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Introduzione

1. INTRODUZIONE

Con 1l termine “biomateriale” si definisce un materiale bioattivo
concepito per interfacciarsi con sistemi biologici allo scopo di guidare
la crescita cellulare o sostituire un qualsiasi tessuto, fluido o organo
mimandone la funzione naturale. La medicina e la chirurgia fanno
ricorso, in maniera crescente, a materiali estranei all’organismo al fine
di porre rimedio, in via provvisoria o definitiva, al deficit di una
funzione fisiologica. Tali materiali, denominati biomateriali proprio
per la loro capacita di sostituire parzialmente o completamente le
funzioni di un organismo vivente, devono possedere il requisito
fondamentale della biocompatibilita, vale a dire non devono interagire
in maniera dannosa con l’organismo. Naturalmente i biomateriali
vengono usati non solo come dispositivi destinati ad essere impiantati
nel corpo umano, ma anche come materiali che hanno un contatto
extracorporeo con 1 tessuti oppure col sangue. In questa
classificazione vengono compresi anche 1 sistemi che consentono un
rilascio controllato dei farmaci. A monte di queste considerazioni ogni
biomateriale deve sottostare a stringenti test riguardanti le interazioni
con il tessuto o con materiale cellulare che possono dar luogo a
processi degradativi nei materiali ed a reazioni di intolleranza o rigetto

nell’organismo. Due sono le caratteristiche principali che vanno
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considerate nella valutazione della biocompatibilita di un materiale:
¢ Jlaresistenza del materiale ai processi di degradazione,
e gli effetti che 1 prodotti di tali processi hanno sui tessuti.

La biocompatibilita di un materiale non va intesa comunque solo in
riferimento alla sua sicurezza biologica, ma ¢ strettamente legata
anche alle caratteristiche chimico-fisiche ed alle proprieta meccaniche
del materiale e deve pertanto essere validata dalla progettazione fino
alla produzione del biomateriale.

I materiali utilizzati per applicazioni biomediche possono essere
suddivisi in due classi principali: naturali e sintetici. I primi sono
generalmente di natura proteica (come ad esempio, il collagene o la
fibrina) o polisaccaridica (come ad esempio I’acido ialuronico). Il
vantaggio principale nell’utilizzo di materiali naturali sta nella loro
natura amminoacidica o polisaccaridica che ne facilita il
riconoscimento da parte delle cellule, poiché posseggono
intrinsecamente 1 segnali biochimici per ’attivazione di determinate
risposte cellulari. D’altro canto, pero, questi materiali di origine
naturale presentano alcuni inconvenienti, quali la composizione spesso
variabile, la scarsa prestazione meccanica, il limitato tempo di
permanenza (veloce degradazione o assorbimento) e, soprattutto nel

caso di materiali di derivazione animale, problemi relativi



Introduzione

all’immunogenicita. I materiali sintetici (ad esempio 1’acido polilattico
o il poli-etilenglicole), invece, hanno dalla loro 1 bassi costi di
produzione, I’ottima riproducibilita e alte prestazioni meccaniche. Il
maggiore svantaggio ¢ che tali materiali non vengono riconosciuti
dalle cellule in maniera specifica e quindi, non sono in grado di
guidare I’interazione cellula-materiale.

Alcuni polimeri presentano numerosi vantaggi rispetto ad altre classi
di materiali in quanto risultano avere una maggiore biocompatibilita,
la possibilita di essere modificati ampiamente nella loro struttura e
nelle proprieta fisico-meccaniche, sono facilmente lavorabili anche in
forme e strutture complesse, ¢ possibile modificarne chimicamente o
fisicamente la superficie, possono formare idrogel e simulare la
matrice extracellulare permettendo 1I’immobilizzazione di cellule o
biomolecole al loro interno o sulla superficie. Possono essere ricordati
in questo contesto materiali ibridi costituiti da polimeri di origine
naturale e sintetica che consentono di realizzare strutture dalle

proprieta modulabili in funzione della specifica applicazione.

1.1. L’acido ialuronico
Il numero crescente di usi biomedici per 1’acido ialuronico (HA), ha

favorito lo sviluppo di una vasta gamma di derivati a base di HA con
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proprieta migliorate o modulate. Oltre alla vasta letteratura
disponibile, il sito web Glycoforum-Hyaluronan Today pubblica
articoli sugli aspetti biologici di HA, le sue applicazioni e i derivati
dell’HA (http://www.glycoforum.gr.jp/science/hyaluronan/hyaluronan
E.html).

La storia della ricerca dell’acido ialuronico pud essere paragonata
all’immagine di un albero in cui ogni ramoscello cresce a partire da un
ramo preesistente nato dalle esperienze accumulate nel tempo

(Figura 1).

Figura 1 — Albero della ricerca dell’acido ialuronico
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Le radici di questo albero sono ancorate principalmente alla chimica
dei carboidrati, alla biologia dei tessuti connettivi e alla scienza dei
polimeri. I carboidrati erano noti fin dalla fine dell’800 e gia alcuni
anni piu tardi cominciarono le prime estrazioni di polisaccaridi da
tessuti connettivi.

Il termine ““acido ialuronico” risale al 1934 quando Karl Meyer e John
Palmer, della Columbia University, descrissero un nuovo
polisaccaride isolato dall’umor vitreo bovino contenente acidi uronici,
pertanto coniarono il termine “hyaluronic acid” da hyaloid (vitreo) e
uronic acid.

Inizialmente isolato come acido, in condizioni fisiologiche ¢ presente
come sale sodico. Bisognera attendere il 1950 per conoscere
esattamente la struttura di questo polisaccaride, quando Karl Meyer e i
suoi collaboratori isolarono degli oligosaccaridi, ottenuti per attacco
enzimatico all’acido 1aluronico mediante ialuronidasi, studiandone

cosi la struttura nel dettaglio.

1.1.1. Acido ialuronico: proprieta chimico fisiche, biosintesi,
degradazione e applicazioni

1.1.1.1. Struttura chimica e proprieta chimico fisiche

HA ¢ un polisaccaride lineare costituito da unita disaccaridiche

ripetute di acido D-glucuronico e N-acetil glucosammina unite da
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legami glicosidici B (1,4) e B (1,3) (Figura 2). In condizioni
fisiologiche forma un sale sodico, quindi carico negativamente
(ialuronato di sodio), in queste condizioni, ¢ altamente idrofilo,
circondato da una sfera di molecole d’acqua legate tramite legami a
idrogeno. Le proprieta chimico—fisiche di HA sono state oggetto di
studi approfonditi (Day & Sheehan, 2001; Fouissac, Milas, Rinaudo,
& Borsali, 1992; Lap~cik, De Smedt, Demeester, & Chabre cek, 1998;

Laurent & Fraser, 1992).

0 o OH
H™= H
+—0o o O HO v 0
HO 0 }O0—_
g S 4 NHH
0:<

D-glucuronic acid N-acetyl-glucosamine

Figura 2 — Struttura chimica dell’HA

Il suo peso molecolare pud raggiungere 8 x 10°Da, 10’Da o 10°Da
secondo diversi autori, in funzione dell’enzima che catalizza la sua
sintesi (Girish & Kemparaju, 2007; Kogan et al., 2007; Stern, Kogan,
Jedrzejas, & “Soltes, 2007). A causa dell’elevato peso molecolare e

delle forti interazioni intramolecolari, le soluzioni acquose di HA sono



Introduzione

altamente viscose € presentano un tipico comportamento shear
thinning.

Trattamenti in condizioni alcaline o acide provocano I’idrolisi delle
catene di HA (Ghosh, Kobal, Zanette, & Reed, 1993; Maleki,
Kjoniksen, & Nystrom, 2008). La degradazione in condizioni alcaline
risulta essere piu marcata e veloce rispetto a quella in condizioni
acide.

HA in numerosi studi ha dimostrato anche di possedere proprieta

non-fouling (Benjamin T. et al, 2008).

1.1.1.2. Presenza di HA nell’organismo in condizioni fisiologiche

HA ¢ naturalmente presente negli organismi vertebrati, cosi come nei
batteri. Esso ¢ altamente presente nel corpo umano, nella matrice
extracellulare (MEC) dei tessuti connettivi. E particolarmente
abbondante nel liquido sinoviale del ginocchio, nel derma della pelle e
nel corpo vitreo dell’occhio (Fraser, Laurent, & Laurent, 1997;
Laurent & Fraser, 1992; Robert, Robert, & Renard, 2010). In
condizioni fisiologiche tutti 1 gruppi carbossilici dell’acido
glucuronico sono completamente ionizzati conferendo alla molecola
di acido 1aluronico la capacita di coordinare molte molecole di acqua

raggiungendo un elevato grado d’idratazione. Nella matrice amorfa di
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un tessuto connettivo e in generale nella matrice extracellulare (ECM),
I’acido 1ialuronico si occupa quindi di mantenerne il grado di
idratazione, la turgidita, la plasticita e la viscosita trattenendo un
notevole numero di molecole d’acqua. Questo polimero ¢ anche in
grado di agire come ammortizzatore di shock meccanici nonché come
efficiente lubrificante (ad esempio nel liquido sinoviale) prevenendo il
danneggiamento delle cellule del tessuto da stress fisici. L’alto peso
molecolare dell’acido ialuronico insieme al suo alto grado di
idratazione permette a piu catene di organizzarsi a formare una
struttura dinamica di tipo reticolare (Figura 3) con due funzioni
principali:
e creare un’impalcatura molecolare con architettura interna
nanoscopica per mantenere la forma ed il tono del tessuto,
e funzionare come filtro contro la diffusione libera nel tessuto di
particolari sostanze, batteri, agenti infettanti.
Solamente le sostanze con peso molecolare abbastanza basso da poter
passare attraverso le “maglie” di questo reticolo potranno diffondere
liberamente nel tessuto; tutte le molecole e metaboliti, come anche
batteri o virus, con dimensioni maggiori (qualche micron) saranno

trattenuti nelle maglie del reticolo.
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Figura 3 — “Nastro” di acido ialuronico in una struttura reticolare tridimensionale

Tuttavia bisogna notare che molti batteri sono dotati di ialuronidasi,
enzima in grado di idrolizzare i legami B(1-4) dell’acido ialuronico,
permettendo loro di aprirsi un varco nella struttura 3D del
polisaccaride.

E stato anche dimostrato e confermato che HA & coinvolto nelle
attivita intracellulari, che includono i processi di regolazione,
migrazione e adesione cellulare (Laurent, Laurent, & Fraser, 1995;
Lee & Spicer, 2000). L’alto peso molecolare conferisce a HA, tra le
altre, delle proprieta anti-angiogeniche e anti-infiammatorie, al
contrario frammenti di HA a basso peso molecolare provocano attivita
biologiche opposte, cioe infiammazione, immunostimolazione e
angiogenesi (Stern, Asari, & Sugahara, 2006). HA ha dei siti specifici

di legame su alcuni recettori quali CD44, RHAMM e ICAM-1 tutti
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coinvolti in meccanismi cellulari come la riparazione cellulare, la
proliferazione, la motilita e la regolazione della risposta inflammatoria
(Weiss JM, 1998.; Tzircotis G, 2005.). Molti autori hanno riportato e
rivisto le numerose funzioni di HA e dei suoi frammenti nei processi
di riparo delle ferite (wound healing) (Chen & Abatangelo, 1999;
Stern et al., 2006), come pure nella crescita tumorale e proliferazione

del cancro, durante le quali 1 recettori CD44 sono overespressi (Stern,

2008; Sugahara et al., 2006; Zhang, Underhill, & Chen, 1995).

a. CD44 e I’acido ialuronico

I1 CD44 ¢ una proteina transmembrana di tipo 1, ha la funzione di
principale molecola di adesione cellulare per 1’acido ialuronico (HA) e
di internalizzazione dello stesso (Nagano O. et al, 2004; Bajorath J. Et
al 2000.) L’interazione tra acido ialuronico e CD44 influenza
I’adesione ai componenti della matrice extracellulare ed ¢ implicata
nella stimolazione dell’aggregazione, proliferazione, migrazione
cellulare e angiogenesi (Turley EA., et al, 1993.).

Tutte queste proprieta biologiche sono essenziali nell’attivita
fisiologica delle cellule normali ma in particolari condizioni sono
associate ad attivita patologiche ed inoltre possono essere messe in

atto dalle cellule tumorali (Naor D., et al, 1997).

10
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Il legame tra 1’acido 1aluronico e la molecola di adesione CD44 puo
dare inizio ad una serie di eventi che cominciano con modificazioni
dell’aderenza alla matrice e proseguono con l’attivazione di altre
molecole (quali fattori di crescita), degradazione della matrice stessa,
angiogenesi, permeazione dei vasi, extravasazione (Aruffo A., et al
1990.). Tutti questi steps sono necessari nell’iniziazione della via
metastatica (Marhaba R., et al 2004.; Agnantis NJ,, et al 2004).
Schematicamente si possono considerare 4 domini come costituenti il
recettore: un dominio distale extracellulare, sede del legame con acido
1aluronico; un dominio prossimale extracellulare, in cui si riscontrano
variazioni per splicing alternativo; un dominio transmembrana,
modulatore del legame col ligando; un dominio citoplasmatico,
responsabile dell’interazione con le proteine del citoscheletro e
dell’attivazione dei segnali intracellulari. Anche questa regione ¢
interessata a splicing alternativo, per formare 2 varianti (Short tail o
Long tail). Inoltre la porzione citoplasmatica del recettore sembra
influenzare il legame con I’HA, ma una sua eventuale troncatura non
ne preclude totalmente il legame. Si ¢ visto infatti che 1 recettori
tronchi hanno comunque capacita di legame verso alcuni anticorpi

anti-CD44 (Lesley J., et al 1992) (Figura 4.).

11
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Figura 4 — Struttura schematica del recettore CD44

Il recettore CD44 non solo ¢ il principale recettore per 1’acido

1aluronico espresso sulle cellule, ma ¢ anche responsabile del suo

ingresso nella cellula. Studi effettuati

su macrofaci alveolari,

condrociti umani e bovini e sulla linea isolata SV-3T3, utilizzando

acido 1aluronico marcato, hanno messo in luce un meccanismo

vescicola mediato d’internalizzazione che ¢ illustrato in figura 5 (Hua

Q., et al 1993; Kaya G., et al 1997).

12
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HA C.
Following Trypsin Treatment of
the Cell Surface

endosome Intracellular
CDh44

Intracellular
some HA

Figura 5 — Meccanismo proposto per I’internalizzazione di HA

Una volta all’interno della cellula, 1’acido ialuronico viene degradato
nell’endosoma cosi formato, ad opera di enzimi specifici, le
1aluronidasi, che in situazione fisiologica non si ritrovano secrete
nell’ambiente extracellulare. La struttura del recettore CD44, con un
dominio extracitoplasmatico, un dominio transmembrana ed un
dominio citoplasmatico, ricorda da vicino la struttura di molti
trasduttori di segnale. Ma la coda citoplasmatica del recettore non
possiede nessuna attivita intrinseca, né come fosfatasi, né come tirosin
chinasi. La trasduzione del segnale all’interno del citoplasma avviene
per CD44 in maniera analoga al signaling delle integrine, ovvero,
tramite la mediazione di proteine di segnale associate che si legano al
dominio citoplasmatico di CD44.

In generale, le risposte evocate all’interno della cellula dal legame tra

acido 1aluronico e recettore CD44 sono molteplici, ma generalmente il

13
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tipo di risposta ¢ determinato dalle dimensioni della molecola di HA
che lega il recettore.

Numerosi studi sono stati condotti per cercare di spiegare
verosimilmente quali siano 1 motivi di una tale eterogenicita di effetti.
La spiegazione piu accreditata al momento sembra essere la capacita
dell’acido ialuronico di legare contemporaneamente piu recettori,
formando dei veri e propri “cluster”.

A seconda del numero di recettori “cristallizzati” dal legame con la
molecola di acido ialuronico, non piu liberi, cioe, di muoversi
all’interno del mosaico fluido della membrana citoplasmatica in
maniera indipendente, la risposta associata sarebbe differente, in
dipendenza anche dal tipo di cellula che si prende in esame.

Un comportamento molto particolare ¢ stato notato per oligomeri di
HA (oHA), costituiti da un bassissimo numero di ripetizioni del
dimero costituente HA (3-10 ripetizioni). Essi sono infatti in grado di
inibire la proliferazione tumorale in vivo (Zeng C., et al 1998),
inducono apoptosi (Ghatak S., et al 2002., Alaniz L., et al 2006), e
revertono la resistenza ai chemioterapici (Misra S., et al 2003;) a

seguito del legame con il recettore CD44.
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1.1.1.3. Degradazione di HA

E ben noto che I’emivita di HA dopo iniezione sottocutanea non
supera le 24 ore (Brown, Laurent, & Fraser, 1991), poiché HA, dopo
essere stato internalizzato in seguito a interazione con il recettore
CD44 presente sulla superficie della membrana cellulare, ¢
naturalmente degradato nell’organismo da un complesso meccanismo
enzimatico che coinvolge I’enzima ialuronidasi (Hyal) (Aruffo,
Stamenkovic, Melnick, Underhill & Seed, 1990; Girish & Kemparaju,
2007; Jedrzejas & Stern, 2005). Si pensa che la degradazione di HA
sia un processo altamente organizzato e strettamente controllato per
generare dei frammenti di questo polisaccaride di dimensioni definite
destinati a delle funzioni biologiche specifiche. Hyal-1 e Hyal-2 sono
le 1aluronidasi piu espresse. Modelli molecolari hanno indicato che i
siti d’interazione dell’enzima Hyal-2 e del recettore CD44 sono i
gruppi carbossilici di HA (Banerji et al., 2007).HA puo anche essere
degradato dalle specie reattive dell’ossigeno (ROS) (Lurie, Offer,
Russo, Samuni, & Nitzan, 2003; Stern et al., 2007). Il meccanismo di
degradazione differisce a seconda del tipo di ROS coinvolto ed ¢ stato

descritto in dettaglio da Stern e collaboratori (Stern et al., 2007).
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1.1.1.4. Usi terapeutici

Le proprieta uniche di HA hanno portato al suo utilizzo per una vasta
gamma di applicazioni mediche (Kogan et al., 2007). In primo luogo,
HA ¢ somministrato mediante iniezione per compensare la sua perdita
come risultato dell’invecchiamento, di malattie o procedure
chirurgiche. Usi clinici comprendono: in chirurgia e dermatologia
estetica, per eliminare rughe e prevenire I’invecchiamento della pelle e
per il riempimento dermico (Athre, 2007; Kablik, Monheit, Yu,
Chang, & Gershkovich, 2009). HA viene utilizzato per il trattamento
di infiammazioni e malattie degenerative articolari che comportano la
degradazione di HA e quindi la diminuzione della viscosita del liquido
sinoviale all’interno delle giunture. Tale trattamento prevede delle
iniezioni locali che hanno lo scopo di reintegrare 1 fluidi sinoviali che
riempiono le giunzioni osteoarticolari (Adams M. E., et al 1995).
Inoltre HA viene usato in seguito a procedure chirurgiche oftalmiche
sul corpo vitreo dell’occhio o come principale costituente nella
produzione di lacrime artificiali (Balazs, 2008). Per qualsiasi
applicazione venga impiegato questo polisaccaride ha il vantaggio di
essere biocompatibile e sicuro, e di indurre minimi effetti da reazione
da corpo estraneo. Grazie al suo importante ruolo fisiologico nella

riparazione dei tessuti, come indicato sopra, HA viene impiegato
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anche per la guarigione delle ferite (King, Hickerson, Proctor &
Newsome, 1991; Lin, Matsumoto, Kuroyanagi & Kagawa, 2009).
Hyalofill®, Hyalogran®, and Ialuset® sono esempi di medicazioni o
bendaggi impregnati con soluzioni di HA.

Entrambi HA e ialuronidasi sono stati usati come marcatori tumorali
per differenti tipi di cancro, grazie al loro ruolo nella crescita tumorale
e proliferazione (Auvinen et al., 2000; Franzmann et al., 2003). Oggi
I’HA ¢ anche studiato per il suo impiego nei sistemi di rilascio. Il
processo di internalizzazione che lo coinvolge da parte delle cellule
attraverso il recettore CD44 durante la sua degradazione enzimatica
consente il rilascio di farmaci coniugati ad esso o intrappolati nelle
particelle di HA (Esposito, Menegatti, & Cortesi, 2005; Peer &
Margalit, 2004a; Platt & Szoka, 2008). Tali sistemi hanno dimostrato
un considerevole miglioramento della solubilita, dell’assorbimento e/o
dell'efficacia del farmaco (Drobnik, 1991; Larsen & Balazs, 1991; Oh
et al., 2010; Vercruysse et al., 1998) e sono stati specificatamente
studiati anche per farmaci antitumorali diretti contro tumori che sovra
esprimono il recettore CD44 (Hua, Knudson, & Knudson, 1993; Platt

& Szoka, 2008).
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1.1.1.5. Estrazione o sintesi di HA

HA inizialmente ¢ stato isolato dall’umor vitreo bovino e dopo dalla
cresta del gallo (Shiedlin et al., 2004) e dal cordone ombelicale
umano. I progressi nelle biotecnologie hanno portato allo sviluppo di
batteri geneticamente modificati che producono grandi quantita di HA
e oggi la maggior parte dei prodotti presenti in commercio sono
derivati dal batterio Streptococcus equi (Restylane®, Juvederm®,
ecc.), in questo modo ¢ stato possibile ridurre il rischio di
contaminazione da agenti patogeni animali. Gli sforzi da allora si sono
concentrati sulla produzione di HA dai batteri cercando di migliorare
11 rendimento, con metodi meno costosi e€ con tecniche di
purificazione efficace (Rangaswamy & Jain, 2008). L’attenzione della
ricerca si ¢ anche rivolta alla preparazione di frammenti di HA con
specifiche e uniformi dimensioni, controllando la degradazione di HA
ad alto peso molecolare, usando varie tecniche che includono la
degradazione acida, alcalina, con ultrasuoni e termica. Queste tecniche
sono state tutte descritte in dettaglio (Stern et al., 2007). Un altro
approccio per ottenere frammenti oligosaccaridici di HA di
dimensioni definite prevede wuna sintesi chemio enzimatica
(DeAngelis, 2008). Questo  metodo ha  portato  alla

commercializzazione di oligomeri di HA monodispersi con il nome di
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Select-HATM (Hyalose LLC) con basso valore di indice di

polidispersita.

1.1.2. Vari metodi chimici usati per la sintesi dei derivati del’HA

HA puo essere chimicamente modificato in due diversi modi: per
coniugazione o per reticolazione. Tutte e due le metodiche sono basate
sulla stessa reazione chimica, la differenza ¢ che nel primo caso il
composto ¢ legato (graft) su una catena di HA da un singolo legame,
mentre nel secondo caso le differenti catene di HA sono legate
insieme da due o piu legami come descritto in figura 6. Esistono poi
differenti procedure di reticolazione: la reticolazione diretta, la
reticolazione di derivati di HA e la reticolazione di differenti derivati

di HA.

Chemical conjugation Chemical cross-linking

PV N i N

+

+

- e
| y | ¢

L L

Figura 6 — Coniugazione chimica e reticolazione chimica di un polimero
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La modificazione chimica di HA puo essere effettuata su due siti
funzionali disponibili: il gruppo carbossilico e 1l gruppo idrossilico
(Figura 1). Un gruppo amminico puo anche essere recuperato tramite
deacetilazione del gruppo N-acetilico. Non ¢ noto quale dei gruppi
idrossilici reagisce, anche se ¢ ragionevole presumere che la reazione
avviene principalmente sull’idrossile del carbonio sei della porzione
N-acetilglucosaminica di HA a causa della migliore accessibilita dei
reagenti agli alcoli primari. Numerosi metodi sono stati riportati per
effettuare la reticolazione o la coniugazione su HA. Alcuni metodi
usano come solvente di reazione 1’acqua mentre altri, dato che usano
reagenti sensibili all'idrolisi, devono essere eseguite in solventi
organici, quali dimetilformammide (DMF) o dimetilsolfossido
(DMSO). In questo caso, HA sale sodico iniziale deve prima essere
convertito nella sua forma acida o nel sale di tetrabutilammonio
(TBA) per renderlo solubile in solventi organici.

Questa procedura richiede uno step addizionale, che aumenta la
probabilita di frammentazione delle catene di HA dovuta ai
trattamenti chimici e fisici necessari per la formazione del sale di
tetrabutilammonio (Bergman, Elvingson, Hilborn, Svensk, & Bowden,
2007; Pelletier, Hubert, Lapicque, Payan & Dellacherie, 2000). Poiché

HA ¢ solubile in acqua, il modo piu semplice per eseguire la reazione
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¢ in acqua. Tuttavia, in ambiente acquoso, alcune reazioni sono pH-
dipendenti e devono essere eseguite in condizioni acide o alcaline, le
quali hanno dimostrato indurre significativa idrolisi delle catene di
HA (Maleki et al., 2008).

Questi aspetti hanno spinto 1 gruppi di ricerca ad esplorare nuove vie
sintetiche per lo sviluppo dei derivati di HA con adeguate
caratteristiche in base alle loro specifiche esigenze. In alcuni casi,
l'efficacia della reazione non ¢ un criterio, perché un basso grado di
sostituzione o di reticolazione sono sufficienti per l'effetto desiderato
(Yeom et al., 2010), mentre per altre applicazioni, sono richiesti alti
gradi di sostituzione (Schneider et al., 2007).

Il paragrafo successivo riporta le differenti tecniche chimiche descritte
in letteratura per la modificazione dei tre siti target del’HA. La tabella
I riassume tutte le tecniche di modificazione chimica che verranno

descritte.
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1.1.2.1. Modificazione del —-COOH

a. Amidazione

Amidazione con carbodiimidi

L’amidazione in acqua con carbodiimidi ¢ uno dei metodi piu
frequentemente wusati per la modificazione di HA (Bulpitt &
Aeschlimann, 1999; Oh et al., 2010; Prestwich, Marecak, Marecek,
Vercruysse, & Ziebell, 1998; Vercruysse et al., 1998). Le carbodiimidi
usate  maggiormente  sono  1-etil-3-[3-(dimetilammino)-propil]-
carbodiimmide (EDC) per la su solubilita in acqua. Danishefsky e
Siskovic (1971) furono 1 primi a convertire 1 gruppi carbossilici di
polisaccaridi incluso HA in ammidi. La presenza di legami ammidici
fu rilevato tramite analisi infrarossa, cromatografia e titolazione
elettrometrica, ed ¢ stato calcolato un grado di sostituzione del 3,86%.
Il meccanismo di reazione ¢ stato studiato in dettaglio (Nakajima &
Ikada, 1995). Il primo step della reazione di amidazione inizia con
I’attivazione tramite EDC dell’acido carbossilico di HA, il quale
forma un intermedio O-acil isourea. Il secondo step della reazione ¢
I’attacco nucleofilico dell’ammina sull’HA attivato, il quale porta alla
formazione di un legame amidico (Figura 7a). Tuttavia, I’intermedio
O-acil isourea ¢ altamente reattivo e reagisce anche con l'acqua, in tal

caso si riorganizza rapidamente in un sottoprodotto stabile 1’N-acil
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urea, evitando cosi ulteriori reazioni con l'ammina. LLa reazione ¢
molto delicata in quanto ¢ fortemente dipendente dal pH e il pH
ottimale per entrambe le fasi ¢ diverso. Infatti, 1'attivazione dell'acido
carbossilico tramite EDC ¢ piu efficace se eseguita in ambiente acido
(pH 3,5-4,5) (Nakajima&lkada, 1995), mentre la formazione
dell’ammide procede in maniera ottimale ad alti valori di pH, quando
I’ammina ¢ deprotonata. A valori di pH cosi alti, EDC ¢ piu
rapidamente idrolizzata nel sottoprodotto N-acil urea e il processo di
amidazione ¢ impedito. Il compromesso non ¢ quindi facile da mettere
a punto, quindi ammine con alti valori di pKa non sono facilmente
coniugabili ad HA utilizzando questo metodo. Anche se la maggior
parte degli autori hanno mostrato un evidente processo di
ammidazione (Danishefsky & Siskovic, 1971; Follain, Montanari,
Jeacomine, Gambarelli, & Vignon, 2008; Nakajima & Ikada, 1995),
Kuo, Swann, e Prestwich (1991) contraddicono tutta la precedente
letteratura dimostrando che nessun legame ammidico si forma tra i
gruppi acidi carbossilici di HA e i gruppi amminici. Usando lo stesso
pH 4,75 come 1 precedenti autori fu ottenuto solo il sottoprodotto N-
acilurea. Infatti, a questo valore di pH, I'ammina protonata non ¢ cosi
nucleofila e non reagisce facilmente con 1'HA attivato. Sulla base di

questi risultati, Kuo et al. ha proposto di utilizzare le carbodiimidi non
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come attivatori, ma come reagente. In questo modo le bis-
carbodiimidi sono state impiegate per reticolare I’HA e formare un gel
reticolato con bis (N-acilurea) (Figura 7b). La sostituzione delle
diammine tramite diidrazidi, le quali hanno valori molto piu bassi di
pKa di 2-3, ha permesso di ottenere un maggiore grado di
sostituzione, fino al 56% (Pouyani & Prestwich, 1994a). Con
I'aggiunta di un grande eccesso di diidrazide adipica (ADH), non ¢
stato  osservato  nessuna reticolazione, ma solo singole
funzionalizzazioni e la formazione di legami diidrazidici (Figura 7c).
Al fine di prevenire la formazione del sottoprodotto irreversibile N-
acilurea, Bulpitt e Aeschlimann (1999) hanno proposto 1’uso di N-
idrossisuccinimide (NHS) o 1-idrossibenzotriazolo (HOBt) con EDC
per fornire al materiale piu resistenza all’idrolisi ed evitare la
formazione di intermedi non riarrangiabili. NHS o HOBt reagiscono
con I’O-acil isourea e il risultante intermedio attivato di HA subisce
l'attacco nucleofilo dell’ammina. I meccanismi sono mostrati in Figura
7d. Esteri di HOBt hanno portato a un maggior grado di sostituzione
di esteri di NHS, suggerendo maggiore reattivita verso l'ammina.
L’amidazione tramite 1’utilizzo di EDC ha il vantaggio di poter essere
eseguita in acqua partendo dal sale sodico di HA, senza precedenti

manipolazioni. Inoltre, questo metodo non porta a degradazione della
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catena di HA, secondo gli autori citati sopra € mantiene alto il peso
molecolare dell’HA conservando le preziose proprieta viscoelastiche.
Tuttavia, 1 reagenti devono essere aggiunti in grandi quantita perché
I’idrolisi dell’EDC non puo essere evitata e al range di pH richiesto
dalla reazione la gran parte dell’ammina risulta protonata. Alcuni
autori hanno effettuato la stessa reazione di amidazione ma
sostituendo I’acqua con il DMSO (Bulpitt & Aeschlimann, 1999;
Schneider et al., 2007). In questo modo il grado di sostituzione
ottenuto ¢ aumentato fino al 60-80%, suggerendo una riduzione
dell’effetto d’idrolisi dell’EDC. Ovviamente in questo caso I’HA deve
prima essere convertito dalla sua forma nativa di sale sodico nella sua

forma acida per essere solubile in solvente organico.
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Figura 7 — Meccanismi di ammidazione di HA con EDC (Nakajima & Ikada,
1995) (a), reticolazione di HA con biscarbodiiimmidi (Kuo et al., 1991) (b),
amidazione di HA con EDC e diidrazide adipica (Pouyani & Prestwich, 1994a)
(c), con EDC/NHS e EDC/HOBt (Bulpitt & Aeschlimann, 1999) (d), reticolazione
di HA con un reticolante omobifunzionale (Bulpitt & Aeschlimann, 1999) (e).
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Amidazione con 2-cloro-1-metilpiridinio ioduro (CMPI)

Magnani, Rappuoli, Lamponi e Barbucci (2000) hanno descritto una
reazione di amidazione usando il 2-cloro-1-metilpiridinioioduro
(CMPI) come agente attivante dei gruppi carbossilici di HA. Questa
reazione ¢ effettuata in un solvente organico anidro, la
dimetilformammide (DMF), per minimizzare I’idrolisi del CMPI. 11
sale sodico di HA deve prima essere convertito nel sale di
tetrabutilammonio (TBA) per permettere la solubilizzazione in
solvente organico. 1,3 Diaminopropano ¢ stato usato per reticolare le
catene di HA. In una prima fase il CMPI reagisce con il gruppo
carbossilico di HA, formando un intermedio piridinico e rilasciando
uno ione cloruro, neutralizzato dal tetrabutilammonio. La diammina
nucleofila poi attacca il carbossile attivo del’HA formando il legame
ammidico (Figura 8a). La trietilammina neutralizza lo ione ioduro
rilasciato. Lo svantaggio di questo metodo ¢ la necessita di essere
effettuato in solvente organico, motivo per cui ¢ richiesto un lungo
processo di purificazione e uno step preparativo aggiuntivo per
convertire il sale sodico dell’HA nel suo sale di TBA.

Studi con il °C NMR hanno mostrato che il grado di reticolazione
calcolato ¢ vicino al valore teorico, suggerendo che il 100% del CMPI

reagisce con 1 corrispondenti siti degli acidi carbossilici. Questo
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metodo ¢ inoltre altamente efficace infatti viene usata una quantita
minore di reagente comparata ai precedenti metodi con
carbodiimmidi. Quando non viene aggiunta I’ammina al mezzo di
reazione, possono avvenire esterificazioni tra I’HA attivato dal CMPI
con 1 suoi stessi gruppi ossidrilici dando cosi origine a legami crociati
tra le molecole di HA (sia intra che intercatena) (Figura 8b).

Young, Cheng, Tsou, Liu e Wang (2004) hanno dimostrato che un
idrogel di HA reticolato in questo modo € molto piu rigido e resistente
alla degradazione enzimatica in vitro quando si usa CMPI piuttosto

che quando si usa EDC, confermando I’alta reattivita del CMPI.
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Figura 8 — Reazione di reticolazione di HA con ammine usando CMPI (Magnani
et al., 2000) (a), usando solo CMPI (Della Valle, 1994) (b), amidazione usando
CDMT (Bergman et al., 2007) (c), con carbonildiimmidazolo (Bellini & Topai,
2000) (d)

Amidazione con 2-cloro-dimetossi-1,3,5-triazina (CDMT)

Bergman et al. (2007) hanno recentemente descritto un nuovo metodo
per I’amidazione di HA usando la 2-cloro-dimetossi-1,3,5-triazina
(CDMT) come agente attivante dei gruppi carbossilici. La reazione
viene effettuata in una miscela di solventi con acqua e acetonitrile
(3:2) per una solubilizzazione ottimale dei reagenti. Per questa

reazione di amidazione in miscela con acqua non sono necessari
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intermedi. L’N-metilmorfolino (NMM) ¢ aggiunto alla miscela per
neutralizzare gli ioni cloruro che si formeranno. L’intermedio HA
attivato con CMDT poi reagisce con ’ammina per formare il legame
amidico (Figura 8c). In questo modo sono stati ottenuti gradi di
sostituzione fino al 25%, usando un rapporto di HA:CDMT pari a 2:1
e gli autori suggeriscono che gradi di sostituzione piu alti possono
essere ottenuti aumentando la quantita di CDMT. Questo ¢ un metodo
promettente per ottenere un’alta resa di grafting effettuando la

reazione in miscele acquose di solventi e in condizioni blande.

Amidazione con carbonildiimidazolo

L’amidazione di HA utilizzando 1’1,1-carbonildiimidazolo come
agente attivante dei gruppi carbossilici dell’HA ¢ stato brevettato da
Fidia (Bellini & Topai, 2000). Questa reazione ¢ effettuata in DMSO
partendo dal sale HA-TBA. Il carbonildiimidazolo reagisce con HA
per formare un intermedio altamente reattivo il quale si riarrangia
rapidamente in un intermedio HA-imidazolo piu stabile. Quest’ultimo
poi reagisce con un’ammina per formare il legame amidico (Figura
8d). La procedura descritta ¢ lunga comparata ai precedenti metodi,
che usualmente sono effettuati durante la notte, perche la formazione

dell’intermedio imidazolo richiede 12 ore, seguita poi dalla reazione
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di amidazione che prosegue per 48 ore. Tuttavia, la reazione non
rilascia un acido forte ma solo CO, e imidazolo, che non sono

composti tossici.

b. Condensazione di Ugi

Diversi autori hanno descritto la condensazione di Ugi per la
reticolazione di HA (Crescenzi, Francescangeli, Capitani, et al., 2003;
Crescenzi, Francescangeli, Taglienti, Capitani, & Mannina, 2003; De
Nooy, Capitani, Masci, & Crescenzi, 2000; Maleki, Kjoniksen, &
Nystrom, 2007). Il metodo prevede 1’uso di una diammina come
agente reticolante per formare un legame diamminico tra le catene del
polisaccaride. La reazione ¢ effettuata in acqua a pH 3 con
formaldeide, cicloesil isocianato e la diammina. Nel primo step la
diammina condensa con la formaldeide per formare una diimmina
protonata la quale poi reagisce con il cicloesil isocianato. Il gruppo
carbossilico di HA poi elimina I’intermedio cianurico attivato per
formare il legame ammidico (acilammino) (Figura 9a). L’uso di
formaldeide, la quale ¢ risaputa essere cancerogena, richiede pero
specifiche procedure di manipolazione. Tuttavia questo metodo porta
alla formazione di un’ammide secondaria, aggiungendo un secondo

gruppo pendente, in questo caso un ciclo esile.
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c. Esterificazione sul COOH

Formazione di legami esterei usando alogenuri alchilici

Della Valle e Romeo (1986) hanno brevettato 1’esterificazione per
mezzo dell’alchilazione dei gruppi carbossilici di HA usando
alogenuri alchilici, come 1’alchil ioduro o bromuro (Figura 9b). La
reazione ¢ stata effettuata per oltre 12 ore a 30°C. Pelletier et al.
(2000) hanno sintetizzato un estere anfifilico di HA usando lo stesso
metodo con bromuri alchilici, effettuando la reazione per oltre 24 ore.
La reazione ¢ stata effettuata in DMSO, il che comporta la

conversione dell’HA sale sodico di partenza con il suo sale di TBA.

Formazione di legami esterei sfruttando [Dattivazione mediante

tosilati

Un altro esempio della stessa chimica di esterificazione ¢ effettuato
usando il tosilato come gruppo uscente, come descritto da Huin-
Amargier, Marchal, Payan, Netter, e Dellacherie (2006). La
reticolazione di HA ¢ stata effettuata tramite esterificazione usando il
tetraetileneglicole funzionalizzato con due gruppi tosilato (Figura 9c).

La reazione ¢ effettuata in DMSO partendo dal sale di TBA dell’HA.
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Figura 9 — Reazione di condensazione di Ugi (De Nooy et al., 2000) (a),
esterificazione usando alogenuri alchilici (Della Valle & Romeo, 1986) (b),
esterificazione con tetraetilene glicole ditosilato (Huin-Amargier et al., 2006) (c),
esterificazione mediante 1’uso di trimetilsilil diazometano (Hirano et al., 2005)
(d), esterificazione con glicidil metacrilato (Bencherif et al., 2008) (e)
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Formazione di legami esterei usando diazometano

Jeanloz e Forchielli (1950) furono 1 primi a riportare 1’esterificazione
di HA usando diazometano. La reazione ¢ effettuata in un solvente
organico, DMSOQO, partendo dal sale di TBA dell’HA. Hirano et al.
(2005) hanno descritto la preparazione del metil estere di HA usando
trimetilsilil diazometano (TMSD) come attivatore dei gruppi
carbossilici. TMSD reagisce con HA formando un intermedio che poi

reagisce con 1’acido acetico per ripristinare il metil estere (Figura 9d).

Formazione di legami esterei usando epossidi

Diversi autori hanno descritto la reazione di HA con glicidil
metacrilato per sintetizzare I’HA metacrilato (Bencherif et al., 2008;
Leach, Bivens, Patrick, & Schmidt, 2003; Prata, Barth, Bencherif, &
Washburn, 2010; Weng, Gouldstone, Wu, & Chen, 2008). La reazione
¢ effettuata in acqua in presenza di un eccesso di trietilammina come
catalizzatore. Bencherif et al. (2008) suggeriscono che la reazione
avviene sul gruppo carbossilico dell’HA e che la trans-esterificazione

secondaria sul gruppo ossidrilico € reversibile (Figura 9e).
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1.1.2.2. Modificazione dell’-OH

a. Formazione di legami eterei

Formazione di legami eterei usando perossidi

Laurent, Hellsing e Gelotte (1964) furono i primi a riportare la
reticolazione di HA. Essi hanno usato 1'1,2,3,4-diepossibutano come
agente reticolante e hanno effettuato la reazione in condizioni alcaline
forti a pH 13-14 (0.2MNaOH e 0.1% sodio boroidruro) e a 50°C per
2 ore. Malson e Lindqvist (1986) hanno brevettato la reticolazione di
HA usando butan diolo-diglicidil etere (BDDE) in una soluzione
0.25M di NaOH (Malson & Lindqvist, 1986). Piron poi ha migliorato
il metodo miscelando il BDDE ad una soluzione 0.25M di NaOH
prima di aggiungerlo alla polvere di HA per ottenere un idrogele piu
omogeneo (Piron & Tholin, 2002). La reazione consiste nell’apertura
dell’anello epossidico per formare un legame etereo con i gruppi
ossidrilici dell’HA (Figura 10a). Altri bis epossidi sono stati impiegati
per preparare un gel di HA reticolato, come 1’etilen glicole diglicidil
etere e 1l poliglicerolo poliglicidiletere (Yui, Okano, & Sakurai, 1992).
Quando HA ¢ soggetto ad un tale valore di pH alto (pH>13) sopra il
valore di pKa dei gruppi ossidrilici (approssimativamente 10), la
maggior parte di essi sono deprotonati e in queste condizioni risultano

piu nucleofili rispetto ai gruppi carbossilici deprotonati. Gli epossidi
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inoltre reagiscono preferenzialmente con 1 gruppi ossidrilici per
formare legami eterei. Tuttavia quando il pH ¢ piu basso del valore di
pKa del gruppo ossidrilico, una piccola quantita dei gruppi ossidrilici
¢ deprotonata e il gruppo carbossilico anionico ¢ predominante, in
queste condizioni la formazione del legame estereo ¢ favorita. Questo
¢ stato dimostrato da De Belder e Malson (1986), che hanno effettuato
la reticolazione di HA con BDDE in condizioni acide (pH 2-4.5)
(Figura 6b). Tomihata e Ikada (1997a), tuttavia hanno osservato la
formazione di un etere e non di legami esterei, anche quando la
reticolazione con bisepossidi ¢ stata effettuata in condizioni acide
leggere. Ci0 probabilmente ¢ dovuto ai valori di pH usati (4.7, 6.1 e 8)
ai quali una quantita maggiore di gruppi ossidrilici ¢ deprotonata
rispetto a valori di pH inferiori a 4.5. Oggi il BDDE ¢ usato per
reticolare la maggior parte degli idrogel di HA che si trovano in
commercio. Oltre ad una facile sintesi, 1 prodotti di degradazione di
HA-BDDE non hanno dimostrato alcuna citotossicita e 1 composti
epossidi sono idrolizzati a semplici dioli (Nishi, Nakajima, & Ikada,
1995). Zhao (2000) ha brevettato un metodo per una doppia
reticolazione basata su reazioni consecutive di epossidi in condizioni
alcaline (pH 10) seguite da condizioni acide (pH 4). L’epossido usato

¢ stato I’epicloridrina e 1’1,2,7,8-diepossiottano.
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Formazione di legami eterei usando divinil sulfone

La reticolazione di HA usando divinil sulfone (DVYS) ¢ stata brevettata
da Balazs e Leshchiner (1968). La reazione ¢ effettuata ad alti valori
di pH (0.2M NaOH, pH> 13) e porta alla formazione di legami
sulfonil bis-etil tra 1 gruppo ossidrilici dell’HA (Figura 10c). Questa
procedura di reticolazione ha il vantaggio di essere effettuata a
temperatura ambiente, la quale limita la degradazione di HA in
soluzioni alcaline, rispetto alle alte temperature. Balazs e Leshchinger
hanno mostrato che la reazione inizia rapidamente dopo ’aggiunta del
DVS (5-10 min) e 1 ora ¢ sufficiente per completare la reazione. Essi
hanno anche visto che la presenza di sali come NaCl nel mezzo di
reazione aumenta il grado di reticolazione. Studi di altri autori hanno
confermato 1’efficienza del metodo di reticolazione con DVS (Collins
& Birkinshaw, 2007; Ramamurthi & Vesely, 2002). Anche se il
materiale di partenza, DVS ¢ altamente reattivo e tossico, la
biocompatibilita dell’idrogel HA-DVS ¢ stata confermata dalle analisi

istologiche.

Formazione di legami eterei usando etilene solfuro
Serban, Yang e Prestwich (2008) hanno usato 1’etilene solfuro per

sintetizzare il derivato 2-tioetil etere di HA (Figura 10d). L’anello
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dell’etilen solfuro ¢ aperto da un attacco nucleofilo del gruppo
ossidrilico dell’HA con I’addizione di ditiotreitolo (DTT). La reazione
¢ effettuata a pH 10 per tutta la notte e a pH 8.5 dopo I’aggiunta del
DTT per altre 24 ore. Gli autori affermano che se il gruppo
carbossilico di HA reagisce con etilene solfuro, si forma un
intermedio instabile, il quale si riarrangia in un gruppo carbossilico e
riforma D’etilene solfuro. La presenza del gruppo tiolico graftato, il
quale non puo subire ulteriore reticolazione, ¢ stato dimostrato
conferire al polimero un’azione di radical scavenger, che protegge le

cellule dalle specie reattive dell’ossigeno.

b. Formazione dell’emiacetale usando glutaraldeide

Diversi autori hanno usato glutaraldeide (GTA) per reticolare I’'HA
(Crescenzi, Francescangeli, Taglienti, et al., 2003; Tomihata & Ikada,
1997b). Tomihata e Ikada hanno dimostrato la formazione di legami
emiacetalici tra 1 gruppi ossidrilici di HA tramite analisi IR (Figura
10e). Inoltre usando la stessa procedura su un polimero contenente
solo gruppi ossidrilici, si forma un gel reticolato (Tomihata & Ikada,
1997b).

Gli autori hanno osservato che la reazione puo essere effettuata in

miscela acetone-acqua ma non in miscela etanolo-acqua, suggerendo
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I’inibizione della reazione di reticolazione causata dalla reazione
collaterale con il gruppo ossidrilico dell’etanolo. La reticolazione con
glutaldeide deve essere iniziata in mezzo acido (pH2) per attivare
I’aldeide e catalizzare la reazione. Tuttavia il legame emiacetalico puo
essere idrolizzato per recuperare il materiale di partenza in condizioni
acide. Infatti, Collins and Birkinshaw (2007) hanno dimostrato che il
crosslinking con GTA ¢ instabile, ma si pu0 stabilizzare 1’idrogel
neutralizzandolo attraverso swelling in tampone. La glutaraldeide ha
lo svantaggio di essere tossica, per questo sono richieste specifiche

precauzioni durante la reazione e la purificazione del prodotto finale.

c. Esterificazione sul’OH

Formazione di legami esterei usando anidride ottenilsuccinica

(OSA)

Toemmeraas e Eenschooten (2007) hanno brevettato la modificazione
di HA wusando le anidridi alchilsucciniche, cosi come 1’anidride
ottenilsuccinica, in condizione alcaline (pHY9) in acqua. I gruppi
ossidrilici di HA reagiscono con I’anidride per formare un legame
estereo (Figura 10f). Eenschooten, Guillaumie, Kontogeorgis, Stenby,
e Schwach-Abdellaoui (2010) piu tardi ottimizzarono i parametri di
reazione usando un disegno sperimentale. Valori del 43% di

sostituzione possono essere ottenuti utilizzando 50 parti di OSA
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rispetto a 1 parte di HA. Tuttavia la reazione ¢ stata abbastanza
veloce, con un grado di sostituzione del 18% iniziale ottenuto dopo

solo 6 ore.

Formazione di legami esterei utilizzando composti attivati

Pravata et al. (2008) hanno descritto un nuovo metodo per legare ai
gruppi ossidrilici di HA un composto carbossilato attivato come acil
cloruro ossidrilico per formare dei legami esterei (Figura 10g). I
gruppi carbossilici del composto che devono essere legati vengono
prima attivati mediante cloroacilazione con cloruro di tionile e poi
fatti reagire a temperatura ambiente con HA in un solvente organico.
Nei loro studi gli autori hanno usato questo metodo per legare
oligomeri di acido polilattico (PLA). Poiche la reazione ¢ stata
condotta in un solvente organico (DMSO), HA ¢ stato
precedentemente convertito nel sale cetiltrimetilammoniobromuro
(CTA). HA-CTA risulta essere piu idrofobico e piu facile da preparare
risapetto a HA-TBA utilizzando un unico step di reazione con CTA-

bromuro.

Formazione di legami esterei utilizzando anidride metacrilica
L’esterificazione di HA con anidride metacrilica ¢ stata eseguita per

ottenere HA metacrilato (Figura 10h) (Burdick, Chung, Jia,
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Randolph,&Langer, 2005; Seidlits et al., 2010; Smeds & Grinstaff,
2001). La reazione ¢ effettuata in acqua fredda per 12 ore a pH 8-10.
La presenza di gruppi metacrilici consente la foto-reticolazione del

derivato di HA come descritto nel paragrafo 1.1.3.1 sezione d.

d. Formazione del carbammato

Ml cochova et al. (2006) hanno descritto la sintesi di un derivato di
HA ottenuto usando ciano bromuro per attivare 1 gruppi ossidrilici di
HA. Si forma cosi I’estere HA-cianato attivato il quale reagisce con
I’ammina per formare principalmente legami carbammici n-sostituiti e
il prodotto secondario HA-isourea (Figura 101). Questa reazione ha il
vantaggio di essere effettuata in acqua usando il sale sodico di HA. E
stato ottenuto un alto grado di sostituzione fino all’80%, usando solo
un leggero eccesso di reagente e un tempo di reazione pari a 1 ora.
Tuttavia sono necessari alti valori di pH (fino a 10) per la formazione
del legame, che causano una riduzione del peso molecolare della

catena polimerica di HA.
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Figura 10 - Reticolazione di HA con BDDE in condizioni alcaline (Malson &
Lindqvist, 1986) (a), in condizioni acide (De Belder &Malson, 1986) (b),
reticolazione con divinil sulfone (Balazs & Leshchiner, 1968) (c), modificazione
di HA con etilene solfuro (Serban et al., 2008) (d), reticolazione con glutaraldeide
(Tomihata & Ikada, 1997b) (e), modificazione di HA con anidride ottenilsuccinica
(Toemmeraas & Eenschooten, 2007) (f), con acilcloruri attivati (Pravata et al.,
2008) (g), con anidride metacrilica (Seidlits et al., 2010) (h), attivazione con ciano
bromuro e formazione del carbammato (Ml cochova et al., 2006) (i)
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e. Ossidazione con sodio periodato

Gruppi aldeidici vengono prodotti sull’HA in seguito a reazione con
sodio periodato, il quale ossida 1 gruppi ossidrilici della porzione
glucuronica di HA a dialdeidi attraverso apertura dell’anello
zuccherino (Jia, Colombo, Padera, Langer & Kohane, 2004). Gli studi
effettuati indicano un decremento del peso molecolare in seguito alla
reazione da 1.3MDa per ’HA di partenza a 260KDa per il risultante
HA aldeide. Questo metodo ¢ stato usato per legare peptidi sui gruppi
aldeidici (Glass, Dickerson, Stecker, & Polarek, 1996) o per reticolare
con derivati HA-idrazinici allo scopo di veicolare la bupivacaina (Jia

et al., 2004). Comunque questa reazione porta ad un significante
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Figura 11 - Acido ialuronico (A) non modificato, (B) ossidazione con periodato
ad HA-aldeide
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1.1.2.3. Modificazione del -NHCOCH;

La deacetilazione del gruppo N-acetilico di HA ripristina un gruppo
amminico il quale puo poi reagire con un acido usando lo stesso
metodo di amidazione descritto nella paragrafo 1.1.2.1 sezione a. La
deacetilazione ¢ usualmente effettuata usando idrazina solfato per un
periodo di 5 giorni a 55°C. Tuttavia tale trattamento comporta una
marcata frammentazione della catena (Bellini & Topai, 2000). Da
allora si ¢ notato che anche 1 trattamenti piu blandi inducono
degradazione della catena di HA tramite eliminazione della porzione
glucuronica (Bulpitt & Aeschlimann, 1999; Crescenzi et al., 2002;
Dahl, Laurent, & Smedsrod, 1988). Bellini e Topai (2000) hanno
brevettato 1’amidazione di HA tramite reazione di un acido con il
gruppo ammino deacetilato di HA. L’acido ¢ stato prima attivato
usando una carbodiimmide; I’ammina deacetilata di HA reagisce con

I’acido attivato e forma il legame ammidico (Figura 12).

_NH+
H CH
o 2N i =
HA—N 2 RJ\OJ\N/\ Y
+ \_//’ H (0]
HaN—NH, Deacetylated HA Carbodiimide-activated acid
Hydrazine

Figura 12 — Deacetilazione e amidazione di HA

45



Introduzione

Oerther et al. (2000) hanno usato questo metodo per reticolare I’'HA
con il gruppo carbossilico dell’acido alginico. Crescenzi et al. (2002)
hanno usato ’HA deacetilato per un’ulteriore reticolazione usando la
condensazione di Ugi (Figura 9a). Il gruppo ammino deacetilato
reagisce con il gruppo carbossilico di HA per formare un idrogel
autoreticolato. Platt e Szoka descrivono la possibilita di usare enzimi
per la deacetilazione di HA, procedura che in precedenza ¢ stata
effettuata sulla porzione N-acetilglucosamminica dell’eparina e
dell’eparina solfato (Duncan, Liu, Fox & Liu, 2006; Platt & Szoka,

2008).

1.1.3. Derivati dell’HA

Numerosi derivati dell’HA sono stati descritti in letteratura, studiati
per diverse applicazioni, in particolare per il rilascio di farmaci. Di
seguito vengono presentati diversi esempi di derivati dell’HA e 1 loro

metodi di sintesi.

1.1.3.1. Idrogeli di HA per supplementazione

a. Reticolazione chimica diretta
A causa della loro corta emivita dopo iniezione, la maggior parte delle
soluzioni di HA prodotte in commercio e utilizzate per iniezioni

articolari (come Synvisc® by Genzyme) e per riempimento dermico
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(Restylane® by QMed, Juvederm® by Allergan, Teosyal® by
Teoxane, Glytone® by Pierre Fabre, ecc.) vengono stabilizzate
mediante reticolazione, per ottenere idrogel con maggiori tempi di
permanenza e maggiore resistenza meccanica. I produttori affermano
che la durata dell’effetto di un riempimento dermico va da 6 a 12 mesi
in dipendenza del prodotto, come verificato su casi clinici (Bennett &
Taher, 2005; Lemperle, Morhenn, & Charrier, 2003; Narins et al.,
2003; Piacquadio, Jarcho, & Goltz, 1997). Molti idrogel di HA
iniettabili presenti in commercio sono reticolati con butandiolo
diglicidil etere (BDDE) (Sall & Ferard, 2007) (Figura 10a e b). Altri
agenti reticolanti comunemente usati sono il divinilsulfone (Figura
10c) o la glutaraldeide (Figura 10e), come descritto in precedenza.
Con lo scopo di ottenere derivati con tempi di permanenza in situ piu
lunghi, dopo I’iniezione, ulteriori tecniche per la sintesi di derivati di
HA sono continuamente esplorate. Per esempio, Collins and
Birkinshaw (2007, 2008a) hanno comparato differenti agenti
reticolanti per identificare 1 piu efficaci. Zhao (2000) ha brevettato un
procedimento di doppia reticolazione di HA, soggetta a due
consecutive reazioni di reticolazione con bisepossidi, la prima ad alti
pH (10) e la seconda a bassi pH (4). L’idrogel risultante doppiamente

reticolato ha dimostrato una bassa capacita di assorbire acqua e
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nessuna degradazione quando soggetto a digestione con ialuronidasi

rispetto all’idrogel reticolato una sola volta.

b. Reticolazione chimica di HA funzionalizzato

Alcuni autori hanno descritto la reticolazione dei derivati HA-ammino
o HA-idrazide ottenuti con 1 pitl comuni reticolanti commerciali omo
o eterofunzionali (Bulpitt & Aeschlimann, 1999; Pouyani &
Prestwich, 1994a). Questi reticolanti includono il
bis(sulfosuccinimidil) suberato (BS3), il 3,3’-ditiobis
(sulfosuccinimidil)propionato (DTSSP) o il 2-metilsuberimidato
(DMS)(Figura 13). Essi reagiscono con 1 derivati dell’HA-idrazide a
valori di pH superiori a 5 o con 1 derivati HA-ammino a valori di pH
superiori a 8 dovuti al piu alto pKa dei gruppi amminici (vedi Figura
7e)(Bulpitt & Aeschlimann, 1999). La biocompatibilita dei risultanti
gel reticolati ¢ stata attentamente studiata per vedere come tali idrogel
sono degradati dai processi enzimatici (Jedrzejas & Stern, 2005). La
liberazione in situ di prodotti idrazidici potrebbe comportare effetti
collaterali potenzialmente tossici, 1 quali devono essere valutati

usando metodi in vivo (Bulpitt & Aeschlimann, 1999).
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Figura 13 - Bis(sulfosuccinimidil) suberato (BS3) (a), 3,3’-ditiobis

(sulfosuccinimidil)propionato (DTSSP) (b), il 2-metilsuberimidato (DMS) (c)

c. Reticolazione in situ di HA funzionalizzato

Shu, Liu, Luo, Roberts, e Prestwich (2002) hanno formato idrogel
tramite reticolazione di derivati HA tiolici con formazione di ponti
disolfuro (Figura 14a). Kurisawa, Chung, Yang, Gao, e Uyama (2005)
hanno sintetizzato in situ idrogeli reticolati da tiramina legata ad HA
attraverso trattamento con perossidasi di rafano e H,O,. Il derivato
HA-tiramina ¢ stato sintetizzato con EDC e HOBt. La formazione
dell’idrogel ¢ stata effettuata in situ usando 2 siringhe, una contenente
HA-tiramina e H,0, e la seconda contenente perossidasi di rafano per

indurre la reazione di reticolazione, che procede alla posizione C-C e
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C-O tra le funzioni fenoliche, come mostrato in Figura 13b. L’idrogel
reticolato in situ ¢ stato dimostrato essere biocompatibile.

Oh et al. (2010) hanno recentemente riportato la formazione di
idrogeli di HA da derivati funzionalizzati contenenti gruppi reattivi gli
uni verso gli altri. Per esempio, HA-amminoetil metacrilato o HA-
amminopropil metilacrilammide composti da doppi legami che
possono reagire con HA contenente gruppi tiolici come HA-
cisteamina (Figura 14c). Per questa reazione non sono richiesti
reagenti ulteriori € non si ha formazione di sottoprodotti tossici,
pertanto costituisce un metodo adeguato per la formazione in situ di

idrogeli di HA.

d. Fotoreticolazione di HA funzionalizzato

Diversi autori hanno anche descritto la sintesi di idrogeli di HA
tramite fotoreticolazione (Bencherif et al., 2008; Leach et al., 2003). 1
prodotti HA-metacrilato ottenuti dalla reazione con glicidil
metacrilato (Paragrafo 1.1.2.1 sezione c) (Figura 9¢) o con anidride
metacrilica (Paragrafo 1.1.2.2 sezione c¢) (Figura 10h) sono stati
reticolati tramite polimerizzazione di radicali liberi quando soggetti a
luce UV (365nm) in presenza di un fotoiniziatore come I’acido 2-

osso-chetoglutarico o il 4-(2-idrossietossi)fenil-(2-1drossi-2-propil)
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chetone (commercialmente chiamato Irgacure 2959 prodotto da Ciba

Specialty Chemicals, Switzerland) (Figura 14d).
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Figura 14 - Reticolazione in situ del derivato HA-tiolato (Shu et al., 2002) (a), di
HA-tiramina mediante ossidazione (Kurisawa et al., 2005) (b), di due differenti
derivati dell’HA (Oh et al., 2010) (c). Fotoreticolazione di HA-glicidil metacrilato
(Leach et al., 2003) (d)
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e. Idrogel fisici

Come alternativa agli idrogel reticolati chimicamente, alcuni autori
hanno sintetizzato derivati anfifilici di HA per mezzo di legami graft
con catene idrofobiche come esadecilamina (Borzacchiello, Mayol,
Schiavinato, & Ambrosio, 2010) o acido polilattico (Palumbo,
Pitarresi, Mandracchia, Tripodo, & Giammona, 2006). I risultanti
polimeri associativi formano interazioni forti tra le catene idrofobiche,
le quali sono interrotte quando soggette a forti forze esterne, come in
un tipico comportamento elastico. I derivati di HA anfifilici cosi
ottenuti si comportano come geli comparati all’iniziale fluido viscoso

dell’HA di partenza.

1.1.3.2. Coniugati di HA per il rilascio di farmaci

a. Coniugati HA-farmaco

La coniugazione di farmaci ad HA ¢ stata effettuata gia nel 1991 per il
miglioramento del rilascio di principi attivi (Drobnik, 1991). Questa
tecnica ha lo scopo di formare un profarmaco tramite legami covalenti
del farmaco ad HA. Il farmaco ¢ rilasciato una volta che il legame
covalente viene idrolizzato nell’organismo, idealmente nello specifico
sito target. Vercruysse et al. (1998) rivedendo questi studi hanno
dimostrato che la coniugazione dei farmaci ad HA, migliora il loro

effetto terapeutico. Pouyani e Prestwich (1994a) hanno descritto il
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legame dell’ibuprofene, un farmaco antiinflammotorio non steroideo,
o dell’idrocortisone, un farmaco antiinfiammatorio steroideo destinati
a iniezioni locali nel ginocchio artritico. HA viene prima coniugato
con diidrazide adipica (ADH) e [I'ibuprofene viene convertito
nell’estere attivato usando una carbodiimide e NHS. Entrambi gli
intermedi poi reagiscono insieme per formare un legame idrazidico
(Figura 15a). L’idrocortisone ¢ stato legato a HA-ADH tramite il suo
derivato emisuccinato, precedentemente convertito nell’estere attivato
nello stesso modo come per I’ibuprofene (Figura 15b). In questo modo
si forma un legame estereo tra HA e idrocortisone che ¢ piu facilmente
idrolizzato dai meccanismi enzimatici del nostro corpo per rilasciare
I’idrocortisone iniziale. Il paclitaxel ¢ stato coniugato a HA in un
modo similare all’idrocortisone per mezzo del suo estere attivato
emisuccinato NHS sul’HA-ADH (Luo & Prestwich, 1999). 11
paclitaxel ¢ un agente chemioterapeutico antimitotico scarsamente
solubile, il quale causa la morte delle cellule tumorali distruggendo il
processo mitotico. La sua solubilita ¢ stata notevolmente aumentata
tramite coniugazione con HA. Inoltre studi suggeriscono che, usando
questo metodo, il paclitaxel potrebbe essere rilasciato dentro le cellule
tumorali e tramite 1’idrolisi enzimatica intracellulare del legame

estereo potrebbe svolgere la sua attivita (Luo, Ziebell, & Prestwich,

53



Introduzione

2000). Anche proteine sono state coniugate a HA-idrazide in un modo
similare (Marecak, 2001). Il coniugato HA-proteina ha dimostrato una
maggiore permanenza nel circolo sanguigno rispetto alle formulazione
con le sole proteine.

Molti esempi di coniugati HA-farmaco che sono stati sintetizzati
usando la chimica delle carbodiimmidi sono stati preparati
dall’intermedio HA-idrazide e non dalla forma nativa di HA. Infatti
Vercruysse et al. (1998) hanno affermato che 1 farmaci non sono
direttamente legati ad HA per evitare la formazione di sottoprodotti
come I’N-acilurea (vedi anche il paragrafo 1.1.2.1 sezione a).

In alternativa, Xin, Wang, & Xiang (2010) hanno poi descritto la
coniugazione di paclitaxel sul’HA usando carbodiimmidi tramite
aminoacidi  linker. In  particolare un aminoacido viene
precedentemente legato tramite il suo gruppo carbossilico al gruppo
ossidrilico di paclitaxel. L intermedio ¢ stato poi coniugato tramite il
gruppo ammino dell’amminoacido sul gruppo carbossilico dell’HA
usando come attivanti EDC e NHS in DMF (Figura 15c). L’idrolisi
della carbodiimmide ¢ stata minimizzata dall’'uso di un solvente
organico anidro ed ¢ stato ottenuto un grado di sostituzione pari al 10-
15%. Gli autori confermano la formazione di nanoparticelle in

soluzioni acquose dovute alla natura anfifilica del coniugato HA-
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aminoacido-paclitaxel. I  paclitaxel (idrofobico) ¢ probabilmente
intrappolato dallo shell esterno idrofilico dell’HA. Un alto livello di
rilascio del farmaco ¢ stato osservato per il coniugato HA-ADH-
paclitaxel descritto da Luo e Prestwich (1999). Gli autori suggeriscono
che questa differenza ¢ dovuta all’effetto elettron attrattore del gruppo
ammino protonato, il quale indebolisce il legame estereo e facilita
invece la sua idrolisi e il rilascio del paclitaxel (Xin et al., 2010).
Un’altra ipotesi potrebbe essere il facile riconoscimento da parte delle
esterasi grazie alla presenza di un amminoacido. Questo metodo offre
nuove prospettive per la coniugazione di farmaci all’HA usando
differenti lilnker, piu biocompatibili e che permettono di modulare il
rilascio del farmaco. Farmaci come gli antibiotici antracicline che
contengono gruppi amminici possono anche essere coniugati al
gruppo ossidrilico dell’HA sfruttando I’attivazione con ciano bromuro
come descritto nel paragrafo 1.1.2.2 sezione d (vedi Figura 10i)
(Cera, Terbojevich, Cosani, & Palumbo, 1988). I legami carbammico
e idrazidico non sono degradati enzimaticamente a differenza del
legame estereo. Inoltre, con il legame del farmaco sul gruppo
ossidrilico, il gruppo carbossilico del’lHA resta immutato,
conservando la funzione naturale di riconoscimento e la

biodegradabilita dovuta agli enzimi, le quali possono essere
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vantaggiose per l'internalizzazione nella cellula. II rilascio del
farmaco puo quindi essere velocizzato rispetto al farmaco coniugato
sul gruppo carbossilico dell’HA. Infatti piu rapidamente lo shell
protettivo attorno al farmaco coniugato viene degradato, tanto pil
rapidamente il farmaco viene rilasciato. Altri farmaci contenenti
gruppi  ossidrilici, come il cortisone, 1’idrocortisone e il
fluorocortisone, vengono coniugati all’HA tramite 1’esterificazione
brevettata da Fidia (Della Valle & Romeo, 1986). Il coniugato HA-
metilprednisolone € un altro esempio (Kyyronen et al., 1992). Leonelli
et al. (2005) hanno suggerito un altro metodo per coniugare paclitael
ad HA tramite esterificazione mediata da un derivato del paclitaxel
con acido 4 amminobutanoico. Questo derivato ha reagito con HA-
TBA in Nmetil-2-pirrolidone (NMP) per un periodo di 7 giorni.
Tuttavia questo solvente ¢ piu tossico della DMF e la reazione ¢ molto
lunga. Rosato et al. (2006) hanno dimostrato che il coniugato HA-
paclitaxel ha una alta attivita antitumorale rispetto al farmaco libero.
Recentemente, Platt e Szoka (2008) hanno rivisto una serie di studi
esaminando 1 coniugati HA-farmaco per la loro selettiva capacita di
internalizzarsi nelle cellule mediata dal recettore CD44. Il farmaco
coniugato sara internalizzato insieme all’HA e rilasciato all’interno

della cellula una volta che gli enzimi intracellulari hanno idrolizzato il
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legame covalente (Coradini, Pellizzaro, Miglierini, Daidone, &
Perbellini, 1999; Luo, Kirker, & Prestwich, 2000; Luo, Ziebell, et al.,
2000). Le cellule tumorali hanno mostrato una sovraespressione del
recettore CD44, permettendo il direzionamento del farmaco al tumore
(Platt & Szoka, 2008). Coradini et al. hanno coniugato I’acido
butirrico, un inibitore della crescita della cellule tumorali, partendo
dalla anidride butirrica in DMF e da HA in presenza di piridina o
dimetil amino piridina. L’anidride reagisce con il gruppo ossidrilico di
HA e forma dei legami esterei nello stesso modo dell’anidride
metacrilica, come descritto nel paragrafo 1.1.2.2 sezione ¢ (Figura
15d). Il coniugato HA-acido butirrico ha dimostrato un miglioramento
dell’adesione cellulare ed wuna migliorata attivita antitumorale
(Coradini et al., 1999). Cai, Xie, Bagby, Cohen, e Forrest (2008)
hanno studiato la coniugazione del cisplatin sull’HA con lo scopo di
ridurne la nefrotossicita. Cisplatin ¢ stato legato ai gruppi carbossilici
dell’HA con 'uso di nitrato d’argento come agente attivante (Figura
15e), tale coniugato ha mostrato un incremento della concentrazione
di farmaco nel tessuto interessato e un rilascio prolungato del farmaco
stesso. Recentemente, Homma et al. (2009) hanno descritto la sintesi
del coniugato HA-metotrexato con ridotti effetti collaterali per essere

usato nel trattamento delle osteoartriti. I1 metotrexato ¢ stato legato
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al’HA mediante una piccola sequenza peptidica € uno spaziatore
PEG-diamino, con un grado si sostituzione dell’1-3%. Nel primo step
¢ stato sintetizzato i1l composto metotrexato-peptide-PEG-ammino
mediante una reazione multisteps usando la chimica della
carbodiimmide in DMF. Il gruppo ammino terminale del composto ha
poi reagito con il gruppo carbossilico dell’HA mediante EDC e HOBt
in tetraidrofurano e acqua. Gli autori hanno osservato che la catena
peptidica ¢ risultata necessaria per mantenere 1’efficacia del farmaco,
suggerendo che pud promuovere il riconoscimento del coniugato da
parte dell’enzima, il quale ¢ essenziale per il rilascio del farmaco e
I’espletamento della sua attivita biologica. Lo spaziatore PEG ¢ stato
aggiunto per promuovere 1’accesso dell’enzima alla catena peptidica.
Un ulteriore studio ha determinato che la catena peptidica ottimale per
questo scopo ¢ stata fenilalanina-fenilalanina, con I’etilendiamina
come linker e che i1l grado di sostituzione puo essere aumentato da
1.3% a 3.8% (Homma et al., 2010)(Figura 15f). Kong, Oh, Chae, Lee,
e Hahn (2010) hanno anche recentemente presentato un nuovo metodo
per la coniugazione del peptide antidiabetico exendin-4, sul’HA
mediante un intermedio vinil sulfone cisteamina. Nel primo step viene
preparato I'intermedio vinil sulfone cisteamina dal divinil sulfone e

dalla cisteamina idrocloruro. Il gruppo amminico poi reagisce con
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HA-TBA in DMSO per formare I’HA-vinilsulfone cisteamina tramite
processo di ammidazione. Il gruppo vinilico dell’intermedio poi
reagisce con 1l gruppo cisteinico terminale dell’exendina-4 per
formare un legame covalente (Figura 15g). Il coniugato ottenuto ha
dimostrato  un’aumentata emivita € una migliore azione
ipoglicemizzante rispetto al farmaco libero. Kim, Checkla, Dehazya,
and Chen (2003) hanno riportato la preparazione di una matrice
reticolata di HA contenente DNA. Il processo di reticolazione ¢ stato
effettuato usando idrazide adipica e EDC. La matrice ottenuta ha
dimostrato un graduale rilascio di DNA, il quale ¢ un buon risultato se
comparato al DNA non protetto o ai sistemi liposomici con profili di

rilascio rapidi.
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Figura 15 - Coniugazione sul’HA-ADH dell’ibuprofene (Pouyani & Prestwich,
1994a) (a), dell’idrocortisone emissuccinato (Pouyani & Prestwich, 1994a) (b),
coniugazione di Paclitaxel mediante un amminoacido linker (Xin et al., 2010) (c).
coniugazione dell’acido butirrico (Coradini et al., 1999) (d), coniugazione HA-
cisplatino (Cai et al., 2008) (e), coniugazione di HA-metotrexato mediante un
peptide phe-phe e etilendiammina (Homma et al., 2010) (f), coniugazione di HA-
4exendina mediante vinil sulfone (Kong et al., 2010) (g)
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b. Coniugazione di HA a sistemi carrier

Coniugazione di HA a liposomi

Yerushalmi, Arad e Margalit (1994) hanno usato la coniugazione
covalente di HA come rivestimento di liposomi. I gruppi carbossilici
di HA sono stati legati ai gruppt amminici della
fosfatidiletanolammina dei liposomi usando la chimica delle
carbodiimmidi (Figura 16). Peer e Margalit (2004a, 2004b) hanno
dimostrato che 1 liposomi rivestiti covalentemente con HA resistono
piu tempo in circolo rispetto a quelli non rivestiti. I farmaci incapsulati
nei liposomi si accumulano nelle cellule tumorali e ne riducono la
crescita, dando bassa tossicita sistemica. Taetz et al. (2009) hanno
recentemente utilizzato 1 coniugati HA-liposomi per il rilascio di

siRNA nelle cellule cancerose del polmone.

Coniugazione di HA a nanoparticelle

Rivkin et al. (2010) hanno incapsulato il paclitaxel all’interno di lipidi
contenenti fosfatidiletanolammina, 1 quali sono stati ulteriormente
legati covalentemente con HA. Le nanoparticelle formate hanno
mostrato una buona efficienza come nanovettori selettivi per le cellule

tumorali.
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Figura 16 — Coniugazione di HA ai liposomi (Yerushalmi et al., 1994)

Sistemi nanoparticellari sono stati formati anche coniugando I’'HA
all’acido polilattico-co-glicolico (PLGA) mediante uno spaziatore
polietilenglicole (PEG) (Hyung et al., 2008; Yadav et al., 2007).
Entrambi PLGA e HA sono stati prima attivati con EDC e NHS, poi
miscelati insieme con una diammina come linker. Le nanoparticelle
sono state caricate con doxorubicina € hanno mostrato un aumento
dell’efficacia del farmaco rispetto alle nanoparticelle formate da solo

PLGA.
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c. Coniugati di HA (reticolati o modificati) come sistemi per il

rilascio modificato di farmaci
Come alternativa alla coniugazione di HA sulle particelle, alcuni
autori hanno descritto le sintesi di derivati di HA per formare loro
stessi particelle o altri sistemi per il rilascio di farmaci. Per esempio
Choit et al. (2009) hanno riportato la modificazione di HA con I’acido
5B-colanico (che € un composto idrofobico) mediante un’amminoetil-
ammide come linker usando EDC e NHS in DMF. Il derivato
anfifilico ottenuto ha formato nanoparticelle in condizioni fisiologiche
e ha mostrato una prolungata permanenza nel circolo sanguigno e
un’alta affinita per le cellule tumorali in vitro. Queste nanoparticelle
sono quindi promettenti carrier di farmaci tumorali. Nanogel di HA
per 1l rilascio di siRNA sono stati descritti da Lee, Mok, Lee, Oh, e
Park (2007). Inizialmente, ¢ stato preparato il coniugato HA-tiolo
usando il metodo della carbodiimide con cisteamina, seguita dal
trattamento con ditiotreitolo (DTT) per rompere i1 ponti disolfuro. Il
nanogele di HA reticolato ¢ stato poi formato mediante il metodo
dell’emulsione inversa partendo da una soluzione di HA-tiolo
contenente siRNA durante il quale 1 ponti disolfuro si sono formati. Il
metodo dell’incapsulazione indotta non danneggia gli siRNA e il

processo di riconoscimento da parte del recettore CD44 espresso dalle
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cellule. Microsfere preparate dall’estere dell’HA, ottenute usando
alogenuri alchilici, sono state usate come sistemi di rilascio per
farmaci come 1’idrocortisone (Benedetti, Topp & Stella, 1990). Gli
autori hanno osservato che [I'idrocortisone ¢ stato rilasciato
velocemente quando incapsulato dentro le microsfere di HA rispetto a
quando il farmaco viene covalentemente legato all’HA.

Esposito et al. (2005) hanno anche formato microsfere da esteri di HA
usando o il metodo spray-drying o il metodo dell’emulsione inversa.
Nel primo caso il farmaco ¢ stato dissolto in una soluzione contenente
il derivato estereo dell’HA e sottoposto a spray drying. Nell’altro caso
¢ stata formata un’emulsione acqua in olio contenente il derivato
estereo dell’HA e il farmaco (nella fase acquosa) utilizzando come
tensioattivi il sorbitan trioleate (Span® 85). Dehazya e Lu (2002)
hanno brevettato il processo di produzione delle microsfere di HA per
emulsione inversa. Dopo, Yun, Goetz, Yellen, e Chen (2004) hanno
riportato la preparazione di microsfere di HA usando la carbodiimide
e idrazide adipica combinata con il metodo dell’emulsione inversa. Un
plasmide di DNA ¢ stato incorporato nelle microsfere miscelandolo
alla soluzione di HA prima dell’aggiunta dell’agente reticolante. Le
microsfere ottenute hanno dimostrato di rilasciare il plasmide di DNA

strutturalmente intatto e di trasfettare nelle cellule in vitro e in vivo.
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Recentemente, Lai et al. (2010) hanno descritto un idrogel di HA
reticolato con una carbodiimide per un potenziale uso come sistema di
rilascio di uno strato di cellule. Gli autori hanno mostrato un
miglioramento della biocompatibilita oculare rispetto a dischi di HA
reticolati con glutaraldeide. Questo sembra essere un promettente
approccio dato che i foglietti di cellule ingegnerizzati sono una tecnica
emergente nell’ingegneria tissutale (Yang et al., 2006). Luo, Kirker, et
al. (2000) hanno riportato la preparazione di un film di HA reticolato
caricato con un farmaco per il rilascio sostenuto nelle ferite. Il
farmaco ¢ stato dissolto nella soluzione di HA-ADH prima di
intrappolarlo all’interno della rete dell’idrogel mediante reticolazione.
E stata anche riportata la formazione di materiali compositi mediante
legami covalenti tra HA e altri polimeri, come Ila
carbossimetilcellulosa (Burns et al., 1991), poli(vinil alcool) o
poli(acidi acrilici) (Cascone, Sim, & Sandra, 1995). Un recente
esempio sviluppato da Antunes et al. (2010) sono scaffold ibridi
macroporosi di acido polilattico(PLLA) rivestiti con HA. Gli scaffold
di PLLA preformati sono stati immersi in una soluzione di HA la
quale ¢ stata poi reticolata in miscela acqua/acetone con glutaraldeide.

Le applicazioni per questi tipi di materiali generalmente riguardano

I’ingegneria tissutale dell’osso.
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d. Derivati di HA non covalenti

L’HA nativo ¢ stato utilizzato per incapsulare I’ofloxacina all’interno
delle miscrosfere ottenute tramite spray-drying di una soluzione
contenente entrambi HA e ofloxacina (Hwang, Kim, Chung, & Shim,
2008).

Le microsfere hanno mostrato un aumentato assorbimento di
ofloxacina rispetto alle microsfere senza HA e una migliore
distribuzione nel polmone. Kim, Hahn, Kim, Kim, e Lee (2005) hanno
descritto I’'uso delle microsfere per il rilascio sostenuto di proteine
ricombinanti terapeutiche. Le microsfere sono state ottenute per spray-
drying da una soluzione di HA nativo che comprende le proteine, in
questo caso un ormone della crescita ricombinante umano, € un
tensioattivo non 1ionico, il polisorbato 80 (Tween® 80). Le
microparticelle ottenute sono state ulteriormente miscelate con una
soluzione di lecitina e sottoposte nuovamente a spray-drying.
Nonostante le proteine ricombinanti siano facilmente denaturate
durante lo spray-drying, gli autori non hanno osservato apprezzabile
denaturazione. Questa formulazione ottimizzata ha mostrato un
prolungato rilascio dopo 1I’iniezione. Questi risultati sono veramente
promettenti per il rilascio di proteine terapeutiche, specialmente in

termini di ridotta frequenza delle somministrazioni, uno dei principali
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problemi in questa area di ricerca. I sistemi di rilascio delle proteine di
questo tipo sono stati rivisti recentemente da Oh et al. (2010). Le
cariche negative dei gruppi carbossilici dell’HA sono state anche usate
sotto forma di ioni complessi con composti con cariche positive. Per
esempio, ’HA ¢ stato miscelato con il fattore di necrosi tumorale
carico positivamente correlato al ligando inducente apoptosi (TRAIL)
per formare ioni complessi non covalenti. Questi nanocomplessi
hanno mostrato una prolungata circolazione nel sangue in vivo, €
inoltre un prolungato effetto terapeutico antitumorale (Na et al., 2008).
Le nanoparticelle formate da ioni complessi di HA e cisplatino sono
stati descritti da Jeong et al. (2008). In soluzioni acquose, il cisplatino
¢ carico positivamente e forma dei complessi ionici con HA in seguito
a semplice miscelazione in acqua per tre giorni. Saettone, Giannaccini,
Chetoni, Torracca, e Monti (1991) hanno precedentemente descritto la
formazione di complessi ionici con pilocarpina, 1 quali hanno mostrato
una migliorata biodisponibilita per il rilascio oftalmico. Allo stesso
modo, liposomi con carica positiva sono stati rivestiti non
covalentemente mediante complessazione ionica con le cariche
negative del’HA (Esposito, Geninatti Crich & Aime, 2008).
Jederstrom, Andersson, Grasjo e Sjoholm (2004) hanno descritto la

formazione di complessi ionici tra HA e insulina diminuendo le forze
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ioniche e aumentando il pH della soluzione tramite dialisi. Gli autori
hanno osservato la formazione di complessi stabili dopo
ottimizzazione dei parametri di dialisi con una migliore attivita
biologica per una potenziale somministrazione orale.

1.1.3.3. Rivestimenti con HA

Il rivestimento di superfici con biomateriali come I'HA ¢ stato
abbondantemente descritto da Morra (2005). Sono stati riportati
differenti metodi di rivestimento, includendo legami covalenti alle
superfici, interazioni ioniche o adsorbimento. Per esempio, ’'HA ¢
stato covalentemente legato alla superficie degli stent metallici usando
carbodiimidi (Verheye et al., 2000). Pitt et al. (2004) hanno descritto
un altro metodo per legare I’HA al metallo tramite condensazione dei
derivati HA-idrazide sulla superficie metallica funzionalizzata con
gruppi aldeidici. Piu recentemente, sistemi composti da film
multistrato per superfici ingegnerizzate con biomateriali sono stati
riportati (Crouzier, Boudou, & Picart, 2010). Schneider et al. (2007)
hanno sintetizzato dei film layer-by-layer che contenevano HA nella
forma nativa e HA modificato con ammine cationiche. Inizialmente
I’HA nativo ¢ stato convertito nella sua forma acida e dissolto in
DMSO per reagire con una etilendiammina monoprotetta usando EDC

e NHS. Il secondo gruppo amminico ¢ stato deprotetto per ottenere
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I’HA modificato con un’ammina cationica. I film multistrato sono
stati poi formati usando la tecnica layer-by-layer descritta da Decher,
Hong e Schmitt (1992). Richert et al. (2004) hanno precedentemente
riportato il miglioramento dell’adesione cellulare e la resistenza di
film reticolati a base di HA-poli(l-lisina). La rigidita dei film reticolati
gioca un ruolo chiave nel miglioramento dell’adesione cellulare e tali
film multistrato sono risultati promettenti per il rivestimento di

impianti protesici.

1.1.4. Metodi chimico fisici per la caratterizzazione

1.1.4.1. Caratterizzazione della struttura

a. Spettroscopia a risonanza magnetica nucleare (NMR)

L’'H-NMR unidimensionale & il pit comune strumento per
caratterizzare 1 derivati dell’HA, come ¢ mostrato negli studi iniziali
di Pouyani e Prestwich (1994b) o Bulpitt e Aeschlimann (1999). Lo
spettro NMR mostra la presenza dei composti coniugati e rende
possibile calcolare il grado di modificazione di HA. Un tipico spettro
di HA nativo solubilizzato in D,O ¢ mostrato in Figura 17a e presenta
un ampio segnale dovuto all’alta viscosita della soluzione. Quando
vien dissolto in D,O contenente NaOH, la bassa viscosita della
soluzione alcalina di HA porta ad un picco definito piu chiaro (Figura

17b). L’ampio multipletto approssimativamente tra 3.2 ¢ 3.9 ppm
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corrisponde al segnale dei protoni degli anelli zuccherini. Essi sono
tutti sovrapposti pertanto ¢ difficile assegnare ogni protone
individualmente. Il picco doppio a 4.5 ppm corrisponde ai due protoni
anomerici attaccati ai carboni adiacenti ai due atomi di ossigeno. I
protoni del CHj del gruppo n-acetilico di HA sono assegnati al picco
ben definito a 1.95 ppm. Il segnale ¢ leggermente ridotto a pH alcalino
a 1.90 ppm. Questo picco ¢ usualmente usato come riferimento per il
calcolo del grado di modificazione poiché ¢ raramente modificato
quando si sintetizzano i1 nuovi derivati dell’HA.

La spettroscopia NMR ¢ un metodo veramente utile per quantificare e
caratterizzare la modificazione chimica. Per esempio, la L-alanina ¢
stata legata sull’acido carbossilico dell’HA e lo spettro del coniugato

purificato ¢ mostrato in Figura 17c.
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Figura 17 - Spettro "H NMR dell’acido ialuronico in D,0O (a), in D,O con NaOH
(b). Spettro "H NMR in D,O di HA-alanina (c)

I nuovi picchi a 1.33 ppm e 4.14 ppm sono -corrispondenti
rispettivamente ai gruppi metilici e al -CH dell’L-alanina. Il grado di
sostituzione (DS) ¢ facilmente determinabile calcolando il valore degli
integrali del picco dei gruppi metilici dell’L-alanina (a 1.33 ppm) con
1 protoni metilici del gruppo N-acetilico dell’HA (a 1.9 ppm). Il picco
del gruppo —-CH dell’L-alanina a 4.14 ppm puo dare
un’approssimazione del DS ma il picco € troppo ampio per dare un
valore preciso. Il picco metilico dell’alanina ha il vantaggio di non
essere sovrapposto ai picchi dell’HA nativo, permettendo un facile e

preciso calcolo del grado di sostituzione.

72



Introduzione

Quando le molecole presentano segnali di legame che sono
sovrapposti con i picchi dell’HA, ¢ piu difficile valutare il grado di
sostituzione usando I’'H-NMR unidimensionale.

Eenschooten et al. (2010) hanno ottenuto risultati similari per i
derivati anfifilici dell’HA usando DMSO-D¢ o D,O, mostrando che
'H-NMR ¢ una tecnica affidabile anche per i composti anfifilici.
Comunque, Pravata et al. (2008) hanno trovato differenze negli spettri
usando come solventi D,O o D,0/DMSO-d¢, Lo spettro NMR
bidimensionale ¢ stato presentato da diversi autori (Crescenzi,
Francescangeli, Capitani, et al., 2003; Pravata et al., 2008; Sahoo,
Chung, Khetan, & Burdick, 2008). Crescenzi et al. hanno usato per
I’analisi, il diffusion-ordered 2D NMR (DOSY) con il quale ¢
possibile differenziare le molecole legate ad HA da quelle non legate
covalentemente (Crescenzi, Francescangeli, Capitani, et al., 2003).
Queste tecniche consentono un’efficace verifica del processo di
purificazione e sono state usate da Sahoo et al. (2008) per confermare
il legame covalente dell’acido lattico-metacrilato sul’HA. Misure
BC-NMR allo stato solido sono state eseguite su HA usando
CP-MAS. De Nooy et al. hanno osservato che I’aumento del grado
teorico di reticolazione porta all’aumento dell’intensita del segnale del

carbonio coinvolto nella reticolazione. Per determinare questo tipo di
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cambiamenti, come pure il grado di reticolazione, sono necessarie un
alto numero di scansioni eseguite a frequenze molto alte (De Nooy et
al., 2000). Diversi autori riportano 1’uso di °C NMR in soluzione o
allo stato solido come pure 'H-NMR in due dimensioni e °C NMR
(Follain et al., 2008; Magnani et al., 2000; Ml cochova et al., 2006).
L’NMR ¢ senza dubbio un essenziale strumento per Ila
caratterizzazione dei prodotti dell’HA. Tuttavia, un comune 'H-NMR
uni-dimensionale non fornisce le informazioni necessarie per un

legame covalente e richiede una caratterizzazione ulteriore.

b. Spettroscopia infrarossa (IR)

Un’altra comune e complementare tecnica di caratterizzazione usata
per 'HA ¢ la spettroscopia infrarossa (IR), in particolare la
spettroscopia infrarossa con trasformata di Fourier (FTIR) (Schneider
et al., 2007; Young et al., 2004; Zhao, 2006). Essa permette di
determinare 1l tipo di legame che si forma durante la modificazione
del’HA. Per esempio, Magnani et al. (2000) hanno osservato usando
FTIR, la comparsa di bande del C=0 amidico a circa 1630 -1640cm’™
che corrispondono ai nuovi legami ammidici formati tra le diammine e
1 gruppi carbossilici dell’HA. Allo stesso tempo, quando la quantita di

reticolanti aumenta, I’intensita della banda del gruppo carbossilico a
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circa 1720-1740cm™ diminuisce. Ml cochova et al. (2006) hanno
confermato la presenza di catene alchiliche sul’HA mediante la
comparsa di un picco osservato tra 2850 e 2930 cm™ corrispondente ai
moti vibrazionali dei gruppi -CH e —CH2. Tuttavia questo metodo
non ¢ adatto alla quantificazione del grado di modificazione. In alcuni
casi, non possono essere ricavate informazioni dallo spettro FTIR,
come osservato da Tomihata e Ikada, che non hanno ottenuto
differenze tra lo spettro prima e dopo reticolazione, eccetto per una
banda a 1650cm™ che al passaggio dalla forma sale sodico del’HA

alla forma acida (Tomihata & Ikada, 1997a).

¢. Quantificazione delle ammine primarie mediante saggio alla
ninidrina
Kuo et al. (1991) hanno riportato un test colorimetrico che usa la
ninidrina per quantificare 1 gruppt amminici primari liberi legati ad
HA. I risultati negativi hanno confermato che non sono state legate
ammine primarie all’HA tramite amidazione mediata da
carbodiimmide. Inoltre questo rapido test ¢ in grado di determinare se
le ammine rilevate al’NMR sono legate covalentemente ad HA o se

esse sono libere in soluzione.
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1.1.4.2. Morfologia

a. Microscopia

La microscopia a scansione elettronica (SEM) ¢ spesso usata per
caratterizzare la morfologia dei derivati di HA allo stato secco
(Esposito et al., 2005; Hwang et al., 2008; Luo, Kirker, et al., 2000;
Luo, Ziebell, et al., 2000). Le immagini mostrano che I’HA nativo ha
una struttura fibrosa e irregolare mentre HA-ADH ha una struttura
altamente porosa e una superficie sheet-like (Pouyani, Harbison, &
Prestwich, 1994). La SEM per le microsfere o liposomi rivestiti, in
particolare, ¢ wusata per caratterizzarne la forma, le proprieta
superficiali o la distribuzione delle dimensioni. Per esempio, Esposito
et al. (2005) hanno osservato microparticelle sferiche o microparticelle
irregolari collassate il che dipende dai parametri usati per la loro
formazione. La microscopia elettronica a trasmissione (TEM) puo
essere utilizzata per determinare le caratteristiche superficiali di
nanoparticelle essiccate (Bodnar et al., 2009; Hyung et al., 2008;
Jeong et al., 2008; Yadav et al., 2007). Tuttavia le immagini ottenute
non sono precise, anche se esse permettono il calcolo della
dimensione delle particelle e della loro forma. Un altro metodo
microscopico usato per 1 derivati di HA ¢ la microscopia a forza

atomica (AFM). A differenza delle due tecniche precedenti con questa
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si possono ottenere informazioni sulla morfologia di sistemi
contenenti HA in mezzo acquoso (Jederstrom et al., 2004; Schneider
et al., 2007). Schneider et al. (2007) I’hanno usata per osservare la

morfologia e la rugosita dei film multistrato reticolati di HA.

b. Dynamic light scattering

Misure di Dynamic Light Scattering (DLS) forniscono informazioni
sulle proprieta idrodinamiche delle microparticelle o nanoparticelle di
HA 1in soluzione e forniscono anche il loro diametro e la distribuzione
dimensionale (Bodnar et al., 2009; Hyung et al., 2008; Jederstrom et
al., 2004; Jeong et al., 2008). Per esempio, Yadav et al. (2007) hanno
osservato differenze nelle dimensioni e nella distribuzione delle
dimensioni nelle nanoparticelle di HA-PLGA dipendente dai diversi

parametri impiegati per il loro ottenimento.

1.1.4.3. Caratterizzazione fisica

a. Misure di rigonfiamento

La capacita di un idrogel di HA reticolato di trattenere acqua ¢
misurata dalla sua proprieta di rigonfiamento (Jeon et al., 2007).
Collins e Birkinshaw (2007) hanno usato le misure di rigonfiamento
per comparare la densita di reticolazione degli idrogeli di HA formati

con differenti agenti reticolanti. Alti valori di rigonfiamento sono
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correlati ad una minore densita di reticolazione; maggiore ¢ il grado di
reticolazione dell’idrogel, piu bassa ¢ la sua capacita di assorbire
acqua e piu basso ¢ il suo valore di rigonfiamento. In questo modo ¢
stato dimostrato che la glutaraldeide e il divinil sulfone sono i1 piu
efficaci agenti reticolanti rispetto alle carbodimmidi e ai bisepossidi.
Ghosh et al. (2005) hanno osservato che, come aspettato, il grado di
rigonfiamento diminuisce quando la quantita di agente reticolante

utilizzato, in questo caso poli (etilene glicole) di acrilato, ¢ aumentata.

b. Test di compressione

Ibrahim, Kang, and Ramamurthi (2010) hanno eseguito un test di
compressione uniassiale per determinare il grado di reticolazione
apparente degli idrogeli di HA. I campioni sono stati compressi con
una forza iniziale e con una velocita di compressione definiti. I
risultati sono in accordo con i valori di rigonfiamento, dimostrando
che aumentando la quantita di reticolante ¢ diminuito il grado di
reticolazione apparente. Collins and Birkinshaw (2008b) hanno
effettuato un test di compressione per determinare anche il modulo di

rigonfiamento, Ge, di HA reticolato con glutaraldeide.
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c. Analisi termica

La calorimetria a scansione differenziale (DSC) ¢ spesso eseguita per
caratterizzare i1l comportamento termico dei derivati dell’HA o degli
idrogeli di HA, ricavando informazioni sulle proprieta di idratazione
(Collins & Birkinshaw, 2007, 2008b; Kafed;jiiski et al., 2007; Luo,
Kirker, et al., 2000; Luo, Ziebell, et al., 2000). Il termogramma del
DSC dell’HA nativo ¢ stato presentato da Luo et al e mostra un ampio
picco endotermico a 89,5°C seguito da due sottili picchi esotermici a
243,6 e 258,7°C. Questi indicano la natura cristallina di HA (Luo,
Kirker, et al., 2000; Luo, Ziebell, et al., 2000). I picchi oltre 1 300°C
corrispondono alla decomposizione dell’HA. I termogrammi di HA-
ADH reticolati non mostrano piu un picco esotermico, il materiale non
¢ piu cristallino ma amorfo. Gli studi di Barbucci, Rappuoli,
Borzacchiello, e Ambrosio (2000) hanno fornito informazioni
sull’idratazione dei derivati di HA, il picco endotermico attribuito alla
disidratazione ¢ piu basso per I’HA nativo che per I’'HA solfato,
quest’ultimo quindi possiede un maggior contenuto di acqua. Infatti 1
gruppi solfato sono pit polari dei gruppi ossidrilici dell’HA. Yadav et
al. (2007) hanno chiarito che la temperatura di transizione vetrosa ha
un significativo effetto sul rilascio del farmaco. Collins e Birkinshaw

(2008b) hanno effettuato un’analisi termica meccanica e dinamica
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(DMTA) per studiare 1’'influenza dei differenti agenti reticolanti e del
contenuto di acqua sul modulo elastico (G'), sul modulo viscoso (G")

e sul fattore di smorzamento (tan 6 = G'"/G") dei geli di HA reticolati.

d. Determinazione del peso molecolare

La cromatografia ad esclusione dimensionale insieme al multi-angle
light scattering (SEC-MALS) ¢ un metodo convenzionale per
determinare il peso molecolare dei polimeri modificati. Preservare la
lunghezza della catena dell’HA ¢ un punto critico nella sintesi dei
derivati dell’HA importante perché le sue proprieta di lubrificante, di
assorbimento di essudati nelle ferite e riempimento degli spazi sono
chiaramente correlate alla sua alta viscosita e peso molecolare. Una
degradazione parziale ¢ inevitabile durante 1 processi chimici di
modificazione. Infatti I’'HA ¢ sensibile a varie procedure, specialmente
la liofilizzazione e 1’esposizione a condizioni alcaline (Tokita,
Ohshima, & Okamoto, 1997). Questo tipo di analisi insieme alle
rilevazioni del light scattering hanno il vantaggio di misurare il peso
molecolare reale. I valori ottenuti non sono dipendenti da eventuali
cambiamenti nelle sfere idrodinamiche in seguito a funzionalizzazione
di HA e questo non porta a false interpretazioni. Il peso molecolare ¢

calcolato usando I’incremento dell’indice di rifrazione specifico

80



Introduzione

(dn/dc) del polimero. I valori dn/dc dell’HA nativo sono usualmente
compresi nel range 1.430-1.670 mL/g in dipendenza dal solvente e dai
parametri di misurazione usati (Bergman et al., 2007; Hokputsa,
Jumel, Alexander, & Harding, 2003; Mendichi, Schieroni, Grassi, &
Re, 1998). Un altro metodo riportato per misurare il peso molecolare
del’HA ¢ il frazionamento asimmetrico flusso-campo-flusso
(AFFFF). Maleki et al. (2007) hanno descritto questo metodo per lo
studio della degradazione idrolitica dell’HA durante 1 processi di
reticolazione con EDC. Esso ¢ stato usato per misurare il peso
molecolare e la distribuzione dei pesi molecolari a differenti tempi
della reazione di reticolazione. Dopo un aumento iniziale, il peso
molecolare ha mostrato una significativa diminuzione dopo sette

giorni in presenza del reagente di reticolazione.

e. Misure reologiche

Come descritto nel paragrafo 1.1.1.1, le soluzioni di HA sono
altamente viscose e presentano un comportamento tipo shear-thinning,
il che ¢ dovuto all’alto peso molecolare di HA e alla formazione in
soluzione di entangled coil. Studi reologici sono inoltre essenziali per

valutare I’effetto della derivatizzazione o della reticolazione (Barbucci
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et al., 2000; Borzacchiello et al., 2010; Huin-Amargier et al., 2006;
Ibrahim et al., 2010; Maleki et al., 2007).

Le misurazioni possono essere effettuate in modalita di stress costante
o in modalita oscillatoria. Una tipica curva di viscosita dinamica di
una soluzione di HA in funzione dello stress applicato mostra una
riduzione della viscosita all’aumentare della velocita della forza
applicata, dimostrando la proprieta di shear-thinning dell’HA. L’HA
modificato con basso peso molecolare ha una viscosita ridotta ma puo
ancora esibire proprieta shear-thinning. Huin-Amargier et al. (2006)
hanno descritto la sintesi di polimeri associativi mediante il grafting di
lunghe catene idrofobiche sull’HA. I polimeri anfifilici di questo tipo
formano interazioni fisiche forti, le quali si rompono quando
sottoposte ad alte forze di stress. Il comportamento shear-thinning ¢
piu marcato in questi idrogel che nel’HA nativo. Mediante
esperimenti con stress oscillatorio su idrogel di HA reticolati ¢ stato
possibile determinare il modulo di forza elastico (G') e il modulo
viscoso (G"), ottenendo informazioni sulle loro caratteristiche
viscoelastiche. G’ riflette 1’elasticita del materiale mentre G”
rappresenta i1l suo comportamento viscoso. Barbucci et al. (2000)
hanno presentato 1 risultati degli esperimenti di stress oscillatori sulle

soluzioni di HA e sul gel reticolato. Per le soluzioni di HA non
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modificato, G” ¢ piu alto del modulo elastico G’ ed entrambi
aumentano in maniera lineare all’aumentare della frequenza. Questo
comportamento ¢ tipico per 1 liquidi viscosi. Per gli idrogel di HA il
modulo elastico G’ ¢ piu alto del G” ed entrambi sono indipendenti
dalla frequenza di oscillazione, questo comportamento ¢ tipico dei
solidi viscoelastici. Entrambi le forme di comportamento sono state
anche dimostrate da Borzacchiello et al. (2010). In accordo a Barbucci
et al. (2000), con queste misurazioni ¢ possibile distinguere gli
idrogeli chimici da reticoli aggrovigliati (idrogel fisici). La modalita di
shear oscillatorio quindi fornisce importanti informazioni sulla natura

degli idrogeli risultanti.

1.2. L’acido polilattico (PLA)

L’acido polilattico (PLA) ¢ un polimero sintetico altamente versatile e
biodegradabile il quale puo essere preparato ad hoc per vari impieghi
in campo farmaceutico e biomedico. Si tratta di un poliestere
dell’acido lattico, ma essendo quest’ultimo una molecola chirale
esistente in due isomeri L e D, il termine “acido poli-lattico” si
riferisce ad una famiglia di polimeri: 1’acido poli-L-lattico puro
(PLLA), acido poli-D-lattico puro (PDLA) e acido poli-D,L-lattico

(PDLLA) (Griffith, 2000) (Figura 18).
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Figura 18 — Struttura dell’acido polilattico

L’isomero L dell’acido lattico ¢ un metabolita biologico e il
costituente maggiormente presente nel PLA derivato da fonti
rinnovabili in quanto la maggior parte dell’acido lattico ottenuto da
fonti biologiche esiste in questa forma.

Il PLA ¢ stato ottenuto per la prima volta nel 1932 da Carothers (che
in quel periodo lavorava alla DuPont) il quale ha preparato un
prodotto a basso peso molecolare da un acido lattico riscaldato sotto
vuoto. Nel 1954 la DuPont ha prodotto e brevettato un PLA ad alto
peso molecolare.

I PLA viene degradato principalmente per idrolisi che causa una
diminuzione del peso molecolare. Comunque la degradazione di un
poliestere, quale il PLA, & un processo lento: inizialmente si verifica
I’idrolisi dei domini amorfi e soltanto in un secondo tempo, 1’idrolisi
dei domini cristallini che causa la completa degradazione del materiale

(Andreopoulos et al., 2000). Sono stati condotti studi per valutare la
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degradazione di impianti chirurgici costituiti da polilattide. Gli studi in
vitro hanno dimostrato che il pH della soluzione in cui si trova il
dispositivo gioca un ruolo chiave nella degradazione in vitro, e che,
questi studi possono essere usati come modelli per prevedere la
degradazione in vivo del PLA (Auras et al., 2004; Mainil-Varlet,
1997).

I primi polimeri a base di acido lattico sono stati commercializzati con
successo come materiali per produrre fili per suture riassorbibili. Dopo
questi sono stati sviluppati un gran numero di dispositivi protesici
(Auras et al., 2004). Oggi le resine di PLA sono state approvate
dall’US Food and Drug Administration (FDA) e dall’European
regulatory authorities per applicazioni riguardanti il campo alimentare
(pellicole e contenitori per alimenti) e alcune applicazioni chirurgiche,
nonché come sistemi di rilascio di farmaci (Lampe et al., 2009).
L’acido polilattico possiede caratteristiche uniche di biodegradabilita,
biocompatibilita, processabilita termoplastica e di eco-compatibilita e
puo essere potenzialmente impiegato come materia prima plastica, per
imballaggi, per prodotti agricoli, per materiali usa e getta e per
l'industria tessile e medica. L’ impiego del PLA per la produzione di
questi materiali non ¢ motivato solo dalla sua biodegradabilita e dal

fatto che si pud ottenere da risorse rinnovabili, ma anche perché ha
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dimostrato di funzionare molto bene e perché fornisce ad un costo
contenuto eccellenti proprieta (Drumright et al.,2000). I1 PLA puo
essere impiegato anche come singolo componente per diverse
applicazioni semplicemente modificandone la struttura. In molti casi il
polimero puo essere miscelato o copolimerizzato con altri materiali
polimerici o non polimerici per ottenere le caratteristiche desiderate
(Cheng et al., 2009; Gupta et al., 2007).

Grazie alle sue caratteristiche il PLA ¢ stato utilizzato come materiale
per la costruzione di scaffolds adatti alla crescita di cellule per la
ricostruzione tissutale (Gupta et al., 2007; Yamane and Sasai, 2003).
In particolare scaffolds di PLA sono stati studiati per la ricostruzione
del tessuto muscolare, osseo, e cartilagineo e per altri trattamenti
riguardanti il campo ortopedico e neurologico (Coutu, et al., 2009;
Kellomiki et al., 2000; Papenburg et al. 2009).

Il PLA opportunatamente modificato, ¢ stato reso adatto anche, per la
produzione di dispositivi di fissaggio come piastre riassorbibili e viti
in campo ortopedico (Lorenz, 2010). Le fibre di PLLA invece grazie
al tempi di degradazione molto lunghi sono adatte per la ricostruzione
di tendini e legamenti tramite impianti temporanei, riassorbibili o per
la costruzione di stents per la chirurgia vascolare e urologica

(Durselen et al. 2001).
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Un altro possibile impiego di questo polimero riportato fin dal 1973, ¢
la costruzione di matrici degradabili per il rilascio sostenuto di
sostanze bioattive nel campo del Drug Delivery (Auras et al., 2004).
In particolare il PLA ¢ stato utilizzato per preparare delle microsfere e
microcapsule che hanno consentito una prolungato rilascio di una
larga varieta di agenti attivi, quali ad esempio: anestetici locali,
antagonisti dei narcotici e vaccini (Tan et al., 2010). Infine il PLA ¢
stato anche utilizzato per costruire scaffolds utilizzati per la gene

terapy per curare malattie cardiovascolari (Coutu et al., 2009).

1.3. Ciclodestrine

Le ciclodestrine (CD) sono molecole di sintesi isolate nel 1891 da
Villiers, uno scienziato francese, quali prodotti di degradazione
dell’amido e successivamente caratterizzate nel 1904 da Schardinger
quali oligosaccaridi ciclici. Nel 1938 Freudenberg e colleghi ne
identificarono la struttura chimica caratterizzata da unita di glucosio

tenute insieme da legami glucosidici a 1—4.

1.3.1. Struttura chimica e proprieta delle ciclodestrine
Le ciclodestrine vengono ottenute a partire dall’amido per azione di
un enzima, la ciclomaltodestringlucano transferasi (CGTase) (Figura

19) ovvero un tipo di amilasi capace di staccare dall’elica glucosidica
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dell’amido dei frammenti da 6 a 12 unita di glucosio, collegare le
estremita, ottenendo dunque miscele di molecole cicliche costituite da
anelli a 6,7 o 8 unita di D(+) glucosio, denominate rispettivamente o-,

3- e y-ciclodestrine.
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Figura 19 — Degradazione dell’amido da parte della CGTase per la formazione
delle ciclodestrine

Le ciclodestrine possiedono una tipica struttura ad anello delimitante
una cavita apolare all’interno della quale possono essere inglobate
molecole idrofobiche per la formazione quindi di un complesso di
inclusione; la superficie esterna invece possiede caratteristiche idrofile
per la presenza di gruppi ossidrilici. La polarita della cavita ¢ stata
calcolata essere simile a quella di una soluzione etanolica acquosa. In
soluzione acquosa 1 gruppi ossidrilici della superficie esterna tendono

a formare legami ad idrogeno con le molecole d’acqua circostanti
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formando un vero e proprio guscio di idratazione attorno alle molecole
di ciclodestrine disciolte (Winkler R.G. et al.,2000).

La cavita apolare ¢ leggermente conica, tanto che la molecola assume
una struttura tronco conica (figura 20). I lati sono costituiti da un
cerchio di sei o piu esagoni, ognuno dei quali sta approssimativamente
nel piano costituente i lati; la profondita del tronco di cono ¢ cosi
fornita dalla larghezza dell’anello piranosico. Esternamente al tronco
di cono, attorno al margine superiore piu largo, si trovano gli OH
secondari del C-2 e del C-3, mentre attorno al margine inferiore piu
stretto si trova I’OH primario del C-6, ovvero 1 gruppi —CH,OH.
L’interno del tronco di cono ¢ costituito da tre strati, uno sovrapposto

all’altro: due strati di C-H e, in mezzo, uno strato di O glicosidici.

89



Introduzione

o-Cyclodextrin

B-Cyclodextrin

Figura 20 — Struttura delle ciclodestrine

Una ciclodestrina puod fungere, al pari di un etere corona, da sito
ospitante per le molecole. Ma essa, contrariamente ad un etere corona,

ha una parte esterna apolare e idrofila e una parte interna lipofila
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relativamente apolare. Questo conduce a due risultati: (a) nel suo
interno lipofilo una ciclodestrina accetta solitamente, come ospite, non
uno ione, ma una molecola organica apolare oppure la parte terminale
apolare di una molecola organica; e (b) il suo esterno idrofilo rende
solubile in acqua il complesso risultante. I maggior o minor
inserimento di una molecola ospitata dipende dalla sua dimensione e
dalla sua polarita, e anche dalla dimensione del tipo di ciclodestrina
utilizzata. La dimensione della cavita delimitata da ciascuna
ciclodestrina ¢ dell’ordine di qualche nanometro, ha valori differenti a
seconda della ciclodestrina considerata, e come mostra la figura 19, ¢
maggiore nel caso della y-ciclodestrina.

La forma ad anello delle ciclodestrine ¢ stabilizzata da legami ad
idrogeno tra 1 gruppi ossidrilici secondari di due unita glucosidiche
adiacenti, tali legami intramolecolari stabilizzano il ciclo ma
contemporaneamente ne limitano la solubilita in acqua.

Come si puo osservare dal grafico riportato in figura 21, le proprieta
idrofiliche delle tre ciclodestrine sono dipendenti da alcuni parametri

ed in particolar modo aumentano all’aumentare della temperatura.

91



Introduzione

500 +

400 +

300 A

200 A

100 4 = i

[
T T T T T T T T

10 20 30 0 50 60 70 80 *C

Temperatura °C

Solubilita delle ciclodestrine in acqua
Figura 21 - Grafico della solubilita (mg CD/g acqua) delle ciclodestrine in acqua
in funzione della temperatura
La B-ciclodestrina (Tabella 2) ha minore solubilita delle altre due,
perché oltre a possedere legami ad idrogeno intramolecolari possiede
anche legami ad idrogeno intermolecolari tra 1 gruppi ossidrilici
secondari di due unita di ciclodestrina che si dispongono in

un’orientazione testa-testa.
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Tabella 2 — Dimensioni, peso molecolare e solubilita in acqua delle ciclo destrine

Type Cavity Molecular Solubility
of CD Diameter A Weight (g/100 mL)

a-CD 4.7-5.3 972 14.5
B-CD 6.0-6.5 1135 1.85
y-CD 7.5-8.3 1297 23.2
8-CD 10.3-11.2 1459 8.19

Questo ¢ un limite poiché significa che 1 complessi risultanti
dall’interazione delle sostanze lipofile con tali CD potrebbero essere
scarsamente solubili e causare precipitazione in acqua e in altri sistemi
acquosi. Per tale motivo, allo scopo di aumentare solubilita della
B-ciclodestrina in acqua, sono state effettuate delle modificazioni
chimiche a carico dei gruppi ossidrilici tra cui la metilazione,
I’1drossipropilazione e I’idrossietilazione.

L’introduzione dei gruppi metilici nella B-ciclodestrina, da origine a
due tipi di derivati che differiscono per il grado di sostituzione: la
dimetil-B-ciclodestrina e la trimetil-B-ciclodestrina. Le strutture
ottenute presentano maggiore solubilita in acqua e in solventi organici

rispetto alla B-ciclodestrina non metilata.
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Dal grado di sostituzione dipendono inoltre le caratteristiche chimico-
fisiche e la capacita complessante, la quale aumenta al diminuire del
grado di sostituzione.

Tra le modificazioni chimiche apportate alle ciclodestrine, ha destato
particolare interesse 1’introduzione, su uno o piu gruppi ossidrilici del
macrociclo di B-ciclodestrina, di unita di glucosio o di maltosio. Le
branched B-ciclodestrine cosi ottenute posseggono elevata solubilita

in acqua (da 97 a 150 g/100 ml) ed elevate capacita complessanti.

1.3.2. Capacita complessante delle ciclodestrine

La proprieta principale delle ciclodestrine ¢ la capacita di formare
complessi di inclusione con molecole idrofobiche ottenendo quindi un
incremento della solubilita della molecola complessata. La forza
motrice di tale complessazione ¢ [’ottenimento di un sistema
energeticamente piu stabile. In soluzione acquosa le molecole di acqua
circondano sia la superficie esterna delle ciclodestrine sia la cavita
apolare instaurando in questo caso un’interazione polare-apolare non
favorita termodinamicamente. Se in soluzione ¢ presente una molecola
idrofobica, essa spiazza le molecole d’acqua per un meccanismo di
competizione nei confronti della cavita idrofobica, dando origine ad

un’interazione apolare-apolare energeticamente favorita. Le molecole
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d’acqua allontanate, si riorganizzano nel mezzo acquoso e

contribuiscono alla stabilizzazione del sistema (Figura 22).
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Figura 22 — Formazione del complesso di inclusione utilizzando ciclodestrine

Condizione necessaria per la formazione di un complesso di
inclusione ¢ la compatibilita tra ’ingombro molecolare e lo spazio
disponibile all’interno della cavita. Da questo punto di vista la B-
ciclodestrina, rispetto alle altre due ciclodestrine, possiede dimensioni
ottimali per I’interazione. Nessun legame covalente ¢ formato o rotto
durante la formazione del complesso farmaco/ciclodestrina e in
soluzione acquosa 1 complessi subiscono dissociazione; questo
meccanismo spiega la reversibilita che caratterizza questi complessi.
Le velocita di formazione e di dissociazione dei complessi
farmaco/ciclodestrine sono molto rapide e tali complessi sono
continuamente formati e rotti, questo consente di stabilire una data
costante di associazione K (Stella V. et al.,1999) il cui valore ¢ molto

spesso compreso tra 50 e 2000 M™' con un valore medio di 130, 490 e
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350 M rispettivamente per le a-CD, B-CD e y-CD (Rao V.M. et
al.,2003). I complessi di inclusione, in funzione delle dimensioni della
molecola ospite, in base all’orientazione relativa delle unita di
ciclodestrine e alla connessione tra cavita adiacenti, possono assumere

allo stato solido tre tipi di strutture:, a gabbie, a strati o a canali.

1.3.3. Considerazioni tossicologiche

Possedendo una superficie esterna idrofila, le ciclodestrine non
vengono assorbite nel tratto gastro-intestinale nella loro forma non
modificata. Nel colon le ciclodestrine vengono metabolizzate a malto-
destrine, maltosio e glucosio, che verranno ulteriormente degradati,
assorbiti ed eliminati sottoforma di anidride carbonica ed acqua.

Le ciclodestrine modificate non vengono metabolizzate per motivi di
ingombro sterico € dunque nella loro forma non modificata vengono
eliminate tramite le feci.

L’a-ciclodestrina si puo trovare nelle soluzioni parenterali e nelle
formulazioni orali come le compresse. La somministrazione orale
dell’a-CD ¢ in genere, tollerata in misura migliore € non ¢ associata a
significativi effetti collaterali (Lina B.A.R. et al.,2004). Solo piccole
frazioni dell’a-CD sono assorbite nel tratto gastrointestinale e

vengono escrete non modificate nelle urine dopo iniezione endovena.
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La B-ciclodestrina a causa della sua scarsa solubilita in acqua e
nefrotossicita non puO essere somministrata per via parenterale e
poiche non ¢ tossica se somministrata per via orale, si puo trovare sul
mercato in formulazioni orali e topiche, ma anche nelle formulazioni
di farmaci per via buccale e rettale.

Il metabolismo della y-ciclodestrina somiglia molto a quello degli
amidi e delle destrine lineari; solo una piccola parte ¢ assorbita intatta
nel tratto gastro-intestinale ed espulsa in forma non modificata nelle
urine dopo iniezione per endovena. Le CD idrofile, tra cui la 2-
idrossipropil-B-ciclodestrina (HP B-CD) e la solfobutiletere-B-
ciclodestrina sodica (SBE B-CD), sono considerate poco tossiche a
dosi orali ed endovenose moderate (Irie T. et al.,1997; Thompson
D.0.,1997). L HP B-CD ¢ ben tollerata negli uomini, il principale
effetto collaterale consiste in un aumento dell’esigenza di defecazione
e diarrea a dosaggi di 16-24 g di HP B-CD/al giorno per 14 giorni (Irie
T. et al.,1997; Brewster M.E. et al.,2007). L’emivita dell’HP (3-CD
dopo iniezione per endovena ¢ di circa 1.7 ore ed il suo volume
apparente di distribuzione (Vd) ¢ 0.2 1/Kg. Dopo I’iniezione
endovenosa, HP B-CD ¢ quasi totalmente eliminata dai reni tramite

filtrazione glomerulare. Di conseguenza la sua somministrazione in

pazienti con insufficienza renale deve essere accuratamente evitata.
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Pochi riferimenti bibliografici sul profilo tossicologico della SBE B-
CD sono disponibili, nonostante ci0 essa si puo trovare sul mercato in
diversi prodotti, includendo la soluzione parenterale di voriconazolo
(Vfend®), la quale viene o diluita due volte con soluzione salina
prima della somministrazione per endovena. L’effetto emolitico delle
CD sugli eritrociti umani in tampone fosfato ¢ in ordine: B-CD
metilate > 3-CD > HP B3-CD > o CD >y CD > HP y-CD > SBE B-CD

(Irie T. et al.,1997; Thompson D.0O.,1997).

1.3.4. Applicazioni farmaceutiche delle ciclodestrine

Il primo prodotto farmaceutico nel mondo contenente ciclodestrine ¢
stata la prostaglandinaB2/BCD  (Prostarmon E™ compressa
sublinguale), che entro nel mercato giapponese nel 1976.

A questo fece seguito nel 1988 I’entrata nel mercato europeo del
primo prodotto farmaceutico contenente CD, il piroxicam/BCD
(Brexin ® compresse), € nel 1997 venne introdotto il primo prodotto
approvato dagli Stati Uniti, itraconazolo/2idrossipropil-BCD soluzione
orale (Sporanox ®) (Uekama K. et al.,2006; Strickley R.G.,2004).

Nei diversi e numerosi preparati farmaceutici ad oggi nel mercato
mondiale, le ciclodestrine hanno lo scopo principale di agire come

agenti complessanti per aumentare la solubilita di farmaci scarsamente
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solubili in acqua, incrementare la loro biodisponibilita e renderli
maggiormente stabili (Avdeef A. et al.,2007).

Le ciclodestrine vengono inoltre utilizzate per ridurre o inibire
I’irritazione sia a livello gastrointestinale che a livello oculare, ridurre
odori e sapori sgradevoli, prevenire interazioni farmaco-farmaco e
convertire farmaci liquidi oleosi in polveri microcristalline o amorfe

(Uekama K.,1999) (figura 23).
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Figura 23 — Principali effetti delle ciclodestrine in una forma di dosaggio

Le ciclodestrine possono essere usate anche per catalizzare reazioni
organiche, spesso con regioselettivita e con un certo grado di stereo
selettivita, e fatto ancor pili importante, come semplici modelli

attraverso cui studiare 1’azione degli enzimi.
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Gli effetti delle ciclodestrine sulle reazioni chimiche possono essere di

tipo differente:

e possono semplicemente nascondere determinate porzioni delle
molecola ospitata ed esporne altre;

e possono cambiare la conformazione della molecola ospitata;

e tramite la loro cavita lipofila forniscono un ambiente non polare
per la molecola ospitata, ma in un solvente polare;

e tramite 1 loro gruppi —OH possono partecipare alla reazione: sia
direttamente (come basi, nucleofili, o come siti contenenti legami
ad idrogeno) o attraverso intermedi transitori (esteri, per esempio)
che si formano dalla reazione con 1’ospitante o con un particolare
reattivo.

L’utilizzo peculiare delle ciclodestrine come modelli enzimatici

proviene dal fatto che, come gli enzimi, esse per prima cosa si fissano

al substrato e successivamente, tramite 1 gruppi sostituenti, agiscono

su di esso.
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2. SCOPO DELLA TESI

Una parte del presente lavoro di tesi di dottorato di ricerca ha
riguardato la sintesi e caratterizzazione chimico-fisica di nuovi
derivati polimerici a struttura polisaccaridica-polilattidica per la
produzione di sistemi da impiegare nel campo del drug delivery, in
particolar modo in ambito ortopedico.

Nel 5 - 33% di casi di fratture ossee si sviluppano infezioni acute o
osteomieliti croniche. Nelle situazioni in cui un corpo estraneo inerte
(come una protesi) viene impiantato in un tessuto che ¢ gia ferito e
indebolito, si sviluppa una competizione, per la colonizzazione della
superficie dell’impianto, tra i batteri (come Staphylococcus aureus,
che ¢ stato ritrovato spesso nei casi di fratture ossee contaminate) e le
cellule del sistema immunitario. I batteri pero hanno dei vantaggi
rispetto alle cellule del sistema immunitario, che consistono nella
rapidita dei processi riproduttivi e nell’estrema flessibilita ad adattarsi
all’ambiente in cui si trovano. Cio provoca la formazione del fouling,
definito come 1l film di organismi cellulari o batteri che ricoprono una
superficie immersa in un particolare ambiente. Nel caso di dispositivi
biomedici (come per esempio protesi) il fouling puo degenerare nella
colonizzazione batterica quindi in infezioni e degradazione dei

materiali con gravi conseguenze sui pazienti. Gli approcci usati contro

101



Scopo della tesi

la colonizzazione batterica sono diversi a seconda dei casi: per le
protesi ¢ necessario procedere alla sterilizzazione e conservazione
sterile fino al momento dell'impianto. Durante 1'uso si cerca di ridurre
le occasioni di contatto del materiale con 1 batteri tramite disinfezione
del locale, il ricorso a terapie antibiotiche sistemiche e mediante 1'uso
di materiali che possano comunque risultare non fouling. Tuttavia la
somministrazione parenterale di antibiotici comporta alcuni
inconvenienti come la tossicita sistemica, un ridotto assorbimento nei
tessuti ischemici o necrotici ed una ospedalizzazione prolungata per
monitorare 1 livelli di farmaco e 1 suoi effetti.

Recentemente la terapia antibiotica locale ¢ divenuta un’accettata e
comune alternativa alle terapie antibiotiche sistemiche, per la
profilassi e la prevenzione di infezioni batteriche derivate da interventi
chirurgici dove vengono impiegate protesi ortopediche. La terapia
antibiotica locale offre svariati vantaggi rispetto alla terapia sistemica,
tra 1 quali: un’alta concentrazione di principio attivo solo sul sito
d’infezione che annulla la tossicita sistemica; una piu completa
eradicazione dell’infezione; 1I’impiego di piccole dosi di farmaco che
non procurano effetti tossici.

Per 1 motivi finora detti, un rivestimento antibatterico con proprieta

non fouling della protesi ortopedica che dovra essere impiantata e che
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comincia a rilasciare il principio attivo subito dopo 1’applicazione
rappresenta una valida possibilita per evitare la colonizzazione
batterica sulla superficie dell’impianto, che comporterebbe un nuovo
intervento per sostituire la protesi, un allungamento del periodo di
ospedalizzazione e disagi ulteriori per il paziente. Vari veicoli per il
rilascio locale di farmaci sono stati sviluppati e utilizzati. Impianti
biodegradabili offrono 1 vantaggi del bioriassorbimento che evita il
successivo intervento per la rimozione del materiale, riduce le reazioni
da corpi estranei e aumenta il rilascio totale localizzato di antibiotico,
infine la cinetica di rilascio del farmaco dalla matrice puo essere
modulata controllando i processi di degradazione della matrice stessa.
Come gia accennato nell’introduzione, 1’acido ialuronico possiede
proprieta  non-fouling, ha un’ottima  biodegradabilita e
biocompatibilita ed ¢ utilizzato gia da diverso tempo in campo clinico.
L’acido polilattico ¢ stato approvato da FDA ed ¢ largamente usato
per impianti biodegradabili e biocompatibili utilizzati per applicazioni
ortopediche come sistemi di rilascio di farmaci (Laurencin C. et al.,
1994), inoltre essendo idrofobico ¢ capace di conferire una opportuna
lipofilia ad una matrice o un idrogel (per esempio a base di acido
1aluronico), rallentandone I’idrolisi e prolungando di conseguenza il

periodo di rilascio del principio attivo.
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Per tali motivi, lo scopo di questa parte della tesi di dottorato di
ricerca ha riguardato la produzione di idrogeli costituiti da acido
1aluronico (HA) coniugato chimicamente all’acido polilattico (PLA)
da utilizzare come veicoli per il rilascio locale di due antibiotici
modello: la vancomicina e la tobramicina. Tali farmaci sono stati
scelti in quanto hanno mostrato un’alta attivita antibatterica contro
Staphylococcus aureus e Staphylococci meticillina resistenti, spesso
riscontrati in casi di fratture ossee contaminate. Analogamente sono
stati preparati idrogeli a base di acido 1aluronico coniugato sia
all’acido polilattico che a catene poliossietileniche, al fine di valutare
se la presenza di catene di PEG influenza le proprieta di rilascio degli
idrogeli utilizzati in entrambi 1 casi per rivestire protesi ortopediche in
titanio.

Oltre agli idrogeli di HA-PLA e PEG-HA-PLA nel presente lavoro di
test di dottorato di ricerca, ci si ¢ occupati della sintesi e
caratterizzazione di derivati di acido ialuronico-ciclodestrina
(HA-CDs). Come gia riportato nell’introduzione, le CDs sono state
utilizzate con successo come carrier per migliorare ed incrementare la
solubilita, la stabilita chimica, la velocita di dissoluzione e la
biodisponibilita di farmaci lipofili e per ridurre 1 loro effetti collaterali

(Loftsson T.,1995; Loftsson T. et al.,1996; Szejtli J., 1998).
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Parallelamente coniugati polimerici contenenti CDs sono stati
sviluppati in modo da combinare le proprieta vantaggiose delle CDs
con il particolare profilo farmacocinetico di alcuni polimeri (Auzely-
Velty R. et al.,2001; Jimenez V. et al.,2003). Per esempio, ¢ stata
riportata in letteratura la sintesi dei chitosani legati alle B-ciclodestrine
(Jimenez V. et al.,2003). Sono stati preparati coniugati poli ( e-lisina )-
3-CD, e sono state inoltre dimostrate le loro funzionalita versatili in
risposta a numerosi stimoli di diversa natura (Choi H.S. et al.,2003).
Altri autori hanno preparato dendrimeri di poliamidoamina coniugati
con CDs dimostrando la capacita delle CDs di aumentare la
permeabilita cellulare e di promuovere la transfezione genica (Arima
H. et al.,2001; Kihara F. et al.,2002). Polimeri contenenti CD
potrebbero essere utilizzati, oltre che come carrier di farmaci (Auzely-
Velty R. et al.,2001; Jimenez V. et al.,2003), anche come efficienti
supporti per le separazioni chirali (Varma A.J et al.,2004), agenti in
grado di rimuovere composti indesiderati dal cibo (Asanuma H. et
al.,1997) o da soluzioni inquinate (Nishiki M. et al.,2000; Regan F. et
al.,2003; Crini G.,2005; Aoki N. et al.,2003).

Tenendo in considerazione le caratteristiche chimiche e chimico-
fisiche sia delle CD che dell’acido 1aluronico, 1’obiettivo della

seconda parte della presente tesi di dottorato di ricerca ¢ stato, la
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sintesi di un nuovo derivato ottenuto dalla reazione tra la B-CD e
I’HA, entrambi opportunamente funzionalizzati, al fine di ottenere un
nuovo materiale potenzialmente in grado di formare geli che, grazie
alla presenza delle ciclodestrine, siano in grado di veicolare farmaci

lipofili.
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3.1.14. Conclusioni

La derivatizzazione chimica dell’acido ialuronico (HA) con acido
polilattico (PLA) porta alla formazione di copolimeri siglati HA-g-
PLA che a contatto con un mezzo acquoso (soluzione fisiologica pH
7.4) danno origine a idrogel con promettenti applicazioni in campo
ortopedico. Tali idrogel infatti si preparano facilmente per semplice
aggiunta dei copolimeri HA-g-PLA in soluzione fisiologica, risultano
essere trasparenti, facilmente spalmabili su una superficie (per
esempio una protesi in titanio) ed hanno la capacita di incorporare e
rilasciare in maniera protratta farmaci in essi incorporati. In
particolare sono stati preparati idrogel contenenti HA-g-PLA a diversa
concentrazione (range 2-10 % p/v) e ne ¢ stata testata la capacita di
incorporare e rilasciare due antibiotici utilizzati nella profilassi in
chirurgia ortopedica, quale la vancomicina e la tobramicina. Soluzioni
acquose a diversa concentrazione di farmaco (range 1-2% p/v)
vengono aggiunte all’idrogel e in pochi minuti si verifica la diffusione
del principio attivo all’interno della massa gelatinosa, con la
formazione di un idrogel “medicato”. Tale campione ¢ stato spalmato
sulla superficie di protesi in titanio, quindi sono stati condotti studi in
vitro per valutare la capacita dell’idrogel di rilasciare ciascun farmaco

in soluzione fisiologica (pH 7.4). I risultati ottenuti hanno dimostrato
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che gli idrogel a base di HA-g-PLA sono in grado di rilasciare tali
antibiotici in maniera prolungata nel tempo, fino ad un massimo di 72
ore. Il profilo di rilascio del farmaco puo essere modulato scegliendo
I’opportuna concentrazione di HA-g-PLA e di antibiotico presente
nell’idrogel. Inoltre, un rallentamento del rilascio si verifica se
I’idrogel a base di HA-g-PLA viene preparato in presenza di una
opportuna quantita di NaOH. In tal modo ¢ possibile consentire una
interazione elettrostatica tra I’acido ialuronico presente nell’idrogel e
il farmaco (nel caso della vancomicina) che determina una riduzione
della velocita di rilascio del farmaco.

In ogni caso, tutti gli idrogel a base di HA-g-PLA sono in grado di
rilasciare un’opportuna quantita di farmaco gia dalle prime ore
successive al caricamento dell’idrogel sulla protesi. Questo risultato
si rivela molto importante in quanto un buon burst effect iniziale
potrebbe assicurare un’efficiente azione del farmaco gia nelle prime
ore successive all’impianto della protesi durante le quali risulta piu
probabile 1’instaurarsi di un’infezione batterica. Inoltre, durante
I’intero periodo di rilascio del farmaco, la concentrazione di
antibiotico rilasciata dall’idrogel risulta essere sempre superiore al

valore della minima concentrazione inibente (MIC) e ci0 ovviamente
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assicurerebbe 1’efficacia del farmaco rilasciato in prossimita della
protesi.

Ottimi risultati sono stati anche raggiunti utilizzando idrogel preparati
a partire da copolimeri ottenuti dalla derivatizzazione chimica di HA-
g-PLA con catene poliossitetileniche (PEG) e siglati come PEG-g-
HA-g-PLA. Idrogel a base di PEG-g-HA-g-PLA risultano essere
trasparenti, abbastanza viscosi e anch’essi dotati di una buona
spalmabilita. La presenza di catene di PEG conferisce una opportuna
idrofilia all’idrogel che riesce a consentire un ottimale rilascio del
farmaco, anche senza I’aggiunta di NaOH.

I risultati ottenuti da tali studi rivelano che gli idrogel a base di HA-g-
PLA e PEG-g-HA-g-PLA risultano avere ottimi requisiti per potere
essere impiegati in campo ortopedico.

In particolare, tali 1idrogel risultano essere costituiti da polimeri
biocompatibili, naturali quali acido ialuronico o sintetici quali acido
polilattico e politetilenglicole, entrambi approvati dalla FDA. La
preparazione degli idrogel avviene facilmente per semplice aggiunta
del copolimero HA-g-PLA o PEG-g-HA-g-PLA ad una soluzione
fisiologica, senza I’impiego di reagenti o solventi tossici.

Altrettanto rapido e semplice risulta essere 1’incorporazione dei

farmaci all’interno dell’idrogel per 1’ ottenimento di idrogel “medicati”
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trasparenti e facilmente spalmabili sulla superfici di protesi
ortopediche.

Inoltre ¢ stato dimostrato che il copolimero HA-g-PLA puo essere
sottoposto a processi di autoclavatura al fine di sterilizzare il prodotto
per un impiego clinico senza incidere significativamente sulle
caratteristiche reologiche dell’idrogel nonché sulle sue proprieta di
rilascio.

Dalle prove di simulazione di un impianto di una protesi su un femore
1solato si € inoltre visto che il gel presenta delle appropriate proprieta
adesive sia nei confronti della protesi stessa da impiantare sia nei
confronti del tessuto intorno alla cavita femorale, nonostante sia
sottoposto a notevoli sforzi di taglio, assicurando la presenza degli
eventuali farmaci caricati sull’intero sito d’impianto.

Infine 1 soddisfacenti profili di rilascio ottenuti in vitro suggeriscono il
potenziale impiego di tali sistemi per prevenire le infezioni batteriche

dovute all’impianto di protesi ortopediche.
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3.2. Sintesi e caratterizzazione di un nuovo derivato acido

ialuronico-p ciclodestrina
Tale derivato viene ottenuto dalla reazione tra la BCD e l’acido
1aluronico, entrambi opportunamente funzionalizzati, come di seguito

riportato.

3.2.1. Sintesi e caratterizzazione del derivato butirraldeidico

dell’acido ialuronico (forma acetalica)
La sintesi del derivato butirraldeidico dell’acido ialuronico (forma
acetalica) ¢ stata eseguita partendo da HA-TBA solubilizzato in NMP
anidro. Alla soluzione ottenuta ¢ stato aggiunto CDI solido secondo il

rapporto molare :

moli di CDI
X= =0.18
moli di unita ripetitive di HA-TBA

Alla miscela di reazione sono stati poi aggiunti acido metansolfonico e
4-amminobutirraldeide dietil acetale secondo un rapporto molare :
moli 4-amminobutirraldeide dietil acetale

Y: = 0 1 9
moli di unita ripetitive di HA-TBA

La reazione ¢ stata condotta a 40°C per 28 ore. Il prodotto ottenuto ¢

stato purificato mediante lavaggi in etanolo e acetone, quindi
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recuperato dopo centrifugazione ed essiccamento sotto vuoto.

Lo schema di reazione ¢ di seguito riportato (Schema 4).

OTBA
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N \ﬂ/ ~7 HaN. o~ )\ o
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O
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acetale
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Purificazione
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P and ON
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AN T RS AN <,
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HA -but-aldeide (forma acetalica)

SCHEMA 4 - Schema di sintesi del derivato butirraldeidico dell’HA (forma

acetalica)
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11 prodotto cosi ottenuto & stato caratterizzato tramite analisi 'H-NMR,
FT-IR e UV. Lo spettro 'H-NMR in D,O (Figura 28) ha mostrato i
seguenti segnali: un ampio multipletto approssimativamente tra 3.2 e
3.9 6 che corrisponde al segnale dei protoni degli anelli zuccherini, ma
essendo tutti sovrapposti ¢ difficile assegnare ogni protone
individualmente; un picco a 4.487 6 corrispondente ai due protoni
anomerici legati al carbonio 1 di entrambi gli anelli presenti nell’unita
ripetitiva dell’HA; 1 protoni del CHj del gruppo n-acetilico dell” HA
sono assegnati al picco ben definito a 1.998 6 ed infine un picco
relativo ai protoni dei 2(—CHj;) appartenenti ai gruppi acetalici
dell’aldeide a 1.155 o.

Il grado di derivatizzazione (DD) molare percentuale in aldeide ¢ stato

determinato mediante 'H-NMR in D,O e calcolato come segue:

(n°moli di 4-amminobutirraldeide dietil acetale)
x—100

(n°moli di unita ripetitive di HA-TBA)

comparando I’integrale del picco relativo ai protoni che sono
attribuibili a1 2(—~CHj) appartenenti ai gruppi acetalici dell’aldeide
(1.155 d) con I’integrale del picco attribuito ai protoni del (-CHj3),
appartenenti all’ HA (1.998 0) ed ¢ risultato pari al 14.75 + 2% in moli

rispetto alle moli di unita ripetitive di HA.
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FIGURA 28 — Spettro '"H-NMR (in D,0) del derivato butirraldeidico dell’HA
(forma acetalica)

Lo spettro FT-IR del derivato butirraldeidico del’HA (forma
acetalica) ¢ riportato in figura 29, in cui ¢ possibile osservare la
presenza di: una banda larga a 3430.08 cm™ (OH stretching ed NH
stretching), una banda a 1653.85 cm™ (stretching ammide primaria),

una banda a 1411.95 cm™ ( COO stretching ), ed wuna banda a

1155.24 cm™ (C-O stretching).
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FIGURA 29 - Spettro FT-IR del derivato butirraldeidico del’HA (forma

acetalica)

Dall’analisi UV ¢ stato ottenuto tale spettro di assorbimento (Figura

30) dal quale non si osserva alcun massimo relativo al prodotto.
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FIGURA 30 - Spettro UV del derivato butirraldeidico dell’HA (forma acetalica)

3.2.2. Sintesi e -caratterizzazione del derivato etilendiamminico

della Bciclodestrina (BCD-EDA )

La sintesi di BCD-EDA ¢ stata eseguita come riportato in letteratura
(G. Giammona et al., 2006). Una soluzione di 6-O-monotosil--
ciclodestrina in etilendiammina (EDA) ¢ stata posta ad una
temperatura di 80°C per due ore. La miscela di reazione ¢ stata poi
aggiunta goccia a goccia a 50 ml di acetone freddo ed il precipitato
ottenuto ¢ stato lavato con acetone, quindi centrifugato ed essiccato
sottovuoto. Il prodotto finale ¢ stato ottenuto con una resa in peso

rispetto al prodotto di partenza pari all’ 85 % p/p.

Lo schema di reazione viene di seguito riportato (Schema 5).
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SCHEMA 5 - Schema di sintesi del derivato etilendiamminico della

betaciclodestrina (BCD-EDA)

Il prodotto cosi ottenuto ¢ stato caratterizzato tramite analisi "H-NMR,
FT-IR e UV. Lo spettro 'H-NMR in D,O (Figura 31) ha mostrato i
seguenti segnali: 2.582-2.704 & (m, 4H, NH,—~CH,CH,-NH-); 3.495 6
(m, 14H, C2-H, C4-H); 3.739 6 (m, 28H, C3-H, C5-H, C6—H); 4.947
0 (s, 7H, C1-H) ed ha confermato 1’avvenuta funzionalizzazione della
B3-CD con I’EDA, come verificato dal rapporto tra I’'integrale del picco
relativo ai protoni a 2.582-2.704 § attribuiti ai -(NH-CH,—CH,-NH,),
appartenenti all’EDA e I’integrale del picco a 4.947 J relativo ai

protoni del carbonio 1 delle unita di glucosio della BCD.
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FIGURA 31 - Spettro "H-NMR (in D,0) del derivato etilendiamminico della

betaciclodestrina.

Lo spettro FT-IR del derivato etilendiamminico della betaciclodestrina
¢ riportato in figura 32, in cui ¢ possibile osservare la presenza di: una
banda a 3395.75 cm™ (OH e NH stretching), una banda a 1656.93 cm™
(NH bending), bande a 1439.18-1300.69 cm™' (C—H and OH bending),

ed infine bande a 1158.22 cm™ e 1029.26 cm™ (C-O stretching).
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FIGURA 32 - Spettro FT-IR della B-CD-EDA.

Dall’analisi UV della BCD-EDA ¢ stato ottenuto lo spettro di
assorbimento riportato in figura 33, dal quale si evince che il prodotto

presenta due massimi rispettivamente a 220 nm e a 241.5 nm.
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FIGURA 33 - Spettro UV della BCD-EDA

3.2.3. Sintesi e caratterizzazione del derivato HA-but-6CD-EDA
Tale derivato ¢ stato ottenuto partendo dal derivato butirraldeidico
dell’HA (forma acetalica) disperso in H,O bidistillata.

Dopo completa dispersione, il pH della soluzione ¢ stato portato a 2.1
con acido ortofosforico 0.1M e la soluzione ¢ stata posta a 60°C per

un’ora € mezza al fine di liberare la forma aldeidica del derivato

169



Risultati e discussioni

dell’HA (HA-but-CHO). Successivamente il pH ¢ stato portato a 6-6.8
con NaOH (0.1 M) e la temperatura ¢ stata impostata a 50°C, quindi ¢
stata aggiunta goccia a goccia nell’arco di 5 minuti, la BCD-EDA
solubilizzata in H,O bidistillata, in accordo ad un opportuno rapporto
molare:

moli di B-CD-EDA

X’= =1
moli di unita ripetitive di HA-but-CHO

La reazione procede a 50°C sotto agitazione per 24 ore.

Dopo tale tempo, la miscela di reazione viene dializzata contro acqua
distillata effettuando 1 cambi nei primi due giorni alternando acqua
distillata e una soluzione acquosa di NaCl allo 0.5% p/v, al fine di
evitare eventuali interazioni ioniche tra BCD-EDA e HA-but-CHO ed
essere sicuri che il legame formato sia di tipo covalente, e nei tre
giorni successivi solo con acqua. Lo schema di reazione ¢ di seguito

riportato (Schema 6).
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Il prodotto cosi ottenuto forma in acqua una dispersione gelatinosa ed ¢
stato caratterizzato tramite analisi cromatografica su strato sottile
(TLC), 'H-NMR, FT-IR e UV. L’analisi mediante TLC (Figura 34) ha
evidenziato che il prodotto ¢ stato purificato e non presenta impurezze

di BCD-EDA.

FIGURA 34 - Cromatografia su strato sottile
1: HA-but-CHO
2: BCD-EDA

3: HA-but-pCD-EDA

Lo spettro 'H-NMR in miscela DMSO-d¢/D,0O (5:1) (Figura 35) ha

mostrato 1 seguenti  segnali: un  ampio  multipletto
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approssimativamente tra 3.2 e 3.9  che corrisponde al segnale dei
protoni degli anelli zuccherini dell’ HA e della BCD; un picco a 4.514
0 corrispondente ai due protoni anomerici legati al carbonio 1 di
entrambi gli anelli presenti nell’unita ripetitiva dell’HA e ai protoni
dei gruppi —OH della BCD (s, 6H,C6—OH) e dell’ HA; i protoni del
CHj; del gruppo n-acetilico dell” HA sono assegnati al picco ben
definito a 1.851 &; un picco a 4.878 d relativo ai protoni del carbonio 1

delle unita di glucosio della BCD-EDA; ed infine un picco a 4.963 o
(s, 7H,C3-OH) ed un picco a 5.593 d (s, 7H, C2-OH).

Il grado di derivatizzazione (DD) molare percentuale in BCD-EDA

del prodotto ottenuto HA-but-BCD-EDA ¢ stato determinato mediante

'H-NMR in miscela DMSO-d¢/D,O in rapporto 5:1, e calcolato come

segue:

(n° moli di BCD-EDA)

%x 100

(n° moli di unita ripetitive di HA-but-CHO)
comparando 1’integrale del picco a 4.963 O relativo ai protoni del
carbonio 1 delle unita di glucosio della BCD-EDA con I'integrale del
picco attribuito ai protoni metilici appartenenti all’HA-but-CHO (1.851

0) ed ¢ risultato pari al 4.63 = 2% in moli rispetto alle moli di unita

ripetitive di HA-but-CHO.
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FIGURA 35 — Spettro 'H-NMR in DMSO-d¢/D,0 (5:1) del derivato HA-but-

BCD-EDA

Lo spettro FT-IR del derivato HA-but-BCD-EDA ¢ riportato in figura
36, in cui ¢ possibile osservare la presenza di: una banda a 3421.55
cm™' (OH e NH stretchings), una banda a 1636.24 cm™' (C=N
stretching, NH bending, stretching ammide primaria), una banda a
1419.87 cm™'(bending dell’ OH del gruppo COOH ), ed infine una

banda a 1152.44 cm™ (C-O stretching).
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FIGURA 36 - Spettro FT-IR del derivato HA-but-CD-EDA

L’analisi UV del derivato ottenuto ha riportato tale spettro di

assorbimento con un massimo a 231 nm (Figura 37).
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FIGURA 37 - Spettro UV del derivato HA-but-BCD-EDA

Nella figura 38 ¢ mostrata la sovrapposizione delle tre curve di
assorbimento UV relative all’HA-but-CHO, al BCD-EDA e al derivato
HA-but-BCD-EDA. L’andamento delle curve, ed in particolare di
quella relativa all’HA-but-BCD-EDA, ha fornito un’ulteriore prova del
fatto che nel prodotto finale & presente il derivato etilendiamminico
della BCD. Il tipo di andamento della curva relativa all’HA-but-BCD-
EDA, che ¢ differente da quello della curva di assorbanza relativa alla
BCD-EDA, ha suggerito che probabilmente la BCD-EDA ha subito

una modificazione, dovuta al legame covalente con I’'HA.
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FIGURA 38 — Spettri UV relativi all’HA-but-CHO (forma acetalica), al derivato

BCD-EDA e al derivato HA-but-BCD-EDA.
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3.2.4. Conclusioni

Il lavoro sperimentale effettuato ha portato alla sintesi di un nuovo
derivato, siglato come HA-but-BCD-EDA, ottenuto dalla reazione tra
I’acido ialuronico e la B-CD, entrambi opportunamente funzionalizzati
con porzioni butirraldeidiche e porzioni etilendiamminiche
rispettivamente, allo scopo di ottenere un materiale che, tenendo conto
delle caratteristiche di entrambi 1 composti di partenza, potrebbe
trovare applicazione per il rilascio di farmaci lipofili.

Il derivato ottenuto ¢ stato caratterizzato tramite diverse analisi, quali
la cromatografia su strato sottile (TLC), analisi "H-NMR,
spettrofotometria FT-IR e UV. Tali analisi hanno messo in evidenza
la purezza del derivato e 1’avvenuto legame covalente tra 1 due
composti di partenza opportunamente funzionalizzati. Ulteriori studi
saranno effettuati al fine di valutare le potenzialita del nuovo materiale
in campo farmaceutico e biomedico. In particolare, tenendo conto che
il derivato HA-but-BCD-EDA ¢ in grado di formare geli in fase
acquosa, ma al contempo presenta anelli di ciclodestrina capaci di
complessare molecole lipofile, una potenziale applicazione potrebbe
riguardare la veicolazione di farmaci lipofili all’interno di geli idrofili.
Inoltre, grazie alle capacita complessanti delle ciclodestrine e

all’azione direzionante dell’HA verso il recettore CD44, sovraespresso
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nelle cellule tumorali, un’ulteriore potenziale applicazione del
derivato HA-but-BCD-EDA potrebbe riguardare la veicolazione sito
specifica di farmaci antitumorali, qualora per esempio il materiale
venisse usato per la produzione di sistemi nanoparticellari iniettabili
per endovena. Infine, la biocompatibilita e la biodegradabilita dei
prodotti di partenza rendono tale derivato un potenziale candidato per

la produzione di scaffold da utilizzare nella medicina rigenerativa.
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4. PARTE SPERIMENTALE
4.1. Idrogeli medicati non-fouling per il rivestimento di protesi
in titanio
4.1.1. Materiali
Il sale sodico dell’acido ialuronico (HA) ad alto peso molecolare
(HAxmw, My 1500 kDa), la vancomicina, la tobramicina, le protesi in
titanio rivestite in idrossiapatite sono stati gentilmente forniti dalla
NOVAGENIT S.R.L. (Milano, Italia). RESOMER R 202 acido
polilattico (PLA) (My 8000 Da) e stato acquistato dalla Bidachem-
Boeringher Ingelheim (Milano, Italia). N,N'-Dicicloesilcarbodiimide
(DCC), N-idrossisuccinimide (NHS), tetrabutilammonio idrossido
(TBA-OH), I’acido cloridrico, il tampone salino fosfato Dulbecco
(DPBS pH 7.4) e il reagente in soluzione o-ftaldialdeide (OPA) sono
stati acquistati dalla Sigma Aldrich (Milano, Italia). La resina a
scambio cationico Dowex 50Wx8-200, dietilamina (DEA),

dimetilsolfossido (DMSO) anidro e O-2-Aminoetil-O'-metilpolietilene

glicole 5.000 (PEG-NH,) sono stati forniti da Fluka (Milano, Italia).
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4.1.2. Apparecchiature

Gli spettri 'H-NMR sono stati ottenuti con uno strumento Brucker
AC-250.

Gli spettri FT-IR sono stati registrati come compresse di KBr nel
range 4000-400cm™ usando uno Spettrofotometro Perkin-Elmer 1720
a trasformata di Fourirer, con una risoluzione di 1 cm™'; ogni spettro &
stato registrato dopo 100 scansioni.

L’analisi SEC ¢ stata eseguita usando un sistema multidetector SEC
equipaggiato con una pompa Water 600, un misuratore a indice di
rifrazione Water 410 e una colonna Linear, fornita da Water
(dimensione particellare 5 um). La curva di calibrazione ¢ stata
determinata usando standard di acido ialuronico acquistato da Hyalose
(USA). Le condizioni di eluizione sono state le seguenti: tampone
fosfato 200mM (pH 6.5)/MeOH 90:10 (v/v), e una velocita di flusso
di 0.6 ml/min, ad una temperatura di 35°C. L’analisi cromatografica
ad alte prestazioni (HPLC) ¢ stata eseguita usando un cromatografo
liquido Agilent 1100 SERIES equipaggiato con iniettore Agilent
77251 (dotato di un loop con volume pari a 20 uL) e con rilevatore UV
a lunghezza d’onda variabile serie Agilent 1100 interfacciato con una

postazione computerizzata.
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La colonna cromatografica ¢ una reversed phase Agilent Zorbax
Eclipse XDB C8 con diametro interno 46 mm x 150 mm prodotta da
Agilent. Per valutare il rilascio di vancomicina, la fase mobile usata ¢
stata: potassio diidrogeno fosfato pH 2.8 5 mM / acetonitrile (96:4),
flusso 1 ml/min. L’eluato proveniente dalla colonna ¢ stato rilevato a
una lunghezza d’onda pari a 280 nm. Per valutare il rilascio della
tobramicina, la fase mobile usata ¢ stata: 0.02M fosfato pH
6.5:Acetonitrile / 52:48, flusso 1 ml/min; inoltre poiche la tobramcina
non assorbe la luce ultravioletta ¢ stata effettuata una reazione tra il
campione da analizzare e il reagente OPA
[https://www.varianinc.com/media/sci/apps/Ic05.pdf]. L’eluato
proveniente dalla colonna ¢ stato rilevato a una lunghezza d’onda pari

a 254 nm.

4.1.3. Sintesi dei copolimeri HA-g-PLA

L’acido ialuronico a basso peso molecolare (HAyw — Low Molecolar
Weight) ¢ stato ottenuto partendo da HA ad alto peso molecolare
(HApmw — High Molecular Weight) avente un peso molecolare pari a
1500 kDa, mediante trattamento con una soluzione di HCI
concentrato seguendo un metodo gia riportato altrove [Palumbo F. S.

et al 2006]. HA vw ¢ stato reso solubile in solventi organici dopo
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formazione del suo sale di tetrabutilammonio (TBA), ottenuto previa
acidificazione dei gruppi carbossilici del sale sodico dell’HA, usando
una resina acida (Dowex 50Wx8-200) e successiva neutralizzazione
con tetrabutilammonio idrossido (TBA-OH), fino a pH 7 e dialisi
esaustiva.

L’HA-TBA ¢ stato recuperato dopo liofilizzazione e quindi
caratterizzato mediante analisi 'H-NMR (D,O) che ha confermato
I’avvenuto scambio con il TBA. Lo spettro "H-NMR (D,O) dell’HA-
TBA mostra segnali a: 6 0.97 (m, 12 H, N*-(CH,-CH,-CH,-CH3),); &
1.40 (m, 8 H, N"-(CH,-CH,-CH,-CH3),); 8 1.64 (m, 8 H, N*-(CH-,-
CH,-CH,-CH3),); & 2.04 (s, 3H, -NH-CO-CH3); 6 3.82 (m, 8 H,
N*(CH,-CH,-CH,-CH3),).

La sintesi del derivato N-idrossisuccinimidico (NHS) del PLA (PLA-
NHS) ¢ stata eseguita in maniera analoga alla sintesi del derivato
dell’acido polilattico-co-glicolico (PLGA), riportata altrove (Yoo e
Park, 2004). In particolare 4,8 grammi di PLA sono stati solubilizzati
in 58 ml di diclorometano, alla soluzione di PLA vengono aggiunti
276 mg di NHS, quindi la reazione procede a temperatura ambiente,
per 24 ore. Dopo aver concentrato la soluzione di reazione tramite
parziale evaporazione di due terzi del diclorometano, il prodotto ¢

stato precipitato in 200 ml di etanolo e lavato nello stesso solvente per
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5 volte separando il solido di volta in volta tramite centrifugazione a
9800 rpm a 20°C per 20 minuti. Quindi il solido ottenuto ¢ stato
filtrato e seccato sotto vuoto. In tale maniera ¢ stato ottenuto un solido
cristallino bianco, con una resa superiore all’80 % in peso rispetto alla
quantita di PLA di partenza. Lo spettro 'H-NMR ha confermato
I’avvenuta attivazione del gruppo carbossilico del PLA con I’N-
idrossisuccinimmide. Il grado di derivatizzazione molare percentuale,
espresso come rapporto tra le moli di NHS legate e le moli di singola
catena di PLA, ¢ risultato essere pari al 90 %.

Lo spettro 'H-NMR del prodotto PLA-NHS (CDCl;) mostra segnali a:
d1.5ed 1.6 (d, 3H, -O-CO-CH(CHj3)-OH; d, 3H, O-CO-CH(CHj3)-O-
), © 2.80 (m, 4H, -OC-CH,-CH,-CO-); 6 4.3 ¢ 6 5.2 (m, 1H, -O-CO-
CH(CH;)-OH; m, 1H, -O-CO-CH(CHj3)-0O-).

Ogni singolo lotto di copolimero HA-g-PLA ¢ stato ottenuto partendo
da 600 mg di HA-TBA che sono stati solubilizzati in 48 ml di DMSO
anidro in presenza di 576 ul del catalizzatore dietilammina (DEA).
Successivamente il PLA-NHS (solubilizzato in 6 ml di DMSO anidro)
¢ stato aggiunto in accordo ad un opportuno rapporto tra le moli di
PLA-NHS e le moli delle unita ripetitive di HA-TBA in modo tale da
ottenere diversi campioni contenenti un diverso grado di

derivatizzazione molare % in PLA.
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La soluzione di PLA-NHS ¢ stata aggiunta goccia a goccia alla
soluzione di HA-TBA in un intervallo di tempo pari ad 1 ora.

Dopo 24 ore in atmosfera anidra (sotto argon) a 40°C, la miscela di
reazione ¢ stata fatta fluire in resina a scambio sodico Dowex per
scambiare il TBA con Na’. L’eluato & stato dunque posto in dialisi
contro acqua distillata allo scopo di eliminare il DMSO, quindi
congelato ed essiccato tramite freeze-drying. Il solido ¢ stato lavato
ripetutamente in acetone ed essiccato nuovamente.

Lo spettro FT-IR dei copolimeri HA-g-PLLA ha mostrato una banda a
3540 cm’! (vas OH + v, NH of HA), bande a 1757 (v,s COO del PLA),
1623 (Ammide I dell’HA), 1456 (v,s, CH; del PLA), 1382 (v CH; del
PLA), 1189 (v¢ C-O-C dei gruppi esterei del PLA), 1089, 1048 (v C-O
alcolico ed etereo dell’HA) cm™.

Lo spettro 'H-NMR dei copolimeri HA-g-PLA (DMSO-d,/D,0 90:10)
mostra: & 1.25 ed 6 1.45 (2d, -O-CO-CH(CH3;)-O- del PLA); 6 1.85 (s,
3H, -NH-CO-CHj; dell’HA) & 5.1 ppm (m, -O-CO-CH(CHj)- del

PLA).

Il grado di derivatizzazione molare percentuale (DG mol%) in PLA
dei derivati HA-g-PLA ¢ stato calcolato come segue (n° moli di
PLA/n° moli di unita ripetitive di HA) x 100 comparando gli integrali

dei due picchi correlati a protoni attribuibili ai gruppi metilici della
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catena di PLA a 0 1.25 e 0 1.45, con ’integrale correlato ai protoni a &
1.85, attribuibile a -NHCOCH;, appartenente ai residui di N-

acetilglucosamina di HA.

4.1.4. Sintesi dei copolimeri PEG-g-HA-g-PLA

Per procedere alla sintesi dei derivati PEGilati PEG-g-HA-g-PLA ¢
stato necessario isolare il sale tetrabutilammonico del copolimero HA-
g-PLA. In particolare dopo 24 ore di reazione tra HA-TBA e PLA-
NHS, la miscela di reazione ¢ stata direttamente precipitata in etere
dietilico ed 1l prodotto solido ottenuto € stato recuperato per filtrazione
e ripetutamente lavato in acetone, il prodotto cosi purificato ¢ stato
essiccato sotto vuoto [Pitarresi G., et al (2007)].

Successivamente, 300 mg del copolimero HA-TBA-g-PLA vengono
solubilizzati in 24 ml di DMSO anidro sotto argon. Quindi una
opportuna quantita di PEG-NH, viene solubilizzata in 6 ml di DMSO,
e tale soluzione ¢ stata aggiunta goccia a goccia alla soluzione di HA-
TBA-g-PLA. La quantita di PEG-NH, da aggiungere ¢ determinata in
accordo ad un opportuno rapporto tra le moli di PEG-NH; e le moli di
unita ripetitive di copolimero HA-TBA-g-PLA in modo tale da
ottenere diversi campioni contenenti un diverso grado di

derivatizzazione molare % in PEG-NH,. La reazione viene condotta in
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presenza degli attivatori DCC ed NHS che vengono aggiunti in
quantita equimolari al PEG-NH, utilizzato. Dopo 24 ore a temperatura
ambiente, la miscela di reazione viene posta a 5°C per 10 min, quindi
filtrata al fine di rimuovere tutta la dicicloesilurea (DCU) non reagita
e precipitata. La miscela di reazione filtrata viene quindi fatta eluire in
resina sodica Dowex 50W x 8-200 al fine di rimuovere il TBA,
dunque I’eluato ¢ posto in dialisi contro acqua utilizzando una
membrana da dialisi Spectra/por Tubing con un cut-off pari a 3500
Da, al fine di rimuovere tutto 11 DMSO. Il prodotto recuperato dopo
freeze-drying ¢ stato solubilizzato in acqua e fatto eluire in resina
acida Dowex 50W x 8-200; I’eluato ¢ stato definitivamente purificato
tramite dialisi contro soluzioni di NaCl concentrato (5% p/v) per tre
giorni e contro acqua bidistillata per gli ultimi due giorni, utilizzando
una membrana da dialisi Spectra/por Tubing 12000/14000 Da. La
soluzione ¢ stata infine essiccata tramite freeze-drying.

L’analisi '"H-NMR dei copolimeri PEG-g-HA-g-PLA mostra (THF-
dg/D,O 1/1): & 1.4 e 1.6 [2d, 3H, -O-CO-CH(CHj;)-O- di PLA], 6 2.1
(s, 3H, -NH-CO-CHj; di HA), 4.0 (m, 4H, -CH,-CH,- of PEG), 6 5.40
[m, 1H, -O-COCH(CH3;)- di PLA].

Il grado di derivatizzazione molare percentuale (DG mol%) in PEG-

NH, ¢ stato calcolato comparando I’integrale dei picchi relativi ai
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protoni attribuibili alla porzione -CH,-CH,- del PEG-NH, (4 4.0) con
I’integrale relativo ad i protoni (& 2.1) attribuibili al gruppo -

NHCOCH; appartenente ai residui di N-acetiglucosamina di HA.

4.1.5. Formazione del gel

Ciascun copolimero HA-g-PLA o PEG-g-HA-g-PLA sintetizzato ¢
stato disperso in un appropriato volume di acqua bi distillata e la
miscela viene agitata vigorosamente al vortex sino ad ottenere un
sistema gelatinoso e trasparente con una concentrazione di polimero
compresa tra i1l 2.22% e 11.11% p/v. In alcuni esperimenti il
copolimero HA-g-PLA o PEG-g-HA-g-PLA viene disperso in un
appropriato volume di soluzione acquosa di NaOH in quantita

stechiometrica per salificare 1 gruppi carbossilici dell’acido ialuronico.

4.1.6. Formazione della soluzione contenente il farmaco

Nel caso in cui e stato caricato un solo antibiotico nell’idrogel, una
quantita opportuna di vancomicina liofilizzata ¢ stata solubilizzata in
un appropriato volume di acqua bidistillata. La soluzione viene agitata
vigorosamente fin quando diventa trasparente. La tobramicina viene
invece fornita come soluzione iniettabile acquosa a concentrazione
pari a 100 mg/2ml. La concentrazione di vancomicina o tobramicina

in tale soluzione risulta essere pari al 10 o al 20% p/v. Nel caso in cui
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sono stati caricati due antibiotici contemporaneamente, una quantita
opportuna di vancomicina liofilizzata ¢ stata solubilizzata in un
appropriato volume di soluzione iniettabile di tobramicina. La
soluzione viene agitata vigorosamente fin quando diventa trasparente.
La concentrazione di vancomicina e tobramicina in tale soluzione

risulta essere pari al 10 o al 20% p/v per ciascun farmaco.

4.1.7. Caricamento della soluzione contenente il farmaco nel gel

La soluzione contenente il farmaco ¢ stata versata nel contenitore
contenente il gel e il sistema viene agitato per pochi minuti per
favorire la diffusione dell’antibiotico all’interno del gel. Il gel finale,
contenente il farmaco, risulta avere una concentrazione in polimero
nel range 2-10% p/v, e in farmaco pari all’l oppure al 2% p/v, in
funzione del volume e della concentrazione della soluzione di farmaco

aggiunta al gel.

4.1.8. Caricamento sulla protesi del gel contenente il farmaco e studi

di rilascio in vitro
Circa 200 mg di gel caricati con vancomicina o tobramicina, o con
entrambi gli antibiotici sono stati adoperati per ricoprire
completamente la superficie della protesi che ha un’area di 2 cm®. La

protesi ricoperta di gel ¢ stata immersa in 6 ml di tampone fosfato
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Dulbecco (DPBS pH 7.4) e il sistema ¢ stato incubato a 37°C. A tempi
prestabiliti (2-4-24-48-72-96 ore), dal sistema ¢ stato prelevato 1 ml di
soluzione, ripristinato con 1 ml di DPBS pH 7.4 fresco in modo da
mantenere le condizioni “sink”. Ogni esperimento ¢ stato effettuato in
triplicato. La quantita di farmaco rilasciata ¢ stata determinata tramite
analisi HPLC le cui condizioni operative sono state riportate nella

sezione “4.1.2. Apparecchiature”.

4.1.9. Impianto di una protesi di titanio rivestita dal gel di

HA-g-PLA
Si ottiene un femore umano liofilizzato da una banca delle ossa e si
rimuove la sua testa, come comunemente noto nell’intervento
chirurgico per la sostituzione totale dell’anca. Si prepara una sede per
la protesi nello stelo femorale in un modo che ¢ ben noto agli esperti
in queste applicazioni chirurgiche. Si ottiene una sede per la protesi
nella diafisi dell’osso in un modo che € ben noto agli esperti in questo
settore. Lo stelo femorale viene aperto longitudinalmente tagliandolo
lungo un piano essenzialmente parallelo al suo asse, per una
lunghezza leggermente maggiore della lunghezza della protesi, e
tagliando poi perpendicolarmente rispetto a detto asse, cosi da

rimuovere uno dei due “rami” lunghi prodotti dal primo taglio. In
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questo modo, il canale midollare viene esposto nelle parti in cui verra
poi accomodata la protesi, sia nella parte che resta collegata al corpo
principale del femore, che nel “ramo” staccato. Poi questi vengono
riuniti e saldamente tenuti assieme per mezzo di dispositivi di
fissaggio in metallo e in plastica. A parte, viene preparata la protesi
che ¢ il modello Recta della Adler Ortho s.r.l. di Bologna, Italia.
Prima dell’inserimento nella sede ottenuta nel femore, la superficie
esterna della protesi (esclusa la parte superiore, da collegare con un
collo modulare della stessa azienda nell’intervento chirurgico
effettivo) viene rivestita per mezzo di trattamento a pennello manuale
con un idrogel di HA-g-PLA, preparato al 10% p/v (DD=7%) e
caricato con 0,5% di blu di metilene, allo scopo di rendere piu visibile
la presenza e la distribuzione dell’idrogel in ispezioni successive sia
sulla protesi che nella sede del femore. La protesi viene quindi inserita
a pressione nella sede precedentemente ottenuta nel femore. Dopo tre
minuti, vengono rimossi 1 dispositivi di fissaggio, il femore viene e
viene ispezionata visivamente la distribuzione dell’idrogel nelle
superfici interne della cavita ossea midollare e sulla superficie della

protesi.
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4.2. Sintesi e caratterizzazione di un nuovo derivato acido
ialuronico-p ciclo destrina

4.2.1. Materiali

Il sale sodico dell’acido ialuronico (HA) ad alto peso molecolare (My,
1500 kDa) ¢ stato gentilmente fornito dalla NOVAGENIT S.R.L.
(Milano, Italia). Il tetrabutilammonio idrossido (TBA-OH), 1’acido
cloridrico (HC1), I'idrossido di sodio (NaOH), 1’acetone, 1’etanolo,
I’acido ortofosforico, il cloruro di sodio (NaCl), I’N-metil-2-
Pirrolidone anidro (NMP anidro), 1’acido metansolfonico anidro, la 4-
amino butirraldeide dietilacetale e 1’1,1’-Carbonildiimidazolo (CDI)
sono stati acquistati alla Sigma Aldrich (Milano, Italia). La resina a
scambio cationico Dowex 50Wx8-200 e I’etilendiamina (EDA) sono
stati forniti dalla Fluka (Milano, Italia). La 6-O-monotosil--

ciclodestrina ¢ stata acquistata alla Cyclolab Ltd (Ungheria).

4.2.2. Apparecchiature

Gli spettri 'H-NMR sono stati ottenuti con uno strumento Brucker
AC-250. Gli spettri FT-IR sono stati registrati come compresse di KBr
nel range 4000-400cm™ usando uno Spettrofotometro Perkin-Elmer
1720 a trasformata di Fourier, con una risoluzione di 1 c¢cm™; ogni
spettro ¢ stato registrato dopo 100 scansioni. Le centrifugazioni sono

state eseguite con una centrifuga Beckman Coulter Allegra X-22R
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equipaggiata con un rotore ad angolo fisso FO850 e un sistema
refrigerante. Gli spettri UV-VIS sono stati registrati in acqua usando

uno spettrofotometro SHIMADZU UV-2401 PC.

4.2.3. Sintesi del derivato HA-but-fCD-EDA

L’acido ialuronico a basso peso molecolare (HAyw — Low Molecolar
Weight) ¢ stato ottenuto a partire da HA ad alto peso molecolare
(HApmw-High Molecular Weight) avente un peso molecolare pari a
1500 kDa, mediante trattamento con una soluzione di acido cloridrico
concentrato seguendo un metodo gia riportato altrove (Palumbo F. S. et
al., 2006). HAyw € stato reso solubile in solventi organici dopo
formazione del suo sale di tetrabutilammonio (TBA), ottenuto previa
acidificazione dei gruppi carbossilici del sale sodico dell’HA, usando
una resina acida (Dowex 50Wx8-200) e successiva neutralizzazione
con tetrabutilammonio idrossido (TBA-OH), fino a pH 7 e successiva
liofilizzazione. L’HA-TBA ¢ stato recuperato dopo liofilizzazione e
caratterizzato mediante analisi 'H-NMR (D,O) che ha confermato
I’avvenuto scambio con il TBA. Lo spettro '"H-NMR (D,0) dell’HA-
TBA ha mostrato segnali a:

0.97 & (m, 12 H, N*-(CH,-CH,-CH,-CH,),); 140 & (m, 8 H,

N*-(CH,-CH,-CH,-CH3),); 1.64 & (m, 8 H, N*-(CH,-CH,-CH,-CHs),);
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204 & (s, 3H,-NH-CO-CHj); 382 & (m, 8 H,

N*(CH,-CH,-CH,-CH3),).

4.2.3.1. Sintesi del derivato butirraldeidico dell’acido ialuronico

(forma acetalica)

250 mg di HA-TBA vengono solubilizzati in 13.3 ml di NMP anidro.
Alla soluzione ottenuta vengono aggiunti 11.72 mg di CDI solido
secondo il rapporto molare :

moli di CDI

X= =0.18
moli di unita ripetitive di HA-TBA

Alla miscela di reazione sono stati poi aggiunti 15 ul di acido
metansolfonico e 13.16 ul di 4-amminobutirraldeide dietil acetale
secondo un rapporto molare :

moli di 4-amminobutirraldeide dietil acetale

Y: = 0 19
moli di unita ripetitive di HA-TBA

La reazione ¢ stata condotta a 40°C per 28 ore.

Dopo tale tempo, sono stati aggiunti 1.4 ml di una soluzione acquosa
satura di NaCl allo scopo di allontanare il TBA, e dopo 30 minuti sono
stati aggiunti 42 ml di etanolo assoluto. Il precipitato formatosi ¢ stato
lavato per cinque volte in etanolo, e per due volte in acetone. Il

solvente di lavaggio ¢ stato allontanato per centrifugazione a 11800
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rpm per 15 min a 4 °C e successivamente il prodotto ¢ stato essiccato
sotto vuoto e recuperato con una resa pari a 90% p/p.
Il prodotto & stato quindi caratterizzato tramite analisi 'H-NMR (in

D,0), spettrofotometria FT-IR ( in KBr) e analisi UV (in acqua).

4.2.3.2. Sintesi del derivato etilendiamminico della

betaciclodestrina (6CD-EDA )

La sintesi di BCD-EDA ¢ stata eseguita come riportato in letteratura
(Giammona G. et al., 2006). Una soluzione di 200 mg di 6-O-
monotosil-B-ciclodestrina in 2 ml di etilendiammina (EDA) viene
posta ad una temperatura di 80°C per due ore. Dopo tale tempo, la
miscela di reazione viene aggiunta goccia a goccia a 50 ml di acetone
freddo (-10°C), il precipitato ottenuto ¢ stato lavato cinque volte con
aliquote da 20 ml ciascuna di acetone.

Il solvente di lavaggio ¢ stato allontanato per centrifugazione a 11800
rpm per 15 min a 4 °C. Infine il prodotto viene essiccato sotto vuoto. Il
prodotto finale ¢ stato ottenuto con una resa in peso rispetto al prodotto
di partenza pari all’85 % p/p.

Il prodotto ¢ stato caratterizzato tramite analisi "H-NMR (in D,0),

spettrofotometria FT-IR (in KBr) e analisi UV (in acqua).
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4.2.3.3. Sintesi del derivato  betaciclodestrinico  dell’HA
(HA-but-6CD-EDA )

Ogni singolo lotto di copolimero HA-but-BCD-EDA ¢ stato ottenuto
partendo da 200 mg del derivato butirraldeidico dell’acido ialuronico
(forma acetalica) che sono stati solubilizzati in 20 ml di H,O
bidistillata. Il pH della soluzione ¢ stato poi portato a 2.1 con acido
ortofosforico 0.1M. In questo modo ¢ stata ottenuta, per idrolisi, la
forma aldeidica del derivato butirraldeidico dell’HA (HA-but-CHO).
La soluzione ¢ stata posta a 60°C per un’ora e mezza. Successivamente
il pH e stato portato a 6-6.8 con NaOH (0.1 M) e la temperatura a
50°C. Alla soluzione ¢ stata aggiunta goccia a goccia nell’arco di 5
minuti, la BCD-EDA solubilizzata in 2 ml di H,O bidistillata, in
accordo ad un opportuno rapporto molare:

moli di BCD-EDA
X’'= =1
moli di unita ripetitive di HA-but-CHO

La reazione procede a 50°C sotto agitazione per 24 ore.

Dopo tale tempo, la miscela di reazione ¢ stata dializzata contro acqua
distillata utilizzando tubi da dialisi con cut off 12.000-14.000 Da
(Spectra/Por) ed effettuando 1 cambi nei primi due giorni alternando
acqua distillata e una soluzione acquosa di NaCl allo 0.5%p/v, al fine

di evitare la formazione di eventuali interazioni ioniche tra BCD-EDA
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e HA-but-CHO, e nei tre giorni successivi solo con acqua.
Successivamente 1l prodotto ¢ stato sottoposto a freeze-drying ed
analizzato mediante cromatografia su strato sottile (TLC) utilizzando
come fase mobile acetonitrile: acqua bidistillata (2:1), i campioni HA-
but-CHO, BCD-EDA e HA-but-BCD-EDA sono stati solubilizzati
rispettivamente in H,O bidistillata, DMSO e miscela DMSO:H,0
bidistillata (5:1). Il prodotto & stato inoltre caratterizzato tramite analisi

'H-NMR (in miscela DMSO-d¢/D,0 in rapporto 5:1), spettrofotometria

FT-IR (in KBr) e analisi UV (in acqua).
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