nella forma dello spettro, nella posizione del 

massimo di emissione, oppure nell’intensità complessiva della fluorescenza. 

Questi cambiamenti sono particolarmente utili per identificare il punto in cui la 

sonda abbandona l’ambiente acquoso e viene inglobata all’interno delle strutture 

micellari, confermando la formazione degli aggregati e contribuendo alla 

determinazione della CAC. 
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Fig.17:  Profilo di rapporto di intensità dei picchi dello spettro di eccitazione 

(I338/I332) e di emissione (I373/I384) del pirene in funzione del log della 

concentrazione (mg/ml)  di INU-EDA-C8 (A) e INU-EDA-C8-PEG (B). 

 

La CAC è stata determinata tramite l'intersezione della tangente alla curva nel punto 

di flesso con la tangente orizzontale tracciata attraverso i punti a basse 

concentrazioni ed il valore medio calcolato per le micelle di INU-EDA-C8-PEG è 

risultato pari a 5,3*10-6 mM. 

Come controllo lo stesso procedimento è stato applicato al polimero non peghilato 

INU-EDA-C8 ed il valore medio calcolato per questo sistema è risultato pari a 

2,2*10-4 mM. 

 

3.3.PRODUZIONE E CARATTERIZZAZIONE DELLE MICELLE DI INU-

EDA-C8-PEG 

Una volta sintetizzato e caratterizzato, il copolimero INU-EDA-C8-PEG è stato 

utilizzato per ottenere micelle polimeriche mediante il metodo kneading [128], 

[130]. Questo approccio consente la formazione di micelle stabili in ambiente 

acquoso, grazie alle proprietà fisico-chimiche del polimero sintetizzato, con 

A B 



  

 70 

simultaneo incapsulamento del farmaco altamente idrofobico (Sor) all’interno del 

nucleo idrofobico durante il processo di autoaggregazione delle catene polimeriche. 

Il processo ha dimostrato una alta efficienza, essendo il recupero pari al 94% in 

peso dopo la liofilizzazione. La quantità di farmaco incorporata (DL%) e 

l’efficienza di incapsulamento (EE%) delle micelle di INU-EDA-C8-PEG@Sor, 

determinati tramite HPLC, sono risultati rispettivamente pari al 7,9% e al 79,4% in 

peso (Tab.5), confermando che il metodo di kneading è idoneo al caricamento di 

Sor nelle micelle di INU-EDA-C8-PEG. 

Con la stessa procedura ma in assenza di Sor sono state preparate le micelle vuote. 

Una volta ottenute sia le micelle vuote che piene, chiamate rispettivamente INU-

EDA-C8-PEG ed INU-EDA-C8-PEG@Sor, sono state caratterizzate mediante 

DLS.  

Come mostrato nella Tab.5, il campione INU-EDA-C8-PEG@Sor presenta, prima 

della liofilizzazione, un diametro medio di circa 195 nm, superiore rispetto a quello 

delle INU-EDA-C8-PEG vuote. Questa maggiore dimensione suggerisce che la 

presenza di Sor influenzi il processo di formazione delle micelle. Inoltre, il 

potenziale-ζ delle micelle cariche di farmaco è pari a -6,9±2,2 mV, valore simile 

rispetto a quello delle micelle vuote (-6,9±2,2 mV). Lo stesso studio è stato 

effettuato post liofilizzazione ed i dati sono riportati in Tab.5. Come si può 

costatare le dimensioni delle micelle post liofilizzazione aumentano leggermente 

per entrambi i campioni ma, nonostante l’aumento dimensionale, le micelle caricate 

con Sor mantengono un basso parametro di polidispersione, mentre il  potenziale-ζ 

per entrambi i campioni rimane pressoché uguale. 
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Tab.5: Dimensione media (Za), PDI, potenziale-ζ, delle micelle vuote di INU-

EDA-C8-PEG e delle micelle piene di INU-EDA-C8-PEG@Sor in dispersione 

acquosa, prima e dopo liofilizzazione e DL%, EE% e resa % p/p dopo 

liofilizzazione. 

Campione  INU-EDA-C8-PEG INU-EDA-C8-PEG @Sor 

 Pre- liofilizzazione 

Za (nm) 104,0±5,62 195,3±14.5 

PDI 0,23 0,26 

Potenziale-ζ  (mV) -6,6±5.01 -6,9±2.2 

 Post- liofilizzazione 

Za (nm) 122,0±8,42 216,1±3,5 

PDI 0,37 0,16 

Potenziale-ζ  (mV) -7,5±3,41 -7,1±3,2 

DL% ----- 7,9 

EE% ----- 79,4 

Resa % (p/p) 90,0 ± 5,2 94,0 ± 3,6 

 

3.4.STUDI DI RILASCIO 

Allo scopo di valutare la cinetica di rilascio del farmaco dalle micelle, è stato 

condotto uno studio utilizzando due diversi mezzi, il fluido polmonare simulato 

(SLF4, pH 7,4), e il tampone citrato (pH 5,5), per mimare il microambiente 

extracellulare e tumorale [154]. Entrambi i mezzi sono stati addizionati con siero 

fetale bovino (FBS) in rapporto 50:50 (v/v). I risultati, riportati in Fig.18, mostrano 

che il farmaco è stato rilasciato in modo controllato, senza un effetto "burst". 
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Inoltre, dopo 24 ore di incubazione, il 4,3% di Sor è stato rilasciato nel mezzo 

SLF4:FBS mentre il 16,6% nel mezzo a pH 5,5. Il rilascio significativamente più 

elevato a pH 5,5, mimante il microambiente tumorale, rispetto a quello a pH 7,4, 

mimante le condizioni fisiologiche polmonari, può essere potenzialmente 

vantaggioso in quanto la veicolazione del farmaco nelle micelle può determinare 

un effetto tossico maggiore nel sito tumorale rispetto che nei tessuti sani. Questo 

effetto è dovuto alla maggiore solubilità del Sor a pH acidi, permettendo al farmaco 

di diffondere più agevolmente dalle micelle verso la massa tumorale. 

 

Fig.18:Profilo di rilascio di Sorafenib dal campione INU-EDA-C8-PEG @Sor a pH 

7,4 in fluido polmonare simulato (SLF4) (rosso) e a pH 5,5 in tampone citrato (blu) 

a 37°C, in funzione del tempo di incubazione (n = 3) (***p<0,001) (*%Sor 

rilasciato a pH 5,5 vs %Sor rilasciato a pH 7,4). 
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3.5.INTERAZIONE CON LA MUCINA 

3.5.1.ANALISI TURBIDIMETRICA 

Dato che queste micelle sono progettate per la somministrazione polmonare, è stato 

fondamentale verificare l’entità delle interazioni con lo strato di muco delle vie 

respiratorie. Una penetrazione efficiente attraverso questa barriera è infatti requisito 

cruciale per i nanocarrier destinati alla somministrazione locale polmonare, poiché 

consente loro di diffondere attraverso il muco e raggiungere le cellule epiteliali 

sottostanti che rappresentano il target biologico. 

In particolare, è stata eseguita un’analisi turbidimetrica in presenza di mucina, il 

componente principale del muco polmonare, monitorando la trasmittanza a 650 nm 

di dispersioni acquose contenenti mucina e micelle vuote o contenenti Sor per oltre 

3 ore, utilizzando una dispersione di mucina come bianco. Per confronto, la stessa 

analisi è stata effettuata con micelle non peghilate ottenute da INU-EDA-C8. I dati 

sono stati rappresentati in un grafico come andamento del rapporto tra la 

trasmittanza del campione disperso in un mezzo contenente mucina e quella del 

bianco in funzione del tempo di incubazione. Come mostrato in Fig.19, i valori del 

rapporto di trasmittanza per le micelle di INU-EDA-C8-PEG@Sor e INU-EDA-

C8-PEG sono rimasti immutati nel range temporale considerato e prossimi a 1, 

indicando un’interazione delle micelle sia vuote che piene trascurabile con la 

mucina. Al contrario, le micelle di INU-EDA-C8 (non peghilate) hanno mostrato 

una forte interazione evidenziata da un rapporto di trasmittanza significativamente 

ridotto, dovuto ad un aumento della torbidità del mezzo di dispersione a causa di 

forti interazioni micella non peghilata–mucina. Questi risultati concordano con 

studi precedenti che dimostrano come la peghilazione superficiale riduca la 
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mucoadesione, formando una corona idrofila e non adesiva che limita le interazioni 

non specifiche con i componenti del muco  [155], [156], [157]. Pertanto, le micelle 

di INU-EDA-C8-PEG presentano proprietà idonee per la somministrazione locale 

polmonare di Sor nella terapia anticancro. 

 

Fig.19: Analisi turbidimetrica della dispersione di mucina (1 mg/mL) in presenza 

dei campioni INU-EDA-C8-PEG@Sor, INU-EDA-C8-PEG e INU-EDA-C8 in 

funzione del tempo di incubazione. I valori sono espressi come rapporto tra la 

trasmittanza dei campioni in mucina rispetto alla trasmittanza dei campioni in 

acqua. (***p < 0,001) (*INU-EDA-C8-PEG vs INU-EDA-C8; *INU-EDA-C8-

PEG@Sor vs INU-EDA-C8). 

 

3.5.1.STUDIO DI MUCO-DIFFUSIONE DELLE MICELLE MEDIANTE CELLE 

DI FRANZ 

Un’altra tecnica per valutare la capacità delle micelle di diffondere attraverso uno 

strato di muco prevede l’uso delle celle di Franz [158]. Seguendo la procedura 
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riportata nella parte sperimentale, è stata valutata la capacità diffusiva delle micelle 

di INU-EDA-C8-PEG@Sor attraverso uno strato di muco, usando il solo Sor come 

controllo. Come riportato in Fig.20, le micelle presentano una capacità diffusiva 

significativamente superiore al farmaco, raggiungendo dopo 24 ore un valore del 

83,4±3,2% rispetto al 32,3±1,2% del farmaco libero. Questo test dimostra che la 

veicolazione mediante un carrier micellare oltre ad aumentare la solubilità 

apparente del Sor, ne aumenta la mucodiffusione, permettendo potenzialmente al 

farmaco di raggiungere l’epitelio polmonare. 

 

Fig.20: Test di mucodiffusione mediante l’uso delle celle di Franz, in campioni 

INU-EDA-C8-PEG@Sor e Sor in funzione del tempo di incubazione. I valori sono 

espressi come % di Sor rilevato nel compartimento donatore. (***p < 0,001) 

(*INU-EDA-C8-PEG@Sor vs Sor). 
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3.6.ANDERSEN CASCADE IMPACTOR 

Dopo avere valutato le potenzialità delle micelle di INU-EDA-C8-PEG come 

carrier per il Sor e dopo aver valutato la somministrazione polmonare in termini di 

mucodiffusione ed il rilascio controllato del farmaco in esse incorporato, è stata 

investigata la possibilità di somministrare le micelle nell’albero bronchiale. In 

particolare, le micelle sono state disperse in acqua e la deposizione nell’albero 

bronchiale è stata simulata mediante un Andersen Cascade Impactor (ACI) per 

nebulizzazione della dispersione ottenuta usando un nebulizzatore Kramer new 

basic 3000. 

La Fig.21 mostra la distribuzione percentuale della deposizione del Sor dopo 

nebulizzazione nei vari stadi dello strumento, mentre i parametri di performance 

aerodinamica del prodotto nebulizzato sono riassunti nella Tab.6. Secondo le linee 

guida regolatorie attuali e la letteratura, le caratteristiche del prodotto nebulizzato 

nel polmone profondo dovrebbero tipicamente presentare valori di MMAD 

compresi tra 1 e 5 µm e valori di FPF% superiori al 30% per garantire una adeguata 

deposizione della formulazione, e quindi del farmaco nelle vie respiratorie inferiori 

[159]. Le micelle di INU-EDA-C8-PEG@Sor soddisfano questi criteri, essendo il 

MMAD pari a 1,77±0,01 µm e la FPF pari al 97%±0,19 circa del totale. Pertanto, 

la formulazione sviluppata mostra elevate potenzialità per la somministrazione 

polmonare di Sor mediante inalazione, riducendo la tossicità dovuta alla 

somministrazione sistemica del farmaco ed aumentandone la localizzazione al 

polmone. 
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Fig.21: Percentuale di deposizione delle micelle nebulizzate negli stadi con diversi 

cut-off dell’Andersen Cascade Impactor (ACI),  

 

Tab.6:  Parametri di aerosolizzazione ottenuti dall’analisi con l’ACI. 

 

 

 

 

3.7.STUDI DI CITOTOSSICITÀ 

Per valutare la capacità del Sor, trasportato da micelle, di accumularsi 

selettivamente nelle cellule tumorali rispetto a quelle sane, è stato effettuato un test 

di citotossicità in vitro sia su cellule tumorali polmonari umane (A549) sia su cellule 

epiteliali bronchiali sane (16HBE). La linea cellulare A549 è stata scelta come 

modello di cellule tumorali [160], [161], mentre le cellule 16HBE rappresentano un 

Nome campione FPF % MMAD (µm) GSD 

INU-EDA-C8-PEG@Sor 97,0±0,19 1,77±0,01 1,99±0,07 
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modello di cellule polmonari non tumorali [162], [163]. In un primo esperimento, 

è stata valutata la citocompatibilità delle micelle vuote tramite saggio MTS sulle 

linee cellulari selezionate, incubando queste ultime con concentrazioni crescenti di 

INU-EDA-C8-PEG vuote, da 0,08 mg/mL a 0,8 mg/mL, per 24 e 48 ore. I risultati 

hanno indicato un’alta citocompatibilità delle micelle vuote nelle condizioni testate 

(Fig.22 A-B rosso). 

 

Fig.22: Effetto antitumorale in vitro su 16HBE (A) e A549 (B) trattate con INU-

EDA-C8-PEG@Sor, INU-EDA-C8-PEG e Sor per 24 ore (linee continue) e 48 ore 

(linee tratteggiate) (**p<0,01; ***p<0,001) (*INU-EDA-C8-PEG@Sor 24/48h vs 

Sor 24/48).  

 

Successivamente le due linee cellulari sono state incubate con Sor libero o 

incorporato nelle micelle polimeriche (INU-EDA-C8-PEG@Sor), confrontando le 

stesse concentrazioni di Sor da 10 a 100 µM. I risultati ottenuti riportati in Fig.22 

A e B indicano che il Sor veicolato tramite micelle induce una citotossicità 

complessivamente inferiore rispetto alla forma libera del farmaco, mantenendo un 

effetto simile sulle cellule tumorali A549 e su quelle sane 16HBE. In particolare, la 

riduzione della citotossicità del Sor incorporato nelle micelle rispetto al farmaco 

A B 
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libero è più evidente sulle cellule sane di epitelio bronchiale (16HBE). Come 

riportato nella Tab.7, l’IC₅₀ e l’inibizione massima (Imax) per INU-EDA-C8-

PEG@Sor nelle cellule 16HBE, dopo 48 ore di incubazione, sono stati 

rispettivamente 36,4±3,1e 69,2%, entrambi significativamente migliori in termini 

di sicurezza rispetto al Sor libero, che ha mostrato un IC₅₀ di 36,4±3,1 µM e un Imax 

di 69,2 % dopo 48 ore. 

 

Tab.7: Concentrazione inibitoria al 50% (IC50) e inibizione massima della crescita 

cellulare (Imax%) calcolate per Sor libero e FA-PPP-NP@Sor sulle linee cellulari 

16HBE e A549. 

Linea 

cellulare 
Campione 

IC50 24h 

(µM) 

Imax 24h 

(%) 

IC50 48h 

(µM) 

Imax 48h 

(%) 

16 HBE Sor 16,1±0,1 97,8±1,5 13,1±2,3 100±1,1 

 
INU-EDA-C8-PEG 

@Sor 
56,1±1,2 56,6±2,4 36,4±3,1 69,2±2,7 

A549 Sor 35,2±0,4 87,6±1,8 16,8±1,2 100±1,9 

 
INU-EDA-C8-PEG 

@Sor 
55,7±0,3 63,3±3,1 48,0±3,2 79,9±3,5 

 

Le cellule tumorali A549 hanno mostrato una sensibilità verso le micelle 

polimeriche (Fig.22B), con un IC₅₀ di 48,0±3,2 µM e un Imax del 79,9% dopo 48 

ore di incubazione. Questi valori sono stati inferiori rispetto al Sor libero, che ha 

mostrato un IC₅₀ di 16,8±1,2 µM e un Imax del 100% dopo 48 ore. Questo effetto è 

probabilmente dovuto al rilascio controllato del Sor da parte delle micelle, a 

differenza del farmaco libero che è immediatamente disponibile.  
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3.8.CONCLUSIONI 

In questo studio è stata sviluppata e caratterizzata con successo una formulazione a 

base di micelle contenenti Sor per il trattamento locale del carcinoma polmonare. 

Le micelle sono state prodotte a partire da un copolimero ottenuto mediante 

funzionalizzazione chimica dell’inulina (INU), con etilendiammina (EDA), per 

rendere il polimero più reattivo alle successive funzionalizzazioni; con acido 

caprilico (C8), per rendere il copolimero adatto alla formazione di micelle in mezzo 

acquoso capaci di incorporare farmaci idrofobici; con polietilenglicole-succinato 

(CH3O-PEG-SUCC), per aumentare l’idrofilia superficiale delle micelle e ridurre 

le interazioni con la mucina. 

Le micelle ottenute dal copolimero INU-EDA-C8-PEG hanno mostrato un’elevata 

drug loading e un profilo di rilascio controllato del farmaco. La peghilazione 

superficiale ha garantito interazioni minime con la mucina, favorendo la 

penetrazione nello strato di muco polmonare. 

La caratterizzazione biologica in vitro ha dimostrato una citotossicità delle INU-

EDA-C8-PEG@Sor verso le cellule tumorali polmonari (A549), minore rispetto a 

quella ottenuta con Sor libero. Per ottimizzare la somministrazione polmonare, le 

micelle sono state successivamente aerosolizzate dopo dispersione in acqua 

attraverso un nebulizzatore commerciale, mostrando proprietà aerodinamiche 

favorevoli per la deposizione nel polmone.  

Nel complesso, questi risultati evidenziano il potenziale del sistema INU-EDA-C8-

PEG come formulazione innovativa ed efficiente per la somministrazione inalatoria 

di Sor nel trattamento del carcinoma polmonare. 



  

 81 

4.MICROPARTICELLE INALABILI DI TIPO NANO into MICRO PER LA 

SOMMINISTRAZIONE POLMONARE E IL DIREZIONAMENTO DI Sor 

AL CANCRO POLMONARE 

In questo studio è descritta la produzione e la caratterizzazione di una formulazione 

inalabile per il trattamento locale del tumore polmonare. In particolare, la 

formulazione è stata prodotta incorporando in eccipienti funzionali , mediante spray 

drying (SD), nanoparticelle polimeriche contenenti sorafenib (Sor) e decorati in 

superficie con acido folico (FA) per il direzionamento attivo alle cellule tumorali. 

La strategia di formazione di tali polveri è definita Nano into Micro (NiM). La 

rappresentazione schematica della produzione della formulazione è riportata nello 

Schema 2. 

 

Schema 2. Rappresentazione schematica della produzione di NiMSor tramite 

processo di spray drying (SD). 

 

 

NPs 
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4.1.SINTESI E CARATTERIZZAZIONE DEL COPOLIMERO GRAFT 

PHEA-G-PLGA-G-PEG-FA 

Per ottenere nanoparticelle polimeriche è stato progettato e prodotto un copolimero 

multifunzionale in grado di formare nanoparticelle e incorporare durante la 

formazione il Sor, con adeguate caratteristiche chimico fisiche e capaci sia di 

diffondere attraverso il muco polmonare, sia di essere internalizzate da cellule che 

sovraesprimono il recettore per il folato, quali le cellule tumorali. 

 Il α,β-poli(N-2-idrossietil)-D,L-aspartamide (PHEA), è stato scelto, come 

polimero, per la sua biocompatibilità, cruciale per la somministrazione polmonare 

e per la sua versatilità chimica, poiché ogni unità ripetuta contiene un gruppo 

ossidrilico che consente una facile funzionalizzazione con altre molecole o polimeri 

[164], [165]. L’acido polilattico-co-glicolico (PLGA) è stato coniugato sul PHEA 

tramite una reazione di grafting mediata da carbodiimmide, in una quantità tale da 

conferire al copolimero risultante (PHEA-g-PLGA) capacità di formare 

nanoparticelle e di incorporare farmaci idrofobici come il Sor (Fig.23, step1). 

Per conferire capacità di diffusione attraverso il muco e decorare la superficie con 

un ligando in grado di interagire con recettori sovraespressi su cellule tumorali, il 

PHEA-g-PLGA è stato ulteriormente funzionalizzato con il polietilenglicole-folato 

(H2N-PEG-FA), precedentemente ottenuto da H2N-PEG-NH2 e FA con un grado di 

mono-derivazione in FA (DDFA) pari al 100%, come descritto nella parte 

sperimentale (Fig.23, step2). 

Tale funzionalizzazione ha lo scopo di produrre nanoparticelle decorate in 

superficie con FA che possono essere internalizzate attivamente dalle cellule 
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tumorali, che sovraesprimono il recettore per il folato, migliorando così l’accumulo 

del farmaco e quindi la sua selettività [142], [166] (Fig.23, step 3).  

 

 

 



  

 84 

 

Fig.23: Procedura sintetica del copolimero graft PHEA-g-PLGA-g-PEG-FA 

(m=n=92; x=44). 
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Il copolimero ottenuto, il PHEA-g-PLGA-g-PEG-FA è stato caratterizzato 

mediante spettroscopia ¹H-NMR che ha permesso di calcolare il grado di 

derivatizzazione in PLGA e in PEG-FA (DDPLGA e DDPEG-FA) (Fig.24).  

 

 Fig.24: Spettro 1H-NMR del PHEA-g-PLGA-g-PEG-FA con relative attribuzioni. 

 

In particolare, il grado di derivatizzazione in mol% di PLGA è stato calcolato 

confrontando l’integrale dei picchi relativi ai protoni a δ 1,5-1,7 (3H, -[OCO-

CH(CH3)92-]), assegnati a PLGA, con l’integrale del picco relativo ai protoni a δ 

3,3 (2H, (-NH2-CH2-CH2-O-) assegnati al PHEA. Il valore medio calcolato è stato 

pari a 3,3±0,2 mol%, corrispondente a circa 6 molecole di PLGA per 

macromolecola. 

Il grado di derivatizzazione in mol% di PEG-FA è stato calcolato confrontando 

l’integrale dei picchi relativi ai protoni a δ 3,1-3,6 (4H, –(CH2-CH2-O)44) assegnati 

a PEG con l’integrale del picco relativo ai protoni a δ 3,3 (2H, (-NH2-CH2-CH2-O) 
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assegnati al PHEA, corrispondente a circa 8 molecole di PEG-FA per 

macromolecola. 

Il peso molecolare medio pesato, (M̅w) di PHEA-g-PLGA-g-PEG-FA, determinato 

tramite SEC, è risultato pari a 110.987 Da (M̅w⁄M̅n = 1,33). 

La procedura sintetica del copolimero graft PHEA-g-PLGA-g-PEG-FA è descritta 

nella Fig.23. 

 

4.2.PRODUZIONE E CARATTERIZZAZIONE DELLE NANOPARTICELLE 

DI PHEA-g-PLGA-g-PEG-FA (FA-PPP-NPs) 

Una volta sintetizzato, il copolimero graft PHEA-g-PLGA-g-PEG-FA è stato 

utilizzato per ottenere nanoparticelle polimeriche mediante il metodo di 

nanoprecipitazione [167]. Questo approccio consente la formazione di 

nanoparticelle stabili in ambiente acquoso, con buona riproducibilità e bassa 

polidispersità. Inoltre, è possibile incorporare il farmaco idrofobico durante il 

processo di formazione delle nanoparticelle con una buona efficienza di 

incapsulamento. 

Dopo purificazione e liofilizzazione, la resa ottenuta è stata pari all’83% in peso. 

La quantità di farmaco incorporata (DL%) e l’efficienza di incorporazione (EE%) 

di Sor nelle nanoparticelle (FA-PPP-NPs@Sor), determinati tramite HPLC, sono 

risultati rispettivamente pari al 10% p/p e al 60,2% p/p (Tab.8). Questi risultati 

confermano che il metodo di nanoprecipitazione è idoneo alla produzione di 

nanoparticelle per l’incorporazione di Sor a partire dal copolimero PHEA-g-PLGA-

g-PEG-FA. 
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Le nanoparticelle vuote (FA-PPP-NPs) sono state preparate in assenza di farmaco 

seguendo la stessa procedura sopra descritta. 

Come mostrato nella Tab.8, il campione FA-PPP-NPs@Sor presenta un diametro 

medio di circa 100 nm, significativamente superiore rispetto a quello delle FA-PPP-

NPs vuote. Questo aumento di dimensione, insieme a un indice di polidispersità più 

basso (PDI = 0,14), suggerisce che la presenza di Sor influenzi il processo di 

coprecipitazione, favorendo la formazione di nanoparticelle più uniformi e con 

dimensioni più grandi, dovute probabilmente alla presenza del Sor nel core 

nanoparticellare. Inoltre, il potenziale-ζ delle nanoparticelle cariche di farmaco è 

pari a -14,8±4,6 mV, valore inferiore rispetto a quello delle nanoparticelle vuote (-

23,1±4,2 mV), indicando che l’incorporazione del farmaco potrebbe comportare 

una localizzazione del Sor anche sulla superficie delle nanoparticelle. 

 

Tab.8: Dimensione media (Za), PDI, potenziale-ζ, di FA-PPP-NPs vuote e FA-

PPP-NPs@Sor in dispersione acquosa, DL%,  EE% e resa % p/p dopo 

liofilizzazione. 

Campione Za (nm) PDI Potenziale-ζ (mV) DL% EE% Resa % 

FA-PPP-NPs 55,92±6,2 0,29 -23,1±4,6 - - 83,0±2,3 

FA-PPP-NPs@Sor 109,2±5,4 0,14 -14,8±4,2 10,0 60,2 71,0±4,3 

 

4.3.STUDI DI RILASCIO 

Per valutare la capacità delle nanoparticelle di rilasciare il farmaco in esse 

incorporato, è stato condotto uno studio utilizzando due diversi mezzi ovvero, 

fluido polmonare simulato (SLF4, pH 7,4), per mimare il microambiente polmonare 
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fisiologico, e tampone citrato (pH 5,5), per mimare il microambiente extracellulare 

e tumorale [154]. Entrambi i veicoli sono stati addizionati con siero fetale bovino 

(FBS) in rapporto 50:50 (v/v). I risultati, riportati in Fig.25, mostrano che il farmaco 

è stato rilasciato in modo controllato senza un effetto "burst". Dopo 24 ore di 

incubazione, il rilascio del farmaco è stato pari all’8,4% nel mezzo SLF4:FBS e al 

21,7% nel tampone citrato:FBS. Sebbene questa differenza non sia molto marcata, 

si osserva un profilo di rilascio significativamente più elevato nel microambiente 

tumorale simulato, il che potrebbe essere particolarmente vantaggioso per 

aumentare l’efficacia terapeutica del farmaco nel sito bersaglio. 

 

Fig.25:Profilo di rilascio di Sorafenib dal campione FA-PPP-NPs@Sor a pH 7,4 in 

fluido polmonare simulato (SLF4) (rosso) e a pH 5,5 in tampone citrato (blu) a 

37°C, in funzione del tempo di incubazione (n = 3) (*p<0,05; **p<0,01; 

***p<0,001) (*% Sor rilascio a pH5,5 vs % Sor rilascio a pH7,4). 
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4.4.INTERAZIONE CON LA MUCINA 

Dato che queste nanoparticelle sono progettate per somministrazione polmonare, è 

stato fondamentale verificare la loro capacità di interazione con i componenti dello 

strato di muco delle vie respiratorie. Una penetrazione efficiente attraverso questa 

barriera è infatti un requisito cruciale per i nanocarrier destinati alla 

somministrazione locale polmonare, poiché consente loro di raggiungere le cellule 

epiteliali sottostanti o il tumore che rappresentano il target biologico. 

Per valutare l’entità di interazione tra le nanoparticelle e la mucina, che è il 

componente principale del muco polmonare, è stata eseguita un’analisi 

turbidimetrica. In particolare, è stata monitorata la trasmittanza a 650 nm di 

dispersioni acquose contenenti mucina e nanoparticelle vuote o contenenti Sor per 

oltre 3 ore, utilizzando una dispersione di mucina come bianco. Per valutare 

l’effetto della peghilazione superficiale su tale interazione , la stessa analisi è stata 

effettuata con nanoparticelle non peghilate ottenute da PHEA-g-PLGA (campione 

PP-NPs). I dati sono stati riportati in un grafico come andamento del rapporto tra la 

trasmittanza del campione in mucina e quella del bianco di mucina in funzione del 

tempo di incubazione. Come mostrato in Fig.26, i valori del rapporto di trasmittanza 

per FA-PPP-NPs@Sor e FA-PPP-NPs sono rimasti costantemente vicini a 1, 

indicando un’interazione trascurabile con la mucina. Al contrario, le PP-NPs non 

peghilate hanno mostrato un rapporto di trasmittanza significativamente ridotto, che 

è dovuto all’aumento della torbidità della dispersione in presenza di interazioni 

nanoparticella–mucina, probabilmente dovute all’assenza della stabilizzazione 

sterica fornita dalle catene di PEG. Pertanto, queste nanoparticelle presentano 

proprietà idonee per la somministrazione locale polmonare nella terapia anticancro. 
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Questi risultati concordano con studi precedenti che dimostrano come la 

peghilazione superficiale riduca la mucoadesione, formando un rivestimento non 

adesivo, che limita le interazioni non specifiche con i componenti del muco  [155], 

[156], [157]. 

 

Fig.26: Analisi turbidimetrica della dispersione di mucina (1 mg/mL) in presenza 

dei campioni FA-PPP-NPs, FA-PPP-NPs@Sor e PP-NPs in funzione del tempo di 

incubazione. I valori sono espressi come rapporto tra la trasmittanza dei campioni 

in mucina rispetto alla trasmittanza della mucina come bianco (***p<0,001) (*FA-

PPP-NPs vs PP-NPs; *FA-PPP-NPs@Sor vs PP-NPs). 

 

4.5.STUDI DI CITOTOSSICITÀ 

Per valutare la capacità del Sor, trasportato da nanoparticelle direzionate, di 

accumularsi selettivamente nelle cellule tumorali rispetto a quelle sane, è stato 

effettuato un test di citotossicità in vitro sia su cellule tumorali polmonari umane 

(A549) sia su cellule epiteliali bronchiali sane (16HBE). La linea cellulare A549 è 

stata scelta come modello di cellule tumorali che sovraesprime il recettore per il 
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folato [160], [161], mentre le cellule 16HBE rappresentano un modello di cellule 

polmonari non tumorali e prive di questo recettore [162], [163]. In un primo 

esperimento, è stata valutata la citocompatibilità delle nanoparticelle vuote tramite 

saggio MTS sulle linee cellulari selezionate, incubando queste ultime con 

concentrazioni crescenti di FA-PPP-NPs vuote, da 0,06 mg/mL a 0,6 mg/mL, per 

24 e 48 ore; i risultati hanno indicato un’alta citocompatibilità delle nanoparticelle 

vuote nelle condizioni testate (Fig.27 C) 

 

Fig.27: Effetto antitumorale in vitro su 16HBE (A) e A549 (B) trattate con FA-

PPP-NPs@Sor e Sor per 24 ore (linee continue) e 48 ore (linee tratteggiate). 

Citocompatibilità in vitro su 16HBE e A549 (C) trattate con FA-PPP-NPs (*p<0,05; 

**p<0,01; ***p<0,001) (*FA-PPP-NPs@Sor 24/48h vs Sor 24/48; *FA-PPP-

NPs@Sor A549 24/48h vs FA-PPP-NPs@Sor+FA A549 24/48h). 
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Successivamente le due linee cellulari sono state incubate con Sor libero o veicolato 

mediante l’uso delle nanoparticelle folate (campione FA-PPP-NPs@Sor), 

confrontando stesse concentrazioni di Sor (da 5 a 100 µM). I risultati ottenuti, 

riportati in  Fig.27 A e B mostrano che il farmaco veicolato dalle nanoparticelle 

direzionate al recettore per il folato è più tossico sulla linea tumorale rispetto che 

sulle cellule sane (p<0,001 ***FA-PPP-NPs@Sor 16HBE 24\48h VS FA-PPP-

NPs@Sor A549 24\48h per concentrazioni superiori a 10mM). In entrambi i casi, 

inoltre, il farmaco veicolato è meno tossico di quello libero e la differenza è più 

significativa nelle 16 HBE. Come riportato nella Tab.9, l’IC₅₀ e l’inibizione 

massima (Imax) per FA-PPP-NPs@Sor nelle cellule 16HBE, dopo 48 ore di 

incubazione, erano rispettivamente 69,0±3,1 µM e 76,1±2,6%, entrambi 

significativamente migliori in termini di sicurezza rispetto al sorafenib libero, che 

ha mostrato un IC₅₀ di 17,7±2,3 µM e un Imax di 96±1,5% dopo 48 ore. 
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Tab.9: Concentrazione inibitoria al 50% (IC50) e inibizione massima della crescita 

cellulare (Imax%), calcolate per Sor libero e FA-PPP-NP@Sor sulle linee cellulari 

16HBE e A549. 

Linea cellulare Campione 
IC50 24h 

(µM) 

Imax 24h 

(%) 

IC50 48h 

(µM) 

Imax 48h 

(%) 

16 HBE Sor 29,0±0,1 100,0±1,2 17,7±2,3 96,0±1,5 

 
FA-PPP-

NPs@Sor 
83,0±1,2 59,0±2,3 69,0±3,1 76,1±2,6 

A549 Sor 8,0±0,4 100,0±0,8 8,0±1,2 100,0±1,5 

 
FA-PPP-

NPs@Sor 
18,0±0,3 94,1±1,5 18,0±3,2 95,2±3,4 

A549 + Acido Folico 
FA-PPP-

NPs@Sor 
>100,0 37,0±2,4 56,4±3,4 57,8±1,4 

 

Le cellule tumorali A549 hanno mostrato una marcata sensibilità al farmaco 

veicolato nelle nanoparticelle (Fig.27 B), con un IC₅₀ di 18,0 ±3,2 µM e un Imax di 

95,2±3,4% dopo 48 ore di incubazione. Questi valori sono in linea con quelli 

osservati per il Sor libero nelle cellule A549 (IC₅₀ = 8,0±1,2 µM; 

Imax = 100,0±1,5%), confermando che il targeting attivo con folato mantiene 

un’attività antitumorale del farmaco significativamente elevata sulle cellule 

cancerose. 

Complessivamente, questi risultati evidenziano un effetto marcato del Sor quando 

incorporato nelle FA-PPP-NPs@Sor nelle cellule tumorali, riducendo 

significativamente l’impatto sulle cellule non tumorali e supportando il potenziale 

di questa strategia come approccio selettivo e più sicuro per la terapia mirata del 

cancro. 
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4.6.TEST DI INIBIZIONE DEL RECETTORE PER IL FOLATO 

Per confermare ulteriormente che la citotossicità selettiva del sistema 

nanoparticellare verso le cellule tumorali sia mediata dal direzionamento attivo, è 

stato eseguito un ulteriore esperimento sulle cellule tumorali A549, pre-

incubandole con un eccesso di FA libero per 24 ore prima del trattamento con la 

formulazione nanoparticellare. Lo scopo è quello di inibire competitivamente il 

recettore del folato [168], per dimostrare che quest’ultimo è coinvolto 

nell’internalizzazione mediata dal recettore delle nanoparticelle decorate con FA 

(Fig.27 B). Come previsto, il blocco del recettore ha significativamente ridotto 

l’effetto citotossico delle FA-PPP-NPs@Sor. L’IC₅₀ è aumentato oltre 100 µM e 

l’inibizione massima è scesa a 57,8±1,4% dopo 48 ore di incubazione, rispetto ai 

dati osservati nelle cellule A549 non trattate (Tab.9). 

Quindi, la marcata riduzione di efficacia dopo il blocco del recettore conferma che 

l’azione terapeutica delle FA-PPP-NPs@Sor dipende fortemente dal meccanismo 

di internalizzazione particellare mediato dal recettore. Grazie al direzionamento 

attivo dell’FA, questi sistemi risultano più efficaci rispetto alle micelle analizzate 

nello studio precedente, sottolineando il ruolo del targeting specifico nel migliorare 

l’efficienza terapeutica. 

 

4.7.UPTAKE DELLE NANOPARTICELLE 

Per valutare la capacità delle nanoparticelle di essere internalizzate nelle cellule di 

carcinoma polmonare A549, è stato condotto uno studio di uptake attraverso 

microscopia a fluorescenza. Le cellule sono state trattate con nanoparticelle cariche 

di farmaco ottenute utilizzando un polimero marcato con Rodamina (RhB), FA-
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PPP-NPs@Sor, sia in assenza che in presenza di acido folico libero (FA). Le cellule 

non trattate sono state utilizzate come controllo. Trascorse 4 h di incubazione le 

cellule sono state lavate 2 volte con DPBS, fissate con formaldeide, ed infine i 

nuclei delle cellule sono stati marcati con DAPI (blu). 

I dati ottenuti evidenziano che, nelle cellule incubate con FA-PPP-NPs@Sor 

marcate con RhB (Fig.28 Pannello A), si osserva un’intensa fluorescenza rossa 

localizzata prevalentemente nella regione perinucleare, indicativa di un’efficiente 

internalizzazione delle nanoparticelle. Al contrario, nelle cellule preincubate con 

acido folico libero e successivamente trattate con le stesse nanoparticelle marcate 

(FA-PPP-NPs@Sor+FA) (Fig.28 Pannello B), la fluorescenza risulta quasi 

completamente assente. 

Questo risultato suggerisce che l’FA libero ha saturato i recettori dei folati espressi 

sulla membrana cellulare, impedendo così il legame competitivo e la conseguente 

endocitosi delle nanoparticelle funzionalizzate con FA. Tale fenomeno di 

competizione per i recettori supporta l’ipotesi che l’internalizzazione intracellulare 

delle FA-PPP-NPs@Sor avviene principalmente attraverso un meccanismo di 

uptake mediato dal recettore dei folati. Infine, nel campione di controllo (cellule 

non trattate) (Fig.28 Pannello C), non si osserva alcuna fluorescenza rossa 

significativa, confermando l’assenza di segnali aspecifici dovuti ad 

autofluorescenza o a interferenze strumentali. 
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Fig.28: Uptake effettuato con microscopio a fluorescenza su cellule A549 trattate 

con FA-PPP-NPs@Sor sia in assenza (A) che in presenza FA (B), utilizzando 

cellule non trattate come controllo (C). Ingrandimento 100X.  

 

4.8.SCRATCH TEST 

Per indagare la capacità delle nanoparticelle FA-PPP-NPs@Sor di ridurre le 

metastasi nel cancro al polmone, è stato effettuato uno scratch test sulle cellule 

A549. Questo saggio è ampiamente utilizzato per valutare la migrazione cellulare, 

un processo chiave coinvolto nella metastatizzazione tumorale [159]. 

Come illustrato in Fig.29, è stato effettuato un graffio su un monostrato confluente 

di cellule A549 prima del trattamento (tempo = 0) e la migrazione cellulare verso 

la chiusura della ferita è stata monitorata a 24 e 48 ore dopo il trattamento. 

La cicatrizzazione è stata quantificata misurando la riduzione dell’area del graffio 

dopo il trattamento con Sor libero veicolato nelle nanoparticelle FA-PPP-

NPs@Sor. Dopo 24 ore, entrambi i trattamenti hanno mostrato una chiara inibizione 
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della migrazione cellulare rispetto al controllo, con una chiusura del graffio minore 

ottenuta con Sor libero rispetto alle FA-PPP-NPs@Sor. Tuttavia, dopo 48 ore, è 

stata osservata una differenza significativa tra i due trattamenti, inquanto le cellule 

trattate con Sor hanno mostrato una chiusura del graffio del 40,22%, mentre quelle 

trattate con FA-PPP-NPs@Sor del 27,0%, indicando una più forte inibizione della 

migrazione cellulare. 

Questi risultati suggeriscono che le nanoparticelle FA-PPP-NPs@Sor inibiscono 

più efficacemente la migrazione delle cellule A549 nel tempo rispetto al Sor libero, 

evidenziando il loro potenziale nel prevenire la metastasi del cancro al polmone. 

Questa migliorata capacità è probabilmente dovuta al rilascio controllato e 

prolungato di Sor dal sistema nanoparticellare, che mantiene livelli terapeutici del 

farmaco nel tempo e adeguati alla inibizione della migrazione cellulare. 

 

Fig.29: Scratch test effettuato con una concentrazione di Sor di 25 µM sulla linea 

cellulare A549, osservata al microscopio ottico. Ingrandimento 5X: barra di scala 

200 µm. 
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4.9.PRODUZIONE E CARATTERIZZAZIONE DI MICROPARTICELLE 

Per ottenere microparticelle inalabili che possano fungere da veicoli per la 

deposizione di FA-PPP-NPs@Sor nel polmone profondo per il trattamento del 

tumore polmonare, è stata impiegata la strategia Nano in Micro (NiM). Questa ha 

previsto l’incapsulamento delle nanoparticelle cariche di farmaco all’interno di 

microparticelle composte da eccipienti, come mannitolo (MAN), leucina (LEU) e 

N-acetil cisteina (NAC), tramite spray drying (SD). Il MAN è stato scelto come 

agente osmotico per migliorare l’idratazione del muco polmonare e aumentarne la 

fluidità. Il NAC è stato incluso per le sue proprietà mucolitiche grazie ai gruppi 

tiolici presenti nella molecola [147]. Tuttavia, il NAC tende a ridurre la 

scorrevolezza della polvere e ad aumentare l’adesività nelle formulazioni spray-

dried. Per ovviare a ciò, è stata aggiunta la LEU per migliorare la dispersibilità e 

l’aerosolizzazione della polvere, aumentare la dose emessa e la frazione di 

particelle fini, oltre a proteggere le particelle dalla degradazione causata 

dall’umidità [169]. 

Nel primo step, è stata ottimizzata la formulazione della matrice variando la 

composizione del fluido di alimentazione in termini di concentrazione di MAN, di 

LEU e di NAC. Per modulare ulteriormente le proprietà aerodinamiche delle 

microparticelle ottenute, è stato aggiunto anche l’agente porogeno, bicarbonato di 

ammonio (AB), nel fluido prima del SD, in quanto durante lo spray drying, l’AB si 

decompone termicamente in prodotti gassosi (CO₂, NH₃ e H₂O), generando porosità 

all’interno delle microparticelle. Questa porosità può ridurre la densità delle 

particelle, migliorando l’efficienza di aerosolizzazione e la deposizione nel 

polmone profondo delle microparticelle prodotte [170]. Inoltre, nella formulazione 
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è stato incluso lo 0,05% p/v di Rodamina B (RhB) per permettere la 

caratterizzazione tecnologica di queste ultime mediante fluorescenza. Sono state 

prodotte diverse matrici di microparticelle vuote variando sistematicamente i 

parametri della formulazione, inclusi le concentrazioni di MAN (5–6% p/v), i 

rapporti NAC/LEU (1:1 e 1:2) e il contenuto di porogeno (0,5% e 1% p/v). Sono 

stati anche variati i parametri del processo di spray drying, come la pompa e 

l’aspirazione, mantenendo costante la composizione della soluzione liquida. La 

Tab.12 (sezione sperimentale) riassume le concentrazioni p/v di ogni componente 

nel fluido di alimentazione del SD, i parametri specifici di processo usati e le rese 

percentuali ottenute per ogni lotto di microparticelle, con valori superiori al 45% in 

peso per tutti i campioni. Inoltre, tutti i campioni di microparticelle ottenuti sono 

stati caratterizzati mediante analisi morfologica, usando un Microscopio 

Elettronico a Scansione (SEM), e le immagini ottenute sono mostrate in Fig.30. 

 

Fig.30: Immagini SEM dei campioni di microparticelle vuote. 

 

Queste ultime hanno rivelato che le microparticelle presentano una morfologia 

prevalentemente sferica. Tuttavia, è stata osservata una maggiore polidispersità e 
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una superficie più porosa nelle formulazioni in cui è stato aggiunto 1% p/v di AB 

nella soluzione liquida (campioni MPsA e MPsB), rispetto a quelle preparate con 

0,5% p/v di AB. Dalle immagini SEM è stato determinato il diametro geometrico 

(dgeo) delle microparticelle. Inoltre, sono stati calcolati la densità tapped (ρtapped), la 

densità bulk (ρbulk) e l’indice di Hausner (HI) per ogni campione di polvere, usando 

il metodo della siringa [155]. Basandosi su questi parametri, è stato calcolato il 

diametro aerodinamico teorico (da) delle microparticelle. In Tab.10 sono riportati i 

dati di caratterizzazione ottenuti. 

 

Tab.10: Densità bulk e tapped, indice di Hausner, diametro geometrici e 

aerodinamico delle matrici microparticellari ottenuti mediante SD. 

Campione ρbulk (g/cm³) ρtapped (g/cm³) HI dgeo (µm) da (µm) 

MPsA 0,23±0,04 0,31±0,02 1,31±0,12 4,28±3,44 2,90±0,35 

MPsB 0,26±0,03 0,37±0,03 1,41±0,14 4,00±2,33 2,43±0,24 

MPsC 0,30±0,04 0,39±0,04 1,28±0,17 4,37±2,38 2,72±0,31 

MPsD 0,33±0,04 0,43±0,06 1,30±0,11 3,72±2,92 2,45±0,27 

MPsE 0,35±0,05 0,46±0,05 1,31±0,14 3,58±2,6 2,43±0,27 

MPsF 0,34±0,03 0,42±0,04 1,24±0,11 3,31±2,25 2,15±0,35 

NiMSor 0,261±0,03 0,34±0,04 1,31±0,19 1,84±1,07 1,07±0,18 

 

Tutte le matrici microparticellari ottenute hanno mostrato un diametro 

aerodinamico teorico (da) inferiore a 5 µm, indicando la loro potenziale idoneità per 

la deposizione nelle vie respiratorie inferiori dopo l’inalazione. Tenendo conto dei 

valori di HI, indice di un adeguato scorrimento delle polveri, sono stati selezionati 
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i campioni di microparticelle identificati come MPsE e MPsF che sono stati 

caratterizzati mediante valutazione del comportamento aerodinamico con 

l’Andersen Cascade Impactor (ACI), come descritto nella sezione sperimentale. 

La Fig.31 mostra la distribuzione percentuale della deposizione della polvere nei 

vari stadi dell’ACI che mimano le diramazioni dell’albero bronchiale, mentre i 

principali parametri di performance aerodinamica sono riassunti nella Tab.11. 

Secondo le linee guida regolatorie attuali e la letteratura, le formulazioni di polveri 

secche inalabili destinate alla deposizione nel polmone profondo dovrebbero 

tipicamente presentare valori di MMAD compresi tra 1 e 5 µm e valori di FPF% 

superiori al 30% per garantire una deposizione efficiente nelle vie respiratorie 

inferiori [170], [171]. Tra i nostri campioni, sia MPsE che MPsF soddisfano questi 

criteri, confermando la loro idoneità come matrici da usare come veicolo per la 

somministrazione polmonare di farmaci. 

Un confronto più dettagliato tra i campioni MPsE e MPsF ha rivelato che la 

formulazione MPsF mostra prestazioni aerodinamiche superiori con un MMAD di 

3,6 µm e un FPF del 64,5%, pertanto è stata selezionata per la produzione di 

microparticelle in cui incorporare PPP-FA-NPs@Sor mediante la cosiddetta 

strategia Nano into Micro (NiM). 
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Fig.31: Percentuale di deposizione delle microparticelle negli stadi dell’Andersen 

Cascade Impactor (ACI), confronto tra i campioni MPsE e MPsF e tra i e NiMSor. 

 

Tab.11:  Parametri di aerosolizzazione ottenuti dall’analisi con l’ACI. 

Nome campione EF % IP % FPF % MMAD (µm) GSD 

MPsE 17,1±2,5 79,1±3,2 57,7±2,7 4,3±0,3 1,7±0,1 

MPsF 43,5±0,7 49,9±2,2 64,5±0,1 3,6±0,1 1,9±0,1 

NiMSor 57,4±0,7 63,2±0,6 76,4±0,4 2,2±0,1 2,5±0,3 

 

In particolare, una quantità nota di FA-PPP-NPs@Sor (0,45% p/v) è stata dispersa 

nel fluido di alimentazione dello SD che è stato poi processato nelle stesse 

condizioni operative e con la stessa composizione di eccipienti utilizzata per la 

formulazione MPsF, ottenendo un campione NiM denominato NiMSor, con una resa 

finale di prodotto del 63% in peso e un diametro geometrico significativamente 
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ridotto rispetto alla matrice vuota (Tab.11/ Fig.31). La migliore resa ottenuta 

rispetto a quella della matrice vuota (57,4 vs 45,5) può essere giustificata dal fatto 

che la presenza delle nanoparticelle può modificare la reologia del fluido e la 

cinetica di essiccazione della dispersione. Inoltre, le nanoparticelle possono 

contribuire alla formazione di una matrice più coesa durante l’evaporazione del 

solvente, portando alla formazione di particelle più piccole e a un recupero più 

efficiente. La determinazione quantitativa della DL% e dell’EE% di NiMSor tramite 

HPLC ha dato valori pari a 0,35% p/p e 100% p/p rispettivamente, indicando 

un’efficace incorporazione del campione FA-PPP-NPs@Sor senza perdite di 

farmaco durante il processo di SD. 

L’analisi morfologica del campione NiMSor tramite SEM (Fig.32) ha inoltre rivelato 

una forma prevalentemente sferica, coerente con le precedenti formulazioni vuote. 

Le particelle presentano un basso indice di polidispersità (PDI) e una buona 

scorrevolezza, ottenuta dalla determinazione di HI e riportata in  Tab.11. Da notare 

che anche il da di NiMSor, ottenuto a partire dal dgeo seguendo la formula 𝑑𝑎 =

𝑑𝑔𝑒𝑜#
r

r$%
, è risultato significativamente inferiore a quello delle microparticelle 

vuote, inquanto dipendente dal diametro geometrico significativamente inferiore.  
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Fig.32: Immagine SEM del campione NiMSor. 

 

La caratterizzazione del campione NiMSor è stata condotta anche mediante 

valutazione delle proprietà aerodinamiche con ACI. In particolare, dopo 

aerosolizzazione è stata quantificata la distribuzione nei vari stadi sia della RhB, 

usata come tracciante fluorescente, che del Sor incorporato all’interno delle 

nanoparticelle integrate nella matrice di eccipienti. I dati medi, riportati nella Fig.32 

e nella Tab.11 mostrano che il sistema NiMSor presenta caratteristiche 

aerodinamiche superiori rispetto alla matrice vuota. In particolare, sono stati 

ottenuti un diametro aerodinamico medio (MMAD) di 2,2 µm e una frazione di 

particelle fini (FPF%) del 76%, calcolati come media dei valori ottenuti dall’analisi 

della RhB e del Sor. Questi risultati indicano una marcata efficienza nella 

formulazione, pienamente in linea con i requisiti ottimali per una deposizione 

efficace nel tratto respiratorio inferiore, definiti da valori di MMAD inferiori a 5 

µm e FPF% superiori al 50% [172]. 
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Essendo le matrici delle microparticelle costituite da eccipienti solubili in acqua, è 

stato condotto un test di ridispersione delle microparticelle NiMSor in acqua che ha 

dimostrato la formazione di una dispersione nanoparticellare con un valore di Z-

average di circa 105 nm, un indice di polidispersione di 0,27 e un potenziale zeta 

di −8,59±6,8 mV, valori sovrapponibili a quelli misurati prima del processo di SD. 

Questi risultati indicano che il processo di spray drying ha avuto effetti non 

significativi sulle nanoparticelle senza indurne aggregazione. 

Per valutare gli effetti della dissoluzione degli eccipienti funzionali sul muco 

polmonare, così come della presenza delle nanoparticelle, è stato condotto uno 

studio reologico su una dispersione di mucina al 6% p/v, preparata seguendo un 

protocollo sperimentale già riportato in letteratura [154], [157]. La dispersione 

mostra un comportamento pseudoplastico, caratterizzato da un profilo shear-

thinning in cui la viscosità diminuisce all’aumentare della velocità di taglio, una 

proprietà reologica simile a quella osservata nel muco bronchiale [173], [174]. Lo 

studio è stato effettuato misurando la viscosità complessa (η*) della dispersione di 

mucina in presenza di NiMSor (2, 5 e 10 mg/mL) immediatamente dopo avere 

disperso il campione o dopo tre ore di incubazione (t0 e t3) a 37°C, per valutare se 

la capacità del sistema di modificare le proprietà viscoelastiche della dispersione 

fosse dipendente dal tempo e dalla concentrazione. Inoltre, per valutare se NAC 

fosse il componente della matrice in grado di influenzare la η*, l’analisi è stata 

eseguita anche su microparticelle prodotte utilizzando soltanto mannitolo 

(MANmicro). I risultati riportati in Fig.33 mostrano che la presenza del campione 

NiMSor determina una riduzione della viscosità significativamente più marcata 

rispetto al campione MANmicro, dato che η* della dispersione di mucina incubata 
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con NiMSor a t0 è risultata significativamente più bassa rispetto a quella trattata con 

MANmicro, che mantiene una viscosità simile alla mucina non trattata. Dopo 3 ore 

di incubazione (t=3h) le differenze in η* misurate nelle dispersioni di mucina  

incubate con MANmicro e quelle con NiMSor sono ancora più pronunciate, 

evidenziando un effetto dipendente dal tempo di contatto delle microparticelle con 

il sistema mimante il muco. 

 

Fig.33: Andamento reologico di mucina al 6%, MANmicro e NiMSor. 

 

Da notare che l’effetto di NiMSor è risultato anche dipendente dalla concentrazione, 

poiché è stata osservata una riduzione progressiva della viscosità all’aumentare 

della concentrazione di NiMSor (e di conseguenza di NAC) nella dispersione di 

mucina. Questi risultati sottolineano il potenziale effetto fluidificante dei sistemi 

NiMSor, che non solo è dipendente dalla concentrazione ma mostra anche un effetto 

marcato sulla η* in funzione del tempo di incubazione. 
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4.10.CONCLUSIONI 

In questo studio è stata sviluppata e caratterizzata con successo una formulazione a 

base di nanoparticelle contenenti sorafenib (Sor) (FA-PPP-NPs@Sor) per il 

trattamento locale del carcinoma polmonare. 

Le nanoparticelle sono state prodotte a partire da un copolimero graft ottenuto 

mediante funzionalizzazione chimica dell’α,β-poli(N-2-idrossietil)-D,L-

aspartamide (PHEA), con acido poli(lattico-co-glicolico) (PLGA) per rendere il 

copolimero adatto alla formazione di nanoparticelle in mezzo acquoso capaci di 

incorporare farmaci idrofobici, e con polietilenglicole coniugato con acido folico 

(PEG-FA) per conferire capacità di direzionamento attivo a cellule tumorali e 

aumentare l’idrofilia superficiale delle particelle e ridurre le interazioni con la 

mucina. 

Le nanoparticelle ottenute hanno mostrato un’elevata drug loading e un profilo di 

rilascio controllato del farmaco. La peghilazione superficiale ha garantito 

interazioni minime con la mucina, favorendo la penetrazione nello strato di muco 

polmonare. 

La caratterizzazione biologica in vitro ha dimostrato una citotossicità selettiva delle 

FA-PPP-NPs@Sor verso le cellule tumorali polmonari (A549), con una ridotta 

citotossicità sulle cellule epiteliali bronchiali non tumorali (16HBE). In particolare, 

le nanoparticelle hanno ridotto in modo significativo la vitalità delle cellule A549 

in maniera dose- e tempo-dipendente, mentre esperimenti di inibizione competitiva 

del recettore del folato hanno confermato che l’attività è mediata dal 

direzionamento attivo del carrier. Inoltre, lo scratch test ha evidenziato una marcata 

inibizione della migrazione delle cellule tumorali dopo trattamento con FA-PPP-
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NPs@Sor, significativamente più elevata rispetto al farmaco libero, indicando un 

potenziale effetto nel limitare il comportamento metastatico. 

Per ottimizzare la somministrazione polmonare, le nanoparticelle sono state 

successivamente incorporate in microparticelle inalabili (sistema Nano-in-Micro, 

NiM) tramite spray drying (SD). Le microparticelle ottenute hanno mostrato 

proprietà aerodinamiche favorevoli per la deposizione nel polmone. Inoltre, studi 

reologici hanno indicato che la formulazione NiMSor, ottenuta a partire da eccipienti 

funzionali, riduce in modo significativo la viscosità del muco, principalmente 

grazie alla presenza del NAC nella matrice, oltre a dare dopo contatto con il fluido 

polmonare una dispersione stabile delle nanoparticelle. 

Nel complesso, questi risultati evidenziano il potenziale del sistema NiMSor come 

formulazione innovativa ed efficiente per la somministrazione inalatoria di farmaci 

nel trattamento del carcinoma polmonare. 
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PARTE SPERIMENTALE 

5.MICELLE POLIMERICHE A BASE DI INULINA (INU) 

5.1.MATERIALI E METODI 

N,N'-dimetilformammide anidra (DMF-a), N,N'-dimetilacetamide anidra. Inulina 

(INU, M̅w 5.000 Da), ossido di deuterio (D₂O), DMF deuterato (DMF-d₇), etilen 

diammina (EDA, Mw 60.1 Da), acido caprilico (C8, Mw 144,21 Da) b-ammino-

monometossi-polietilenglicole 2000 (CH3-PEG-NH₂, M̅w= 2.000 Da), Anidride 

succinica (SUCC, M̅w= 100 Da),  paranitro fenil-carbonato (BNPC), 1-etil-3(3-

dimetilaminopropil)carbodiimide (EDC), N-idrossisuccinimide (NHS), Sorafenib 

(Sor), etanolo, diclorometano (DCM), mucina di stomaco suino, soluzione tampone 

salina fosfata di Dulbecco (DPBS), standard in polistirene (10.000–150.000 Da) 

sono stati acquistati da Sigma-Aldrich (Italia). 

Le membrane per dialisi sono state acquistate da Spectrum Labs (USA). Tutti i 

reagenti utilizzati erano di grado analitico. 

Le linee cellulari di carcinoma polmonare umano (A549) e cellule epiteliali 

bronchiali umane (16HBE) sono state fornite da Clini-Sciences (Guidonia 

Montecelio, Italia). 

Gli spettri ¹H-NMR sono stati acquisiti utilizzando uno spettrometro Bruker Avance 

II300 operante a 300 MHz. 

L'analisi mediante cromatografia di esclusione dimensionale (SEC) è stata 

effettuata utilizzando una colonna Phenomenex Phenogel 5u ∙10⁴ (California, USA) 

collegata a un sistema Agilent 1260 Infinity Multi-Detector GPC/SEC con 

rivelatore a indice di rifrazione. La fase mobile era costituita da DMF contenente 

0,1% p/v di LiBr, con una portata di 0,8 mL/min e la temperatura della colonna 
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mantenuta a 50 °C. Ogni campione (15 mg/mL) è stato solubilizzato nella fase 

mobile e filtrato con filtro da 0,2 µm prima dell’iniezione. La curva di calibrazione 

è stata ottenuta utilizzando standard di polietilenglicole (100–31.000 Da). 

 

5.2.SINTESI DEL COPOLIMERO INU-EDA-C8-PEG 

5.2.1.SINTESI DEL COPOLIMERO INU-EDA 

La derivatizzazione di INU con EDA è stata effettuata utilizzando BNPC come 

agente attivante del gruppo ossidrilico dell’INU. In dettaglio, 236 mg di BNPC sono 

stati aggiunti ad una soluzione contenente 250 mg di INU dispersi in 4 mL di DMF-

a. La miscela è stata irradiata per 1h con un microonde (CEM Discover Microwave 

Reactor) ad una potenza di 25 W. La temperatura della reazione è stata monitorata 

e mantenuta a 60 °C mediante raffreddamento con flusso di aria compressa esterna. 

Trascorso il tempo di attivazione, la reazione è stata aggiunta goccia a goccia a una 

soluzione di EDA preparata, solubilizzando 250 µl di quest’ultima in 1 mL di DMF-

a. La miscela di reazione è stata mantenuta sotto agitazione continua a 25 °C per 1 

ora sotto atmosfera inerte. Il prodotto ottenuto è stato purificato mediante 

precipitazione in etere, lavaggi in acetone ed infine cromatografia su gel, usando 

una Sefadeg g-25 come fase stazionaria per rimuovere solvente organico, BNPC ed 

EDA non reagiti. La dispersione è stata quindi liofilizzata, ottenendo una polvere 

giallina. 

Le proporzioni stechiometriche utilizzate sono state scelte in accordo con: 

• moli BNPC/moli INU = 0,5 

• moli EDA/moli INU = 5,0 
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La resa finale è risultata pari al 96,0% p/p rispetto al peso iniziale di INU. Il 

composto INU-EDA è stato caratterizzato tramite analisi ¹H-NMR in D₂O. Lo 

spettro ¹H-NMR (300 MHz, 25°C, TMS) ha evidenziato i seguenti picchi: δ 3,46-

5,3 (7H, inulina); δ 3,2 e 2,8 (4H EDA, NH-CH2-CH2-NH2). Il grado di 

funzioinalizzazione % (DD%) è stato uguale a 22,0±0,6 % 

 

5.2.2.SINTESI DEL COPOLIMERO INU-EDA-C8  

La funzionalizzazione del INU-EDA con C8 è stata effettuata in DMF-a utilizzando 

EDC-NHS come agenti attivanti, secondo i seguenti rapporto stechiometrici:  

• moli C8/moli INU = 0,1;  

• moli NHS/moli C8 = 1,2; 

• Moli EDC/moli C8 =1,2. 

In particolare, 18,13 µL di C8 sono stati solubilizzati in 6 mL di DMF-a. 

Successivamente alla soluzione sono stati aggiunti EDC/NHS, in quantità adeguate, 

come attivatori del gruppo carbossilico di C8, mantenendo la miscela in agitazione 

a 40 °C per 4 h. 

Parallelamente, è stata preparata una soluzione di INU-EDA in DMF-a (25 mg/mL). 

Al termine del periodo di attivazione, la soluzione di C8 è stata aggiunta goccia a 

goccia alla dispersione di INU-EDA sotto agitazione. 

La miscela di reazione è stata successivamente mantenuta a 25 °C overnight. Al 

termine, la miscela è stata purificata tramite precipitazione e lavaggi in una miscela 

Etere:Acetone 1:1, per poi allontanare il solvente in eccesso tramite essiccatore di 

transito. Il prodotto finale è stato recuperato con una resa pari al 90,0% p/p rispetto 

al peso iniziale di INU-EDA. Il copolimero INU-EDA-C8 è stato caratterizzato 
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tramite analisi ¹H-NMR. Lo spettro ¹H-NMR in DMF-d₇ (300 MHz, 25°C, TMS) 

ha evidenziato i seguenti segnali: δ 3,46 e 5,3 (7H, inulina); δ 3,2 e 2,8 (4H EDA, 

NH-CH2-CH2-NH2); δ 1,5 (2H C8, NH-C(O)-CH2-(CH2)5-CH3); δ 1,25 (10H C8, 

NH-C(O)-CH2-(CH2)5-CH3); δ 0,89 (3H C8, NH-C(O)-CH2-(CH2)5-CH3). Il grado 

di funzioinalizzazione % (DD%) è stato uguale a 4,4±0,2 % 

 

5.2.3.SINTESI DEL COPOLIMERO CH3O-PEG-SUCCINATO 

La derivatizzazione del CH3O-PEG-NH₂ con anidride succinica (SUCC) è stata 

effettuata miscelando due soluzioni organiche in DMF-a. La prima è stata preparata 

disperdendo 200 mg CH3O-PEG-NH₂ in 8 mL di DMF-a, mentre la seconda 82 mg 

di SUCC in 2 mL di DMF-a. Dopo completa solubilizzazione, la soluzione di SUCC 

è stata aggiunta goccia a goccia a quella di CH3O-PEG-NH₂, sotto agitazione ed è 

stata fatta reagire per 18 h a 40 °C . 

Dopo il tempo di reazione, il prodotto ottenuto è stato purificato mediante dialisi 

esaustiva, utilizzando una membrana con cut-off di 1 kDa contro acqua distillata 

per rimuovere solvente organico e SUCC non reagito. La dispersione dializzata è 

stata quindi liofilizzata, ottenendo una polvere bianca.  

Le quantità utilizzate erano in accordo con: 

• moli SUCC/moli  CH3O-PEG-NH₂ = 10,0 

La resa finale è risultata pari al 60% p/p rispetto al peso iniziale di CH3O-PEG-

NH₂. Il composto CH3O-PEG-SUCC è stato caratterizzato tramite analisi ¹H-NMR 

in D₂O. Lo spettro ¹H-NMR (300 MHz, 25°C, TMS) ha evidenziato i seguenti 

picchi: δ 3,50 (4H PEG,CH3-O-(CH2-CH2)44-OH); δ 2,40 (4H SUCC, C(O)-CH2-
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CH2-C(O)-OH). Il grado di funzioinalizzazione % (DD%) è stato uguale a 

100,0±3,2 %. 

 

5.2.4.SINTESI DEL COPOLIMERO INU-EDA-C8-PEG 

La funzionalizzazione del INU-EDA-C8 con CH3O-PEG-SUCC è stata effettuata 

in acqua distillata utilizzando EDC-NHS come agenti attivante, secondo i seguenti 

rapporti stechiometrici:  

• moli CH3O-PEG-SUCC /moli INU = 0,05;  

• moli NHS/moli CH3O-PEG-SUCC = 1,5; 

• Moli EDC/moli CH3O-PEG-SUCC =1,5. 

In particolare, 80 mg di CH3O-PEG-SUCC e 150 mg di INU-EDA-C8 sono stati 

dispersi rispettivamente in 4 e 6 mL di acqua distillata. Successivamente, le due 

dispersioni sono state unite e dopo avere portato il pH a 6,4, alla dispersione sono 

stati aggiunti EDC/NHS, in quantità adeguate, come attivatori del gruppo 

carbossilico di CH3O-PEG-SUCC. La miscela di reazione è stata successivamente 

mantenuta in agitazione a 25 °C per 18 h ed a pH 6,4. 

Dopo il tempo di reazione, il prodotto ottenuto è stato purificato mediante dialisi 

esaustiva, utilizzando una membrana con cut-off di 1 kDa contro acqua distillata 

per rimuovere solvente organico e CH3O-PEG-SUCC non reagito. La dispersione 

dializzata è stata quindi liofilizzata, ottenendo una polvere bianca-gialla.  

Il prodotto finale recuperato ha presentato una resa pari al 98,0% p/p rispetto al peso 

iniziale di INU-EDA-C8. Il copolimero INU-EDA-C8-PEG è stato caratterizzato 

tramite analisi ¹H-NMR. Lo spettro ¹H-NMR in DMF-d₇ (300 MHz, 25°C, TMS) 

ha evidenziato i seguenti segnali: δ 3,46 e 5,3 (7H, inulina); δ 3,2 e 2,8 (4H EDA, 
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NH-CH2-CH2-NH2); δ 1,5 (2H C8, NH-C(O)-CH2-(CH2)5-CH3); δ 1,25 (10H C8, 

NH-C(O)-CH2-(CH2)5-CH3); δ 0,89 (3H C8, NH-C(O)-CH2-(CH2)5-CH3); δ 3,50 

(4H PEG, CH3-O-(CH2-CH2)44-O-). Il grado di funzioinalizzazione % (DD%) è 

stato uguale a 5,39±0,4 %. 

 

5.3.DETERMINAZIONE DELLA CONCENTRAZIONE DI 

AGGREGAZIONE CRITICA (CAC) 

La concentrazione critica di aggregazione (CAC) di INU-EDA-C8-PEG è stata 

determinata mediante analisi di fluorescenza, utilizzando il pirene come sonda. Gli 

spettri di fluorescenza sono stati registrati con uno spettrofluorofotometro 

Shimadzu RF-5301 PC. È stata preparata una soluzione madre di pirene (6.0 × 10⁻⁵ 

M in acetone) e successivamente aliquote di 20 µL sono state poste in acqua e la 

miscela sottoposta a pressioni ridotte per rimuovere l'acetone fino a concentrazione 

finale di 12×10-7M. Successivamente, 2 mL di dispersione acquosa di copolimero 

a concentrazioni comprese tra 1×10⁻⁵ e 10 mg mL⁻¹ sono stati aggiunti alla 

soluzione acquosa di pirene. Le soluzioni sono state mantenute a 37°C per 24 ore 

sotto agitazione. Gli spettri di eccitazione ed emissione del pirene sono stati 

acquisiti a 37°C. Lo spettro di eccitazione è stato registrato applicando 

un’emissione di 373 nm e calcolando il rapporto tra le intensità a 338 e 332 nm 

(I338/I332), mentre lo spettro di emissione è stato ottenuto eccitando a 333 nm e 

analizzando il rapporto tra i picchi a 373 e 384 nm (I1/I3 = I373/I384). 
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5.4.PRODUZIONE MICELLE DI INU-EDA-C8-PEG@SOR 

Micelle caricate con Sor (INU-EDA-C8-PEG@Sor) sono state ottenute tramite il 

metodo kneading, una tecnica per preparare micelle, basata sull’idratazione di un 

film secco. In dettaglio, 45 mg di INU-EDA-C8-PEG e 5 mg di Sor sono stati 

umettati, in un mortaio, con 1 mL di EtOH ad aliquote da 200 µL. Ad ogni aliquota 

il copolimero ed il farmaco sono stati pestati fino a completa evaporazione del 

solvente organico.  Successivamente il film secco è stato raccolto con cinque 

aliquote da 1 mL di acqua. La dispersione ottenuta è stata sottoposta a quattro cicli 

di sonicazione e agitazione ognuno di 30 minuti. Infine, il Sor non incapsulato è 

stato rimosso mediante centrifugazione  (4.500 rpm per 5 min) e filtrazione, 

utilizzando un filtro a siringa in cellulosa rigenerata (RC) da 1,2 µm. Inoltre, sono 

state preparate come controllo micelle vuote (INU-EDA-C8-PEG) e micelle non 

peghilate (INU-EDA-C8) utilizzando la stessa procedura. 

 

5.5.ANALISI DIMENSIONALE E POTENZIALE Z 

La dimensione media (nm), l’indice di polidispersità (PDI) e i valori di potenziale-

ζ di ciascun campione sono stati determinati su dispersioni acquose di micelle (1 

mg/mL) mediante dinamic light scattering (DLS), utilizzando un Malvern Zetasizer 

NanoZS (Malvern Instruments, Worcestershire, Regno Unito). Le misurazioni sono 

state effettuate con un angolo fisso di 173° a 25°C. Ogni dispersione è stata 

analizzata in triplicato. 
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5.6.DETERMINAZIONE DELLA DRUG LOADING (DL%) E 

DELL’EFFICIENZA DI INCAPSULAZIONE (EE%) 

La quantità di Sor incapsulato nelle micelle di INU-EDA-C8-PEG è stata 

determinata tramite analisi HPLC secondo un metodo precedentemente riportato 

[175]. In breve, è stato utilizzato un Agilent 1260 Infinity II con autosampler 

(volume di iniezione 100 µl) e rivelatore UV-Vis, con colonna C6-fenile (250 × 4,6 

mm, Phenomenex) e fase mobile costituita da metanolo e acqua bidistillata (85:15 

v/v) a un flusso di 1 mL/min, in condizioni isocratiche a 25°C con rilevazione 

dell’assorbanza a 207 nm. I campioni sono stati preparati disperdendo una quantità 

nota di micelle di INU-EDA-C8-PEG@Sor in 100 µL di DMSO e agitati per 30 

minuti, aggiungendo successivamente 900 µl della fase mobile. Prima 

dell’iniezione, i campioni sono stati filtrati con filtri a siringa RC da 0,22 µm. La 

quantità di farmaco incorporato è stata quantificata utilizzando una curva di 

calibrazione con diverse concentrazioni standard di Sor (y=149.016x; R2=0,9996). 

 

5.7.STUDI DI RILASCIO 

Il rilascio di Sor da micelle di INU-EDA-C8-PEG@Sor è stato determinato in due 

diversi mezzi di rilascio ovvero, fluido polmonare simulato a pH 7,4 (SLF4) [154] 

e tampone citrato a pH 5,5, entrambi miscelati con siero fetale bovino (FBS) al 50% 

v/v, e utilizzando il metodo della dialisi. In particolare, 5 mg di micelle di INU-

EDA-C8-PEG@Sor sono stati dispersi in 2,5 mL di ciascun mezzo senza FBS e 

trasferiti in tubi con membrana da dialisi (MCWO di 12.000 Da), immersi in 22,5 

mL di mezzo esterno ed incubati a 37°C con agitazione continua (100 rpm). Ai 

tempi prestabiliti (0, 1, 2, 4, 6, 8 e 24 ore) aliquote da 1 mL del mezzo esterno sono 
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state prelevate e sostituite con un uguale volume di mezzo fresco. Ogni campione 

prelevato è stato miscelato con 4 mL di MeOH, lasciato 1 ora ad agitare, filtrato 

con filtro RC da 0,22 µm e analizzato mediante HPLC nelle condizioni 

precedentemente descritte. Ogni esperimento è stato effettuato in triplicato con 

risultati concordi entro ± 5% di errore standard. 

 

5.8.INTERAZIONE CON LA MUCINA 

L’interazione tra mucina e ciascun campione di micelle (INU-EDA-C8-PEG o 

INU-EDA-C8-PEG@Sor) è stata valutata utilizzando la turbidimetria [146], [158]. 

L’esperimento è stato condotto disperdendo sia i campioni di micelle sia la mucina 

in PBS a pH 7,4 a una concentrazione di 2 mg/mL. Queste dispersioni sono state 

poi miscelate in rapporto 1:1 v/v ottenendo una concentrazione finale di 1 mg/mL 

sia per le micelle che per la mucina. Dopo un'incubazione a 37 °C, è stata analizzata 

la torbidità del campione mediante spettrofotometria UV, misurando la trasmittanza 

a 650 nm in diversi intervalli temporali: al tempo 0, dopo 30 minuti, 1 ora, 2 ore e 

3 ore. Per una valutazione più completa, sono state esaminate anche la trasmittanza 

della mucina e quella delle micelle disperse in PBS a pH 7,4. Tutte le misurazioni 

sono state effettuate in triplicato per garantire l’affidabilità dei dati. Come controllo, 

la stessa procedura è stata applicata a micelle non peghilate costituite dal 

copolimero INU-EDA-C8. 
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5.9.VALUTAZIONE PENETRAZIONE DELLA MUCINA TRAMITE LA 

CELLA DI FRANZ 

La valutazione delle interazioni tra le micelle di INU-EDA-C8-PEG@Sor e la 

mucina, è stata eseguita con un test di permeazione utilizzando celle di diffusione 

verticali di Franz [158]. La temperatura e l’agitazione del sistema sono state 

mantenute costanti a 37 °C e 180 rpm grazie all’uso di un horbital shaker. Il 

compartimento accettore è stato riempito con 5 mL di SLF4 e tra i due 

compartimenti è stata applicata una membrana idrofila di carta filtro (dimensione 

dei pori: 10-20 μm). 

Gli esperimenti sono stati condotti posizionando nella camera donatrice uno strato 

di muco di fibrosi cistica (CF) (500 μL) (100 mg di acido desossiribonucleico 

(DNA), 50 mg di mucina, 0,059 mg di acido dietilentriaminopentaacetico (DTPA), 

200 µL di soluzione di amminoacidi RPMI 1640, 50 μL di emulsione di egg yolk, 

50 mg di cloruro di sodio (NaCl) e 22 mg di cloruro di potassio (KCl), per un 

volume finale di 10 mL, utilizzando acqua priva di DNasi), interposto tra la 

membrana e 150 μL di dispersione di SLF4 contenente INU-EDA-C8-PEG@Sor 

(ciascuna contenente 0,8mg/mL mg di Sor). Come controllo, sono stati effettuati 

esperimenti posizionando nella camera donatrice, sopra lo strato di muco CF, 150 

μL di dispersione di SLF4 con Sor alla concentrazione di 0,8 mg/mL. 

Campioni (1 mL) sono stati prelevati dalla camera di accettazione a intervalli di 

tempo prestabiliti (0, 1, 2, 4, 6, 8 e 24 ore) e sostituiti con uguali volumi di mezzo 

fresco. Ogni campione prelevato è stato miscelato con 4 mL di MeOH, lasciato 1 

ora, filtrato con filtro RC da 0,22 µm e analizzato mediante HPLC nelle condizioni 
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precedentemente descritte. Ogni esperimento è stato effettuato in triplicato con 

risultati concordi entro ± 5% di errore standard. 

 

5.10.ANDERSON CASCADE IMPACTOR (ACI) 

Il comportamento aerodinamico delle micelle di INU-EDA-C8-PEG@Sor è stato 

valutato, utilizzando un nebulizzatore (Kramer new basic 3000) collegato a un 

Andersen Cascade Impactor a 8 stadi (ACI Xearpro, InPharmaTec, composizione 

25L/min) a un flusso d’aria di 4 L/min [159]. La composizione dell’impattatore e il 

flusso selezionato sono stati scelti per simulare le condizioni tipiche di un paziente 

con difficoltà respiratorie. Tali parametri riflettono infatti il comportamento 

respiratorio di un soggetto che si sottopone a terapia per aerosol, il quale tende a 

respirare in modo spontaneo e regolare, senza compiere inspirazioni forzate, e 

quindi senza partecipare attivamente alla somministrazione del farmaco. Per ogni 

analisi, 10 mg di micelle sono state disperse in 1mL di acqua distillata e 

aerosolizzate nell’ACI per 1 minuto, utilizzando una pompa Bravo X Bio. Il 

processo di aerosolizzazione è stato effettuato più volte, effettuando cicli di 

aerosolizzazione di 1 min fino a completa aerosolizzazione del liquido (tempo tot 

12-15 min).  Dopo l’aerosolizzazione, le gocce depositate in ciascuno stadio sono 

state recuperate con un volume noto di acqua e la quantità di Sor è stata quantificata 

tramite analisi HPLC  media.  

Il comportamento aerodinamico delle formulazioni è stato valutato calcolando: 

• Mass Median Aerodynamic Diameter (MMAD): diametro aerodinamico 

mediano di massa; 
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• Geometric Standard Deviation (GSD): calcolato dividendo il diametro al 

punto 84,1% della distribuzione cumulativa per l’MMAD; 

• Fine Particle Fraction (FPF%): percentuale di particelle con diametro 

aerodinamico <5 µm [176]. 

 

5.11.CARATTERIZZAZIONE BIOLOGICA 

La caratterizzazione biologica delle micelle di INU-EDA-C8-PEG vuote e caricate 

con Sor è stata effettuata su cellule di carcinoma polmonare umano (A549) e su una 

linea di cellule epiteliali bronchiali umane (16HBE). Le cellule sono state fatte 

crescere in flask a 37°C in atmosfera umidificata con 5% CO₂. Il mezzo di crescita 

è stato Dulbecco Minimum Essential Medium (DMEM) (Costar, Corning, MA, 

USA) supplementato con 10% di FBS, 1% di L-glutammina e 1% di 

penicillina/streptomicina (Euroclone). 

 

5.12.VITALITÀ SULLE CELLULE 16 HBE E A549 

Gli effetti citotossici di Sor libero, INU-EDA-C8-PEG e INU-EDA-C8-PEG@Sor 

sono stati valutati in vitro sulle linee cellulari A549 e 16HBE utilizzando il test 

MTS. Le cellule sono state seminate in piastre da 96 pozzetti a 5×10³ 

cellule/pozzetto e fatte crescere in DMEM. Dopo 24 ore, il mezzo è stato sostituito 

con 200 µl di DMEM contenente INU-EDA-C8-PEG e INU-EDA-C8-PEG@Sor a 

concentrazioni variabili, equivalenti a concentrazioni di Sor da 10 a 100 µM. Dopo 

24 e 48 ore di incubazione. è stato effettuato il test MTS secondo le istruzioni del 

produttore. Le dispersioni di Sor libero, preparate diluendo una soluzione stock in 

DMSO (1 mg/mL) in DMEM, sono state utilizzate come controllo positivo. Le 
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cellule non trattate hanno costituito il controllo negativo. La vitalità cellulare è stata 

espressa come percentuale relativa all’assorbanza del gruppo di controllo non 

trattato, considerato al 100% di vitalità. Tutti gli esperimenti sono stati condotti in 

triplicato ed i risultati sono stati espressi come medie ± deviazione standard. 
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6. MICROPARTICELLE INALABILI DI TIPO NANO INTO MICRO PER LA 

SOMMINISTRAZIONE POLMONARE E IL DIREZIONAMENTO DI SOR 

AL CANCRO POLMONARE 

6.1.MATERIALI E METODI 

N,N'-dimetilformammide anidra (DMF-a), N,N'-dimetilacetamide anidra (DMA-

a), acido folico (FA), acido poli(lattico-co-glicolico) (PLGA privo di acidi, M̅w 

10.000–12.000 Da), ossido di deuterio (D₂O), DMF deuterato (DMF-d₇), bis-

amminopolietilenglicole 2.000 (NH₂-PEG-NH₂, M̅w= 2.000 Da), dietilamina 

(DEA), trietilamina (TEA), 1,1'-carbodiimmidazolo (CDI), carbonato di 

disuccinimidile (DSC), polivinilpirrolidone 40 kDa (PVP), sorafenib (Sor), etere 

dietilico, acetone, etanolo, acetonitrile (ACN), diclorometano (DCM), mucina di 

stomaco suino, soluzione tampone salina fosfata di Dulbecco (DPBS), D-mannitolo 

(MAN), leucina (LEU), N-acetilcisteina (NAC), bicarbonato di ammonio (AB) e 

standard in polistirene (10.000–150.000 Da) sono stati acquistati da Sigma-Aldrich 

(Italia). 

Le membrane per dialisi sono state acquistate da Spectrum Labs (USA). Tutti i 

reagenti utilizzati erano di grado analitico. 

Le linee cellulari di carcinoma polmonare umano (A549) e cellule epiteliali 

bronchiali umane (16HBE) sono state fornite da Clini-Sciences (Guidonia 

Montecelio, Italia). 

Gli spettri ¹H-NMR sono stati acquisiti utilizzando uno spettrometro Bruker Avance 

II300 operante a 300 MHz. 

L'analisi mediante cromatografia di esclusione dimensionale (SEC) è stata 

effettuata utilizzando una colonna Phenomenex Phenogel 5u ∙10⁴ (California, USA) 
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collegata a un sistema Agilent 1260 Infinity Multi-Detector GPC/SEC con 

rivelatore a indice di rifrazione. La fase mobile era costituita da DMF contenente 

0,1% p/v di LiBr, con una portata di 0,8 mL/min e la temperatura della colonna 

mantenuta a 50 °C. Ogni campione (15 mg/mL) è stato solubilizzato nella fase 

mobile e filtrato con filtro da 0,2 µm prima dell’iniezione. La curva di calibrazione 

è stata ottenuta utilizzando standard in polistirene (10.000–150.000 Da). 

La preparazione e la purificazione del polimero α,β-poli(N-2-idrossietil)-D,L-

aspartamide (PHEA) è stata effettuata seguendo metodiche precedentemente 

consolidate [155].  

 

6.2.SINTESI DEL COPOLIMERO PHEA-G-PLGA-G-PEG-FA 

6.2.1.SINTESI DEL COPOLIMERO POLIETILENGLICOLE-AMMINO-

FOLATO  (H₂N-PEG-FA) 

La derivatizzazione di H₂N-PEG-NH₂ con acido folico (FA) è stata effettuata 

utilizzando CDI come agente attivante del gruppo carbossilico del FA. In dettaglio, 

74 mg di CDI sono stati aggiunti a 100 mg di FA precedentemente dispersi in 6 mL 

di DMSO-a. La dispersione risultante è stata mantenuta a 40 °C sotto atmosfera 

inerte per 3 ore. Parallelamente, è stata preparata una soluzione di H₂N-PEG-NH₂, 

solubilizzando il polimero in DMSO-a ad una concentrazione di 113 mg/mL e 

utilizzando DEA come catalizzatore. 

Dopo l'attivazione, la soluzione di H₂N-PEG-NH₂ è stata aggiunta goccia a goccia 

alla soluzione di FA. La miscela di reazione è stata mantenuta sotto agitazione 

continua a 40 °C per 20 ore sotto atmosfera inerte. Il prodotto ottenuto è stato 

purificato mediante dialisi esaustiva, utilizzando una membrana con cut-off di 2 
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kDa contro acqua distillata aggiustata a pH 9 con NaOH per rimuovere solvente 

organico, CDI e FA non reagiti. La dispersione dializzata è stata quindi liofilizzata, 

ottenendo una polvere gialla. Tale polvere è stata risolubilizzata in 2 mL di acqua 

distillata e ulteriormente purificata tramite cromatografia su gel (GPC), utilizzando 

Sephadex G-25 come fase stazionaria. 

Le proporzioni stechiometriche utilizzate sono state: 

• moli CDI/moli FA = 2,0 

• moli FA/moli H₂N-PEG-NH₂ = 2,0 

• moli DEA/moli H₂N-PEG-NH₂ = 0,75. 

La resa finale è risultata pari al 44,5% p/p rispetto al peso iniziale di NH₂-PEG-

NH₂. Il composto H₂N-PEG-FA è stato caratterizzato tramite analisi ¹H-NMR in 

D₂O. Lo spettro ¹H-NMR (300 MHz, 25°C, TMS) ha evidenziato i seguenti picchi: 

δ 3,6 (4H PEG, -[CH₂CH₂O]₄₄-); δ 6,6 (2H FA, -[C(O)-C-CH=CH]-); δ 7,5 (2H 

FA, -[NH-C(O)-CH=CH]-); δ 8,5 (1H FA, -[C-CH=N]-). Il grado di 

funzioinalizzazione % (DD%) è stato uguale a 100,0±2,4 %. 

 

6.2.2.SINTESI DEL COPOLIMERO PHEA-g-PLGA 

La derivatizzazione di PHEA con Acido polilattico co-glicolico (PLGA) è stata 

effettuata utilizzando CDI come agente attivante del gruppo carbossilico del PLGA. 

In dettaglio, 2,1 mg di CDI sono stati aggiunti a 780 mg di PLGA precedentemente 

dispersi in 8,5 mL di DMF-a. La dispersione risultante è stata mantenuta a 40 °C 

per 4 ore. Parallelamente, è stata preparata una soluzione di PHEA, solubilizzando 

il polimero in DMF-a ad una concentrazione di 33,33 mg/mL e utilizzando DEA 

come catalizzatore. 
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Dopo l'attivazione, la soluzione di PHEA è stata aggiunta goccia a goccia alla 

soluzione di PLGA. La miscela di reazione è stata mantenuta sotto agitazione 

continua a 40 °C per 48 ore. Il prodotto ottenuto è stato purificato mediante 

precipitazione in etere e con lavaggi in etere:DCM (45:55) per rimuovere solvente 

organico, CDI e PLGA non reagiti. Infine, il prodotto è stato fatto seccare in 

essiccatore di transito. 

Le quantità utilizzate sono in accordo con: 

• moli PLGA/moli PHEA = 0,05 

• moli CDI/moli PLGA = 2,0 

• moli DEA/moli PLGA = 5,0 

La resa finale è risultata pari al 61% p/p rispetto al peso iniziale di PHEA. Il 

composto PHEA-PLGA è stato caratterizzato tramite analisi ¹H-NMR in DMF-d7. 

Lo spettro ¹H-NMR (300 MHz, 25°C, TMS) ha evidenziato i seguenti picchi: δ 1,5–

1,7 (3H PLGA, -[OCO-CH(CH₃)]₉₂-); δ 3,0 (2H PHEA, -COCHCH₂CONH-); δ 3,3 

(2H PHEA, -NHCH₂CH₂O-); δ 3,6 (2H PHEA, -NHCH₂CH₂O-); δ 5,0 (1H PHEA, 

-NHCH(CO)CH₂-); δ 4,2–4,5 e 5,4–5,8 (1H PLGA, -[OCOCH(CH₃)]₉₂-); δ 5,3 (2H 

PLGA, -[OCOCH₂]₉₂-). Il grado di funzioinalizzazione % (DD%) è stato uguale a 

3,4±0,2 % 

 

6.2.3.SINTESI DEL COPOLIMERO PHEA-g-PLGA-g-PEG-FA  

La funzionalizzazione del PHEA-g-PLGA [170] con H₂N-PEG-FA è stata 

effettuata in DMA-a, utilizzando DSC come agente accoppiante e TEA come 

catalizzatore, secondo le seguenti condizioni stechiometriche:  

• moli di DSC/moli di unità ripetitiva di PHEA = 0,1;  
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• moli di TEA/moli di DSC = 1. 

• Moli di H₂N-PEG-FA/moli di unità ripetitiva di PHEA= 0,075. 

In particolare, a una dispersione di PHEA-g-PLGA in DMA-a (50 mg/mL) sono 

stati aggiunti DSC e TEA in quantità adeguate, mantenendo la miscela in agitazione 

a 40 °C per 4 ore per attivare i gruppi ossidrilici dell’unità ripetitiva del PHEA. 

Parallelamente, è stata preparata una soluzione di H₂N-PEG-FA in DMA-a (17 

mg/mL), utilizzando un rapporto molare di 0,075 mol di H₂N-PEG-FA per mol di 

unità ripetitiva di PHEA. Al termine del periodo di attivazione, la dispersione di 

PHEA-g-PLGA è stata aggiunta goccia a goccia alla dispersione di H₂N-PEG-FA 

sotto agitazione. 

La miscela di reazione è stata successivamente mantenuta a 25 °C per 24 ore. Al 

termine, la miscela è stata posta in un tubo per dialisi, utilizzando una membrana 

con MWCO di 25 kDa contro acqua distillata, per rimuovere solventi organici e 

H₂N-PEG-FA non reagito. Il prodotto finale è stato recuperato tramite 

liofilizzazione, ottenendo una resa pari al 75% p/p rispetto al peso iniziale di PHEA-

g-PLGA. Il copolimero PHEA-g-PLGA-g-PEG-FA è stato caratterizzato tramite 

analisi ¹H-NMR. Lo spettro ¹H-NMR in DMF-d₇ (300 MHz, 25°C, TMS) ha 

evidenziato i seguenti segnali: δ 1,5–1,7 (3H PLGA, -[OCO-CH(CH₃)]₉₂-); δ 3,0 

(2H PHEA, -COCHCH₂CONH-); δ 3,3 (2H PHEA, -NHCH₂CH₂O-); δ 3,6 (2H 

PHEA, -NHCH₂CH₂O-); δ 3,7 (4H PEG, -[CH₂CH₂O]₄₄-); δ 5,0 (1H PHEA, -

NHCH(CO)CH₂-); δ 4,2–4,5 e 5,4–5,8 (1H PLGA, -[OCOCH(CH₃)]₉₂-); δ 5,3 (2H 

PLGA, -[OCOCH₂]₉₂-). Il grado di funzionalizzazione % (DD%) è stato uguale a 

4,5±0,4 % 
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6.3.PRODUZIONE DI NANOPARTICELLE DI PHEA-G-PLGA-G-PEG-FA 

Nanoparticelle caricate con Sor (FA-PPP-NPs@Sor) sono state ottenute tramite il 

metodo di nanoprecipitazione. In dettaglio, 50 mg di PHEA-g-PLGA-g-PEG-FA e 

10 mg di Sor sono stati solubilizzati in 2 mL di DMSO ed aggiunti goccia a goccia 

sotto agitazione a 20 mL di dispersione di PVP 40 kDa (0,4% p/v). Le 

nanoparticelle ottenute sono state purificate mediante dialisi esaustiva, utilizzando 

una membrana con MWCO di 12-14 kDa per rimuovere il solvente DMSO, e dopo 

sei ore trasferite in dialisi con MWCO di 100 kDa per tutta la notte per rimuovere 

l’eccesso di PVP. Infine, il Sor non incapsulato è stato rimosso mediante filtrazione 

utilizzando un filtro a siringa in cellulosa rigenerata (RC) da 5 µm. Inoltre, sono 

state preparate come controllo nanoparticelle vuote (FA-PPP-NPs) e nanoparticelle 

non peghilate (PP-NPs) utilizzando la stessa procedura. 

 

6.4.ANALISI DIMENSIONALE E POTENZIALE Z 

La dimensione media (nm), l’indice di polidispersità (PDI) e i valori di potenziale-

ζ di ciascun campione sono stati determinati su dispersioni acquose di 

nanoparticelle (1 mg/mL) mediante dinamic light scattering (DLS) utilizzando un 

Malvern Zetasizer NanoZS (Malvern Instruments, Worcestershire, Regno Unito). 

Le misurazioni sono state effettuate con un angolo fisso di 173° a 25°C. Ogni 

dispersione è stata analizzata in triplicato. 

 

6.5.INTERAZIONE CON LA MUCINA 

L’interazione tra mucina e ciascun campione di nanoparticelle (FA-PPP-NPs o FA-

PPP-NPs@Sor) è stata valutata utilizzando la turbidimetria [146], [158]. 
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L’esperimento è stato condotto preparando due dispersioni ovvero, una di 

nanoparticelle e una di mucina in PBS a pH 7,4 a una concentrazione di 2 mg/mL. 

Queste dispersioni sono state poi miscelate in rapporto 1:1 v/v, ottenendo una 

concentrazione finale di 1 mg/mL sia per le nanoparticelle che per la mucina. Dopo 

incubazione a 37°C, la torbidità è stata valutata misurando la trasmittanza a 650 nm 

al tempo 0 e dopo 30 minuti, 1, 2 e 3 ore. Sono stati valutati anche l’assorbanza 

della mucina e delle nanoparticelle disperse in PBS a pH 7,4. Tutte le misurazioni 

sono state effettuate in triplicato. Come controllo, è stata applicata la stessa 

procedura su nanoparticelle non peghilate costituite dal copolimero PHEA-g-PLGA 

(PP-NPs). 

 

6.6.DETERMINAZIONE DELLA DRUG LOADING (DL%) E 

DELL’EFFICIENZA DI INCAPSULAZIONE (EE%) 

La quantità di Sor incorporato nelle FA-PPP-NPs è stata determinata tramite analisi 

HPLC secondo un metodo precedentemente riportato [175]. In breve, è stato 

utilizzato un Agilent 1260 Infinity II con autosampler (volume di iniezione 100 µl) 

e rivelatore UV-Vis, con colonna C6-fenile (250 × 4,6 mm, Phenomenex) e fase 

mobile costituita da metanolo e acqua bidistillata (85:15 v/v) a un flusso di 1 

mL/min, in condizioni isocratiche a 25°C con rilevazione dell’assorbanza a 207 nm. 

I campioni sono stati preparati disperdendo una quantità nota di PPP-FA-NPs@Sor 

in 100 µl di DMSO e agitati per 30 minuti, aggiungendo successivamente 900 µl 

della fase mobile. Prima dell’iniezione, i campioni sono stati filtrati con filtri a 

siringa RC da 0,22 µm. La quantità di farmaco incapsulato, espressa come drug 
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loading % (DL%), è stata calcolata utilizzando una curva di calibrazione con 

diverse concentrazioni standard di Sor. 

 

6.7.STUDI DI RILASCIO 

Il rilascio di Sor da FA-PPP-NPs@Sor è stato determinato in due diversi mezzi di 

rilascio ovvero, fluido polmonare simulato a pH 7,4 (SLF4) [154] e tampone citrato 

a pH 5,5, entrambi supplementati con siero fetale bovino (FBS) al 50% v/v, 

utilizzando il metodo della dialisi. In breve, 5 mg di FA-PPP-NPs@Sor sono stati 

dispersi in 2,5 mL di ciascun mezzo senza FBS e trasferiti in tubi con membrana da 

dialisi (MCWO di 12.000 Da), immersi in 22,5 mL di mezzo esterno ed incubati a 

37°C con agitazione continua (100 rpm). Ai tempi prestabiliti (0, 1, 2, 4, 6, 8 e 24 

ore) aliquote da 1 mL del mezzo esterno sono state prelevate e sostituite con un 

uguale volume di mezzo fresco. Ogni campione prelevato è stato miscelato con 4 

mL di MeOH, lasciato 1 ora ad agitare, filtrato con filtro RC da 0,22 µm e analizzato 

mediante HPLC nelle condizioni precedentemente descritte. Ogni esperimento è 

stato effettuato in triplicato con risultati concordi entro ±5% di errore standard. 

 

6.8.CARATTERIZZAZIONE BIOLOGICA 

La caratterizzazione biologica delle FA-PPP-NPs vuote e caricate con Sor è stata 

effettuata su cellule di carcinoma polmonare umano (A549) e su una linea di cellule 

epiteliali bronchiali umane (16HBE). Le cellule sono state coltivate in flask a 37°C 

in atmosfera umidificata con 5% CO₂. Il mezzo di crescita era Dulbecco Minimum 

Essential Medium (DMEM) (Costar. Corning. MA. USA) supplementato con 10% 

di FBS. 1% di L-glutammina e 1% di penicillina/streptomicina (Euroclone). 
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6.9.CITOTOSSICITÀ CELLULARE 

Gli effetti citotossici di Sor libero, FA-PPP-NPs e FA-PPP-NPs@Sor sono stati 

valutati in vitro sulle linee cellulari A549 e 16HBE utilizzando il test MTS. Le 

cellule sono state seminate in piastre da 96 pozzetti a 5 × 10³ cellule/pozzetto e fatte 

crescere in DMEM. Dopo 24 ore, il mezzo è stato sostituito con 200 µl di DMEM 

contenente FA-PPP-NPs e FA-PPP-NPs@Sor a concentrazioni variabili. 

equivalenti a concentrazioni di Sor da 10 a 100 µM. Dopo 24 e 48 ore di 

incubazione è stato effettuato il test MTS secondo le istruzioni del produttore. Le 

dispersioni di Sor libero, preparate diluendo una soluzione stock in DMSO (1 

mg/mL) in DMEM, sono state utilizzate come controllo positivo. Le cellule non 

trattate hanno costituito il controllo negativo. La vitalità cellulare è stata espressa 

come percentuale relativa all’assorbanza del gruppo di controllo non trattato, 

considerato al 100% di vitalità. Un ulteriore test di citotossicità è stato effettuato su 

cellule A549 per valutare l’effetto competitivo dell’acido folico. Le cellule sono 

state pretrattate con una soluzione di FA (100 µg/mL) per 4 ore prima 

dell’incubazione con Sor libero o FA-PPP-NPs@Sor nelle stesse condizioni 

sperimentali. Tutti gli esperimenti sono stati condotti in triplicato ed i risultati sono 

stati espressi come media ± deviazione standard. 

 

6.10.UPTAKE SULLE CELLULE A549 

Per studiare l'assorbimento delle nanoparticelle da parte delle cellule, è stato 

utilizzato un microscopio a fluorescenza (Zeiss "AXIO Vert. A1", rovesciato). Le 

cellule A549 (un tipo di cellule tumorali polmonari umane) sono state seminate in 

piastre da 8 pozzetti, con una densità di 25.000 cellule per pozzetto, e coltivate per 
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24 ore. Dopo questo tempo, il mezzo di coltura è stato sostituito con 500 µL di 

nuovo mezzo (DMEM) contenente una sospensione di nanoparticelle FA-PPP-

NPs@Sor marcate con rodamina (RhB), in modo da ottenere una concentrazione di 

Sor pari a 20 µM. Le cellule sono state poi incubate per quattro ore. Terminata 

l’incubazione, il mezzo è stato rimosso, le cellule sono state lavate due volte con 

PBS (una soluzione salina tampone a pH 7,4), fissate con formaldeide al 4% per 10 

minuti e poi lavate nuovamente con DPBS. I nuclei cellulari sono stati colorati con 

DAPI, un colorante che evidenzia il DNA, per 10 minuti a temperatura ambiente. 

Le immagini sono state acquisite con un microscopio a fluorescenza dotato di 

fotocamera Axio Cam MRm (Zeiss). Le cellule non trattate sono state utilizzate 

come controllo negativo per stabilire il livello di autofluorescenza naturale. 

 

6.11.SCRATCH TEST 

Lo scratch test è stato eseguito su cellule A549 per valutare la capacità delle 

nanoparticelle caricate con Sor di inibire o ridurre la migrazione cellulare. Le 

cellule sono state seminate a 5×10³ cellule/pozzetto in piastre da 24 pozzetti e 

incubate a 37°C per formare un monostrato uniforme. Dopo 24 ore, in ciascun 

pozzetto è stato effettuato un graffio lineare utilizzando una punta sterile da 200 µl. 

Le cellule non aderenti e distaccate sono state rimosse lavando delicatamente due 

volte con PBS. Le cellule sono state quindi trattate con Sor o FA-PPP-NPs@Sor a 

25 µM. Come controllo sono stati utilizzati pozzetti contenenti solo il mezzo di 

coltura. La chiusura della ferita è stata monitorata a 0 ore, 24 ore e 48 ore, 

acquisendo immagini al microscopio. La percentuale di chiusura della ferita, 
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indicativa della migrazione cellulare, è stata calcolata misurando la distanza tra i 

bordi della ferita e confrontandola nel tempo. 

 

6.12.PRODUZIONE DELLE MICROPARTICELLE E NIM 

Le formulazioni MPs e NiM sono state prodotte utilizzando un Mini Spray Dryer 

B-290 (Buchi. Milano. Italia). Inizialmente, la composizione della matrice è stata 

ottimizzata producendo un campione di microparticelle vuote (MPs) variando la 

composizione della soluzione di alimentazione in termini di concentrazione di 

mannitolo (MAN), leucina (LEU), N-acetil cisteina (NAC) e bicarbonato di 

ammonio (AB) [170]. Inoltre, la rodamina B (RhB) alla concentrazione dello 0,05% 

p/v è stata aggiunta alla soluzione di alimentazione di tutti i campioni per consentire 

il tracciamento delle particelle tramite fluorescenza. 

In dettaglio, la concentrazione di MAN è stata regolata tra il 5% e il 6% p/v, il 

rapporto NAC/LEU variato tra 1:1 e 1:2 p/p, mentre il contenuto di AB (porogeno) 

è stato modulato tra 0,5% e 1% p/v. Inoltre, le condizioni operative, tra cui la portata 

della pompa e i parametri di aspirazione, sono stati ottimizzati per valutarne 

l'influenza sulla formazione delle microparticelle. L’intero set di MPs in funzione 

della composizione della soluzione di alimentazione e dei parametri operativi è 

riportato nella Tab.12. 
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Tab.12: Composizione qualitativa-quantitativa del fludo di alimentazione e 

condizioni operative per la produzione dei campioni di microparticelle vuote e NiM 

mediante spray drying (SD). 

Campione 
MAN 

% p/v 

NAC 

% p/v 

LEU 

% p/v 

AB % 

p/v 

NPs % 

p/v 

T. 

(°C) 
Pompa Asp. 

Resa 

% p/p 

MPsA 6 1 2 1 --- 110 7 100 67,5 

MPsB 6 1 2 1 --- 110 7 70 57,5 

MPsC 6 1 1 0,5 --- 110 7 70 46,7 

MPsD 6 1 1 0,5 --- 110 10 100 50,5 

MPsE 5 1 1 0,5 --- 110 7 70 54,0 

MPsF 5 1 1 0,5 --- 110 10 100 53,9 

NiM 5 1 1 0,5 0,45 110 10 100 63,0 

 

Dopo completa dissoluzione degli eccipienti, la dispersione ottenuta è stata filtrata 

tramite filtri a siringa da 5 µm per garantire chiarezza e uniformità, quindi spruzzata 

usando un ugello atomizzatore da 140 mm, con temperatura di ingresso di 110 °C 

e temperatura di uscita tra 60–66 °C. L’aria deumidificata è stata utilizzata come 

gas di essiccazione con portata della pompa impostata al 10%. 

Per ottenere le particelle NiM, FA-PPP-NPs@Sor sono state aggiunte alla soluzione 

di alimentazione del campione MPsF a una concentrazione finale di 4,5 mg/mL 

(0,45% p/v) prima dello spray drying, ottenendo la formulazione NiMSor. Il 

processo è stato effettuato alle stesse condizioni descritte per le MPs. Per valutare 

la ridispersibilità delle microparticelle e verificare che lo spray drying non avesse 

alterato dimensione e carica superficiale, 15 mg di NiM sono stati ridispersi in 1 

mL di acqua bidistillata sotto agitazione per 15 minuti. La dimensione delle 
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particelle, l’indice di polidispersione (PDI) e il potenziale-ζ sono stati misurati 

tramite DLS. 

 

6.13.MICROSCOPIA ELETTRONICA A SCANSIONE (SEM) 

La morfologia dei campioni di microparticelle ottenuti è stata analizzata tramite 

microscopia elettronica a scansione (SEM), utilizzando un Phenom™ ProX 

Desktop SEM (Thermo Fisher Scientific, Milano, Italia). Prima dell'acquisizione 

delle immagini, i campioni sono stati fissati su supporti in acciaio inox con nastro 

biadesivo. La distribuzione dimensionale ed il diametro geometrico (dgeo) delle 

particelle sono stati calcolati tramite software ImageJ analizzando più di 500 

particelle. Il diametro aerodinamico teorico (da) è stato calcolato utilizzando 

un'equazione riportata in letteratura [155]. 

 

6.14.DENSITA TAPPED 

La densità tapped (dtapp) di ciascun campione di polvere è stata determinata con il 

metodo della siringa come precedentemente riportato. Brevemente, una quantità 

nota di polvere è stata introdotta in una siringa graduata da 1 mL e la massa 

determinata per differenza di peso. Per misurare il volume tapped, la siringa è stata 

delicatamente battuta contro una superficie piana da un’altezza di 2,5 cm per 100 

volte fino a stabilizzazione del volume. La rtapp è stata calcolata dividendo la massa 

della polvere per il volume stabilizzato. Tutte le misurazioni sono state effettuate in 

triplicato. 
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6.15.ANDERSEN CASCADE IMPACTOR (ACI) 

Il comportamento aerodinamico dei campioni MPsE, MPsF e NiMSor è stato 

valutato, utilizzando un inalatore DPI Handihaler® collegato a un Andersen 

Cascade Impactor a 8 stadi (ACI, InPharmaTec) a un flusso d’aria di 90 L/min. 

Per ottimizzare la deposizione delle particelle durante l’aerosolizzazione, piatti e 

coppe di impatto di tutti gli stadi sono stati rivestiti con una soluzione all’1% di 

Tween 80 in etanolo e lasciati asciugare completamente. 

Per ogni analisi, sei capsule in metilcellulosa (type 3) sono state riempite 

manualmente con 40 mg di ciascuna polvere e aerosolizzate nell’ACI per 5 secondi, 

utilizzando una pompa Bravo X Bio. Dopo l’aerosolizzazione, la polvere depositata 

in ciascuno stadio è stata recuperata con un volume noto di acqua e le intensità di 

assorbanza misurate a 540 nm. Lo stesso procedimento è stato ripetuto per NiMSor, 

quantificando la quantità di farmaco depositato tramite HPLC e misurando 

simultaneamente la fluorescenza della rodamina B per tracciare la distribuzione 

della matrice delle microparticelle. 

Per caratterizzare le prestazioni aerodinamiche delle formulazioni, sono stati 

calcolati diversi parametri: 

• Emitted Fraction Percentage (EF%): quantità di polvere rilasciata dal 

DPI rispetto alla massa totale caricata; 

• Inhaled Powder Percentage (IP%): frazione della polvere emessa che si 

deposita sugli stadi dell’ACI; 

• Mass Median Aerodynamic Diameter (MMAD): diametro aerodinamico 

mediano di massa; 
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• Geometric Standard Deviation (GSD): calcolato dividendo il diametro al 

punto 84,1% della distribuzione cumulativa per il MMAD; 

• Fine Particle Fraction (FPF%): percentuale di particelle con diametro 

aerodinamico <5 µm [176]. 

 

6.16.ANALISI REOLOGICA 

Le analisi reologiche sono state condotte su dispersioni acquose di mucina (6% p/v), 

sia in assenza che in presenza di NiMSor a concentrazioni di 2, 5 e 10 mg/mL. Le 

misurazioni sono state eseguite a 37°C immediatamente dopo la preparazione (t=0) 

e dopo 3 ore di incubazione (t=3), utilizzando un reometro rotazionale (TA 

Instruments, New Castle, DE, USA) con piatto Peltier da 20 mm e piatto parallelo 

e con gap costante di 200 µm [146]. La regione lineare viscoelastica (LVR) della 

mucina è stata identificata tramite test di sweep di deformazione da 0,01% a 1%. 

Successivamente, su tutti i campioni è stato eseguito uno sweep di flusso a shear 

rate 10-100 1/s per misurare la viscosità complessa (η*). Tutte le misurazioni sono 

state effettuate in triplicato e i dati analizzati con il software Trios v3.3 (TA 

Instruments). Come controllo, lo stesso protocollo è stato applicato alle 

microparticelle contenenti solo mannitolo (MANmicro). 
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