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PREMESSA 

 

La membrana biologica rappresenta un’importante interfaccia per le cellule, essa 

costituisce la matrice per le proteine e, inoltre, funge da barriera selettiva mantenendo le 

differenze tra il contenuto cellulare interno e l’ambiente esterno regolando la diffusione 

delle molecole. Anche i modelli sperimentali di biomembrana hanno le medesime 

caratteristiche, essi sono sistemi semplici e convenienti per riprodurre le proprietà delle 

membrane. I bilayer fosfolipidici, incluse le vescicole, sono stati ampiamente impiegati 

come modelli di biomembrana, infatti tra tutti i modelli sperimentali proposti è stato 

accettato quello secondo il quale i lipidi nelle membrane si trovino in una 

configurazione a doppio strato con le teste polari rivolte sulla superficie della membrana 

e le code idrocarburiche apolari verso l’interno. Vista l’importanza del bilayer lipidico, 

nel preservare la struttura e le funzioni della membrana, la ricerca si è dedicata sempre 

di più allo studio delle proprietà dei lipidi con diverse tecniche chimico-fisiche. 

I fosfolipidi mostrano un mesomorfismo termotropico, perciò le loro proprietà 

possono essere studiate con la tecnica della calorimetria. Lo studio dei fosfolipidi ha 

riguardato lipidi puri, sintetici e la loro interazione con molecole biologicamente attive.  

Qualsiasi sostanza biologicamente attiva, naturale, sintetica o anche un farmaco, 

per espletare un effetto deve attraversare le membrane cellulari. Per questo è importante 

riuscire a determinare sia l’entità dell’interazione con la membrana biologica che il 

profilo cinetico con cui questi composti interagiscono e quindi capire quali sono i fattori 

che influiscono su queste interazioni. Alcuni farmaci somministrati per via endovenosa 

sono facilmente e velocemente degradati nel plasma trasformandosi nei corrispondenti 

derivati inattivi. Per ovviare a tale inconveniente si ricorre all’uso di prodrug. I prodrug 

lipofili hanno la duplice funzione di rendere il farmaco maggiormente adatto 

all’inserimento nella vescicola lipidica, e di fornire una protezione chimica del gruppo 

funzionale. Inoltre, le forme farmaceutiche convenzionali presentano diversi 

inconvenienti tra cui una durata d’azione del principio attivo troppo breve, con 

conseguenti frequenti somministrazioni che possono dar vita a fenomeni di accumulo e 

quindi tossicità. Spesso sono necessarie dosi elevate a causa di una scarsa specificità 

d’organo ed a causa delle proprietà chimico-fisiche sfavorevoli del farmaco. Per evitare 

questi problemi è possibile impiegare i “Drug Delivery Systems”. 
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INTRODUZIONE 

 

Liposomi come modelli di membrana biologica 

In tutti gli organismi viventi ogni cellula è circondata da un sottile rivestimento, 

detto membrana citoplasmatica, che ha la funzione di delimitare la cellula, di separarla 

dall’ambiente esterno con il quale regola gli scambi. La membrana è composta 

principalmente da fosfolipidi disposti a formare un doppio strato lipidico (Figura 1), 

secondo il “modello a mosaico fluido” proposto nel 1972 da Singer e Nicholson (Singer 

S.J. and Nicholson G.L., 1972). Nella componente lipidica si vanno a collocare proteine, 

una piccola percentuale di glucidi (glicoproteine e glicolipidi), e molecole di 

colesterolo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Rappresentazione in sezione longitudinale di una membrana plasmatica. 

 

Il fosfolipide è costituito da una porzione idrofila (testa polare) e da una porzione 

idrofoba (catena idrocarburica), esiste una grande varietà di fosfolipidi, la cui struttura si 

differenzia in base alla natura delle teste polari e delle code idrofobiche. 

Nella Figura 2 è riportata la diversa rappresentazione schematica della struttura 

chimica dei fosfolipidi: due catene idrocarburiche non polari sono esterificate con il 

glicerolo e con un gruppo fosfato, a sua volta legato ad un gruppo alcolico; se il gruppo 
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alcolico legato appartiene, per esempio, alla colina si ottiene la fosfatidilcolina (PC), 

uno tra i costituenti principali dei fosfolipidi nelle membrane cellulari. 

Essa, a pH fisiologico esiste in forma zwitterionica, possedendo una carica 

negativa sul gruppo fosfato e una carica positiva sul gruppo ammonio quaternario. Se, 

invece, al gruppo fosfato è attaccata l’etanolammina, il risultante fosfolipide è chiamato 

fosfatidiletanolammina (PE), un altro costituente dei fosfolipidi di membrana che 

possiede una carica positiva sul gruppo amminico. Tale gruppo può essere deprotonato 

a pH 9-10 e dare un gruppo amminico non carico. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2. Rappresentazione grafica della struttura dei fosfolipidi. 

 

La fosfatidilserina (PS) contiene, sul gruppo fosfato e sul gruppo carbossilico una 

carica negativa, mentre sul gruppo amminico è localizzata una carica positiva: questo 

lipide esibisce, perciò, a pH neutro una carica totale negativa. Essa è un fosfolipide 

acido perché contiene nella molecola un solo gruppo amminico, una funzione 

carbossilica acida dissociabile come anione ed un gruppo ossidrilico non esterificato 

dell’acido fosforico, anch’esso quindi dissociato in forma anionica. Quando i due 

ossidrili in posizione 1 e 2 del glicerolo sono esterificati con due acidi grassi e 

l’ossidrile in posizione 3 con l’acido fosforico, il fosfolipide è chiamato acido 

fosfatidico (PA). 

Testa Polare 
(Idrofila) 

Coda Apolare 
(Idrofoba) 

Schema Formula Modello 
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I fosfolipidi, nel formare il doppio strato lipidico della membrana, si dispongono 

in modo tale da orientare la coda apolare, costituita dalle catene idrocarburiche degli 

acidi grassi, verso la zona più interna del bilayer (strato idrofobico) e la testa polare, 

costituita da glicerolo e basi organiche, verso il mezzo acquoso all'esterno e all'interno 

della membrana. Questa disposizione determina la carica superficiale della membrana 

cellulare. 

Nello studio delle proprietà delle membrane biologiche si ricorre spesso a sistemi 

modello (liposomi) preparati con fosfolipidi sia sintetici (dipalmitoilfosfatidilcolina, 

DPPC; dimiristoilfosfatidilcolina, DMPC; acido dimiristoilfosfatidico, DMPA; 

dilaurilfosfatidilcolina, DLPC) che naturali (fosfatidilcoline, PC; fosfatidilserine, PS; 

fosfatidilglicerolo, PG; etc.) (Taylor K.M.G. et al., 1995). In particolare, utilizzando 

opportune miscele di questi fosfolipidi è possibile creare un sistema modello che 

riproduca la carica superficiale negativa delle membrane cellulari. 

Con il termine liposomi si indicava originariamente una dispersione acquosa di 

vescicole lipidiche multilamellari (MLV), prodotte per agitazione meccanica di un 

mezzo acquoso in presenza di un film di lipide disidratato. Nell’uso corrente, invece, 

con tale termine si descrivono sospensioni acquose di vescicole lipidiche 

indipendentemente dalle loro dimensioni o dalla loro natura. 

La duttilità del sistema liposomiale, la cui composizione può essere variata in 

funzione delle esigenze sia terapeutiche sia formulative, ha reso possibile lo sviluppo di 

alcune linee di ricerca quali l’utilizzo dei liposomi come modelli di membrana per 

studiare i meccanismi e le cinetiche di trasporto di varie specie molecolari presentandosi 

strutturalmente simili alle membrane cellulari (Tabella 1). 

 
Tabella 1. Confronto tra membrane cellulari e doppi strati lipidici artificiali. 

 Spessore Capacità Resistenza 
Potenziale 

di rottura 

Permeabilità 

all’acqua 

Membrana 

Cellulare 
6-10 nm 

0,5-1,3 

µF cm-2 

102-105 

Ω cm2 
>150 mV <10-3 cm s-1 

Membrana 

Artificiale 
4,5-8 nm 

0,3-1,3 

µF cm-2 

106-109 

Ω cm2 
100-200 mV 4-10-4 cm s

-1
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Fosfolipide

Testa polare

(idrofila)

Coda apolare

(idrofoba)

Bilayer

fosfolipidico
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(singolo strato)
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(doppio strato)

Fosfolipide

Testa polare

(idrofila)

Coda apolare

(idrofoba)

Bilayer

fosfolipidico

Code

Micella

(singolo strato)

Liposoma

(doppio strato)

I liposomi, inoltre, sono, già da tempo, largamente studiati come potenziali 

“carrier” per modificare il comportamento farmacocinetico di diversi farmaci (Castelli 

F. et al., 1997; 1998; 2000a; 2000b; Raudino A. et al., 1998). 

I fosfolipidi le cui aree delle loro sezioni trasversali a livello delle code 

idrofobiche e delle teste polari sono circa uguali, se dispersi in un mezzo acquoso hanno 

la capacità di formare spontaneamente doppi strati, aggregandosi in modi differenti 

(Figura 3). 

Le strutture vescicolari, cioè quelle sferoidali delimitate da uno o più doppi strati 

fosfolipidici, aventi un diametro compreso tra 20 nm e 20 µm sono dette "liposomi". 

In queste strutture i fosfolipidi sono organizzati in modo tale da formare uno o più 

strati concentrici, detti lamelle, separati da uno o più strati acquosi (rispettivamente 

liposomi unilamellari e multilamellari), come in Figura 4. 

In base al metodo di preparazione si possono ottenere diversi tipi di liposomi, che 

possono essere così classificati: 

• Multilamellar Vesicles (MLV); 

• Large Unilamellar Vesicles (LUV); 

• Small Unilamellar Vesicles (SUV). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Fosfolipidi in ambiente acquoso: doppi strati, micelle e vescicole chiuse a 
doppi strati (liposomi). 
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Figura 4. Vescicole Multilamellari (MLV): (A) rappresentazione schematica; (B) MLV 
al microscopio elettronico. Vescicole Unilamellari (LUV): (C) rappresentazione 
schematica; (D) LUV al microscopio elettronico. La tecnica utilizzata è la freeze 

fracture electron microscopy. 

 

La natura anfifilica dei liposomi permette il loro uso come drug delivery system, 

dal momento che all’interno delle lamelle le sostanze si possono collocare in maniera 

differente in funzione della loro idrofilia, infatti: 

• le sostanze idrosolubili sono intrappolate negli spazi acquosi tra le lamelle o nello 

spazio acquoso interno dei liposomi; 

• le sostanze liposolubili trovano collocazione tra le catene idrofobiche degli acidi 

grassi; 

• le sostanze anfotere si possono collocare con la parte idrofila all’esterno dei bilayer e 

con la parte idrofoba all’interno. 

L’analisi termica, ed in particolare la Calorimetria a Scansione Differenziale 

(DSC) è stata largamente usata per studiare i sistemi liposomiali. I fosfolipidi, infatti, 

quando sono idratati presentano caratteristiche liotrope, cioè l’esistenza di differenti 

fasi, quali gel e cristallo liquido, in funzione della differente percentuale d’acqua e della 

temperatura (Taylor K.M.G. et al., 1995). 

Come si può osservare dal diagramma di fase della DPPC riportato nella Figura 5, 

al variare della percentuale d’acqua si ha una transizione di fase gel-cristallo liquido, 

A 

C 

B 

D 
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caratterizzata sia da una temperatura di transizione, Tm, che da una variazione 

d’entalpia, ∆H. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5. Diagramma di fase del sistema 1,2-dipalmitoil-L-fosfatidilcolina/H2O. 

 

Nei casi in cui la percentuale d’idratazione è superiore al 18 % in peso d'acqua si 

può osservare, per una temperatura inferiore alla temperatura di transizione della 

sostanza l’esistenza di una fase gel (solida-cristallina), dove le catene alifatiche dei 

fosfolipidi si orientano parallelamente le une alle altre, con i gruppi metilenici in 

configurazione "tutta trans”, come si può osservare in Figura 6. In questa fase le catene 

sono impaccate saldamente e la loro libertà di movimento è ristretta (fase Lβ). Al di 

sopra della temperatura di transizione, si osserva l’esistenza di una fase liquida 

cristallina (fase Lα), dove le catene alifatiche sono più mobili e presentano una 

conformazione “cis” causando la distruzione dell’orientamento ordinato del layer 

lipidico (fusione delle catene). 
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Figura 6. Transizione di fase di fosfolipidi. 

 

La temperatura di transizione rappresenta un’importante caratteristica di tutte le 

membrane, costituite da fosfolipidi, ed é notevolmente influenzata dalla natura delle 

catene alifatiche e da quella del gruppo polare del fosfolipide. I parametri derivati dalle 

analisi DSC comprendono la temperatura di transizione, Tm, e la variazione di entalpia, 

∆H. Nella Figura 7 è riportato il picco endotermico della transizione gel-cristallo liquido 

Lβ → Lα dei liposomi di DMPC. L’interazione di una sostanza con il bilayer 

fosfolipidico può causare la depressione della temperatura di transizione, Tm, gel-

cristallo liquido (rilevabile calorimetricamente), in accordo con il modello di 

Van’t Hoff. 
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Figura 7. Tracciato calorimetrico della transizione di fase gel-cristallo liquido di 
liposomi di DMPC. 
 
Tecniche impiegate per lo studio d’interazione con i modelli di 

biomembrana: 
 

a) Calorimetria a Scansione Differenziale (DSC) 

Una sostanza quando subisce una modificazione fisica, ad esempio una fusione o 

una transizione da uno stato cristallino ad un altro, o quando reagisce chimicamente, 

assorbe o libera energia, generalmente sotto forma di calore. 

La Calorimetria a Scansione Differenziale è una tecnica che consente di 

determinare, durante una scansione effettuata con incrementi lineari della temperatura, 

la variazione d’entalpia di processo mediante misura del flusso di calore necessario per 

mantenere il campione della sostanza in esame alla stessa temperatura di un campione 

di riferimento (inerte). La tecnica consente, altresì, di eseguire misure di capacità 

termica, d'emissività termica e di purezza di campioni solidi; inoltre essa consente lo 

studio di equilibri di fase e della cinetica dei processi (Gao D. et al., 1997). 

Uno dei campi d’indagine della Calorimetria a Scansione Differenziale è 

costituito dallo studio del comportamento termotropico di dispersioni acquose di lipidi, 

in quanto permette il calcolo delle variazioni entalpiche (dall’integrazione dell’area 
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delle curve calorimetriche) ed entropiche (essendo il valore di Tm uguale al rapporto 

∆H°/∆S°) che accompagnano le transizioni di fase di tipo gel-cristallo liquido. 

Registrando il flusso di calore in funzione della temperatura, ∆H / ∆T, si ottiene un 

grafico caratteristico, termogramma, che indica la natura del processo (endotermico o 

esotermico) e la temperatura degli eventi termici, ma anche l'entità dei medesimi 

(Figura 8). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Tipico termogramma DSC che mostra i processi endotermici o esotermici 
della transizione vetrosa (Tg), della cristallizzazione (Tc), della fusione (Tm). 
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Nella Figura 9 sono riportati i picchi endotermici relativi alle transizioni gel-

cristallo liquido di fosfolipidi con catene aciliche a diversa lunghezza. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Curve DSC delle transizioni gel-cristallo liquido di fosfolipidi con differenti 
catene di acidi grassi. 
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Nella Figura 10 è riportato lo schema del Calorimetro a Scansione Differenziale 

utilizzato nella nostra ricerca. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Rappresentazione schematica del sistema di Calorimetria Differenziale a 
Scansione, Mettler Toledo TA-STARe. 
 

b) Langmuir-Blodgett 

Nel 1917 Irving Langmuir osservò che le sostanze anfifiliche sono in grado di 

formare un monolayer, cioè un film di spessore monomolecolare, se adeguatamente 

deposte su una superficie acquosa (Langmuir I., 1917). Il monolayer è un sistema 

bidimensionale, generalmente studiato con il metodo del film-balance di Langmuir-

Adam, (Albrecht O. et al., 1978) che in seguito a variazioni di pressione superficiale, 

area e temperatura, fornisce utili informazioni sulla distribuzione e sull’orientazione 

molecolare. Esso costituisce un valido strumento per lo studio dell’organizzazione dei 

fosfolipidi di membrana, che può essere affiancato alle notizie sulla permeabilità di 

membrana, documentate dai lavori sui liposomi (Phillips M.C. and Chapman D., 1968). 

L’uso dei monolayer, come modello di membrana, deriva dal fatto che esso 

rappresenta la metà di un doppio strato lipidico (bilayer) e che possiede caratteristiche 

direttamente legate alle proprietà di quest’ultimo (Cadenhead D.A., 1985) 
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apparentemente più simile alle membrane naturali (Phillips M.C. and Chapman D., 

1968). Il monolayer può essere considerato come un gas bidimensionale. Quando l’area 

disponibile al monolayer è tale che la distanza tra le molecole adiacenti è elevata, le 

interazioni sono deboli e in queste condizioni il monolayer ha un piccolo effetto sulla 

tensione superficiale dell’acqua. Se l’area disponibile al monolayer è ridotta da un 

sistema di barriere mobili, cominciano a manifestarsi effetti repulsivi tra le molecole del 

film. Quest'analogo bidimensionale di pressione è chiamata pressione di superficie (π) 

ed è data dalla seguente relazione (Gaines G.L., 1996): 

ππππ = γ
0
 - γ 

Dove γ0 è la tensione di superficie del liquido puro e γ è la tensione di superficie 

del film. 

Il metodo del film-balance permette quindi di ottenere diagrammi di fase dei 

fosfolipidi, rappresentabili generalmente con curve isoterme pressione superficiale/area 

per molecola (π / Å2). 

La Figura 11 mostra il sistema utilizzato per le misure di tensione superficiale. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Strumento utilizzato per le misure su monolayers. 

 

Lo strumento è formato da una vaschetta “minitrough” in Teflon®, materiale 

idrofobico che permette di evitare eventuali perdite della subfase dai bordi. Il 

minitrough è termostatato attraverso circolazione forzata di liquido refrigerante in canali 

posti sotto il bagno in teflon. L’area del bagno può essere variata attraverso delle 

barriere che si muovono sulla superficie della vasca. 

Le barriere sono costituite da un materiale idrofilico, il Delrin (poliacetale). La 

tensione superficiale e la misura dell’area molecolare sono continuamente monitorate 
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durante la compressione. La pressione superficiale è misurata attraverso il metodo di 

Wilhelmy mediante una lamina molto sottile in platino.  

La lamina è montata su una elettrobilancia e misura la forza, dovuta alla tensione 

superficiale, applicata sulla lamina sospesa e parzialmente immersa nella subfase. La 

forza viene convertita in tensione superficiale (mN/m) in base alle dimensioni della 

lamina e la pressione superficiale è ottenuta misurando la variazione della forza tra la 

superficie liquida senza e con il monostrato flottante, tale forza è influenzata dalla forza 

di gravità, dalla tensione superficiale e dalla spinta idrostatica dell’acqua. La sensibilità 

della misura può essere aumentata usando una lamina molto sottile (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Rappresentazione della lamina usata nel metodo di Wilhelmy. 

 

La tecnica prevede la deposizione del fosfolipide, mediante l’uso di un solvente 

adeguato, volatile ed immiscibile con l’acqua, su una subfase acquosa, in modo da 

permetterne una distribuzione monomolecolare ottimale ed una successiva variazione 

dell’area a disposizione. Il solvente deve essere in grado di portare totalmente in 

soluzione i composti, deve essere chimicamente inerte rispetto al materiale del film, 

deve essere facilmente purificabile per eliminare eventuali contaminanti grassi, che 

inficerebbero i risultati. Il trasferimento della soluzione, così ottenuta, sull’acqua è 

generalmente effettuata deponendo gocce con dimensioni dell’ordine dei micron sopra 

la superficie da coprire (mediante una siringa adatta). Si deve agire in modo da evitare 

la formazione di gocce troppo grosse che, per gravità, anziché restare sulla superficie 

dell’acqua, si disperderebbero all’interno della subfase alterando così il numero di 
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molecole che occupano l’area superficiale. Si lascia quindi riposare il film ottenuto, 

permettendo in questo modo l’evaporazione del solvente. 

Tutte le molecole depositate restano sulla superficie acquosa, quindi si può 

ricavare direttamente il numero di molecole per unità di area di superficie, numero che 

può essere fatto aumentare eseguendo una riduzione dell’area a disposizione, come 

mostrato in Figura 13. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Rappresentazione della disposizione delle molecole sulla fase acquosa prima 
e dopo la compressione. 
 

Applicando al monolayer compressioni maggiori, è modificata la distribuzione 

superficiale delle molecole, forzandole a passare da uno stato a bassa densità 

“gassoso”(G) o di “liquido espanso”(L1), ad uno stato a maggiore densità, detto “liquido 

condensato”(L2), e successivamente ad uno stato di “solido condensato” (S) (Figura 14). 

Ulteriori diminuzioni dell’area effettiva per molecola, in seguito a maggiori 

compressioni del monolayer, risultano in un collasso del film, che si manifesta con una 

rapida diminuzione della pressione superficiale o con un break orizzontale 

nell’isoterma, se il monolayer è in uno stato liquido. Fino al punto di collasso, le 

molecole fosfolipidiche sono stabilizzate da interazioni fra i gruppi metilenici delle 

catene idrofobiche e da interazioni elettrostatiche nelle zone dei gruppi polari (Miñones 
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J. et al., 1981). Al punto di collasso le repulsioni molecolari vincono sulle forze 

attrattive, creando una situazione energeticamente sfavorevole che porta i fosfolipidi ad 

uscire dal piano del monolayer ed a formare multilayer ed isole. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 14. Curva isoterma Tensione superficiale/Area per molecola. 

 

L’area molecolare misurata alla pressione di collasso è importante perché 

rappresenta la minore area di superficie che una molecola in un monolayer può 

occupare ed è pertanto detta “area limite”. In effetti, però, si può incorrere in “super-

compressioni” del monolayer. Le curve di compressione, infatti, possono sviluppare una 

pressione massima dopo che il collasso è iniziato, a causa di susseguenti processi di 

rilassamento. Per questo si raccolgono anche i dati relativi a stadi precedenti al punto di 

collasso (Krull U.J. et al., 1985). Ad ognuno dei passaggi di fase riscontrabili durante la 

compressione del monolayer, corrispondono variazioni strutturali correlabili a quelle 

che avvengono nei modelli di membrana biologica. 

In letteratura, sono riportati molti studi sulle curve ottenute correlando l’area 

media per molecola (Å2) con la frazione molare (X) del composto in esame, che 

forniscono informazioni sull’impaccamento molecolare, sulla miscibilità, e sulle 

interazioni tra le molecole componenti monolayer misti (Bader H. et al., 1985). 

L’area media per molecola di una miscela binaria può essere calcolata utilizzando 

la seguente equazione: 

A = A1X1 + (1-X1) A2  
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dove, A è l’area media per molecola, X1 è la frazione molare di un componente, A1 e A2 

sono le aree parziali dei due componenti puri, alla stessa pressione superficiale. 

Riportando su un grafico A / X1 (Figura 15) si ottiene una retta se i due 

componenti del monolayer sono completamente immiscibili o possiedono una 

miscibilità ideale. 

Qualunque deviazione da questa relazione lineare indica interazione tra le 

molecole, cioè una miscibilità non ideale. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Grafico rappresentante l’andamento dell’area media per molecola rispetto 
alla frazione molare, a pressione costante, per monolayer completamente immiscibili o a 
miscibilità ideale (linea continua) e monolayer a comportamento non ideale (linea 
tratteggiata). 
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CAPITOLO 1 

Caratterizzazione di nuovi sistemi per il drug delivery: idrogel e 

micelle polimeriche. 
 

1.1. Rilascio di farmaci da un idrogel di inulina derivatizzata con 

anidride metacrilica e acido succinico 

Gli idrogeli sono definiti come network di polimeri idrofili che possono assorbire 

una notevole quantità d’acqua (>20 % del loro peso secco) senza perdere la loro 

integrità strutturale o passare in soluzione. Il network è spesso formato da polimeri 

ramificati covalentemente; ma anche legami ionici, legami idrogeno o Forze di Van der 

Waals e possono dar luogo a materiali polimerici rigonfiabili in acqua (Peppas N.A. and 

Mikos A.G., 1986; Vervoort L. et al., 1998). Gli idrogeli di vari polimeri naturali 

(chitosano, alginato, fibrina, collagene, gelatina, acido ialuronico, destrano, etc) e di 

monomeri sintetici (alcool vinilico, vinil acetato, acido metacrilico, N-vinil-2-

pirrolidone, idrossietilmetacrilato, etc) per la loro bassa tossicità, buona 

biocompatibilità e capacità di rilasciare i soluti in essi inseriti, se dispersi in un mezzo 

acquoso, sono stati studiati per varie applicazioni biomediche e farmaceutiche (come 

materiali per impianti e sistemi a rilascio prolungato e/o controllato di farmaci e, in 

alcuni casi, rilascio in uno specifico sito, così da prevenire l’accumulo di farmaco nei 

tessuti non-target, incrementando la sua biodisponibilità) (Hovgaard L. and Brondsted 

H., 1995; Qiu Y. and Park K., 2001; Hahn S.K. et al., 2007). Gli idrogeli sono 

considerati eccellenti ‘carriers’ per una varietà di agenti farmacologici che 

comprendono composti a basso peso molecolare fino alle macromolecole. 

L’inulina (INU) è un polisaccaride naturale trovato in vari vegetali come l’aglio, 

la cipolla e la cicoria (Van Loo J. et al., 1995) e appartenente al gruppo dei gluco-

fruttani. Essa consiste di molecole di fruttosio legate in β 2-1 e, molto spesso, contiene 

una molecola di glucosio ad una estremità della catena (Roberfroid M.B., 1993; Stevens 

C.V. et al., 2001). 

Negli ultimi anni l’inulina ha avuto un crescente interesse grazie alle sue 

molteplici proprietà. Essa, infatti, non è tossica, è biocompatibile, solubile in acqua, 

biodegradabile e poco costosa (Wang X. and Gibson G.R., 1993; Gibson G.R. and 

Roberfroid M.B., 1995; Biedrzycka E. and Bielecka M., 2004). Un importante enzima 

implicato nella degradazione dell’inulina è l’inulinasi, una miscela di endo- ed eso-

inulinasi, generalmente ottenuta da Aspergillus Niger (Damian F. et al., 1999). 
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L’inulina è anche usata in diagnostica per la determinazione della clearance renale ed è 

aggiunta ad alcuni prodotti alimentari come fibra alimentare (Bach Knudsen K.E. and 

Hessov I., 1995). In considerazione di queste caratteristiche, negli ultimi anni, 

l’interesse per l’inulina si è concentrato sulla sua derivatizzazione chimica per ottenere 

vari sistemi di rilascio (adatti a vari scopi) quali ad esempio, microsfere e idrogeli. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Inulina 

 

In questo lavoro è stato sintetizzato un derivato dell’inulina che è stato 

successivamente polimerizzato per originare un idrogel con lo scopo di impiegarlo 

come sistema di rilascio di farmaci al colon; infatti, i legami β 2-1 glicosidici non sono 

significativamente idrolizzati dagli enzimi delle secrezioni gastriche, tuttavia i batteri 

del colon, in maniera specifica i Bifidobacteria, che costituiscono più del 25 % della 

normale flora intestinale dell’uomo, sono capaci di fermentare l’inulina (Wang X. and 

Gibson G.R., 1993; Gibson G.R. and Roberfroid M.B., 1995). Il rilascio di farmaci nel 

colon è importante per il trattamento di varie patologie quali il morbo di Chron, la colite 

ulcerosa, il carcinoma del colon ed altre patologie che possono beneficiare di una 

elevata concentrazione locale di farmaco, riducendo, allo stesso tempo, la dose 

somministrata e gli effetti indesiderati. Inoltre, il colon è anche una possibile via di 

somministrazione per molti peptidi e proteine o per farmaci che devono essere assorbiti 

per svolgere un’azione sistemica (Sinha V.R. et al., 2007). Allo scopo di ottenere tali 

idrogeli, l’inulina è stata derivatizzata con anidride metacrilica (MA) ottenendo così una 

serie di derivati da sottoporre a ramificazioni fotochimiche (photocrosslinking) per 

mezzo di irradiazione UV. In funzione della temperatura e del tempo di reazione sono 
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stati ottenuti quattro diversi derivati. Tra essi, uno (INU-MA) ha mostrato la più alta 

resa e un buon grado di derivatizzazione per cui è stato scelto per ottenere un idrogel. Il 

network ricavato da INU-MA ha mostrato buone capacità di swelling ma una bassa 

resistenza all’idrolisi acida. Questo svantaggio è generalmente mostrato dagli idrogeli di 

inulina e dipende dalla degradazione dell’INU nativa a bassi valori di pH (Taufel K. and 

Steinbach K.J., 1959; Vervoot L. et al., 1998). 

Per superare questo problema l’INU-MA è stata derivatizzata con gruppi acidi 

lungo la struttura polimerica per ottenere un network contenente gruppi carbossilici. 

Infatti, la presenza di gruppi carbossilici causa, generalmente, un ridotto swelling in 

condizioni acide (ad es. i succhi gastrici) che potrebbe risultare in una ridotta 

degradazione in tale mezzo. Come mezzo derivatizzante è stata impiegata l’anidride 

succinica (SA), ottenendo così un derivato INU-MA-SA il quale è stato a sua volta 

sottoposto a crosslinking con radiazioni UV. L’idrogel ottenuto mostra un basso 

swelling ed una grande resistenza in fluidi gastrici simulati (pH 1,0). In accordo con 

queste proprietà, l’idrogel di INU-MA-SA è adatto per il rilascio nel tratto intestinale 

evitando o riducendo il rilascio nella regione gastrica. Questo è importante per quei 

farmaci che vengono degradati in condizioni acide e/o che possono causare effetti 

irritanti sulla mucosa gastrica, come ad esempio gli antinfiammatori non steroidei 

(NSAID). Per verificare tale capacità, l’idrogel è stato caricato con diflunisal (DFN), 

scelto come farmaco modello. Il diflunisal (Figura 1.1) è un derivato dell’acido 

salicilico, poco solubile in acqua, con una notevole attività analgesica e 

antinfiammatoria. Come gli altri NSAID, il diflunisal induce effetti collaterali 

gastrointestinali come emorragie ed ulcerazioni allo stomaco e all’intestino tenue 

(Cotton M.L. and Hux R.A., 1985; Langman M.J.S. et al., 1994; Smith C.C. et al., 

1994).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1. Formula di struttura del diflunisal. 
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Il rilascio di diflunisal è stato valutato mediante calorimetria a scansione 

differenziale misurando l’assorbimento dello stesso, da parte di modelli di membrana 

biologica, una volta rilasciato dall’idrogel. Le biomembrane modello sono costituite da 

vescicole unilamellari (LUV) di dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC). Gli studi sono stati 

effettuati usando idrogeli caricati con diverse quantità di diflunisal e a pH 7,4 e 4,0 con 

lo scopo di valutare se il rilascio di diflunisal è influenzato dalla quantità presente 

nell’idrogel e se il pH del mezzo può influenzare il rilascio stesso. La DSC è una tecnica 

particolarmente adatta per seguire la cinetica di trasferimento di un farmaco da un 

sistema a rilascio controllato a modelli di biomembrane, infatti è già stata 

precedentemente utilizzata per tale scopo (Castelli F. et al., 2001; 2002; 2005) Il 

diflunisal libero è capace di interagire con le vescicole unilamellari, scelte come modelli 

di biomembrana, causando un abbassamento della Tm; tale molecola, infatti, si comporta 

come un’impurità destabilizzando la struttura lipidica ordinata e spostando la Tm verso 

valori più bassi in confronto a quelli del lipide da solo (Guggenheim E.A., 1952; Jain 

M.K., 1988). Poiché tale decremento della Tm dipende dalla quantità di farmaco 

presente all’interno del doppio strato lipidico, la quantità di diflunisal rilasciata 

dall’idrogel, ed interagente con le vescicole di DMPC, è stata quantificata comparando 

gli effetti osservati sui parametri termodinamici del bilayer con gli effetti causati dalla 

dispersione nelle vescicole di DMPC di frazioni molari note e crescenti di farmaco. Gli 

effetti sulle caratteristiche termotropiche delle vescicole di DMPC causati dal farmaco 

libero possono essere comparati con quelli causati dal diflunisal rilasciato dall’idrogel. 

 

1.2. Micelle polimeriche come carrier di farmaci 

Ogni terapia farmacologica, per essere efficace, deve garantire il raggiungimento 

della concentrazione efficace del principio attivo nel sito d’azione. Ciò non è semplice 

da ottenere, infatti, può dipendere da numerosi fattori, di tipo fisiologico 

(vascolarizzazione, flusso sanguigno, permeabilità, estensione della superficie, pH del 

mezzo), o relativi alle caratteristiche chimico-fisiche del farmaco e della forma 

farmaceutica che lo veicola. Se, inoltre il principio attivo deve agire a livello di distretti 

particolari, come il sistema nervoso centrale, deve superare un ulteriore ostacolo, 

rappresentao dalla barriera emato-encefalica. Per tali motivi la moderna tecnologia 

farmaceutica si dedica alla progettazione di nuovi sistemi carrier, quali nanoparticelle, 
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microcapsule, liposomi e micelle che consentano di superare questi problemi (Cohen S. 

and Bernstein H., 1996). Un carrier per esplicare la sua funzione dovrebbe: 

• degradarsi lentamente; 

• essere sensibile alle variazioni di temperatura e pH; 

• avere un tempo di permanenza nel circolo sanguigno che consenta di mantenere a 

lungo la concentrazione terapeutica; 

• accumularsi nel sito d’azione. 

I copolimeri anfifilici biodegradabili, per la loro capacità di auto-assemblersi, in 

un mezzo acquoso, in seguito al raggiungimento di una certa concentrazione detta 

concentrazione di aggregazione critica (CAC), in strutture micellari con una buona 

capacità di loading (Chen H. et al., 2005), sono diventati oggetto di un interesse sempre 

maggiore per lo sviluppo di carrier per il rilascio di farmaci liposolubili. (Béduneau A. 

et al., 2007; Torchilin V.P., 2007). In queste strutture i segmenti idrofobici del 

copolimero formano un core che mostra di avere la capacità d’incorporare un farmaco e 

di permetterne un profilo di rilascio sostenuto. Mentre, i segmenti idrofilici formano una 

corona esterna che fornisce alle micelle una protezione sterica. La formazione delle 

micelle è da attribuire ad un decremento di energia libera del sistema, dovuto alla 

riduzione del numero di gruppi lipofili disposti all’interfaccia con il solvente acquoso, 

all’instaurarsi di legami idrogeno tra le molecole di acqua, alla formazione di interazioni 

tra la porzione idrofila del polimero e il solvente e, infine, ai legami di Van der Waals 

tra i gruppi idrofobi all’interno del sistema (Jones M. and Leroux J., 1999). Inoltre, 

legando alla superficie delle micelle delle specifiche molecole ligando, come residui del 

folato o il polisorbato 80 (PS80), (Sun W. et al., 2004; Sutton D. et al., 2007; Park J.H. 

et al., 2008) è possibile raggiungere uno specifico target terapeutico. In particolare, i 

sistemi colloidali con in superficie le molecole di PS80 dopo somministrazione 

endovenosa nei topi hanno la capacità di trasportare il farmaco oltre la barriera 

ematoencefalica (Kreuter J. et al., 2003; Michaelis K. et al., 2006). L’effetto target è 

probabilmente dovuto all’adsorbimento dell’apolipoproteina E sulla superficie delle 

particelle grazie all’interazione del PS80 con i recettori per le lipoproteine, presenti sulle 

cellule endoteliali dei capillari del cervello, ed alla successiva endocitosi. Un altro 

possibile meccanismo è il semplice rilascio del farmaco all’interno delle cellule 

endoteliali e quindi la diffusione al cervello (Kreuter J. et al., 2003; Kreuter J., 2004). 

Un sistema micellare ideale dovrebbe: 
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• formarsi spontaneamente e incorporare al suo interno molecole di principio attivo 

che devono poi essere rilasciate in forma libera al sito bersaglio; 

• avere dimensioni di circa 10-20 nm affinché possa attraversare le membrane; 

• essere stabile in vivo; 

• non causare effetti indesiderati; 

• essere formato da componenti che possano essere facilmente eliminati 

dall’organismo una volta completata la loro funzione (Kabanov A.V. et al., 2002). 

Generalmente i copolimeri in grado di formare micelle sono formati da blocchi 

idrofobici, costituiti da poliesteri alifatici, come l’acido polilattico (PLA), il 

policaprolattone (PCL), o fosfolipidi; mentre i blocchi idrofilici possono essere costituiti 

da polietilenglicoli, polivinilpirrolidone, chitosano o α,β-poliidrossietil-D,L-

aspartammide. 

In questo lavoro è stato studiato il rilascio, l’assorbimento e l’interazione di un 

farmaco, inglobato all’interno di micelle ottenute da un copolimero derivato dall’α,β-

poliidrossietil-D,L-aspartammide (PHEA), con modelli di biomembrana, costituiti da 

liposomi multilamellari (MLV) ed unilamellari (LUV) di dimiristoilfosfatidilcolina, 

tramite la tecnica della calorimetria a scansione differenziale. Il PHEA è un polimero 

sintetico a struttura poliamminoacidica, biocompatibile, non tossico, non immunogenico 

e solubile in acqua (Giammona G. et al., 1987). Nella struttura del polimero sono 

presenti, in catena laterale, gruppi ossidrilici per cui è possibile legare covalentemente 

allo scheletro polimerico molecole di varia natura. 

Per poter sintetizzare il copolimero anfifilico necessario per ottenere le micelle il 

PHEA è stato fatto reagire con etilendiammina (EDA), sostituendo così i gruppi 

ossidrilici con quelli amminici, più reattivi (Licciardi M. et al., 2006). 

Successivamente il PHEA-EDA è stato derivatizzato con PS80 e PLA per ottenere 

PHEA-EDA-PS80-PLA (Figura 1.2). Il PLA è stato scelto poiché è un polimero sintetico 

lipofilo biocompatibile e già ampiamente utilizzato in campo biomedico. Le micelle 

polimeriche di PHEA-EDA-PS80-PLA sono state preparate con il metodo della dialisi. 

Le micelle così ottenute sono state utilizzate come sistema carrier, il farmaco 

modello scelto è l’R-Flurbiprofene. Sia la sintesi del copolimero che la preparazione 

delle micelle sono state effettuate presso l’Università degli Studi di Palermo dal gruppo 

di ricerca del Prof. G. Giammona del Dipartimento di Chimica e Tecnologie 

Farmaceutiche. 



 24 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.2. Struttura chimica del copolimero PHEA-EDA-PS80-PLA (n = 44). 

 

1.3. R-Flurbiprofene  

Lo screening della classe degli antinfiammatori non steroidei (NSAID) ha portato 

all’identificazione di alcuni farmaci in grado di abbassare i livelli della proteina β-

amiloide (Aβ) (Weggen S. et al., 2001; Eriksen J.L. et al 2003), in particolare la sua 

forma a 42 amminoacidi (Aβ-42) implicata nella formazione di placche senili ed 

aggregati neurofibrillari nei vasi e nel parenchima cerebrale, caratteristiche principali 

della patogenesi del morbo di Alzheimer (Blennow K. et al., 2006). Inoltre la 

deposizione delle placche è associata ad una innata risposta immunitaria che include 

l’attivazione del complemento (Rogers J. et al., 1992), la secrezione di elementi pro-

infiammatori come citochine e chemochine, e la produzione di ossido nitrico che media 

l’apoptosi (Griffin W.S. et al., 1989; Dickson D.W. et al., 1993). Un NSAID riduce i 

segnali pro-infiammatori, la risposta della microglia e degli astrociti abbassando il 

rischio di sviluppare l’Alzheimer (McGeer P.L. and McGeer E.G., 2004). 

E’ stato provato che l’enantiomero R del Flurbiprofene (Figura 1.3), noto anche 

come Tarenflurbil, ha la capacità di abbassare i livelli di Aβ-42 in colture cellulari 

(Morihara T. et al., 2002; Eriksen J.L. et al., 2003) esso non agisce come un classico 
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inibitore di proteasi ma tramite una modulazione allosterica della presenilina-1, il 

principale componente del complesso della γ-secretasi, l’enzima di clivaggio che a 

partire dal precursore della proteina amiloide (APP) produce le varie forme di Aβ 

(Eriksen J.L. et al., 2003; Lleò et al., 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3. Formula di struttura dell’R-Flurbiprofene (Tarenflurbil). 

 

Inoltre l’R-Flurbiprofene si è dimostrato sicuro e ben tollerato, tuttavia gli studi 

clinici di fase III sono stati interrotti poiché il trattamento non ha influito positivamente 

sull’attività cognitiva (Rafii M.S. and Aisen P.S., 2009). Una spiegazione plausibile per 

tale fallimento è che la somministrazione orale produce concentrazioni di farmaco 

insufficienti a ridurre i livelli della proteina Aβ, infatti studi preliminari su soggetti sani 

hanno dimostrato una penetrazione dose dipendente del farmaco dal plasma al fluido 

cerebrospinale variabile da 0,5 a 1 % (Galasko D.R. et al., 2007). 

Per questi motivi l’utilizzo di un carrier, come le micelle polimeriche, che 

permetta la protezione del farmaco ed il direzionamento specifico verso il sito d’azione 

può rappresentare un mezzo efficace per il superamento di tutti gli inconvenienti 

descritti. 

 

1.4. Materiali 

La 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DMPC) è stata fornita dalla 

Genzyme Pharmaceuticals, Liestal, Svizzera (purezza del 99,9 %). Per formare i 

liposomi è stata utilizzata una soluzione di tris (hydroxymethyl-aminomethane) 50 mm, 

portata a pH = 7,4 (tamponata) o 4,0 mediante acido cloridrico.  

L’anidride metacrilica (MA), l’anidride succinica (SA), l’inulina (INU) 

(Mw ~ 5000 Da) da Dahlia Tubers, l’inulinase da Aspergillus niger (INU-ase), il 

butanolo, l’acido acetico glaciale e la trietilamina (TEA) sono stati ottenuti dalla Fluka 

F

OH

O
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(Italia). La N,N-dimetilformamide anidra 99,9 % (DMF), il diflunisal (DFN), l’etanolo 

96 %, l’antrone e il D2O (purezza 99,9 %) sono stati forniti dalla Aldrich Chemical Co. 

(Italia). Il dietil etere, l’acetone, il metanolo, l’acetonitrile, l’acido acetico e il 2-

propanolo sono stati forniti dalla Merck (Germania).  

L’α,β-poli(N-2-idrossietil)-D,L-aspartammide (PHEA) utilizzato per la 

preparazione del copolimero è stato sintetizzato e purificato secondo una procedura già 

descritta (Giammona G. et al., 1987). Il Polisorbato 80 (PS80), N-idrossisuccinimmide 

sale sodico (NHS), bis(4-nitrofenil)carbonato (PNPC), N,N-dimetilacetammide anidra 

(DMA), D2O e DMSO-d6 (purezza 99,9 %), sono stati forniti da Sigma-Aldrich (Italy). 

R-Flurbiprofene (R-Flu), etilendiammine (EDA), dietilammine (DEA) e 

dimetilsolfossido (DMSO) sono stati forniti da Fluka (Italy); RESOMER R 202 (l’acido 

D,L-polilattico, PLA: 8000 Da) è stato fornito da Bidachem-Boeringher Ingelheim 

(Italy).  

 

1.5. Derivatizzazione dell’inulina con anidride metacrilica ed anidride 

succinica (INU-MA-SA) 

Prima dell’uso, l’inulina è stata essiccata in stufa a 70 °C per 24 ore. Un grammo 

di inulina è stato solubilizzato sotto argon in 14 mL di DMF anidra per circa 3 ore. A 

solubilizzazione completa, sono state aggiunte opportune quantità di TEA, come 

catalizzatore, e di MA con X = 0,4 e Y = 0,2, dove: 

 

 

 

 

 

 

 

La miscela di reazione è stata mantenuta sotto agitazione, sotto argon, per 24 ore a 

25 °C in un bagno d’acqua termostatato; dopo tale periodo, è stata aggiunta una 

opportuna quantità di TEA e di anidride succinica con X1 = 0,3 e Y1 = 0,15 dove: 
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La miscela di reazione è stata nuovamente mantenuta sotto agitazione e sotto 

argon per 24 ore a 25 °C. Dopo questo tempo, il prodotto di reazione è stato precipitato 

in 140 mL di una miscela etere/acetone (2:1, V/V) e centrifugata a 4 °C per 15 min a 

10000 rpm. 

Il prodotto è stato così recuperato e lavato diverse volte nella stessa miscela di 

solventi. Dopo l’ultimo lavaggio è stato seccato sotto vuoto fino a peso costante. Un 

grammo del prodotto ottenuto, disciolto in 60 mL di acqua bi-distillata, è stato passato 

attraverso una resina a scambio cationico Dowex 50W x 8 e la soluzione risultante è 

stata liofilizzata. Il prodotto finale è stato ottenuto con una resa del 99 % in peso in base 

all’inulina di partenza.  

 

1.6. Caratterizzazione del derivato INU-MA-SA 

Lo spettro FT-IR (KBr) mostra una larga banda a 3437 cm-1 (υas OH); e bande a 

1737 cm-1 (υ C=O del gruppo estereo), a 1290 cm-1 (scissoring del gruppo –C=C-H2). 

Lo spettro 1H-NMR (D2O) mostra: δ 1,96 (3H, s, -CO-C(CH3)=CH2) 2,74 (4H, s, 

-CH2CH2), 3,50-4,0 (5H, m: CH2-OH; CH-CH2-OH; -CH2-CH2-O-), 4,14 (1H, t: CH-

OH), 4,25 (1H, d: CH-OH), 5,79 e 6,22 (2H, 2s: -CO-C(CH3)=CH2). 

Il grado di derivatizzazione (DD %) è stato determinato mediante 1H-NMR. Il 

contenuto in residuo metacrilico legato all’inulina è stato calcolato comparando 

l’integrale del picco a δ 5,79 e 6,22 (2H, 2s: CH2=CR-), relativo ai protoni del doppio 

legame del residuo metacrilico, con l’integrale del picco tra δ 3,5-4,25, relativo ai 

protoni (7H) dell’unità di fruttosio dell’inulina. Il valore di DD è risultato essere 

22 mol %. La quantità di residui succinici legati all’inulina è stata calcolata comparando 

l’integrale del picco a δ 2,74 (4H, s, CH2CH2), relativo ai protoni del gruppo succinico, 

con il picco tra δ 3,5-4,25, relativo ai protoni (7H) dell’unità di fruttosio dell’inulina. Il 

valore di DD è risultato del 30 mol %.  
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1.7. Preparazione dell’idrogel mediante irradiazione dell’INU-MA-SA 

con raggi UV 

100 mg di INU-MA-SA sono stati inseriti in una fiala di quarzo e disciolti in 1 mL 

di etanolo 96 %; dopo la completa dispersione, il campione è stato degassato sotto vuoto 

e un pistone di quarzo è stato inserito nella fiala allo scopo di formare uno strato sottile 

(circa 2 mm) nello spazio tra il pistone e la fiala. Il campione è stato irradiato a 254 nm 

per 1 ora. Dopo il tempo di irradiazione, l’idrogel insolubile è stato purificato usando 

prima etanolo quindi acqua bidistillata. Dopo l’ultima purificazione, l’idrogel è stato 

recuperato e liofilizzato. La resa ottenuta è stata del 90 % rispetto all’INU-MA-SA 

iniziale.  

 

1.8. Studi di swelling 

Gli studi di swelling sono stati effettuati in acqua bidistillata, in HCl 0,1 N (pH 

1,0) per simulare i succhi gastrici, e in soluzione tampone fosfato (PBS) pH 6,8 o 7,4 

(NaCl, Na2HPO4, KH2PO4) per simulare rispettivamente i succhi intestinali o la 

soluzione fisiologica. La quantità di idrogel di INU-MA-SA esattamente pesata è stata 

posta in filtro sinterizzato tarato per 5 mL, immersa in un beaker contenente il mezzo di 

swelling e lasciata a rigonfiare a 37 ± 0,1 °C per 24 ore. Dopo questo tempo, l’eccesso 

di liquido è stato rimosso per percolazione a pressione atmosferica. Quindi, ogni filtro è 

stato messo in un tubo da centrifuga e centrifugato a 3000 rpm per 5 minuti, il 

centrifugato è stato pesato insieme al filtro e lo swelling è stato calcolato come: 

    q = Ws/Wd 

dove Ws e Wd sono i pesi del campione rigonfiato e di quello secco, rispettivamente. 

La tara del filtro è stata previamente stabilita bagnando il filtro in acqua e 

pesandolo dopo centrifugazione. Ogni esperimento è stato effettuato per tre volte e i 

risultati sono in accordo con un errore standard del ± 3 %. 

 

1.9. Studi di degradazione chimica “in vitro” dell’idrogel INU-MA-SA 

50 mg di idrogel di INU-MA-SA in 25 mL di solvente di degradazione, (costituito 

da HCl 0,1 N, pH 1,0, o soluzione tampone fosfato pH 7,4; 6,8 o 4,7) sono stati incubati 

a 37 ± 0,1 °C sotto continua agitazione (100 rpm). Dopo 24 ore i campioni sono stati 

neutralizzati, centrifugati a 10000 rpm a 4 °C per 10 minuti, ed è stato eliminato il 

surnatante. Quando l’idrolisi è stata effettuata in HCl 0,1 N sono stati anche provati 
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tempi di incubazione di 1 e 2 ore. Per ogni campione, l’idrogel rimanente è stato lavato 

per cinque volte con acqua bidistillata sotto continua agitazione per 1 ora. Infine, 

l’idrogel è stato liofilizzato, pesato e caratterizzato con studi di swelling in acqua 

bidistillata, lo swelling è stato espresso come rapporto (q) tra il peso dell’idrogel 

rigonfiato (Ws) e secco (Wd). Inoltre, è stata calcolata la resa dell’idrogel recuperato. 

Ogni esperimento è stato ripetuto tre volte e i risultati sono in accordo con un 

errore standard del ± 3 %. 

 

1.10. Studi di degradazione enzimatica “in vitro” del derivato INU-

MA-SA o dell’idrogel in presenza di inulinasi 

Aliquote (50 mg) del derivato INU-MA-SA o dell’idrogel sono state incubate in 

25 mL di tampone fosfato a pH 4,7 in assenza o in presenza di inulinasi (concentrazione 

finale dell’enzima 10 U/mL), sotto continua agitazione (100 rpm) a 37 ± 0,1 °C per 

24 ore. La soluzione dell’enzima è stata preparata immediatamente prima 

dell’esperimento. La degradazione del campione è stata valutata utilizzando due diversi 

metodi:  

1)  analisi TLC con orcinolo come rivelatore, usata per il derivato solubile INU-MA-SA 

2)  il metodo con antrone usato per l’idrogel INU-MA-SA. 

 

1.11. Analisi TLC 

Il mezzo di degradazione dell’INU-MA-SA è stato sottoposto ad analisi 

cromatografica su strato sottile mediante una lastrina in silicagel 60 per 1 ora usando 

come fase mobile una miscela di butanolo/acido acetico/acqua (3:3:2 v/v/v) e 

0,5 mg/mL di soluzione fruttosio come riferimento. Dopo il tempo di sviluppo del 

campione, la lastrina è stata asciugata con aria calda, spruzzata con orcinolo e 

nuovamente asciugata su una piastra calda. 

 

1.12. Metodo dell’antrone 

50 mg di antrone sono stati solubilizzati in 100 mL di una miscela acido 

solforico/acqua (2,5:1 v/v); 200 µl di questa soluzione sono stati aggiunti ad una 

soluzione contenente 700 µl di acqua e 100 µl del mezzo di degradazione di INU-MA-

SA, la miscela è stata tenuta a 100 °C in acqua calda per 10 minuti. Trascorso questo 

tempo, la soluzione è stata lasciata raffreddare a temperatura ambiente e analizzata a 
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λ = 625 nm. La curva di calibrazione è stata ottenuta con una soluzione di fruttosio in 

acqua, a differente concentrazione (R2 = 0,9998). Ogni esperimento è stato ripetuto per 

tre volte e i risultati sono in accordo con un errore standard del ± 2 %. 

 

1.13. Incorporazione del diflunisal nell’idrogel di INU-MA-SA 

Il diflunisal è stato caricato nell’idrogel di INU-MA-SA durante l’irradiazione 

UV. Studi preliminari hanno dimostrato che il farmaco non subisce degradazione nelle 

condizioni d’irradiaziobne utilizzate. In particolare, il farmaco è stato solubilizzato in 

etanolo (in quantità variabili tra 10-50 mg/ml) ed irradiato a 254 nm per 1 h; quindi i 

campioni sono stati analizzati mediante HPLC rilevando l’assenza di prodotti di 

degradazione. Per cui, il farmaco è stato solubilizzato in etanolo insieme all’INU-MA-

SA (concentrazione finale di INU-MA-SA 100 mg/mL) allo scopo di avere tre differenti 

quantità di farmaco rispetto al polimero (concentrazione finale di farmaco: 14, 25 e 

43 mg/ml, per ottenere un drug loading rispettivamente del 12, 20 e 30 % in peso). Le 

soluzioni farmaco-polimero sono state irradiate a 254 nm per 1 ora. In questo modo, 

sono stati ottenuti tre differenti campioni di idrogel a base di INU-MA-SA, contenenti 

al loro interno una diversa quantità di farmaco. Essi sono stati velocemente lavati con 

etanolo, acqua bidistillata e quindi liofilizzati. 

 

1.14. Determinazione della quantità di farmaco negli idrogeli di INU-

MA-SA 

Poiché una certa aliquota di farmaco caricato nell’idrogel è stata rimossa durante 

la fase di lavaggio, è stato necessario valutare la reale quantità di farmaco caricata in 

ogni campione. Per tale motivo, 50 mg di ogni idrogel di INU-MA-SA caricato col 

farmaco, sono stati sottoposti ad estrazione a temperatura ambiente in metanolo. Quindi, 

la quantità di farmaco estratto è stata quantitativamente determinata con HPLC. La 

quantità di farmaco inclusa negli idrogeli di INU-MA-SA risulta essere del 10,4; 17; 

24 % in peso. 

 
1.15. Sintesi del PHEA-EDA, PHEA-EDA-PS80, e del copolimero 

PHEA-EDA-PS80-PLA 

La derivatizzazione del PHEA con EDA per ottenere il PHEA-EDA e la sua 

successiva caratterizzazione sono state effettuate in accordo con una procedura già 
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descritta (Licciardi M. et al., 2006). Il prodotto è stato ottenuto con una resa percentuale 

del 95 %, rispetto alla quantità di PHEA utilizzata. Il grado di derivatizzazione in EDA 

(DDEDA) determinato con la spettroscopia 1H NMR in D2O è risultato del 

30,0 ± 0,5 mol %. 

La derivatizzazione del PHEA-EDA con il PS80 per ottenere il PHEA-EDA-PS80 è 

stata effettuata con la seguente procedura: i gruppi idrossilici del PS80 sono stati attivati 

in una soluzione di DMA anidro con PNPC a 10 °C per 3 ore. Dopo tale tempo di 

attivazione, è stata aggiunta una soluzione di PHEA-EDA e la miscela di reazione finale 

è stata lasciata a reagire a 25 °C per 3 ore e, in seguito a 20 °C per tutta la notte, in 

continua agitazione. Le quantità di PS80 e PNPC sono state aggiunte secondo le 

proporzioni X = 1 e Y = 1, dove 

 

 

 

 

Il prodotto è stato ottenuto con una resa dell’85 %, rispetto alla quantità di PHEA-

EDA iniziale. Il grado di derivatizzazione di PS80 (DDPS80), determinato con la 

spettroscopia 1H NMR in D2O è risultato 1,2 ± 0,03 mol %.  

La derivatizzazione del PHEA-EDA-PS80 con l’acido polilattico (PLA) per 

ottenere il copolimero anfifilico PHEA-EDA-PS80-PLA è stata effettuata come segue: 

27,5 mg ml−1 di PHEA-EDA-PS80 sono stati solubilizzati in 2 ml di DMSO anidro a 

40 °C, quindi è stata aggiunta un’appropriata quantità di DEA, usata come catalizzatore. 

NHS-derivato del PLA (PLA-NHS), ottenuto secondo una procedura riportata in 

letteratura (Palumbo F. et al., 2006), è stato aggiunto alla soluzione di PHEA-EDA-

PS80 per 1 ora. La reazione è stata effettuata sotto flusso di argon a 40 °C per 4 ore e, in 

seguito, a 25 °C per tutta la notte. Le quantità di PLA-NHS e DEA sono state calcolate 

per X1 = 0,035 and Y1 = 1,2, dove: 
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Il PHEA-EDA-PS80-PLA è stato ottenuto con una resa del 100 % rispetto al 

polimero PHEA-EDA-PS80 iniziale. Il grado di derivatizzazione in PLA (DDPLA), 

determinato con la spettroscopia 1H NMR in DMSO-d6, è risultato 0,54 ± 0,05 mol %.  

 

1.16. Preparazione delle micelle di PHEA-EDA-PS80-PLA contenenti 

R-Flu 

Le micelle di PHEA-EDA-PS80-PLA contenenti il farmaco sono state preparate 

semplicemente miscelando, con l’uso di mortaio e pestello, appropriate quantità di 

PHEA-EDA-PS80-PLA e di R-Flu, secondo una procedura già descritta in letteratura 

(Craparo E. et al., 2009). 

Il rapporto in peso finale copolimero/farmaco è uguale a 1:1; è stato aggiunto al 

prodotto 1 ml di etanolo, per solubilizzare l’R-Flu, quindi, sono state aggiunte aliquote 

di 500 µl di acqua fino al raggiungimento di un volume di 8 ml. La dispersione ottenuta 

è stata agitata per 1 ora, quindi per 5 minuti con un Ultraturrax, sottoposta ad ultrasuoni 

per 1 ora e, infine, centrifugata a 11800 rpm a 25 °C per 20 minuti, quindi è stata fatta 

passare attraverso un filtro di acetato di cellulosa (0,2 µm) e liofilizzata. 

Per valutare la quantità di R-Flu incorporata dalle micelle di PHEA-EDA-PS80-

PLA è stata effettuata un’analisi HPLC, usando una colonna µBondpack (5 µm, 250 x 

46 mm d.i., Waters), la fase mobile è composta da una miscela di metanolo e acido 

fosforico (1 % v/v) 80:20 v/v con una velocità di flusso di 1 ml/min., leggendo a 

λ = 247 nm. 

L’analisi è stata eseguita sciogliendo 5 mg di micelle caricate con R-Flu in 10 ml 

di acqua bidistillata, quindi la soluzione è stata filtrata, attraverso una membrana di 

cellulosa con pori di 0,2 µm, e analizzata con HPLC. La quantità di R-Flu incorporata 

nelle micelle è stata determinata per mezzo di una curva di calibrazione ottenuta da 

soluzioni standard di R-Flu in etanolo, in un range di concentrazione compreso tra 5-

100 µg/ml, e i risultati sono stati espressi come rapporto percentuale in peso tra il 

farmaco incorporato e il sistema secco (copolimero + farmaco). 

 
1.17. Interazione tra le biomembrane modello ed i farmaci 

Per studiare il rilascio del diflunisal dall’idrogel sono state usate come 

biomembrane modello vescicole unilamellari (LUV) di dimiristoilfosfatidilcolina 

(DMPC) ottenute per estrusione delle vescicole multilamellari (MLV). 
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Le vescicole multilamellari sono state preparate nel seguente modo: una 

determinata quantità di DMPC (7 mg, 0,010325 mmol) è stata solubilizzata in 

cloroformio:metanolo (1:1); i solventi sono stati evaporati sotto flusso di azoto, a 37° C 

(temperatura superiore alla temperatura di transizione del lipide), per ottenere dei film 

lipidici i quali sono stati liofilizzati per 60 minuti per allontanare eventuali tracce di 

solvente; i film sono stati idratati con 168 µl di Tris 50 mM a pH 7,4 o 4,0, posti a 37 °C 

un minuto e agitati un minuto per tre volte, quindi, lasciati a 37 °C per 60 minuti. 

Per ottenere le vescicole unilamellari, gli MLV sono stati estrusi per 19 volte 

attraverso una membrana in policarbonato (pori 100 nm) in un sistema per estrusione 

LiposofastTM Basic (Avestin Inc.) (Figura 1.4) (Hope M.J. et al., 1985; MacDonald 

R.C. et al., 1991). I pori della membrana sono quasi cilindrici e le vescicole che sono 

più larghe del diametro dei pori, durante il passaggio attraverso i pori, sono ridotte sia 

nelle dimensioni che nella lamellarità (Mayer L.D. et al., 1986; Hope M.J. et al., 1993). 

Il contenuto di fosforo fosfolipidico è stato determinato mediante un saggio per il 

fosfato (Rouser G. et al., 1970). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.4. Mini-estrusore LiposoFast TM (Avestin). 

 

Inoltre, per valutare l’interazione tra il farmaco ed i LUV, un’esatta quantità di 

diflunisal (in modo da avere le frazioni molari 0,00; 0,015; 0,03; 0,045; 0,06; 0,09 e 

0,12 rispetto al fosfolipide è stata pesata sul fondo del crogiolo di alluminio da 160 µl e 

quindi sono stati aggiunti 120 µl (0,007375 mmoli di DMPC) della dispersione acquosa 

liposomiale appena preparata. Il crogiolo è stato chiuso ermeticamente ed incubato a 

37 °C, sotto agitazione, per 60 minuti per permettere al diflunisal di ripartirsi tra la fase 

acquosa e quella lipidica, quindi sottoposto ad una scansione in riscaldamento da 5 a 

37 °C a 2 °C/min e ad una scansione in raffreddamento da 37 a 5 °C a 4 °C/min. Il ciclo 

è stato ripetuto per almeno tre volte, per verificare la riproducibilità dei risultati. I valori 

di Tm (rispetto a quello del fosfolipide puro) che si ottengono sono i parametri di 
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riferimento per indicare l’effetto che una determinata frazione molare di composto 

causa sui liposomi di DMPC. 

Per quanto riguarda l’R-Flurbiprofene allo scopo di valutare l’interazione tra il 

farmaco e le biomembrane modello sono stati preparati liposomi multilamellari 

miscelando una quantità fissa di DMPC (7 mg, 0,010325 mmol) solubilizzata in 

cloroformio:metanolo (1:1) con aliquote di una soluzione di R-Flu in cloroformio, in 

modo da avere le opportune frazioni molari (0,00; 0,015; 0,03; 0,045; 0,06; 0,09; 0,12) 

di farmaco rispetto al fosfolipide. In seguito, sono stati ottenuti i film con la medesima 

procedura descritta prima, i quali sono stati idratati con 168 µl di Tris 50 mM a pH 7,4, 

mediante questa tecnica si ottengono liposomi multilamellari di DMPC in cui il farmaco 

è omogeneamente disperso nei bilayers (Schema 1.1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schema 1.1. Preparazione dei liposomi. 

 

Anche in questo caso per le frazioni molari X = 0,00 ed X = 0,09, sono stati 

ottenuti liposomi unilamellari per estrusione degli MLV  

120 µl delle sospensioni liposomiali così preparate, sia in presenza che in assenza 

di R-Flu, sono stati posti in un crogiolo di alluminio da 160 µl e sottoposti allo stesso 

ciclo di analisi termica descritto prima.  

 

1.18. Cinetiche di rilascio 

Queste misure sono state effettuate per verificare la capacità del diflunisal di 

essere rilasciato dall’idrogel, attraversare il mezzo acquoso, interagire con le membrane 
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modello ed eventualmente penetrare nelle stesse. Tali esperienze sono state eseguite 

pesando, in crogioli di alluminio da 160 µl, un’esatta quantità di idrogel caricato con 

diflunisal (in modo da avere sempre la frazione molare 0,09 di diflunisal rispetto al 

fosfolipide) ed aggiungendo aliquote di 120 µl di sospensione liposomiale 

(0,007375 mmoli di DMPC) in Tris 50 mM a pH = 7,4 o 4,0. I crogioli, dopo essere 

stati sigillati, sono stati sottoposti a cicli calorimetrici consistenti di tre fasi: 

1) una scansione calorimetrica da 5 °C a 37 °C con un incremento di temperatura di 

2 °C/min al fine di investigare l’interazione fra il composto e il modello di 

membrana, durante una prima fase di riscaldamento che porta i campioni ad una 

temperatura superiore alla Tm (37 °C); 

2) un periodo d’incubazione di 60 minuti a 37 °C per permettere al composto, 

eventualmente rilasciato, di essere idratato, dissolversi nel mezzo acquoso e di 

permeare il bilayer lipidico che, a questa temperatura, si trova in uno stato di 

disordine; 

3) una fase di raffreddamento del campione dalla temperatura d’incubazione (37 °C) 

alla temperatura di 5 °C, ad una velocità di 4 °C/min, per riportare il bilayer in uno 

stato ordinato prima di ripetere il ciclo dalla prima fase. Questa procedura è stata 

ripetuta almeno otto volte. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Allo stesso modo, per verificare la capacità delle micelle di rilasciare l’R-Flu sono 

state eseguite esperienze simili a quelle appena descritte. Infatti, è stata pesata, in 

crogioli di alluminio da 160 µl, un’esatta quantità di micelle caricate con R-Flu, in 
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modo da avere sempre la frazione molare 0,09 di farmaco rispetto al fosfolipide, ed 

aggiungendo aliquote di 120 µl di sospensione liposomiale (0,007375 mmoli di DMPC) 

in tampone Tris a pH = 7,4. La frazione molare X = 0,09 è stata scelta poiché la curva 

calorimetrica, sia degli MLV che dei LUV, preparati in presenza di tale quantità di R-

Flu, è estremamente modificata rispetto a quella delle vescicole di pura DMPC ma il 

picco della transizione ha ancora una forma ben definita, senza separazione di fase. I 

crogioli, dopo essere stati sigillati, sono stati sottoposti a cicli di analisi calorimetrica 

consistente nelle tre fasi descritte prima. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Inoltre, per essere certi che le modificazioni della curva calorimetrica delle 

vescicole di DMPC siano dovute solo al R-Flu e non alle micelle sono state effettuate 

delle prove in cui le sole micelle di PHEA-EDA-PS80-PLA (alla stessa quantità 

utilizzata nelle prove effettuate con quelle caricate con il farmaco) sono state incubate 

con la stessa quantità di liposomi di DMPC. 

Infine, è stato fatto un esperimento in cui il solo R-Flu è stato incubato con gli 

MLV ed i LUV di DMPC. In tutti gli esperimenti la quantità di farmaco è stata 

mantenuta costante (frazione molare 0,09). 

 

1.19. RISULTATI E DISCUSSIONE 

1.19.1. Derivatizzazione dell’INU e caratterizzazione dell’INU-MA-SA 

La derivatizzazione dell’inulina (INU) con l’anidride metacrilica (MA) e 

l’anidride succinica (SA) è stata effettuata in due fasi distinte e consecutive in DMF 
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come solvente, TEA come catalizzatore, senza l’isolamento di prodotti intermedi 

(Schema 1.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schema 1.2. Schema di reazione tra INU, MA e SA. 

 

Il derivato INU-MA-SA ottenuto è stato caratterizzato con spettrofotometria FT-

IR, spettroscopia 1H-NMR, cromatografia ad esclusione dimensionale (SEC), studi di 

degradazione chimica ed enzimatica con inulinasi. 

In Figura 1.5 sono mostrati gli spettri FT-IR dell’INU-MA-SA e dell’inulina. Lo 

spettro del derivato INU-MA-SA, comparato con quello dell’inulina, ha mostrato nuove 

bande relative all’introduzione dei residui di MA e SA nella struttura dell’inulina. In 

particolare, la banda a 1737 cm-1 relativa alla nuova formazione di legami esterei tra SA 

o MA e l’inulina e la banda a 1290 cm-1 relativa allo scissoring del doppio legame della 

MA.  
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Figura 1.5. Spettro FT-IR dell’inulina e del derivato INU-MA-SA. 

 

Lo spettro 1H-NMR conferma l’introduzione dei gruppi MA e SA nella struttura 

dell’inulina; in particolare, mostra i picchi a δ 1,96, 5,79 e 6,22 relativi al residuo MA e 

quello a δ 2,74 relativo al residuo di SA, come mostrato in Figura 1.6. 

Il grado di derivatizzazione in MA e SA, calcolato con 1H-NMR è risultato, 

rispettivamente, del 22 e del 30 % in moli rispetto alle unità ripetitive di inulina. La resa 

della reazione si è rivelata quantitativa. 

Il derivato INU-MA-SA ha una buona solubilità in acqua a 25 °C se comparata 

con l’inulina pura che, a questa temperatura, mostra, invece, una bassa solubilità. 

Inoltre, il peso molecolare di INU-MA-SA è risultato essere, dall’analisi SEC, 9000 Da, 

quindi più alto di quello dell’inulina pura (5000 Da), confermando così che le delicate 

condizioni di reazione usate non influiscono sull’integrità strutturale dell’inulina di 

partenza.  

INU 

INU 

1737 cm - 1 

1290 cm - 1 

INU 

INU-MA-SA 

1737 cm-1 

1290 cm - 1 

cm-1 



 39 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.6. Spettro 1H-NMR del derivato INU-MA-SA. 

 

Allo scopo di ottenere l’idrogel, il derivato INU-MA-SA è stato irradiato usando 

un reattore UV Rayonet dotato di sedici lampade UV emettenti a 254 nm. 100 mg/ml 

della soluzione etanolica di INU-MA-SA sono stati irradiati per 1 ora. L’idrogel 

ottenuto, risultato insolubile in solventi organici ed acqua, è stato seccato e 

caratterizzato con FT-IR come mostrato in Figura 1.7. 

Come si vede in figura, lo spettro FT-IR dell’idrogel di INU-MA-SA confrontato 

con quello del derivato INU-MA-SA mostra la scomparsa della banda a 1290 cm-1, 

confermando così la riduzione del doppio legame di MA durante la reazione di 

crosslinking. Questo suggerisce che il crosslinking indotto dai raggi UV implica 

l’apertura dei doppi legami, probabilmente attraverso la formazione di radicali liberi che 

danno origine alla formazione di legami crociati inter/intrapolimerici.  

 

 

 

 

 

 

 

 

CH2=C-R2 

R-CH2-CH2-R 

CH3-CR=CH2 -CO-C(CH3)=CH2

-CO-C(CH3)=CH
2

 

CH2=C-R2 

R-CH2-CH2-R 

CH3-CR=CH2 -CO-C(CH3)=CH2

-CO-C(CH3)=CH
2

O
CH2OH

OH

OH

H

H

OH

H

CH2OH



 40 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.7. Spettro FT-IR dell’idrogel di INU-MA-SA e del derivato. 

 

1.19.2. Studi di swelling 

La capacità di swelling dell’idrogel di INU-MA-SA è stata valutata per mezzo di 

studi di swelling in vari mezzi acquosi, riproducenti alcuni fluidi fisiologici come la 

soluzione di HCl 0,1 N (pH 1,0, che simula i succhi gastrici), soluzione tampone fosfato 

pH 6,8 (che simula il fluido intestinale) e soluzione tampone fosfato pH 7,4 (fluido 

fisiologico) oltre all’acqua bidistillata.  

I dati di swelling in termini di q (q = Ws/Wd dove Ws e Wd sono i pesi del 

campione rigonfiato e di quello secco, rispettivamente) sono riportati in Figura 1.8. 

Tutti i risultati hanno evidenziato una buona affinità dell’idrogel INU-MA-SA verso il 

mezzo acquoso in dipendenza del pH del mezzo. È evidente, come aspettato, che a pH 

1,0 c’è un abbassamento del valore di q dovuto alla presenza di gruppi acidi, 

indissociati a questo valore di pH. Quando il pH è 6,8 o 7,4, l’acqua riassorbita è 

maggiore, e quindi il valore di q cresce, come conseguenza della repulsione 

elettrostatica tra le catene polimeriche, dovuta all’incremento dei gruppi dissociati a 

questo valore di pH. Tuttavia, il valore di q a pH 6,8 o 7,4 è più basso di quello trovato 

in acqua bidistillata dovuto alla forza ionica e alla pressione osmotica del mezzo PBS. 
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Figura 1.8. Studi di swelling in diversi mezzi per l’idrogel di INU-MA-SA. 

 

1.19.3. Degradazione chimica 

Con l’obiettivo di valutare il profilo di degradazione chimica dell’idrogel di INU-

MA-SA, la degradazione dell’idrogel è stata misurata in differenti mezzi, prendendo in 

considerazione anche la degradazione acida dell’inulina pura. Le prove di degradazione 

chimica sono state effettuate in PBS a pH 4,7, 6,8, 7,4 per 24 ore e in HCl 0,1 N per 1, 2 

o 24 ore. I risultati sono mostrati in Figura 1.9. Dopo il periodo di incubazione, sono 

state determinate la resa del campione recuperato ed il suo valore di q (riferito alle 

24 ore), in acqua bidistillata. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.9. Resa % (W/W) e valore di q dopo idrolisi chimica dell’idrogel INU-MA-
SA. 
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Come mostrato in figura, quasi tutto l’idrogel è stato recuperato dopo gli studi di 

idrolisi chimica; infatti, la resa dell’idrogel recuperato è simile a quella dei campioni 

trattati in acqua distillata. Un’ulteriore conferma si ha dal valore di q dell’idrogel 

trattato, che rimane approssimativamente invariato, provando così che non si ha alcuna 

degradazione quando gli studi di idrolisi chimica sono effettuati sia in PBS a differenti 

valori di pH che in HCl 0,1 N fino a 24 ore. Questo è un risultato eccellente 

considerando la bassa resistenza dell’inulina pura in mezzo acido (Taufel K. and 

Steinbach K.J., 1959; Vervoot L. et al., 1998). 

 

1.19.4. Degradazione enzimatica 

Con lo scopo di studiare la degradazione enzimatica del derivato INU-MA-SA e 

dell’idrogel, entrambi i composti sono stati sottoposti alla degradazione dell’inulinasi. 

L’inulinasi è una β-fruttosidasi e rimuove le unità di fruttosio dall’estremità non 

riducente della molecola di inulina o di certi zuccheri aventi un’unità di fruttosio 

all’estremità in posizione β 2,1: questi enzimi possono essere definiti come 2,1 β-D 

frutto-fruttano idrolasi. Inulinasi con attività β-fruttosidasica sono contenute in piante e 

microrganismi, inclusi funghi, lieviti, e batteri. 

Sono stati effettuati sia studi enzimatici qualitativi che quantitativi, 

rispettivamente per il derivato solubile INU-MA-SA e per l’idrogel reticolato insolubile. 

In particolare, le analisi qualitative sono state effettuate con cromatografia su strato 

sottile usando orcinolo come rivelatore di fruttosio, il prodotto finale della degradazione 

enzimatica dell’inulina. Dopo 24 ore di incubazione del derivato INU-MA-SA la 

soluzione di degradazione è stata analizzata con TLC; la macchia relativa alla 

degradazione polimerica è apparsa, indicando così che il derivato è specificamente 

degradato dalla inulinasi. Il saggio quantitativo del fruttosio, liberato dalla degradazione 

enzimatica dell’idrogel INU-MA-SA, è stato effettuato usando il metodo colorimetrico 

dell’antrone. In questo caso la degradazione dell’idrogel è risultata del 53 ± 3 % in peso 

rispetto al peso del campione iniziale. Questi risultati sono molto interessanti poiché 

confermano che sia il derivato INU-MA-SA che l’idrogel sono degradabili dalla 

inulinasi. Questo consente di utilizzare tale idrogel nella formulazione di sistemi di 

rilascio di farmaci specifici per il colon, tenendo anche conto della buona affinità in 

acqua e dell’assenza di idrolisi chimica in condizioni gastriche simulate.  
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1.19.5. Incorporazione del diflunisal nella matrice di INU-MA-SA 

Con l’obiettivo di verificare l’abilità dell’idrogel di INU-MA-SA di incorporare e 

rilasciare i farmaci, è stato scelto, come farmaco modello, il diflunisal. L’incorporazione 

del diflunisal nell’idrogel di INU-MA-SA è stata ottenuta durante la reazione di 

crosslinking ottenendo tre differenti concentrazioni di farmaco, 10,4, 17 e 24 % in peso, 

rispetto al polimero di partenza.  

La determinazione dello stato di dispersione del farmaco nell’idrogel di INU-MA-

SA è stata ottenuta con analisi ai raggi X. Il diflunisal puro è in uno stato cristallino, 

mentre quando è inserito nell’idrogel di INU-MA-SA è in uno stato amorfo. Anche 

l’idrogel non caricato con il farmaco risulta avere una struttura amorfa differentemente 

dall’inulina, che mostra uno stato cristallino (Ronkart S. et al., 2006). I dati ottenuti 

dimostrano che, durante la reazione di crosslinking, non si forma nessuna regione 

cristallina e che il farmaco è molecolarmente intrappolato all’interno del reticolo, in uno 

stato fisico prontamente disponibile per il processo di dissoluzione nel mezzo di 

rilascio. 

 

1.19.6. Interazione tra le biomembrane modello ed i farmaci 

Interazione LUV/Diflunisal 

L’interazione del diflunisal con lo strato fosfolipidico dei LUV è stata valutata 

comparando le curve calorimetriche delle dispersioni liposomiali di DMPC contenenti 

differenti frazioni molari di diflunisal con la curva calorimetrica della dispersione 

liposomiale di DMPC pura come mostrato in Figura 1.10. La curva calorimetrica dei 

LUV di DMPC è caratterizzata da un picco di pretransizione, a circa 16,5 °C, relativo al 

ripiegamento delle code idrofobiche, e da un picco, a circa 25 °C, relativo alla 

transizione del fosfolipide da uno stato ordinato, o di gel, a uno disordinato, o di 

cristallo liquido, e ogni cambiamento in questa curva indica che il diflunisal interagisce 

con il doppio strato fosfolipidico.  

Per valutare l’influenza del pH sull’interazione diflunisal/LUV le prove sono state 

effettuate a pH 7,4 e 4,0. 

A pH 7,4 (Figura 1.10), il diflunisal, con l’incremento della sua frazione molare, 

causa la scomparsa del picco di pretransizione, un graduale spostamento verso 

temperature più basse e un allargamento del picco calorimetrico principale. Alla 

frazione molare 0,12 si osserva una separazione di fase che indica che il diflunisal non 
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si distribuisce uniformemente nel doppio strato fosfolipidico, ma si formano zone più 

ricche e zone più povere di diflunisal. Quindi, per monitorare il rilascio è stata utilizzata 

la frazione molare 0,09 che influenza notevolmente il doppio strato fosfolipidico ma è 

associata ad un picco calorimetrico ben definito.  

A pH 4,0 (Figura 1.11), all’aumentare della frazione molare di farmaco presente, 

si osserva una diminuzione della Tm e un allargamento del picco. 

La Figura 1.12 mostra la variazione della temperatura di transizione dei picchi 

calorimetrici dei LUV di DMPC, riportata come ∆T/T0
m (∆T = Tm-T0

m; dove Tm è la 

temperatura di transizione dei LUV che contengono il diflunisal e T0
m è la temperatura 

di transizione dei LUV di DMPC pura), in funzione della frazione molare di diflunisal 

presente nella dispersione liposomiale. Si osserva un notevole decremento della 

temperatura di transizione; inoltre tale decremento è proporzionale all’aumento della 

frazione molare di diflunisal, ed è maggiore a pH 4,0, come ci si poteva aspettare, 

considerata la natura acida del diflunisal.  

Questi risultati indicano che il diflunisal interagisce con i LUV di DMPC 

aumentando la fluidità del doppio strato fosfolipidico. Inoltre l’interazione è 

proporzionale alla quantità di diflunisal presente nella dispersione liposomiale. 

I risultati di tali esperimenti rappresentano la massima interazione fra il diflunisal 

e i LUV e saranno utilizzati come riferimento per le prove di rilascio. 
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Figura 1.10. Curve calorimetriche, in riscaldamento, dei LUV di DMPC contenenti 
frazioni molari crescenti di diflunisal preparati a pH 7,4. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.11. Curve calorimetriche, in riscaldamento, di LUV di DMPC contenenti 
frazioni molari crescenti di diflunisal preparati a pH 4,0. 
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Figura 1.12. Temperatura di transizione dei LUV di DMPC, riportata come ∆T/T0

m 
(∆Τ = Tm-T0

m; dove Tm è la temperatura di transizione dei LUV che contengono il 
diflunisal e T0

m è la temperatura di transizione dei LUV di DMPC pura), in funzione 
della frazione molare di diflunisal presente nella dispersione liposomiale, determinata a 
pH 4,0 (a) e pH 7,4 (b). 
 

Interazione MLV/R-Flu 

È stato studiato l'effetto del R-Flu sul comportamento termotropico degli MLV, le 

curve DSC delle vescicole di DMPC pura sono state confrontate con le curve delle 

vescicole preparate in presenza di differenti frazioni molari di R-Flu, come mostrato in 

Figura 1.13. Il picco di pretransizione scompare già alla più bassa frazione molare di 

farmaco (X = 0,015), ed il picco di transizione all’aumentare della frazione molare di R-

Flu all’interno dei liposomi si sposta a temperature più basse diventando, inoltre, via via 

più slargato. Nella curva calorimetrica della frazione molare X = 0,12 è possibile 

evidenziare la presenza di una separazione di fase, che può essere spiegata con una 

distribuzione non omogenea del farmaco all’interno del bilayer lipidico ovvero con la 

formazione di zone più ricche e più povere di farmaco.  

La Figura 1.14 mostra l’andamento delle temperature di transizione degli MLV di 

DMPC preparati in presenza di R-Flu in funzione della frazione molare presente nella 

dispersione lipidica acquosa. La variazione della temperatura di transizione è riportata 
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come ∆T/T0
m (∆T = Tm-T0

m, dove Tm è la temperatura di transizione di MLV di DMPC 

in presenza del farmaco esaminato e T0
m è la temperatura di transizione degli MLV di 

DMPC pura). Si osserva un notevole decremento della temperatura di transizione, 

proporzionale all’aumento della frazione molare di R-Flu. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.13. Curve calorimetriche, in riscaldamento, degli MLV di DMPC pura ed in 
presenza di differenti frazioni molari di R-Flu. 
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Figura 1.14. Temperatura di transizione riportata come ∆T/T0

m dei picchi calorimetrici 
di liposomi di DMPC in funzione di differenti frazioni molari di R-Flu nella dispersione 
liposomiale.  
 

1.19.7. Cinetiche di rilascio 

Rilascio del diflunisal dall’idrogel 

Il rilascio del diflunisal dall’idrogel è stato seguito valutando la variazione del 

picco calorimetrico dei LUV di DMPC dovuta all’interazione del farmaco con il bilayer 

fosfolipidico. Per tale motivo, un’aliquota dell’idrogel, caricato con diverse quantità di 

diflunisal (10,4 %, 17 % e 24 %), in modo da avere sempre la frazione molare 0,09 di 

diflunisal rispetto al fosfolipide, è stata incubata con una determinata quantità della 

dispersione acquosa di LUV di DMPC. 

Per essere certi che le modificazioni della curva calorimetrica dei LUV fossero 

dovute solo al diflunisal e non all’idrogel sono state effettuate delle prove in cui il solo 

idrogel (alla stessa quantità delle prove effettuate con l’idrogel caricato con il diflunisal) 

è stato incubato con la stessa quantità di LUV di DMPC. 

Inoltre, è stato condotto un esperimento in cui il solo diflunisal è stato incubato 

con i LUV di DMPC. In tutti gli esperimenti la quantità di farmaco è stata mantenuta 

costante (frazione molare 0,09). 

Per determinare l’influenza del pH sul processo di rilascio, tutti gli esperimenti 
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Misure eseguite a pH 7,4 

La Figura 1.15 mostra le curve calorimetriche dell’esperimento relativo 

all’idrogel. Tali curve sono confrontate con quella dei LUV di DMPC pura. Non si 

osservano variazioni delle curve calorimetriche neanche dopo 22 ore di incubazione sia 

per il picco di pretransizione sia per quello di transizione. Ciò indica che il solo idrogel 

non influenza la transizione di fase gel-cristallo liquido del doppio strato fosfolipidico 

dei LUV. 

La Figura 1.16 mostra le curve calorimetriche dell’esperimento effettuato con il 

diflunisal. Le curve sono confrontate con quella dei LUV di DMPC e con quella dei 

LUV di DMPC contenenti il diflunisal alla frazione molare 0,09 e rappresentante la 

massima interazione fra il doppio strato fosfolipidico e il diflunisal (curva r). Il picco di 

pretransizione scompare dopo un’ora di incubazione. Il picco calorimetrico principale, 

con l’aumentare del tempo di incubazione, si sposta verso temperature più basse e si 

allarga notevolmente sovrapponendosi alla curva r. 

La Figura 1.17 (A-C) mostra le curve calorimetriche dei LUV di DMPC posti a 

contatto con l’idrogel caricato con il diflunisal. Le curve sono confrontate con la curva 

calorimetrica della dispersione acquosa di LUV di DMPC pura e di LUV contenenti il 

diflunisal alla frazione molare 0,09 (curva r). Nelle curve relative all’idrogel con un 

drug loading del 10,4 % (Figura 1.17 A) si osserva un allargamento ed uno spostamento 

del picco verso temperature minori durante le prime tre ore d’incubazione. Dopo sei ore 

si evince un evidente cambiamento, infatti la velocità di rilascio aumenta e la curva  r 

viene raggiunta. Per quanto riguarda le curve calorimetriche relative all’idrogel con un 

drug loading del 17 % (Figura 1.17 B), si osserva che la pretransizione diminuisce 

durante le prime quattro ore di contatto e che il picco calorimetrico principale si allarga 

e si sposta verso temperature più basse fino a raggiungere il picco della curva r. Le 

curve calorimetriche dell’idrogel con un drug loading del 24 % sono mostrate in 

Figura 1.17 C. Il picco di pretransizione scompare nelle prime ore di contatto il picco 

calorimetrico principale si allarga e si sposta verso temperature più basse senza però 

raggiungere quello della curva r.  

I valori della variazione della temperatura di transizione delle curve 

calorimetriche di tali esperimenti sono mostrati in Figura 1.18, come ∆T/T0
m (∆T = Tm-

T0
m; dove Tm è la temperatura di transizione dei LUV che contengono il diflunisal e T0

m 

è la temperatura di transizione dei LUV di DMPC pura), in funzione del tempo di 

incubazione. (Il valore r è relativo alla curva r delle Figure 1.17 A-C e rappresenta il 
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massimo decremento di temperatura dei LUV in presenza di diflunisal alla frazione 

molare 0,09). Il solo idrogel non determina alcuna variazione della temperatura di 

transizione. Poiché il decremento della temperatura di transizione dei LUV di DMPC è 

proporzionale alla quantità di diflunisal che interagisce con il doppio strato 

fosfolipidico, la misura di tale valore ci consente di determinare la quantità di diflunisal 

che è rilasciato dall’idrogel ed è assorbito dai LUV. Il diflunisal non caricato 

nell’idrogel causa un rapido decremento della temperatura di transizione che raggiunge 

dopo solo 3 ore il valore r indicando che esso è velocemente assorbito dal doppio strato 

fosfolipidico. Il rilascio del diflunisal dall’idrogel e la conseguente interazione con il 

bilayer fosfolipidico è molto diversa in base al drug loading. Per l’idrogel con un drug 

loading del 10,4 % durante le prime cinque ore d’incubazione si osserva un rilascio 

minimo, quindi la velocità cresce e l’effetto finale è simile a quello osservato per 

l’interazione tra LUV e diflunisal preparati in fase organica (valore r). L’idrogel con un 

drug loading del 17 % ha un rilascio un po’ più lento di quello osservato con il 

diflunisal libero, ed il rilascio è completo dopo cinque ore d’incubazione. Anche 

l’idrogel con un drug loading del 24 % rilascia una buona quantità di diflunisal 

determinando un rapido ed elevato decremento della temperatura di transizione che, 

tuttavia, non raggiunge il valore r. Con riferimento al drug loading del 17 % e del 24 %, 

nei primi minuti il rilascio di diflunisal è più veloce rispetto a quello ottenuto dal 

diflunisal libero probabilmente perchè nell’idrogel il diflunisal è soprattutto 

molecolarmente disperso. Il maggiore rilascio ottenuto con un drug loading del 17 % 

rispetto a quello ottenuto con il 24 % potrebbe essere dovuto al fatto che nel primo caso 

il diflunisal si trova molecolarmente disperso nell’idrogel mentre, nel secondo caso, a 

causa della maggiore quantità, forma anche degli aggregati che, seppur amorfi, ne 

limitano il completo rilascio. 
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Figura 1.15. Curve calorimetriche, in riscaldamento, dei LUV di DMPC lasciati in 
contatto con l’idrogel di INU-MA-SA a tempi di incubazione crescenti. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.16. Curve calorimetriche, in riscaldamento, dei LUV di DMPC lasciati in 
contatto con il diflunisal alla frazione molare 0,09 a tempi di incubazione crescenti. La 
curva r è relativa ai LUV di DMPC contenenti il diflunisal alla frazione molare 0,09. 
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Figura 1.17. Curve calorimetriche, in riscaldamento, di LUV di DMPC lasciati in 
contatto con l’idrogel di INU-MA-SA contenente diflunisal (A: drug loading 10,4 %; 
B: drug loading 17 %; C: drug loading 24 %) a tempi di incubazione crescenti. La 
curva r è relativa ai LUV di DMPC contenenti diflunisal alla frazione molare 0,09. 
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Figura 1.18. Temperatura di transizione, come ∆T/T0

m dei LUV di DMPC lasciati in 
contatto con l’idrogel, il diflunisal e l’idrogel caricato con il diflunisal, in funzione del 
tempo di incubazione. (∆T = Tm-T0

m; dove Tm è la temperatura di transizione dei LUV 
contenenti il diflunisal e T0

m è la temperatura di transizione dei LUV di DMPC pura). Il 
valore r rappresenta il massimo decremento di temperatura di transizione del doppio 
strato fosfolipidico in presenza di diflunisal alla frazione molare 0,09. 
 

Misure eseguite a pH 4,0 

La Figura 1.19 mostra le curve calorimetriche dei LUV di DMPC messi a contatto 

con l’idrogel, esse sono comparate con quella dei LUV di DMPC pura. Si osserva un 

piccolo spostamento del picco calorimetrico principale verso temperature più alte, ciò è 

indicativo di un effetto stabilizzante sul bilayer fosfolipidico da parte dell’idrogel. 

La Figura 1.20 mostra le curve calorimetriche dei LUV di DMPC posti in contatto 

con il diflunisal alla frazione molare 0,09 e la curva r della dispersione acquosa dei 

LUV contenenti il diflunisal alla frazione molare 0,09. Il picco di transizione si allarga e 

si sposta verso temperature più basse con l’aumentare del tempo di contatto fino a 

sovrapporsi alla curva r. 

In Figura 1.21 (A-C) sono mostrate le curve calorimetriche dei LUV di DMPC 

posti a contatto con l’idrogel caricato con il diflunisal. Le curve sono confrontate con la 

curva calorimetrica della dispersione acquosa dei LUV di DMPC pura e dei LUV 
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contenenti il diflunisal alla frazione molare 0,09 (curva r). Con riferimento all’idrogel 

con un drug loading del 10,4 %, (Figura 1.21 A) si osserva l’allargamento del picco, 

mentre la temperatura di transizione rimane pressoché invariata, non raggiungendo la 

curva r. Il diflunisal rilasciato dall’idrogel con un drug loading del 17 % (Figura 1.21 B) 

determina l’allargamento del picco calorimetrico principale che, inoltre si sposta verso 

temperature più basse fino a sovrapporsi alla curva r. Per quanto riguarda la cinetica 

eseguita con l’idrogel con un drug loading del 24 % (Figura 1.21 C), mostra un 

andamento simile a quello osservato per il campione con un drug loading del 17 %, ma 

la curva di riferimento non viene raggiunta e l’allargamento del picco è meno evidente. 

I valori della variazione della temperatura di transizione sono mostrati in 

Figura 1.22, come ∆T/T0
m, in funzione del tempo di incubazione. Il solo idrogel causa 

un aumento della temperatura di transizione per le prime sei ore d’incubazione, quindi 

rimane pressoché costante, indicando l’instaurarsi, a pH 4,0 di una piccola interazione 

con lo strato fosfolipidico dei LUV. L’interazione dell’inulina con il doppio strato 

fosfolipidico è stata mostrata anche da Demel R.A. et al., 1998. Il diflunisal non 

incorporato nell’idrogel provoca un graduale abbassamento della temperatura di 

transizione fino a raggiungere il valore r indicando che esso è gradualmente e 

completamente assorbito dal doppio strato fosfolipidico. La quantità di diflunisal 

rilasciata dall’idrogel con un drug loading del 10,4 % è molto bassa, ciò è dovuto sia 

alla minore quantità di farmaco caricata nell’idrogel, che al minore swelling, a questo 

valore di pH, dell’idrogel ed alla bassa solubilità del farmaco nel mezzo acquoso. Anche 

a pH 4,0, così come già detto per il pH 7,4, il rilascio di diflunisal dall’idrogel con drug 

loading 24 % è più lento di quello dellidrogel caricato al 17 %, ed il valore r non viene 

raggiunto indicando la formazione di aggregati che ostacolano, insieme alla migrazione 

attraverso la rete polimerica, la dissoluzione del farmaco. La miglior percentuale di 

loading risulta essere il 17 %, infatti le caratteristiche del rilascio sono molto simili a 

quelle del farmaco libero, permettendo un completo rilascio ed un trasferimento del 

diflunisal alle biomembrane modello. 
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Figura 1.19. Curve calorimetriche, in riscaldamento, dei LUV di DMPC lasciati in 
contatto con l’idrogel di INU-MA-SA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.20. Curve calorimetriche, in riscaldamento, dei LUV di DMPC lasciati in 
contatto con il diflunisal alla frazione molare 0,09 a tempi di incubazione crescenti. La 
curva r è relativa ai LUV di DMPC contenenti il diflunisal alla frazione molare 0,09. 
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Figura 1.21. Curve calorimetriche, in riscaldamento, dei LUV di DMPC lasciati in 
contatto con l’idrogel di INU-MA-SA contenente il diflunisal (A: drug loading 10,4 %; 
B: drug loading 17 %; C: drug loading 24 %) a tempi di incubazione crescenti. La 
curva r è relativa ai LUV di DMPC contenenti il diflunisal alla frazione molare 0,09. 
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Figura 1.22. Temperatura di transizione, come ∆T/T0

m, dei LUV di DMPC lasciati in 
contatto con l’idrogel, il diflunisal e l’idrogel caricato con il diflunisal, in funzione del 
tempo di incubazione. Il valore r rappresenta il massimo decremento di temperatura di 
transizione del doppio strato fosfolipidico in presenza di diflunisal alla frazione molare 
0,09. 
 

Rilascio di R-Flu dalle micelle polimeriche 

La Figura 1.23 mostra le curve calorimetriche dell’esperimento relativo alle 

micelle vuote (la quantità necessaria per avere la frazione molare 0,09 di farmaco negli 

esperimenti di rilascio eseguiti con le micelle cariche) lasciate in contatto con MLV e 

LUV di DMPC pura. Le curve, ottenute per scansioni successive, al crescere del tempo 

d’incubazione, non mostrano alcuna variazione rispetto alle curve degli MLV e dei 

LUV di DMPC. Ciò indica che le micelle non influenzano la transizione di fase gel-

cristallo liquido del fosfolipide, quindi le variazioni dei parametri termotropici di MLV 

e LUV osservate negli esperimenti effettuati con le micelle caricate con il farmaco sono 

da attribuire esclusivamente all’interazione tra il farmaco stesso ed i modelli di 

biomembrana. 

La Figura 1.24 mostra le curve calorimetriche dell’esperimento in cui il farmaco 

libero (frazione molare 0,09 rispetto al fosfolipide) è stato lasciato in contatto con gli 
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MLV o i LUV di DMPC. In entrambi i casi, già alla prima scansione, il picco di 

pretransizione scompare ed il picco principale si sposta a temperature più basse 

diventando più slargato, all’aumentare del tempo d’incubazione la curva diventa 

sovrapponibile a quella delle vescicole preparate in fase organica contenenti la frazione 

molare di R-Flu 0,09 (curva r). 

La Figura 1.25 mostra le curve calorimetriche delle micelle caricate con R-Flu (la 

quantità necessaria per avere la frazione molare 0,09 di farmaco rispetto al fosfolipide) 

lasciate in contatto con MLV e LUV di DMPC pura. Dalle curve calorimetriche 

riportate nelle figure si nota che dalla prima scansione il picco di pretransizione 

scompare ed, all’aumentare del tempo d’incubazione, il picco di transizione si allarga e 

si sposta a temperature inferiori pressoché raggiungendo la temperatura di riferimento 

(costituita dalla Tm dei liposomi di DMPC, preparati in fase organica e contenenti la 

frazione molare 0,09 di R-Flu, che rappresenta la massima interazione).  

La Figura 1.26 mostra la temperatura di transizione, ∆T/T0
m degli MLV/LUV di 

DMPC lasciati in contatto con le micelle vuote, con R-FLu e con le micelle caricate con 

il farmaco, in funzione delle scansioni successive ottenute all’aumentare del tempo 

d’incubazione. In tutti gli esperimenti è stata tenuta costante la quantità di farmaco 

(frazione molare 0,09). Nella figura i valori r si riferiscono alla temperatura di 

transizione delle vescicole di DMPC preparate in presenza di R-Flu alla frazione molare 

0,09. Le micelle vuote non causano alcuna variazione della temperatura di transizione 

delle vescicole di DMPC, neanche dopo nove scansioni successive. Il farmaco libero si 

solubilizza rapidamente nel mezzo acquoso ed è assorbito dalle vescicole lipidiche, 

raggiungendo il valore di riferimento già alla terza scansione. Quando il farmaco è 

incorporato all’interno delle micelle polimeriche viene gradualmente rilasciato dal 

sistema e, quindi, assorbito dai modelli di biomembrana; se questi sono costituiti da 

LUV la cinetica di rilascio ha un andamento più veloce. 
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Figura 1.23. Curve calorimetriche, in riscaldamento, degli MLV e LUV di DMPC 
lasciati in contatto con le micelle di PHEA-EDA-PS80-PLA a tempi d’incubazione 
crescenti. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.24. Curve calorimetriche, in riscaldamento, degli MLV e LUV di DMPC 
lasciati in contatto con R-Flu (X = 0,09) a tempi d’incubazione crescenti. 
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Figura 1.25. Curve calorimetriche, in riscaldamento, di MLV e LUV di DMPC lasciati 
in contatto con le micelle di PHEA-EDA-PS80-PLA caricate con R-Flu (X = 0,09) a 
tempi di incubazione crescenti. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.26. Variazione della temperatura di transizione dei picchi calorimetrici degli 
MLV e LUV di DMPC lasciati in contatto con PHEA-EDA-PS80-PLA, R-Flu, PHEA-
EDA-PS80-PLA R-Flu, alla frazione molare 0,09 in funzione delle scansioni 
calorimetriche. La variazione della temperatura di transizione è riportata come ∆T/T0

m 
(∆T = Tm-T0

m, dove Tm è la temperatura di transizione di MLV di DMPC in presenza di 
R-Flu e T0

m è la temperatura di transizione degli MLV di DMPC pura). 
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1.20. CONCLUSIONI 

In questo lavoro sono stati presi in esame due diversi sistemi utili per il drug 

delivery ad uno specifico target terapeutico: un idrogel polisaccaridico, adatto per il 

rilascio di farmaci al colon, e micelle polimeriche funzionalizzate con residui di 

polisrbato 80, in grado di direzionare al sistema nervoso centrale il farmaco in esse 

contenuto. In particolare nel primo caso, utilizzando il polisaccaride naturale inulina 

derivatizzato con anidride metacrilica e succinica (INU-MA-SA) e, in seguito, 

sottoposto a reticolazione per mezzo di irradiazione UV è stato ottenuto un idrogel, 

insolubile in acqua, adatto al rilascio di farmaci al colon. L’idrogel è stato caratterizzato 

mediante studi FT-IR e 1H-NMR, studi di swelling a differenti pH, per simulare 

l’ambiente gastrico e quello intestinale, a studi di degradazione chimica ed enzimatica 

mediante inulinasi. I risultati ottenuti mostrano un maggiore swelling al pH simulante 

l’ambiente intestinale dovuto alla maggiore quantità di acqua assorbita come 

conseguenza della repulsione elettrostatica fra le catene polimeriche per l’incremento 

dei gruppi acidi dissociati. Gli studi di degradazione chimica mostrano che l’idrogel non 

è degradato a tutti i pH utilizzati. Invece gli studi di degradazione enzimatica 

dimostrano che sia il derivato dell’inulina che l’idrogel sono degradati dall’inulinasi. 

La capacità di ramificazione ha permesso di caricare l’idrogel con diflunisal, 

scelto come farmaco modello. Il rilascio del diflunisal è stato studiato mediante 

calorimetria a scansione differenziale usando vescicole unilamellari di 

dimiristoilfosfatidilcolina come modello di membrane biologiche seguendo le 

modificazioni indotte dal diflunisal rilasciato dall’idrogel sul doppio strato fosfolipidico 

delle vescicole e confrontando tali modificazioni con quelle indotte dal diflunisal libero. 

I risultati sperimentali hanno dimostrato che è possibile modulare la cinetica di rilascio, 

ed il seguente assorbimento da parte delle biomembrane modello, scegliendo un 

opportuno drug loading, ma anche in base alle proprietà dell’idrogel (ad esempio il 

grado di swelling) ed in base ai parametri esterni, come il pH del mezzo. 

Allo stesso modo, è stato studiato il rilascio di R-Flurbiprofene da micelle di 

PHEA-EDA-PS80-PLA utilizzando la calorimetria a scansione differenziale e valutando 

le variazioni delle curve calorimetriche di MLV e LUV, dovute all’assorbimento del 

farmaco rilasciato dalle micelle. I risultati sperimentali mostrano che le micelle 

permettono un rilascio graduale che dovrebbe consentire un’azione prolungata del 

farmaco nelle cellule. 
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CAPITOLO 2 

Interazione ed assorbimento di derivati del resveratrolo con modelli di 

biomembrana: studio degli effetti di variazioni strutturali. 
 

2.1. Il resveratrolo ed i suoi analoghi 

Il resveratrolo è una sostanza fitochimica naturale presente nell’uva, negli arachidi 

ed in numerose altre piante (Turner L., 1999), esso appartiene alla classe degli stilbeni 

ed alla sottoclasse delle fitoalessine (Sarig P. et al., 1997) prodotte in risposta a 

condizioni di stress come infezioni fungine e radiazioni ultraviolette (Jeandet P. et al, 

1991). Per esposizione alla luce e all’ossigeno il resveratrolo subisce la conversione 

dalla forma cis alla trans (Cantos E.C. et al., 2000), quest’ultima è quella maggiormente 

presente nel vino ed, inoltre, sembra essere la più attiva biologicamente. Il resveratrolo è 

stato intensamente studiato per le svariate proprietà biologiche (Fremont L., 2000; 

Gusman J. et al., 2001) ad esso attribuite tra cui: attività antiossidante (Belguendouz L. 

et al., 1997), inibizione della cicloossigenasi (Maccarrone M. et al., 1999), inibizione 

dell’aggregazione piastrinica (Pace-Asciak C.R. et al., 1995), attività antiestrogenica 

(Gehm B.D. et al., 1997). Il resveratrolo ed altri stilbenoidi ad esso correlati sono stati, 

inoltre, valutati per la loro abilità di agire come radical scavenger, di prevenire la 

perossidazione lipidica, di avere attività chemio-protettive nelle malattie degenerative 

umane come l’aterosclerosi (Pace-Asciak C.R. et al., 1996) ed il cancro (Jang M. et al., 

1997). L'attività di anti-iniziazione tumorale è stata documentata dal suo effetto 

antimutageno, dall'inibizione della funzione iperperossidasica nell'attività della 

cicloossigenasi (COX), e nell'induzione degli enzimi "phase II" (Jang M. et al., 1997). 

L'attività anti-promozione della carcinogenesi è stata evidenziata dagli effetti 

antiinfiammatori, dall'inibizione della produzione di metaboliti dell'acido arachidonico 

catalizzata dagli enzimi COX-1 e COX-2, e dal blocco di trasformazioni neoplastiche di 

fibroblasti di topo indotte chimicamente (Jang M. and Pezzuto J.M., 1999). L'azione 

anti-progressione è stata dimostrata dalla capacità di indurre la differenziazione di 

cellule leucemiche promielocitiche. Per tali motivi il resveratrolo rappresenta la 

molecola di riferimento per la sintesi di derivati con maggiore attività e stabilità (Basini 

G. et al., 2010). I derivati, analoghi del resveratrolo, che prenderemo in esame sono: 

3,5,4’-trimetossistilbene (TMS), o trimetilresveratrolo, ottenuto mediante una reazione 

di metilazione standard (Cardile V. et al., 2005) dei gruppi ossidrilici, inoltre la struttura 

di tale composto è stata ulteriormente modificata aggiungendo un ulteriore gruppo 
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metossilico in posizioni diverse ottenendo il 3,5,3’,5’-tetrametossistilbene (CT-C1) ed il 

3,5,3’,4’-tetrametossistilbene (Figura 2.1). L’obiettivo della ricerca è stato studiare 

l’effetto causato da queste variazioni strutturali sull’interazione dei composti con i 

modelli di biomembrana, costituiti sia da liposomi multilamellari di DMPC, che da 

monolayer di DMPC. Nel primo caso l’analisi è stata eseguita con la tecnica della 

calorimetria a scansione differenziale, mentre nel secondo caso sono state effettuate 

misure di tensione superficiale del monolayer, in assenza ed in presenza dei composti 

studiati, con la tecnica di Langmuir-Blodgett. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2.1. Formule di struttura. 

 

I derivati sintetizzati, se confrontati con il resveratrolo, hanno diversi vantaggi 

infatti la metilazione dei gruppi ossidrilici protegge la molecola dall’esteso metabolismo 

a cui è soggetta. Questo permette di avere a disposizione una molecola che abbia: 

• Aumentata lipofilia; che si traduce in aumento della permeabilità attraverso le 

membrane cellulari; 

• Lunga emivita di eliminazione. 

MeO

OMe

OMe

3,5,4’-Trimetilresveratrolo 

MeO

OMe

OMe

OMe
MeO

OMe

OMe

OMe

3,5,3’,5’-Trimetilresveratrolo 3,5,3’,4’-Trimetilresveratrolo 



 64 

Lipofilicità e solubilità sono fattori fisico-chimici importanti ed ambedue hanno 

effetti sulla quota di farmaco assorbita (Lin J.H. and Lu A.Y., 1997). 

Le membrane delle cellule epiteliali gastrointestinali sono costituite da pacchetti 

di fosfolipidi in cui sono disperse proteine, il passaggio transcellulare del farmaco 

dipende sia dalla capacità propria di penetrare il bilayer lipidico delle membrane delle 

cellule epiteliali sia dalla lipofilia del farmaco (Lin J.H. and Lu A.Y., 1997). La lipofilia 

di questi composti è tale da poter avere un buon assorbimento intestinale, ma se 

somministrati in sospensione, per la bassa solubilità in acqua, non si dissolvono e quindi 

non possono essere assorbiti (Lin J.H. and Lu A.Y., 1997). 

Il mancato assorbimento osservato sembra essere dovuto ad una lenta dissoluzione 

nell’intestino. Per tali motivi nel secondo stadio di questo lavoro di ricerca abbiamo 

selezionato il composto con il migliore profilo d’interazione con le biomembrane 

modello, ovvero il trimetilresveratrolo, con lo scopo di migliorarne la solubilità, e 

quindi la cinetica di assorbimento da parte delle biomembrane modello, per mezzo della 

complessazione con β-ciclodestrine. Le β-ciclodestrine sono state già ampiamente 

utilizzate per favorire la solubilità di svariati farmaci (Ansari M.T. et al., 2009; 

Tokumura T. et al., 2009; Wang S. et al., 2009) e saranno utilizzate in questo lavoro. 

 

2.2. Le ciclodestrine 

Le ciclodestrine (CD) sono oligosaccaridi ciclici costituiti da unita di D(+) 

glucosio legate da legami glucosidici α(1→4). I termini più comuni sono costituiti da 

anelli a 6, 7 e 8 unità di glucosio, denominati rispettivamente α-, β- e γ-ciclodestrine. 
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Per molti anni la maggior parte dei lavori condotti sulle ciclodestrine hanno 

riguardato la β-ciclodestrina, poiché questa, rispetto alla α-ciclodestrina che è troppo 

piccola e la γ-ciclodestrina che ha invece dimensioni buone ma processi di sintesi e 

purificazione molto costosi, possiede le caratteristiche più idonee all’interazione con la 

maggior parte delle molecole di interesse farmaceutico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le ciclodestrine naturali sono ottenute per degradazione enzimatica dell’amido ad 

opera di un enzima ciclizzante, la cicloglicosiltransferasi (CGTase). 

La CGTase è prodotta da circa 15 specie batteriche, principalmente da: 

• Bacilli: B. Maceran; B. Circulans; B. Megaterium; B .Sterotermophilus; 

B. Alkalophylic. 

• Micrococchi: M. Varians; M. Luteus. 

• Klebsielle: K.  pneumoniae. 

I microorganismi principalmente utilizzati per la produzione delle β-ciclodestrine 

sono il B. Macerans e il B. Circulans. 

La CGTase stacca dall’elica glucosidica dell’amido frammenti contenenti da 6 a 

12 unità di glucosio, ne collega gli estremi e dà origine ad una miscela di molecole 

cicliche, la cui frazione principale è costituita dalla α-, β- e γ-ciclodestrina. 

Le ciclodestrine sono state utilizzate come solubilizzanti, stabilizzanti per le 

sostanze biologicamente attive, modelli di enzimi, come agenti di separazione in 

cromatografia o in altri vari processi, catalizzatori e additivi (come detergenti, 

modificatori di viscosità, etc.) (Szejtli J., 1998). 

Le ciclodestrine possono essere utilizzate per ridurre o prevenire irritazioni gastro-

intestinali (GI) o oculari, ridurre o eliminare sapori o odori sgradevoli, evitare 

interazioni farmaco-farmaco o farmaco-additivo o addirittura per convertire oli e 

farmaci liquidi in microcristalli o polveri amorfe. Possono anche essere usate come 
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aiuto nei processi per isolare uno specifico composto da fonti naturali e per rimuovere 

composti indesiderati, come il colesterolo, da prodotti alimentari. Per la loro bassa 

tossicità, sia per via orale che locale, e per la buona biodisponibilità sono ampiamente 

commercializzate. 

La complessazione di un farmaco (F) con le ciclodestrine (CD) si verifica 

attraverso un’interazione non covalente tra F e la cavità della CD. 

Questo è un processo dinamico in cui la molecola di farmaco si associa e si 

dissocia continuamente dalla CD ospitante. Supponendo una complessazione 1:1, il 

processo sarà il seguente: 

 

F(libero)  +  CD(libera)  ↔  complesso FCD 

 

Due parametri sono molto importanti per il meccanismo di rilascio del farmaco:  

• La costante di formazione K; 

• La stabilità del complesso. 

Quando la ciclodestrina si trova in soluzione acquosa, le molecole di acqua ne 

occupano la cavità dando luogo ad una interazione polare-apolare termodinamicamente 

sfavorita. 

Se in soluzione è presente un farmaco lipofilo, sposterà le molecole di acqua e ne 

prenderà il posto, creando una situazione energicamente più stabile (interazione apolare-

apolare). Nel contempo le molecole di acqua estruse dalla cavità andranno a 

riorganizzarsi nel mezzo acquoso, guadagneranno in gradi di libertà e contribuiranno 

alla stabilizzazione del sistema. 

 

2.3. Materiali 

La 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DMPC) (purezza: > 99 %) è stata 

ottenuta dalla Fluka (Germany). La concentrazione lipidica è stata determinata tramite 

l’analisi del fosforo (Rouser G. et al., 1970). La soluzione tampone consiste di 

Tris(idrossimetil)-amminometano (TRIS) 50 mM, aggiustata a pH = 7,4 con acido 

cloridrico. Tutti e tre i composti analizzati sono stati sintetizzati dal gruppo di ricerca 

del Prof. Corrado Tringali (Dipartimento di Scienze Chimiche, Università degli Studi di 

Catania). Il resveratrolo, da cui è stato sintetizzato il trimetilresveratrolo mediante 
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opportuni metodi di sintesi (Nicolosi G. et al., 2002; Cardile V. et al., 2005), è stato 

ottenuto dalla Sigma Aldrich (Svizzera). 

L’acqua utilizzata per le misure di tensione superficiale è acqua ultra pura con 

resistività di 18,2 MΩ cm ottenuta mediante un sistema Simplicity 185 Millipore. 

 

2.4. Sintesi del 3,5,4’-trimetilresveratrolo 

90 mg di resveratrolo (Schema 2.1) sono stati sottoposti a metilazione utilizzando 

come agente metilante dimetilsolfato ((Me)2SO4) (60 µl), carbonato di potassio (K2CO3) 

(60 mg), e come solvente acetone ((CH3)2CO) anidro (40 ml). La miscela di reazione è 

stata mantenuta a riflusso sotto costante agitazione per circa 10 ore. L’andamento della 

reazione è stato seguito mediante TLC, utilizzando come miscela eluente 

CH3OH:CH2Cl2 (1:9 v:v). Si è notata la formazione di due prodotti principali: il 3,5,4’-

trimetilresveratrolo e il 3,4’-dimetilresveratrolo. La miscela dei due composti è stata 

sottoposta a purificazione mediante un sistema LC Buchi-Biotage Flash 12 o Flash 40, 

su cartucce preimpaccate, l’eluizione è stata condotta con un gradiente CH2Cl2 in n-

esano (dal 20 % al 100 %). I dati MS-FAB e 1H NMR sono in accordo con quelli 

riportati in letteratura (Mannila E. et al., 1993). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Schema 2.1. Sintesi del 3,5,4’-trimetilresveratrolo. 
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2.5. Sintesi del 3,5,3’,5’–tetrametossistilbene (CT-C1) 

Il 3,5-dimetossibenzilbromuro (2,5 g; 10,8 mmol) è stato riscaldato con un 

eccesso di trietilfosfito (2,5 mL; 14,5 mmol) a 130 °C per dare il corrispondente 

dietilfosfonato. A quest’ultimo, raffreddato a 0 °C, sono stati aggiunti 20 mL di DMF e 

1,06 g (19,7 mmol) di metossido di sodio. Alla soluzione ottenuta sono stati aggiunti 

1,92 g (11,5 mmol) di 3,5-dimetossibenzaldeide e la miscela è stata mantenuta a 0 °C 

sotto costante agitazione; la miscela di reazione quindi è stata riscaldata a 100 °C e 

lasciata per 1 ora a tale temperatura e successivamente per tutta la notte a temperatura 

ambiente. La miscela di reazione, quindi, è stata addizionata con H2O e metanolo in 

rapporto 2:1 v/v. Si è ottenuto un precipitato bianco che stato filtrato e asciugato: sono 

stati ottenuti così 2,93 g del composto CT-C1 con una resa del 88,8 % in peso 

(Schema 2.2). Il CT-C1 è stato ricristallizzato da MeOH e ne è stato determinato il 

punto di fusione. Sul composto sono stati eseguiti: una TLC fluita con EtOAc/Etere di 

petrolio (30:70, v/v); uno spettro di massa ESI registrato in modo positivo; spettro 1H 

NMR registrato in CDCl3 a 500 MHz; lo spettro 13C NMR registrato in CDCl3 a 

125 MHz; lo spettro IR, registrato in CCl4 e lo spettro UV registrato in acetonitrile. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schema 2.2. Sintesi del 3,5,3’,5’–tetrametossistilbene (CT-C1). 
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2.6. Sintesi del 3,5,3’,4’-tetrametossistilbene (CT-D) 

In un pallone da 50 ml, vengono posti 5 gr. di 3,5–dimetossibenzilbromuro 

(22 mmol) e 8 ml di trietilfosfito (44 mmol). La miscela di reazione è stata riscaldata a 

riflusso, sotto costante agitazione, per 5 h, alla temperatura di 130 °C. 

La miscela contenente il dietilfosfonato, è stata raffreddata e divisa in due 

aliquote; la prima (3 g, 11 mmol) è stata raffreddata a 0 °C e sono stati aggiunti 20 ml di 

DMF, 1,09 g di NaOCH3 e 2,04 g. di 3,4-dimetossibenzaldeide. La miscela di reazione 

inizialmente è stata lasciata sotto agitazione per 1 h, poi è stata riscaldata a 100 °C e 

lasciata a tale temperatura per 1 h; infine è stata mantenuta a temperatura ambiente per 

28 h. Dopo aver avuto conferma dell’avvenuta reazione mediante TLC (10 % EtOAc-

EP), la miscela di reazione è stata sottoposta ad un trattamento con H2O/H2SO4 e poi 

ripartita con acetato di etile. La fase organica è stata trattata con NaHCO3, quindi lavata 

con acqua fino a neutralità, anidrificata e portata a secco mediante evaporatore rotante. 

La miscela di reazione è stata purificata mediante cromatografia su colonna flash (φ = 3 

cm; h = 30 cm), utilizzando come fase stazionaria gel di silice e come eluente acetato di 

etile (da 5 % a 15 %) in etere di petrolio. Dall’analisi TLC e 1H-NMR, viene individuata 

la frazione di interesse, la quale raccolta e portata a secco sotto pressione ridotta, 

fornisce il prodotto desiderato come solido bianco (2,16 gr., resa 65,49 %) 

(Schema 2.3). Il composto è stato successivamente cristallizzato da metanolo e ne è 

stato determinato il punto di fusione. Sul composto sono stati eseguiti: TLC eluita con 

etile/n-esano (30:70); lo spettro 1H NMR registrato in CDCl3 a 500 MHz e lo spettro 13C 

NMR registrato in CDCl3 a 125 MHz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 70 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Schema 2.3. Sintesi del 3,5,3’,4’-tetrametossistilbene (CT-D). 

 

2.7. Interazione MLV DMPC/composti 

Per ottenere liposomi multilamellari di DMPC, contenenti i composti in esame, 

sono state preparate soluzioni standard di DMPC in cloroformio/metanolo (1:1 v:v) e 

dei composti in cloroformio. Aliquote delle soluzioni sono state trasferite in tubi da 

saggio in modo da avere la stessa quantità (7 mg; 0,010325 mmoli) di lipide e frazioni 

molari crescenti (0,00; 0,015; 0,03; 0,045; 0,06; 0,09; 0,12) dei composti. In seguito, i 

solventi sono stati allontanati sotto flusso di azoto, a 37° C (temperatura superiore alla 

temperatura di transizione del lipide), per ottenere un film lipidico contenente i derivati 

del resveratrolo. Successivamente, i campioni sono stati liofilizzati per 60 minuti per 

eliminare eventuali tracce di solvente. I campioni sono stati idratati aggiungendo 168 µl 

di TRIS, quindi, posti in un bagno termostatato a 37° C per un minuto e poi vorticizzati 

per un minuto, la procedura è stata ripetuta per tre volte e quindi lasciati per un’ora a 

37° C in modo da ottenere una dispersione liposomiale omogenea. Mediante questa 
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tecnica si ottengono liposomi multilamellari di DMPC in cui i composti sono 

omogeneamente dispersi nei bilayers (come nello Schema 1.1). 

120 µl della sospensione liposomiale sia in presenza che in assenza dei composti 

sono stati posti in un crogiolo di alluminio da 160 µl e sottoposti al seguente ciclo di 

scansioni calorimetriche:  

1) Riscaldamento da 5 °C fino a 37 °C (a 2 °C/min);  

2) Raffreddamento da 37 °C a 5 °C (a 4 °C /min). 

La procedura è stata fatta in triplicato per verificare la riproducibilità dei 

parametri termodinamici. Lo spostamento della Tm e la variazione di ∆H rispetto ai 

liposomi di solo fosfolipide sono parametri che indicano l’entità d’interazione che una 

determinata frazione molare causa sui liposomi di DMPC. 

 

2.8. Cinetiche di permeazione 

Queste misure sono state effettuate per verificare la capacità dei composti di 

attraversare il mezzo acquoso, interagire con le membrane modello ed eventualmente 

penetrare nelle stesse. Tali esperienze sono state eseguite ponendo aliquote di 120 µl di 

sospensione acquosa di MLV di DMPC in crogioli di alluminio da 160 µl, sul cui fondo 

era presente una quantità pesata dei composti tali da avere una frazione molare 0,12 

rispetto al fosfolipide. I crogioli, dopo essere stati sigillati, sono stati sottoposti a 

leggera agitazione per 10 secondi, e quindi a cicli calorimetrici consistenti di tre step: 

1) una scansione calorimetrica in riscaldamento da 5 a 37 °C(2 °C/min.); 

2) un periodo di incubazione isotermica per 60 minuti a 37 °C; 

3) una fase di raffreddamento da 37 °C a 5 °C (4 °C/min) per poi poter ripetere il ciclo 

dal primo step per almeno otto volte (Schema 2.4). 

Nella seconda fase del lavoro, per quanto riguarda il TMS, al fine di valutare la 

possibilità di aumentare la velocità e il grado del processo di permeazione, le stesse 

misure appena descritte sono state eseguite in presenza di β-CD, mantenendo invariata 

la frazione molare del trimetilresveratrolo (0,12), e variando la quantità di β-CD al fine 

di ottenere i seguenti rapporti stechiometrici 1:0,5 - 1:1 - 1:2 mol:mol 

trimetilresveratrolo/β-CD. 

Inoltre, per monitorare eventuali interazioni tra MLV e β-CD, una determinata 

quantità di β-CD (le stesse utilizzate per il suddetto esperimento) è stata depositata sul 

fondo del crogiolo e sono stati aggiunti 120 µl della sospensione acquosa di MLV di 
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DMPC (0,007375 mmol di lipide). I crogioli sono stati chiusi ermeticamente, agitati per 

pochi secondi e l’interazione fra la DMPC e le β-CD è stata seguita sottoponendo i 

campioni allo stesso ciclo di analisi calorimetrica descritto in precedenza. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schema 2.4. Steps delle cinetiche di permeazione. 

 

2.9. Esperimenti di stabilità MLV DMPC/3,5,4’-trimetilresveratrolo 

Per valutare la stabilità del trimetilresveratrolo nella matrice lipidica e l’eventuale 

capacità delle β-CD di estrarlo dagli MLV di DMPC, è stato fatto il seguente 

esperimento: gli MLV di DMPC preparati in presenza di trimetilresveratrolo (frazione 

molare 0,12) sono stati lasciati a contatto con β-CD per avere i rapporti molari 1:0,5 -

 1:1 - 1:2 trimetilresveratrolo/β-CD in crogioli che sono stati chiusi ermeticamente, 

agitati gentilmente per pochi secondi e sottoposti all’analisi calorimetrica descritta 

sopra. 
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2.10. Missure di tensione superficiale (Langmuir-Blodgett) 

Le misure di tensione superficiale sono state eseguite con un sistema KSV 

Minitrough fornito dalla KSV Instruments LTd (Finlandia), già descritto nel capitolo 

“Introduzione”. Prima di ogni misura la vaschetta di Teflon è stata accuratamente pulita 

con miscela cromica, lavata con etanolo e successivamente con acqua ultrapura e 

riempita con tampone (Tris 5 mM, pH 7,4), preparato in acqua ultrapura con resistività 

di 18.2 MΩ cm ottenuta mediante un sistema Simplicity 185 Millipore. Il menisco che 

l’acqua forma sopra la vaschetta deve essere convesso in modo che le barriere, 

scivolandovi sopra, riescano a comprimere la superficie. 

Per formare il monolayer sono state preparate soluzioni di DMPC, 3,5,3’,5’-

tetrametossistilbene (CT-C1), 3,5,4’,5’-tetrametossistilbene (CT-D) e di 3,5,4’-

tetrametossistilbene (TMS) in cloroformio in modo da avere soluzioni equimolari. Le 

miscele di DMPC con i composti sono state preparate a partire dalle distinte soluzioni in 

modo da ottenere le seguenti frazioni molari: 0,00; 0,015; 0,03; 0,045; 0,06; 0,09; 0,12; 

0,25; 0,5; 0,75 e 1,0. Prima di ogni misura è stato controllato che il valore di tensione 

superficiale della sola subfase non superi ± 0,1 mN/m. Le miscele di DMPC/CT-C1, 

DMPC/CT-D e DMPC/TMS sono state depositate sulla superficie della subfase 

mediante una microsiringa Hamilton previamente pulita per tre volte con cloroformio, 

avvinata con la soluzione in esame e riempita fino ad un volume di 30 µl delle soluzioni 

dei componenti puri e delle soluzioni miste. Si è lasciato riposare il monolayer per 

permettere l’evaporazione del solvente. Il volume di soluzione impiegata è tale da 

compiere tutte le esperienze deponendo lo stesso numero di molecole sulla subfase. Per 

essere sicuri della riproducibilità del lavoro l’esperienza è stata ripetuta per almeno 3 

volte. Le misure sono state eseguite alle temperature di 10 °C e 37 °C, in modo da 

monitorare il comportamento della DMPC (sia pura sia in presenza dei composti) a 

temperature inferiori e superiori alla transizione di fase gel-cristallo liquido della DMPC 

(24,4 °C). La variazione dell’area superficiale a disposizione delle molecole deposte è 

ottenuta grazie al movimento delle barriere, poste sul frame della vaschetta, che si 

muovono simmetricamente con una velocità di 10 mm/minuto. 
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2.11. RISULTATI E DISCUSSIONE 

2.11.1. Interazione MLV DMPC/composti 

È stato studiato l'effetto dei tre derivati del resveratrolo sul comportamento 

termotropico degli MLV di DMPC, le curve DSC delle vescicole di DMPC pura sono 

state confrontate con le curve delle vescicole preparate in presenza di differenti frazioni 

molari dei composti come mostrato in Figura 2.2. 

Tutti e tre i composti interagiscono con le biomembrane modello, infatti all’aumentare 

della frazione molare di composto presente nei liposomi si osserva la scomparsa del 

picco di pretransizione ed una diminuzione della Tm del picco calorimetrico principale e 

il suo allargamento. 

 

2.11.2. Cinetiche di permeazione 

La Figura 2.3 riporta le curve calorimetriche relative a queste prove. Per tutti e tre 

i composti, all’aumentare del tempo d’incubazione, le curve calorimetriche mostrano 

solo una riduzione ed uno spostamento del picco di pretransizione verso temperature più 

basse, mentre il picco principale resta pressocchè invariato. Ciò è spiegabile con una 

incapacità dei composti di solubilizzarsi nel mezzo acquoso, migrare attraverso esso, e 

raggiungere la superficie degli MLV ed essere assorbiti dal bilayer.  

Gli stessi dati sono riportati in grafico nella Figura 2.4. Il valore r rappresenta la 

variazione della Tm dei liposomi di DMPC preparati in presenza dei composti alla 

frazione molare 0,12, e corrisponde alla massima interazione possibile fra il composto e 

i liposomi. Dal grafico si evince che tutti e tre i composti non riescono a raggiungere il 

valore di riferimento e si osserva un profilo pressoché piatto, solo per il TMS si nota un 

piccolo decremento della temperatura di transizione. 
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Figura 2.2. Curve calorimetriche, in riscaldamento, di liposomi di DMPC pura ed in 
presenza di differenti frazioni molari dei composti studiati. 
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Figura 2.3. Curve calorimetriche, in riscaldamento, dei liposomi di DMPC pura lasciati 
in contatto con la frazione molare 0,12 dei composti. La curva r rappresenta gli MLV di 
DMPC preparati in presenza dei composti alla frazione molare 0,12. 
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Figura 2.4. Variazione della temperatura di transizione degli MLV di DMPC lasciati in 
contatto con i composti alla frazione molare 0,12 a diversi tempi di incubazione. La 
variazione della temperatura di transizione è riportata come ∆T/T0

m (∆T = Tm-T0
m, dove 

Tm = temperatura di transizione di MLV di DMPC in presenza dei composti esaminati e 
T0

m è la temperatura di transizione degli MLV di DMPC pura). 
r rappresenta il valore relativo ai liposomi di DMPC preparati in presenza dei composti, 
alla frazione molare 0,12. 
 

In Figura 2.5 sono mostrate le curve calorimetriche ottenute per scansioni 

successive dei liposomi di DMPC pura in presenza di trimetilresveratrolo alla frazione 
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pretransizione non è più presente dopo la prima scansione; il picco principale si sposta 

verso temperature più basse e si allarga leggermente, senza raggiungere la curva di 

riferimento. 

La Figura 2.6 mostra i valori della temperatura di transizione, espressa come 

∆T/T0
m, dei picchi calorimetrici dei liposomi di DMPC lasciati in presenza di 

trimetilresveratrolo alla frazione molare 0,12 rispetto al fosfolipide, in assenza e in 

presenza di β-CD, in funzione delle scansioni calorimetriche effettuate a tempi crescenti 

di incubazione. Il valore r rappresenta la variazione della Tm dei liposomi di DMPC 

contenenti trimetilresveratrolo alla frazione molare 0,12; questo corrisponde alla 

massima interazione possibile fra il composto e i liposomi. Dal grafico si evince che il 

trimetilresveratrolo provoca un leggerissimo abbassamento della temperatura di 

transizione; in presenza di trimetilresveratrolo e di β-CD si osserva la graduale 

diminuzione della temperatura di transizione con il passare del tempo di incubazione. 

La diminuzione dipende dalla quantità di β-CD essendo più marcata in presenza della 

maggiore quantità di β-CD. 

In Figura 2.7 sono mostrati i valori della variazione di entalpia, espressa come 

∆∆H/∆H0, in funzione delle scansioni calorimetriche ottenute per tempi crescenti di 

incubazione. In assenza di β-CD, il trimetilresveratrolo non determina alcuna variazione 

del ∆H; mentre in presenza di β-CD si osserva una diminuzione del ∆H che è tanto più 

evidente quanto maggiore è la quantità di β-CD. 

Questi risultati indicano che il trimetilresveratrolo da solo non interagisce con gli 

MLV perché a causa del suo carattere lipofilo non riesce a dissolversi e ad attraversare 

il mezzo acquoso e, di conseguenza, non riesce a raggiungere la superficie degli MLV. 

In presenza di β-CD, il TMS è assorbito dagli MLV ed interagisce con il doppio strato 

fosfolipidico quindi, le β-CD formano complessi di inclusione con il trimetilresveratrolo 

agendo da agenti solubilizzanti per il composto. Inoltre, il processo di solubilizzazione 

dipende dalla quantità di β-CD essendo più pronunciato quando la quantità di β-CD è 

più elevata. 
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Figura 2.5. Curve calorimetriche, in riscaldamento, degli MLV di DMPC lasciati ad 
incubare a 37 °C con TMS alla frazione molare 0,12 in presenza di β-CD, 
rispettivamente rapporto molare TMS/β-CD 1:0,5 (A); 1:1 (B); 1:2 (C). Curva r: 
liposomi di DMPC preparati in presenza di TMS alla frazione molare 0,12. 
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Figura 2.6. Temperatura di transizione, riportata come ∆T/T0

m, dei picchi calorimetrici 
degli MLV di DMPC lasciati a incubare in presenza di TMS alla frazione molare 0,12 
(rispetto al fosfolipide) in assenza e in presenza β-CD, in funzione delle scansioni 
calorimetriche. (∆T = Tm-T0

m, dove Tm = temperatura di transizione degli MLV di 
DMPC in presenza di TMS e T0

m è la temperatura di transizione degli MLV di DMPC 
pura) r rappresenta la temperatura di transizione degli MLV di DMPC preparati in 
presenza di TMS, alla frazione molare 0,12. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.7. Variazione dell’entalpia, riportata come ∆∆Η/∆H0, dei picchi calorimetrici 
degli MLV di DMPC lasciati a incubare in presenza di TMS alla frazione molare 0,12 
(rispetto al fosfolipide) in assenza e in presenza β-CD, in funzione delle scansioni 
calorimetriche. (∆∆Η = ∆H-∆H0, dove ∆H = variazione di entalpia degli MLV di 
DMPC in presenza di TMS e ∆H0 è la variazione di entalpia degli MLV di DMPC pura) 
r rappresenta la variazione di entalpia degli MLV di DMPC preparati in presenza di 
TMS, alla frazione molare 0,12. 
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La Figura 2.8 (A-C), mostra le curve calorimetriche degli MLV di DMPC in 

presenza di differenti quantità di β-CD a crescenti tempi di incubazione; questi 

esperimenti sono stati effettuati per essere certi che l’effetto osservato sulla curva degli 

MLV di DMPC nelle cinetiche fatte in presenza sia di TMS che di β-CD sia 

effettivamente dovuto ad un aumentato assorbimento del TMS e non ad una interazione 

tra i liposomi e le ciclodestrine. I risultati di questi esperimenti indicano chiaramente 

che le β-CD, per tutte e tre le quantità utilizzate, non provocano variazioni nella curva 

calorimetrica degli MLV di DMPC, quindi non interagiscono con il doppio strato 

fosfolipidico. 

 

2.11.3. Esperimenti di stabilità MLV DMPC/3,5,4’-trimetilresveratrolo 

Le curve calorimetriche degli MLV di DMPC, preparati in presenza di 

trimetilresveratrolo alla frazione molare 0,12, ed incubati in presenza di differenti 

quantità di β-CD sono mostrate in Figura 4.8, comparate con la curva calorimetrica 

degli MLV di DMPC. Nel caso in cui il sistema DMPC/trimetilresveratrolo non fosse 

stabile e le β-CD riuscissero ad estrarre il trimetilresveratrolo dal doppio strato 

fosfolipidico degli MLV, le curve calorimetriche dovrebbero subire delle variazioni che 

le renderebbero simili alla curva calorimetrica degli MLV di sola DMPC. 

In presenza di β-CD nella stessa quantità utilizzata negli esperimenti in presenza 

di trimetilresveratrolo/β-CD 1:0,5 (Figura 4.8 A) il picco non subisce alcuna variazione 

di forma né di posizione. Anche con una maggiore quantità di β-CD, 

(trimetilresveratrolo/β-CD 1:1) il picco non subisce variazioni nella forma ma si sposta 

verso temperature leggermente più alte (Figura 4.8 B). Infine, per quanto riguarda la 

quantità più alta di β-CD, la stessa utilizzata negli esperimenti in presenza di 

trimetilresveratrolo/β-CD 1:2, (Figura 4.8 C) il picco rimane pressoché invariato nella 

forma ma si sposta leggermente verso temperature più elevate. 
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Figura 2.8. Curve calorimetriche, in riscaldamento, degli MLV di DMPC lasciati ad 
incubare a 37 °C in presenza di β-CD nella quantità utilizzata per gli esperimenti in 
presenza di trimetilresveratrolo/β-CD (rapporto molare 1:0,5 (A); 1:1 (B); 1:2 (C). 
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Figura 2.9. Curve calorimetriche, in riscaldamento, degli MLV di DMPC, preparati in 
presenza della frazione molare 0,12 di trimetilresveratrolo, lasciati ad incubare a 37 °C 
in presenza di β-CD (A – C, rispettivamente rapporto molare TMS/β-CD 1:0,5 - 1:1 -
 1:2).  
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I valori della temperatura di transizione (espressa come ∆T/T0
m) dei picchi 

calorimetrici di questi esperimenti sono confrontati in Figura 2.10 e riportati in funzione 

delle consecutive scansioni calorimetriche ottenute all’aumentare del tempo di 

incubazione. Allorché il rapporto molare trimetilresveratrolo/β-CD è 1:0,5, non si 

osserva alcuna variazione della temperatura di transizione per tutto il periodo di 

incubazione. Quando il rapporto molare trimetilresveratrolo/β-CD è 1:1, si ha un 

piccolo aumento della temperatura di transizione che diventa leggermente più marcato 

quando il rapporto molare è 1:2. Comunque il valore di riferimento è lontano dall’essere 

raggiunto. Questo indica che il sistema vescicolare DMPC/trimetilresveratrolo è molto 

stabile e anche con la maggiore quantità utilizzata le β-CD riescono ad estrarre solo una 

piccolissima quantità di trimetilresveratrolo anche dopo un tempo di incubazione di otto 

ore. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.10. Temperatura di transizione, riportata come ∆T/T0

m, dei picchi 
calorimetrici degli MLV di DMPC preparati in presenza di trimetilresveratrolo alla 
frazione molare 0,12 lasciati a incubare in presenza di β-CD, in funzione delle scansioni 
calorimetriche. (∆T = Tm-T0

m, dove Tm = temperatura di transizione degli MLV di 
DMPC in presenza di trimetilresveratrolo e T0

m è la temperatura di transizione degli 
MLV di DMPC pura). Il valore r rappresenta la temperatura di transizione degli MLV 
di DMPC pura. 
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2.11.4. Misure di tensione superficiale (Langmuir-Blodgett) 

La Figura 2.11 mostra l’isoterma di compressione della DMPC pura registrata a 

10 e 37 °C. Essa si sposta verso valori più elevati d’area per molecola all’aumentare 

della temperatura. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.11. Curve isoterme di tensione superficiale/area media per molecola dei 
monolayer di DMPC alle temperature di 10 °C e 37 °C. 
 

L’isoterma a 10 °C mostra quattro distinte regioni: 

• Il comportamento tipico di uno stato gassoso si registra nella zona tra 130 e 100 Å2; 

• La regione che va da 100 a circa 65 Å2 è caratteristica di uno stato liquido-espanso; 

• La regione che va da 65 a 50 Å2 indica la transizione dalla fase di liquido-espanso 

alla fase di liquido-condensato; 

• La regione che va da circa 50 Å2 a valori minori di area per molecola è indicativa di 

uno stato liquido-condensato allorché la pressione superficiale aumenta velocemente 

al diminuire dell’area molecolare. 
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• La zona che va da 115 Å2 a valori più bassi d’area per molecola è caratteristica di 

uno stato liquido-espanso, infatti, al diminuire dell’area per molecola si ha un 

graduale aumento della pressione superficiale. 

La Figura 2.12 riporta le curve isoterme di pressione superficiale (mN/m)/area 

media per molecola (Å2) a 10 °C della DMPC, del CT-C1 e delle miscele DMPC/CT-

C1 a varie frazioni molari di CT-C1. Si nota che il composto puro non riesce a formare 

un monostrato. Esaminando le curve isoterme dei monolayer formati dalle miscele 

DMPC/CT-C1, si nota che l’aggiunta del CT-C1 a basse frazioni molari non provoca 

sostanziali variazioni nell’isoterma della DMPC. A partire dalla frazione molare 0,09 le 

isoterme non presentano la transizione liquido espanso/liquido condensato tipica della 

DMPC e aumentando gradualmente la quantità di composto si osserva uno spostamento 

sempre più evidente delle isoterme verso valori più bassi di area per molecola. 

Nella Figura 2.13 sono riportate le curve isoterme di pressione superficiale 

(mN/m)/area media per molecola (Å2) a 37 °C della DMPC, del CT-C1 e delle miscele 

DMPC/ CT-C1 a varie frazioni molari. A questa temperatura, le isoterme della miscela 

DMPC/CT-C1, per frazioni molari di composto comprese tra 0,015 e 0,06 risultano 

leggermente spostate verso valori più alti d’area per molecola rispetto all’isoterma della 

DMPC; per frazioni molari comprese fra 0,09 e 0,12 si spostano leggermente verso 

valori più bassi di area per molecola, mentre per le frazioni molari più alte lo 

spostamento osservato è maggiore. Per il CT-C1 puro non si osserva alcuna isoterma. 

Nella Figura 2.14 sono riportate le curve di pressione superficiale (mN/m)/area 

media per molecola (Å2) della DMPC, del CT-D e delle miscele DMPC/CT-D a varie 

frazioni molari, registrate a 10 °C. Non si osserva alcuna curva isoterma del CT-D puro, 

indicando che il composto non riesce a formare un monostrato. Per le frazioni molari 

comprese tra la 0,015 e la 0,045 l’andamento delle isoterme non si discosta molto da 

quello della sola DMPC. A partire dalla frazione molare 0,06 la transizione liquido 

espanso/liquido condensato si sposta verso valori di pressione superficiale più alti 

rispetto a quelli della DMPC e diventa sempre meno evidente sino a scomparire. 

Nella Figura 2.15 sono riportate le curve di pressione superficiale (mN/m)/area 

media per molecola (Å2) della DMPC, del CT-D e delle miscele DMPC/CT-D a varie 

frazioni molari, registrate a 37 °C. Le isoterme delle miscele, per frazioni molari di CT-

D comprese fra 0,015 e 0,12 non si discostano molto dall’isoterma della DMPC; mentre 

per le frazioni molari più alte si hanno notevoli spostamenti verso valori di area per 

molecola più bassi. Il solo composto non forma il monolayer. 
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Nella Figura 2.16 sono riportate le curve di pressione superficiale (mN/m)/area 

media per molecola (Å2) della DMPC, del trimetilresveratrolo e delle miscele 

DMPC/TMS a varie frazioni molari di TMS, registrate a 10 °C. Il TMS non forma un 

monolayer. Confrontando le isoterme delle miscele rispetto a quella della DMPC, per 

basse frazioni molari (0,015-0,03) di TMS, sono spostate verso valori d’area per 

molecola più alti mentre, a frazioni molari maggiori, sono spostate verso valori d’area 

per molecola più bassi. La transizione LE/LC tende a spostarsi verso valori più elevati 

di pressione superficiale, e a diventare sempre meno netta fino a scomparire già alla 

frazione molare 0,5. 

Nella Figura 2.17 sono riportate le curve di pressione superficiale (mN/m)/area 

media per molecola (Å2) della DMPC, del TMS e delle miscele DMPC/TMS a varie 

frazioni molari di trimetilresveratrolo, a 37 °C. Lostilbene non forma un monolayer, le 

isoterme delle miscele DMPC/TMS, per tutte le frazioni molari sono spostate a valori di 

area per molecola più bassi rispetto all’isoterma della DMPC.  
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Figura 2.12. Curve isoterme pressione superficiale (mN/m)/area media per molecola 
(Å2), alla temperatura di 10 °C dei monolayers di DMPC in presenza di CT-C1 a 
diverse frazioni molari. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.13. Curve isoterme pressione superficiale (mN/m)/area media per molecola 
(Å2), alla temperatura di 37 °C dei monolayers di DMPC in presenza di CT-C1 a 
diverse frazioni molari. 
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Figura 2.14. Curve isoterme pressione superficiale (mN/m)/area media per molecola 
(Å2), alla temperatura di 10 °C dei monolayers di DMPC in presenza di CT-D a diverse 
frazioni molari. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.15. Curve isoterme pressione superficiale (mN/m)/area media per molecola 
(Å2), alla temperatura di 37 °C dei monolayers di DMPC in presenza di CT-D a diverse 
frazioni molari. 
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Figura 2.16. Curve isoterme pressione superficiale (mN/m)/area media per molecola 
(Å2), alla temperatura di 10 °C dei monolayers di DMPC in presenza di TMS a diverse 
frazioni molari. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.17. Curve isoterme pressione superficiale (mN/m)/area media per molecola 
(Å2), alla temperatura di 37 °C dei monolayers di DMPC in presenza di TMS a diverse 
frazioni molari. 
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Al fine di ottenere maggiori informazioni sul tipo di interazioni intermolecolari 

che si instaurano nei monolayers misti di DMPC/composti in esame si riportano in 

grafico i dati relativi all’area media per molecola, a differenti valori di pressione 

superficiale (10 mN/m; 20 mN/m e 30 mN/m) in funzione delle frazioni molari di CT-

C1 CT-D e TMS. La retta tratteggiata, riportata nelle figure, indica i valori di area per 

molecola ad un determinato valore di pressione superficiale per un monolayer a due 

componenti con comportamento ideale. Essa si ottiene congiungendo il valore dell’area 

per molecola di DMPC pura (frazione molare pari a 0,0 del composto considerato) al 

valore ottenuto per il composto puro (frazione molare pari a 1 del composto 

considerato) ai valori di pressione superficiale considerati. 

Le Figure 2.18-2.19 mostrano l’andamento dell’area per molecola delle miscele 

DMPC/CT-C1 in funzione della frazione molare di CT-C1 alle temperature di 10 °C e 

di 37 °C e alla pressione superficiale di 10 mN/m, 20 mN/m e 30 mN/m. Alla 

temperatura di 10 °C, alla pressione di 10 mN/m e di 30 mN/m, fino alla frazione 

molare 0,09 si osserva la sovrapposizione dei valori sperimentali a quelli ideali, dalla 

frazione molare 0,12 si osserva una deviazione positiva rispetto alla retta ideale. A 

20 mN/m si osserva una deviazione positiva rispetto alla retta ideale per tutte le frazioni 

molari, ad eccezione della 0,015. Alla temperatura di 37 °C, a 10 mN/m, 20 mN/m e 

30 mN/m si nota una deviazione positiva dei valori di area molecolare rispetto alla retta 

ideale per tutte le frazioni molari suggerendo che fra le molecole di CT-C1 e DMPC si 

instaurano interazioni repulsive. 

Le Figure 2.20-2.21 mostrano l’andamento dell’area per molecola delle miscele 

DMPC/CT-D in funzione della frazione molare di CT-D alla temperatura di 10 °C e di 

37 °C e alla pressione superficiale di 10 mN/m, 20 mN/m e 30 mN/m. Alla temperatura 

di 10 °C, per tutti i valori di pressione superficiale, i valori sperimentali registrati per le 

frazioni molari più basse (0,015-0,03) si sovrappongono a quelli della retta ideale e a 

partire dalla frazione molare 0,045 si hanno deviazioni positive più evidenti a 20 mN/m. 

Alla temperatura di 37 °C a 10 mN/m, 20 mN/m, 30 mN/m i valori sperimentali sono 

quasi sovrapponibili a quelli ideali per le frazioni molari più basse; a partire dalla 

frazione molare 0,06 si osserva una deviazione positiva dovuta alla repulsione fra le 

molecole di CT-D e quelle di DMPC. 

Le Figure 2.22-2.23 mostrano l’andamento dell’area per molecola delle miscele 

DMPC/TMS in funzione della frazione molare di TMS alla temperatura di 10 °C e di 

37 °C e alla pressione superficiale di 10 mN/m, 20 mN/m e 30 mN/m. Gli esperimenti 
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effettuati a 10 °C mostrano che il trimetilresveratrolo per tutti e tre i valori di pressione 

superficiale considerati ha un lieve effetto espansore che è più evidente ad alte frazioni 

molari. Gli esperimenti effettuati alla temperatura di 37 °C hanno mostrato che i valori 

di area per molecola sperimentali si sovrappongono a quelli ideali per tutte le frazioni 

molari, tranne per quella più alta che mostra una leggera deviazione positiva.  



 93 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.17. Area media per molecola (Å2) per miscele di DMPC/CT-C1 a frazioni 
molari crescenti di CT-C1, a 10 °C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.18. Area media per molecola (Å2) per miscele di DMPC/CT-C1 a frazioni 
molari crescenti di CT-C1, a 37 °C. 
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Figura 2.19. Area media per molecola (Å2) per miscele di DMPC/CT-D a frazioni 
molari crescenti di CT-D, a 10 °C. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2.20. Area media per molecola (Å2) per miscele di DMPC/CT-D a frazioni 
molari crescenti di CT-D, a 37 °C. 
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Figura 2.21. Area media per molecola (Å2) per miscele di DMPC/TMS a frazioni 
molari crescenti di TMS, a 10 °C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.22. Area media per molecola (Å2) per miscele di DMPC/TMS a frazioni 
molari crescenti di TMS, a 37 °C. 
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2.11.5. CONCLUSIONI 

Esaminando i risultati ottenuti si evince che tutti e tre i composti interagiscono 

con i modelli di biomembrana. Infatti, dalle misure di calorimetria a scansione 

differenziale è emerso che i composti hanno un effetto fluidificante sugli MLV di 

DMPC in dipendenza della loro concentrazione, modificando la transizione di fase del 

lipide usato. Questi risultati sono in accordo con quelli ottenuti con la tecnica di 

Langmuir-Blodgett, infatti si osservano deviazioni positive dei valori di area per 

molecola rispetto ai valori ideali, giustificabili con l’instaurarsi di interazioni repulsive 

tra i composti ed il monolayer di DMPC. 

Gli esperimenti di permeazione, effettuati lasciando gli MLV di DMPC in 

contatto con i composti, ci hanno permesso di studiare la loro capacità di solubilizzarsi 

nel mezzo acquoso circostante, raggiungere e attraversare il doppio strato lipidico dei 

liposomi. In particolare ci hanno permesso di dimostrare che i composti, per le loro 

proprietà lipofile non sono capaci di attraversare il mezzo acquoso e interagire con i 

doppi strati lipidici degli MLV. Quindi, il lavoro di ricerca è stato proseguito valutando 

la possibilità di favorire la solubilizzazione del trimetilresveratrolo, che, tra i tre, è il 

composto con il miglior profilo cinetico, mediante l’uso di ciclodestrine. Per ciò gli 

esperimenti di permeazione sono stati effettuati in presenza di differenti quantità di β-

CD, i risultati ottenuti hanno dimostrato che esse sono in grado di aumentare 

l’assorbimento del trimetilresveratrolo da parte degli MLV. Recentemente è stata 

dimostrata la capacità del trans-resveratrolo, composto strettamente correlato al 

trimetilresveratrolo, di formare complessi di inclusione con le β-CD (Lu Z. et al., 2009), 

ciò rafforza l’ipotesi che anche il trimetilresveratrolo sia in grado di formare complessi 

d’inclusione con le β-CD. Inoltre, si è osservato che il processo di solubilizzazione, 

dipende dalla quantità di β-CD usata, i migliori risultati si sono ottenuti con un rapporto 

trimetilresveratrolo/β-CD pari a 1:2. In più, per accertare che gli effetti osservati in 

questi esperimenti sono dovuti al solo trimetilresveratrolo, sono stati condotti 

esperimenti di controllo in presenza delle sole β-CD nelle stesse concentrazioni usate 

negli esperimenti di permeazione in presenza di trimetilresveratrolo e β-CD. Questi 

esperimenti hanno confermato che le quantità di β-CD generalmente usate per la 

formazione di complessi (rapporto molare 1:1) non causano variazioni della transizione 

di fase degli MLV di DMPC. 
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Ulteriori esperimenti sono stati effettuati per verificare la stabilità degli MLV di 

DMPC e trimetilresveratrolo e la capacità delle β-CD di estrarre il trimetilresveratrolo 

dal sistema vescicolare. Da tali esperimenti è emerso che gli MLV di DMPC contenenti 

il trimetilresveratrolo sono un sistema stabile e le β-CD non sono in grado di estrarre il 

trimetilresveratrolo. 
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CAPITOLO 3 

Analisi calorimetrica dell’interazione e dell’assorbimento di acidi 

grassi ω-3 con modelli di biomembrana. 
 

3.1. Acidi grassi ω-3 

Gli acidi grassi omega-3 (ω-3) sono dei componenti essenziali per ogni cellula 

vivente, infatti sono importanti non solo per assicurare l’integrità delle strutture 

lipidiche cellulari (Alexander J.W., 1998) e lo sviluppo neurologico (Yamashima T., 

2008), ma rappresentano anche una cospicua fonte di energia e sono i precursori di 

numerosi composti biologicamente attivi. La loro struttura chimica è caratterizzata da 

una catena idrocarburica con un gruppo terminale carbossilico ed uno metilico (omega) 

e contenente un certo numero di doppi legami. La fonte principale di acidi grassi ω-3 è 

rappresentata dal cibo ed, in particolare, pesce, olio di pesce e vegetali (Lunn J. and 

Theobald H.E., 2006). Inoltre, una dieta ricca di acidi grassi ω-3, come l’acido 

eicosapentaenoico (EPA), è correlata alla prevenzione di molte patologie, come i tumori 

del seno, del colon e della prostata (Sasaki S. et al., 1993; Rose D.P. and Connoly J.M., 

1999; Kelavkar U.P. et al., 2006), patologie infiammatorie e autoimmuni, comprese 

l’artrite reumatoide (Simopoulos A.P., 2002), la psoriasi (Mayser P. et al., 2002), il 

diabete (Morishita M. et al., 2000) e patologie cardiovascolari (Dyerberg J. and Bang 

H.O., 1982).  

Come tutte le molecole biologicamente attive anche gli acidi grassi, per sortire il 

loro effetto, devono interagire con le membrane biologiche ed in seguito oltrepassarle. Il 

meccanismo che consente questo processo non è stato pienamente chiarito, infatti sono 

stati proposti due differenti meccanismi. Secondo alcuni ricercatori gli acidi grassi 

possono penetrare facilmente il foglietto lipidico più esterno del bilayer, per inserzione 

delle catene idrofobiche, quindi ruotano lentamente all’interno del bilayer, trasferendosi 

al foglietto più interno della membrana biologica. In tale meccanismo di diffusione 

passiva il trasporto è regolato dalle proprietà fisiche della membrana e dalla struttura 

degli acidi grassi (lunghezza della catena e grado di insaturazione) (Kamp F. et al., 

1995; Zakim D., 1996; Simard J.R. et al., 2008). Dall’altra parte, altri ricercatori 

sostengono che il trasporto degli acidi grassi all’interno delle cellule sia mediato da 

specifiche proteine di membrana: FABPpm (plasma membrane fatty acid-binding 

proteins), FAT/CD36 (fatty acid translocase) e FATP1-FATP6 (fatty acid transport 

proteins) (Zimmerman A.W. and Veerkamp J.H., 2002; Kalant D. and Cianflone K., 
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2004; Koonen D.P. et al., 2005; Ehehalt R. et al., 2006) Per provare la validità del 

meccanismo passivo, abbiamo studiato l’interazione e l’assorbimento di acidi grassi a 

diversa struttura: l’acido linolenico (LNA, 18:3 n-3), l’acido eicosapentaenoico (EPA 

20:5 n-3), l’acido docosapentaenoico (DPA, 22:5 n-3) e l’acido docosaesaenoico (DHA, 

22:6 n-3), (Figura 3.1) con modelli di biomembrana, rappresentati da MLV e LUV di 

DMPC. Il DPA e il DHA sono costituiti da una catena idrocarburica formata dallo 

stesso numero di atomi di carbonio ma hanno rispettivamente cinque e sei doppi legami, 

quindi permettono di valutare l’effetto del grado di insaturazione sul processo di 

assorbimento da parte dei modelli di biomembrana. Inoltre, per ottenere maggiori 

informazioni sugli effetti strutturali, i risultati ottenuti sono stati paragonati con quelli 

dell’acido grasso a diciotto atomi di carbonio, LNA. Infine, è stato studiato anche 

l’acido grasso a venti atomi di carbonio, l’acido eicosapentaenoico, il quale viene 

sintetizzato nel nostro organismo a partire dagli acidi grassi a catena più corta, come lo 

stesso LNA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1. Formula di struttura degli acidi grassi studiati. 

 

3.2. Materiali 

La 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DMPC) è stata ottenuta dalla 

Genzyme Pharmaceuticals (Liestal, Svizzera), (purezza: 99 %). L’acido linolenico 
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(LNA) (purezza ≥ 98 %), l’EPA (purezza ≥ 98 %) il DPA (purezza ≥ 98 %), ed il DHA 

(purezza ≥ 98 %) sono stati forniti da Cayman Chemical (Mi, USA) La soluzione 

tampone utilizzata per preparare i liposomi consiste in Tris 50 mM, ed è stata aggiustata 

a pH = 7,4 con acido cloridrico. La concentrazione lipidica è stata determinata tramite 

l’analisi del fosforo presente (Rouser G. et al., 1970).  

 

3.3. Interazione MLV DMPC/acidi grassi ω-3 

Per studiare l’interazione tra gli acidi grassi presi in esame ed i modelli di 

biomembrana sono stati preparati liposomi contenenti frazioni molari crescenti dei 

composti. In particolare, sono state preparate soluzioni del lipide e degli acidi grassi 

studiati in cloroformio:metanolo 1:1, quindi appropriate aliquote di queste soluzioni 

sono state miscelate in tubi da saggio per ottenere 0,010325 mmoli di DMPC e le 

seguenti frazioni molari di ogni singolo composto: 0,00; 0,015; 0,03; 0,045; 0,06; 0,09; 

0,12; 0,15 e 0,18; per evaporazione dei solventi sono stati ottenuti film di DMPC 

contenenti i composti in esame che, in seguito sono stati idratati, con la stessa procedura 

descritta nel paragrafo 1.17 (Schema 1.1). Per ottenere le vescicole unilamellari, gli 

MLV sono stati estrusi per 19 volte attraverso una membrana in policarbonato (pori 

100 nm) in un sistema per estrusione LiposofastTM Basic (Avestin Inc.) (Figura 1.4).  

L’analisi DSC dei campioni preparati è stata eseguita usando un sistema Mettler 

TA Stare provvisto di cella DSC 822. I campioni sono stati sottoposti per almeno tre 

volte (per verificare la riproducibilità dei dati) alla seguente procedura: 

1) una scansione in riscaldamento tra 5 e 37 °C a 2 °C/min; 

2) una scansione in raffreddamento da 37 a 5 °C a 4 °C/min. 

È stata impiegata la massima sensibilità possibile ed è stato usato come 

riferimento una soluzione di Tris(idrossimetil)-amminometano (Tris pH = 7,4; 50 mM). 

Il sistema calorimetrico è stato calibrato nella temperatura di transizione e nella 

variazione di entalpia usando indio, acido stearico e cicloesano seguendo la procedura 

dello strumento DSC 822 Mettler TA STARe. 

Dopo l’analisi calorimetrica, aliquote di tutti i campioni sono state estratte dal 

crogiolo di alluminio e usate per la determinazione dell’esatta quantità di fosfolipide 

mediante l’analisi del fosforo (Rouser G. et al., 1970). 
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3.4. Cinetiche di permeazione 

Per seguire l’assorbimento dei composti presi in esame, caratterizzati da una 

scarsa solubilità in acqua, quando si trovano in un mezzo idrofilico, un’esatta quantità 

(corrispondente alla frazione molare 0,09) di ciascun composto è stata pesata sul fondo 

del crogiolo e a questa sono stati aggiunti 120 µl (0,007375 mmoli) di MLV o LUV di 

DMPC (Schema 2.4). Il crogiolo è stato ermeticamente chiuso e il campione sottoposto 

alla seguente analisi calorimetrica: 

1) una scansione in riscaldamento tra 5 e 37 °C, ad una velocità di 2 °C/min; 

2) un’isoterma a 37 °C, per 1 ora;  

3) una scansione in raffreddamento da 37 a 5 °C, a 4 °C. 

La procedura è stata ripetuta per otto volte al fine di rilevare una qualche 

variazione nelle curve calorimetriche al variare del tempo di incubazione (come nello 

Schema 2.4). 

 

3.5. Cinetiche di trasferimento transmembrana 

Questi esperimenti sono stati effettuati per capire se un mezzo lipofilo, dove gli 

acidi grassi in esame possono essere molecolarmente dispersi, possa contribuire a 

migliorare l’assorbimento degli stessi da parte dei lipidi di membrana. Una quantità pari 

a 60 µl di liposomi multilamellari di DMPC (0,003687 mmoli), preparati in presenza di 

ciascun composto preso in esame alla frazione molare 0,12, è stata posta in un crogiolo 

di alluminio da 160 µl e ad essa sono stati aggiunti 60 µl di una sospensione equimolare 

di liposomi multilamellari di DMPC pura (Schema 3.1). Il crogiolo è stato chiuso 

ermeticamente e sottoposto alla stessa analisi calorimetrica descritta nel paragrafo 

precedente. 

Se ogni composto è capace di trasferirsi dai liposomi pieni a quelli vuoti, si 

raggiungerà l’equilibrio quando tutti i liposomi presenti conterranno la stessa frazione 

molare di composto pari alla 0,06.  

 

 

 

 

 

Schema 3.1 Steps delle cinetiche di trasferimento transmembrana. 
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3.6 RISULTATI E DISCUSSIONE 

3.6.1 Interazione MLV DMPC/acidi grassi ω-3 

Gli MLV di DMPC preparati in presenza di frazioni molari crescenti di ognuno 

dei composti studiati sono stati analizzati con la tecnica DSC, le curve calorimetriche 

ottenute sono riportate in Figura 3.2. Esse sono, inoltre, comparate con quella degli 

MLV di DMPC pura (0,00), le variazioni, più o meno marcate in base al composto 

considerato, osservate in tale curva provano l’interazione tra gli acidi grassi ed i 

liposomi di DMPC. Infatti, per tutti gli acidi grassi si osserva una riduzione del picco di 

pretransizione fino a scomparire. Per quanto riguarda il picco principale, esso subisce 

uno spostamento verso temperature più basse, inoltre è molto evidente un allargamento 

del picco. In Figura 3.3 è riportata la variazione della temperatura di transizione causata 

dalla presenza degli acidi grassi in esame negli MLV di DMPC, espressa come ∆T/T0
m, 

in funzione della frazione molare di composto. Poiché, soprattutto per LNA, DPA e 

DHA i picchi delle frazioni molari 0,12, 0,15 e 0,18 sono molto slargati e meno intensi, 

i valori della temperatura di transizione di tali frazioni molari non sono stati riportati in 

grafico. Dalla figura si evince che maggiore è la frazione molare dei composti presente 

negli MLV, maggiore è il decremento della temperatura di transizione; in particolare 

l’effetto più marcato è quello causato dal DHA, seguito dal DPA, da LNA ed infine 

dall’EPA. 

La Figura 3.4 mostra la variazione di entalpia riportata come ∆∆Η/∆Η0, dove 

∆∆Η = ∆Η-∆Η0, e ∆Η0 è la variazione di entalpia degli MLV di DMPC pura e ∆Η è la 

variazione di entalpia degli MLV di DMPC preparati in presenza di ciascun composto, 

rispetto alla loro frazione molare. La presenza di crescenti quantità dei composti in 

esame causa una riduzione della variazione di entalpia. La riduzione dei valori di Tm, di 

∆Η, e l’allargamento del picco calorimetrico causati dalla presenza degli acidi grassi 

possono essere giustificati con un effetto fluidificante sulla cooperatività dei fosfolipidi 

causato dall’inserimento dei composti nella struttura ordinata del bilayer fosfolipidico; 

questa caratteristica è comune a molte classi di composti già studiati e riportati in 

letteratura (Mouritsen O.G. and Bloom M., 1984; Raudino A. and Castelli F., 1998; 

Castelli F. et al., 2008). 
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Figura 3.2. Curve calorimetriche, in riscaldamento, degli MLV di DMPC contenenti 
frazioni molari crescenti degli acidi grassi presi in esame.  

 

0,18 

0,15 

0,12 

0,09 

0,06 

0,045 

0,03 

0,015 

0,00 
 

5 
m

W
en

do

8 12 16 20 24 28 32 °C 

LNA 

 

0,18 

0,15 

0,12 

0,09 

0,06 

0,045 

0,03 

0,015 

0,00 
 

5 
m

W
en

do
8 12 16 20 24 28 32 °C 

DPA 

 

0,18 

0,15 

0,12 

0,09 

0,06 

0,045 

0,03 

0,015 

0,00 
 

5 
m

W
en

do

8 12 16 20 24 28 32 °C 

DHA

 

5 
m

W
en

do

0,18 

0,15 

0,12 

0,09 

0,06 

0,045 

0,03 

0,015 

0,00 
 

8 12 16 20 24 28 32 °C

EPA



 104 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.3. Variazione della temperatura di transizione, espressa come ∆T/T0

m 
(∆T = Tm-T0

m, doveT0
m è la temperatura di transizione degli MLV di DMPC pura e Tm 

è la temperatura di transizione degli MLV di DMPC preparati in presenza degli acidi 
grassi), in funzione della frazione molare di composto nella dispersione degli MLV.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.4. Variazione dell’entalpia, espressa come ∆∆Η/∆Η0 (∆∆Η = ∆Η-∆Η0, dove 
∆Η0 è la variazione di entalpia degli MLV di DMPC pura e ∆Η è la variazione di 
entalpia degli MLV di DMPC preparati in presenza degli acidi grassi), in funzione della 
frazione molare di composto nella dispersione degli MLV.  
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3.6.2. Cinetiche di permeazione 

Per svolgere la loro azione gli acidi grassi introdotti con la dieta devono essere 

assorbiti dalle membrane biologiche. Per mimare questo processo MLV o LUV di 

DMPC sono stati lasciati in contatto con un’esatta quantità di ciascun ω-3 (per avere la 

frazione molare 0,09 di composto rispetto al lipide), a tempi di incubazione crescenti; le 

curve calorimetriche ottenute per le scansioni successive effettuate, sono riportate nelle 

Figure 3.5-3.6. La curva r è stata ottenuta dall’analisi delle vescicole preparate in 

presenza della frazione molare 0,09 dei composti, e rappresenta la massima interazione 

che si può ottenere fra il composto e lo strato lipidico. 

Per quanto riguarda gli esperimenti effettuati con gli MLV (Figura 3.5), al 

crescere del tempo di incubazione, per i composti LNA e DHA il picco di pretransizione 

resta visibile fino alla nona scansione, ed il picco principale non subisce evidenti 

modifiche. Invece, per i composti DPA ed EPA il picco di pretransizione diventa via via 

più piccolo fino a scomparire; il picco di transizione principale non subisce grosse 

variazioni. Per tutti i composti presi in esame la curva di riferimento non viene 

raggiunta. Questo risultato si spiega con la bassa solubilità dei composti in acqua, a 

causa della quale si ha una ridotta capacità di migrazione dal mezzo acquoso verso la 

superficie degli MLV, e così l’assorbimento da parte del bilayer fosfolipidico non 

avviene. Dalle curve della cinetica di permeazione effettuata con i LUV riportate in 

Figura 3.6, si può dedurre che la presenza degli acidi grassi causa, al crescere del tempo 

di incubazione, un allargamento del picco ed uno spostamento verso valori più bassi di 

temperatura di transizione, avvicinandosi alla curva di riferimento. 

Nella Figura 3.7 è riportata in grafico la variazione della temperatura di 

transizione, come ∆T/T0
m, dei LUV lasciati in contatto con i quattro acidi grassi rispetto 

alle scansioni calorimetriche ottenute a tempi d’incubazione crescenti. Il valore r 

rappresenta la temperatura di transizione delle vescicole preparate in presenza dei 

composti alla frazione molare 0,09. Si può osservare un decremento della Tm, mentre 

per gli MLV la diminuzione della temperatura è molto piccola (dati non riportati), in 

presenza dei LUV si ha un decremento graduale ciò sta a significare che i composti 

vengono assorbiti dai liposomi. Ciò si verifica grazie alla maggiore superficie esposta, 

per cui il processo di trasferimento attraverso il mezzo, e di permeazione nel layer 

lipidico viene favorito. Maggiore è la lunghezza dell’acido graso maggiore è la capacità 

di penetrare nei LUV.  
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Figura 3.5. Curve calorimetriche in riscaldamento, degli MLV di DMPC lasciati in 
contatto con la frazione molare 0,09 degli acidi grassi presi in esame a crescenti tempi 
di incubazione. Le curve r appartengono agli MLV di DMPC preparati in presenza della 
frazione molare 0,09 dei composti. 
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Figura 3.6. Curve calorimetriche in riscaldamento, dei LUV di DMPC lasciati in 
contatto con la frazione molare 0,09 degli acidi grassi presi in esame a crescenti tempi 
di incubazione. Le curve r appartengono ai LUV di DMPC preparati in presenza della 
frazione molare 0,09 dei composti. 
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Figura 3.7. Variazione della temperatura di transizione, espressa come ∆T/T0

m, dei 
LUV di DMPC lasciati in contatto con la frazione molare 0,09 di composto, in funzione 
del tempo d’incubazione. Il valore r rappresenta la variazione della temperatura di 
transizione dei LUV di DMPC preparati in presenza della frazione molare 0,09 di 
composto e che può essere considerata la massima interazione tra il composto e gli 
MLV. 
 

3.6.3. Cinetiche di trasferimento transmembrana 

Le curve calorimetriche ottenute dalle cinetiche di trasferimento sono riportate in 

Figura 3.8, esse sono state comparate con quelle dei due campioni messi a contatto 

(MLV carichi: X = 0,12 e MLV vuoti: DMPC), e con la curva r ottenuta dall’analisi 

degli MLV preparati in presenza della frazione molare 0,06 dei composti, infatti, se il 

composto riuscisse a migrare completamente dagli MLV pieni a quelli vuoti la 

concentrazione di equilibrio che si dovrebbe raggiungere alla fine del processo è pari 

alla frazione molare 0,06. In tutti i casi la curva calorimetrica relativa alla prima 

scansione è caratterizzata da tre segnali calorimetrici: il picco di pretransizione appena 

visibile, una spalla più o meno evidente, in base al composto preso in considerazione, 

relativa agli MLV pieni, ed un picco principale a circa 24,5 °C relativo alla presenza 

degli MLV vuoti. Nelle scansioni successive, a tempi crescenti di incubazione, il picco 

di pretransizione scompare completamente, mentre la spalla ed il picco principale 

tendono ad unificarsi in un unico picco che si sposta verso temperature più basse.
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Figura 3.7. Curve calorimetriche in riscaldamento, degli MLV di DMPC lasciati in 
contatto con quantità equimolare di MLV di DMPC preparati in presenza della frazione 
molare 0,12 dei composti. La curva r appartiene agli MLV di DMPC preparati in 
presenza della frazione molare 0,06 dei composti. 
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3.7. CONCLUSIONI 

Dallo studio dell’interazione di acidi grassi insaturi, caratterizzati da catene di 

diversa lunghezza, ed MLV di DMPC, è stato dimostrato, dall’effetto causato da 

quantità crescenti dei composti sui parametri termotropici (riduzione della temperatura 

di transizione, e dell’entalpia) che essi interagiscono notevolmente con i modelli di 

biomembrana. Inoltre, dagli esperimenti di cinetica, effettuati per studiare il ruolo svolto 

dal mezzo nell’assorbimento del composto da parte dei modelli di biomembrana, è stato 

evidenziato che un mezzo acquoso ostacola l’assorbimento degli acidi grassi, 

probabilmente a causa della loro bassa solubilità in acqua, mentre quando i composti 

vengono trasportati da un mezzo lipofilo viene facilmente assorbito dalle biomembrane 

modello, soprattutto nel caso in cui vengono usati come carrier liposomi unilamellari, 

essi infatti espongono una superficie maggiore facilitando il passaggio dei composti alle 

vescicole vuote.  
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CAPITOLO 4 

Analisi di prodrug lipofili di farmaci ottenuti per coniugazione con lo 

Squalene: studi di Calorimetria a Scansione Differenziale e Langmuir-

Blodgett. 
 

Come detto nella Premessa, alcuni farmaci, somministrati attraverso le forme 

farmaceutiche convenzionali, presentano diversi inconvenienti, tra cui una durata 

d’azione del principio attivo troppo breve con conseguenti frequenti somministrazioni 

che possono dar vita a fenomeni di accumulo e conseguente tossicità. Spesso sono 

necessarie dosi elevate a causa di una scarsa specificità d’organo ed a causa delle 

proprietà chimico-fisiche sfavorevoli del farmaco, come un’eccessiva o insufficiente 

solubilità in acqua che ne limita la biodisponibilità. Un approccio possibile per ovviare 

a questi problemi è la sintesi di prodrug lipofili, che hanno la duplice funzione di 

migliorare le caratteristiche chimico-fisiche del farmaco, rendendolo maggiormente 

adatto all’inserimento in un sistema lipidico, e di fornire una protezione chimica del 

gruppo funzionale.  

La nostra attenzione si è concentrata su tre diversi farmaci, con problemi di 

assorbimento e biodisponibilità, come l’Aciclovir (ACV), la Citosina Arabinoside 

(AraC) che, inoltre, subisce un rapido metabolismo a livello epatico essendo 

rapidamente deaminato con formazione del metabolita imattivo arabinofuranosiluracile; 

ed il Paclitaxel (PTX). 

Per ovviare a questi inconvenienti, i farmaci presi in esame sono stati coniugati 

con l’acido (4E,8E,12E,16E)-4,8,13,17,21-pentametil-4,8,12,16,20–docosapentaenoico 

(SqualeneCOOH) per ottenere i prodrug lipofili, ACV-Squalene, AraC-Squalene e 

PTX-Squalene. Lo SqualeneCOOH può essere sintetizzato a partire dallo Squalene, un 

idrocarburo aciclico a 30 atomi di carbonio, contenente 6 unità isopreniche. Esso si 

presenta sotto forma di un liquido giallo chiaro e oleoso, dall’odore debole e gradevole, 

praticamente insolubile in acqua (Van Tamelen E.E., 1968), e nella sua struttura 

(Figura 4.1) presenta dei doppi legami non coniugati equivalenti dal punto di vista 

chimico e sterico; il suo ruolo d'elezione è quello di antiossidante naturale. 
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Figura 4.1. Formula di struttura dello Squalene. 

 

In particolare sono stati studiati gli effetti esercitati dai farmaci liberi, dai 

rispettivi prodrug e dai loro precursori Squalene e SqualeneCOOH sul comportamento 

termotropico di vescicole multilamellari (MLV) di 1,2-Dimiristoil-sn-glicero-3-

fosfatidilcolina (DMPC) per ottenere informazioni biomimetiche sulla lipofilia e sulla 

solubilità di queste molecole nei lipidi, tutti fattori che modulano la loro interazione con 

la membrana cellulare e la loro penetrazione nella membrana stessa. 

Inoltre, per valutare la capacità di essere trasportati da un mezzo lipofilo, di 

superare uno strato acquoso ed interagire con i layers lipidici per essere da loro 

assorbiti, è stato studiato il comportamento dei liposomi lasciati, a tempi crescenti, a 

contatto con liposomi di DMPC in precedenza caricati con i diversi composti (cinetica 

di trasferimento). 

Queste interazioni possono essere studiate mediante misure di calorimetria a 

scansione differenziale che, come già detto, è una tecnica ampiamente impiegata per 

investigare gli effetti esercitati da composti biologicamente attivi sul doppio strato 

fosfolipidico e per la caratterizzazione di prodrug lipofili (Trombetta D. et al., 2005; 

Castelli F. et al., 2006a, 2006b; Castelli F. et al., 2007a, 2007b; Sarpietro M.G. et al., 

2007). 

Per ottenere informazioni complementari sul tipo d’interazione tra le molecole 

investigate e i fosfolipidi impiegati sono state eseguite anche misure di tensione 

superficiale con la tecnica di Lagmuir-Blodgett (LB).  
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4.1 L’Aciclovir 

L’Aciclovir (ACV), (Figura 4.2), è un analogo nucleosidico purinico di sintesi, 

derivato dalla deossiguanidina, è un principio attivo con potente attività antivirale 

contro l’Herpes Simplex Virus di tipo 1 (HSV-1), di tipo 2 (HSV-2), l’Herpes Zoster, il 

virus di Epstein Barr (EBV) ed il Citomegalovirus (Elion G.B. et al., 1977; Balfour 

H.H. et al., 1989; Prentice H.G. et al., 1994). 

Il farmaco combina gli effetti inibitori sul virus dell’epatite B con una bassa 

tossicità verso le cellule di mammifero (Haynes P. et al., 1996). Vari lavori scientifici 

indicano che l’Aciclovir ha azione uguale o superiore a quella di altri antivirali, più 

bassa tossicità, elevata selettività e minori effetti collaterali (Tu J. et al., 2001) per cui il 

suo impiego ha segnato l’inizio di una nuova era nella terapia delle infezioni virali. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.2. Formula di struttura dell’Aciclovir. 

 

Il principio attivo si presenta come una polvere bianca cristallina con peso 

molecolare di 225,2 e formula bruta C8H11N5O3 esso risulta essere scarsamente solubile 

in acqua a causa della presenza nella struttura di due anelli condensati e soprattutto di 

una catena idrocarburica legata all’azoto in posizione nove dell’anello biciclico.  

L’alta attività e selettività dell’Aciclovir è dovuta all’iniziale attivazione del 

farmaco a monofosfato dalla timidina chinasi codificata dai virus erpetici (Fyfe J.A. et 

al., 1978), ciò avviene all’interno delle cellule infette. La fosforilazione avviene molto 

più rapidamente rispetto a quanto avviene nelle cellule umane sane perché l’Aciclovir è 
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un substrato poco sensibile alla timidina chinasi delle cellule umane sane. In seguito, 

l’Aciclovir monofosfato è convertito nella forma bifosfatata ed infine trifosfatata dalla 

guanosina monofosfato chinasi, enzima normalmente presente nella cellula umana 

(Figura 4.3). La triplice fosforilazione avviene sul gruppo ossidrilico della molecola la 

cui presenza, dunque è fondamentale affinché il principio attivo esplichi la sua attività. 

L’Aciclovir trifosfato blocca l’azione dell’enzima DNA polimerasi virale tramite la 

formazione di un complesso irreversibile con la catena di DNA virale nascente (St.Clair 

M.H. et al., 1980) a concentrazioni molto inferiori di quanto non avvenga per l’enzima 

analogo presente nelle cellule umane. 

Inoltre, l’Aciclovir in forma monofosforilata può inserirsi nella catena del DNA 

virale in crescita causandone la terminazione precoce a causa della mancanza del 

gruppo ossidrile in posizione 3’ (Katzung G.B., 1997; Mycek M.J., et al., 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.3. Schema del metabolismo e del meccanismo d’azione dell’ACV. 

 

L’Aciclovir esiste in formulazioni atte alla somministrazione per via orale 

(compresse, sospensione orale, granulato), endovenosa e all’uso topico. Il farmaco ha 

breve tempo di emivita (2-3 ore) per cui deve essere usato 5-6 volte al giorno e ciò 

determina una bassa compliance da parte del paziente. La somministrazione va 
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continuata per 5 giorni; tuttavia la durata può essere modificata in base alle condizioni 

del paziente ed alla risposta terapeutica. 

L’effetto inadeguato della crema è dovuto parzialmente alle povere proprietà 

chimico-fisiche del composto in termini di assorbimento/trasporto e parzialmente alla 

formulazione (Freeman D.J. et al., 1986; Mcadows K.C. and Dressman J.B., 1990). 

Il farmaco viene trasportato nel sangue scarsamente legato alle proteine 

plasmatiche (9-33 %) e si distribuisce bene nell’organismo raggiungendo concentrazioni 

tissutali pari al 50-100 % di quella plasmatica; infine l’Aciclovir viene escreto per via 

renale in forma quasi immodificata. 

L’unico metabolita dell’Aciclovir è la 9-carbossimetossimetilguanina (Katzung 

G.B., 1997; Mycek M.J. et al., 2000), esso corrisponde circa al 10-15 % della quantità 

escreta nelle urine (Hanes J.W. et al., 2007). 

Effetti avversi dell’Aciclovir possono essere nausea, vomito, mal di testa, 

affaticamento. Raramente possono manifestarsi reazioni allergiche, angioedema e 

disturbi neurologici. L’applicazione topica dell’Aciclovir può causare un temporaneo 

stato d’irritazione locale. 

L’Aciclovir ha una solubilità in acqua di 1,5 mg/ml a 22 °C e coefficiente di 

partizione tra ottanolo e tampone fosfato 0,02 M a pH 7,4 (22 °C) pari a 0,03 (O’Brain 

J.J. and Campoli-Richards D.M., 1989). A 37 °C la massima solubilità in acqua è 

2,5 mg/ml. L’Aciclovir inoltre è un principio attivo poco solubile in etanolo, mentre la 

sua solubilità aumenta in dimetilsolfossido e nelle soluzioni diluite alcaline o acide. 

L’Aciclovir presenta dunque uno scarso assorbimento e una biodisponibilità del 15-

20 %, motivi per cui è stato sintetizzato e studiato un prodrug lipofilo, che possa 

favorire l’assorbimento e il trasporto del farmaco stesso. 

 

4.2. La Citosina Arabinoside 

La Citosina Arabinoside, o Citarabina (AraC), è un agente chemioterapico 

utilizzato principalmente nel trattamento delle neoplasie ematologiche come le leucemie 

acute mieloidi e linfoidi e i linfomi non-Hodgkin. 
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4 amino-1-[(2R,3S,4R,5R)-3,4-diidrossi-5-(idrossimetil) oxolan-2-il] pirimidin-2-one. 

 

L’AraC è un farmaco appartenente alla classe degli antimetaboliti, è un analogo 

strutturale della deossicitidina che differisce dai nucleotidi pirimidinici fisiologici per la 

presenza di un gruppo β-idrossilico in posizione 2’ del ribosio (Chabner B. and Longo 

D.L., 1982). Da studi recenti si evince che l’AraC, in combinazione con altri agenti, 

come il desametasone, è efficace nel trattamento della Leucemia Linfatica Acuta (ALL) 

refrattaria, ma l’addizione all’AraC di altri agenti non mostra ottimi risultati nell’ALL 

adulta. Si pensa dunque che questa variabilità nella risposta sia legata ad una 

eterogeneità immunologia nell’ALL (Nishimori H. et al., 2009). 

Il pre-requisito per la morte cellulare mediata dall’AraC è il trasporto di questo 

nucleoside dentro la cellula e la sua conversione in 5’ trifosfato AraC, detta AraCTP. 

L’AraCTP è considerata la forma attiva del farmaco ed è in grado di inibire la DNA 

polimerasi fungendo da antimetabolita. E’ stato dimostrato che l’AraC nei mieloblasti 

(elementi cellulari primi precursori dei granulociti, caratterizzati da un diametro di circa 

10 µm e ricchi in ribosomi) può essere convertita in AraCTP, mentre scarsi risultati di 

conversione sono stati ottenuti nei linfoblasti. Così si è ipotizzata una resistenza 

all’AraC nei casi di ALL e si pensa che la causa sia una difficoltà di trasporto del 

farmaco attraverso la membrana (Wiley J.S. et al., 1985). 

L’AraC è un profarmaco che per esplicare le proprie funzioni citotossiche 

necessita di alcune trasformazioni che avvengono a livello intracellulare. Iniettando per 

via venosa una dose standard (100-200 mg/m2 di superficie corporea), il farmaco viene 

deaminato nel torrente circolatorio ad opera della citidina deaminasi che lo trasforma 

nel suo metabolita inattivo uracil-arabinoside. A questi dosaggi la penetrazione 

dell’AraC all’interno della cellula avviene per diffusione facilitata: la rapidità di 

trasporto dipende dal numero di carriers nucleosidici per cellula (Wiley J.S. et al., 1985). 
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L’AraCTP, forma attiva del farmaco, inibisce la DNA polimerasi entrando in 

competizione con il substrato fisiologico trifosfato (dCTP). L’AraCTP viene inoltre 

incorporato direttamente nella sintesi di nuovo DNA provocandone un’aberrante 

duplicazione (Chabner B. and Longo D.L., 1982). L’effetto dell’AraC è proporzionale 

alla velocità di sintesi del DNA ed al tempo di esposizione al farmaco. Una volta che il 

metabolita attivo AraCTP si è formato, l’entità e la durata dell’inibizione della DNA 

polimerasi dipende dalla concentrazione cellulare di AraCTP nonché dalla quantità di 

AraCTP trattenuta all’interno della cellula (Larizza P. and Riva C.M., 1985). 

 

4.3. Il Paclitaxel 

Il Paclitaxel (PTX) è stato isolato, all’inizio del 1960, dalla corteccia del tasso 

(Taxus brevifolia). Esso è un diterpenoide pseudoalcaloide (Figura 4.4), è stato 

ampiamente studiato per via della sua significativa attività anticancro ed attualmente è 

prescritto per il trattamento di molte forme aggressive di tumore alle ovaie al polmone, 

al seno, così come nel trattamento del sarcoma di Kaposi correlato all’AIDS (Spenser 

C.M. and Faulds D., 1994; Rowinsky E.K. and Donehover R.C., 1995).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.4. Formula di struttura del Paclitaxel. 
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morte della cellula poiché viene a mancare il normale dinamismo dei microtubuli, 

necessario per la divisione cellulare (Singla A.K. et al., 2002). 

Il Paclitaxel è altamente lipofilo, insolubile in acqua e fonde intorno a 216-

217 °C. La sua scomparsa dal circolo è bifasica (Wiernik P.H. et al., 1987b), il rapido 

decremento iniziale è dovuto alla distribuzione nel compartimento centrale ed alla 

eliminazione del farmaco, mentre la fase successiva è dovuta all’efflusso del farmaco 

dal compartimento periferico (Brown T. et al., 1991). Il tempo di emivita varia da 1,3-

8,6 h (in media 5 h) (Rowinsky E.K. and Donehower R.C., 1993). Il farmaco subisce 

un’ampio metabolismo epatico mediato dal P-450 e meno del 10 % di farmaco viene 

eliminato nelle urine immodificato (Rizzo R. et al., 1990). Più del 90 % di farmaco si 

lega rapidamente alle proteine plasmatiche (Wiernik P.H. et al., 1987a). Ad oggi l’unica 

formulazione del Paclitaxel disponibile è formulata in un veicolo composto da una 

miscela di olio di ricino polietossilato (Cremophor EL) ed etanolo (1:1) diluito, per la 

somministrazione, con una normale soluzione salina o di destrosio. Tuttavia, tale 

veicolo è risultato responsabile di numerose reazioni di ipersensibilità (Trissel L.A. et 

al., 1998)  

 

4.4. Materiali 

La 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DMPC) (purezza 99,9 %) è stata 

fornita dalla Genzyme Pharmaceuticals (Liestal, Svizzera). l’Aciclovir (purezza ≥99 %) 

è stato fornito dalla Sigma (Germania). L’AraC (purezza ≥99 %) è stata fornita dalla 

Sigma (Germania). Il Paclitaxel è stato fornito dalla INDENA (Milano, Italia). Lo 

Squalene (purezza >99 %) è stato fornito dalla VWR (Italia).  

 

4.5. Sintesi dello SqualeneCOOH 

Tale sintesi (Figura 4.5) è stata condotta a partire dallo Squalene che è stato 

bromurato a livello del doppio legame terminale dall’agente ossidante N-

bromosuccinimide (NBS), a 0 °C in tetraidrofurano (THF), ottenendo la Squalene 

monobromidrina. La Squalene monobromidrina è stata a sua volta convertita dal 

K2CO3, a temperatura ambiente in metanolo, in Squalene monoepossido. Quest’ultimo è 

stato trasformato dall’acido periodico (HIO4·2H2O), a temperatura ambiente in etere 

etilico, in Squalene monoaldeide. Infine l’ossidazione dell’aldeide squalenica a 

SqualeneCOOH è stata ottenuta con l’acido cromico a 0 °C in etere etilico. 
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Figura 4.5. Schema di reazione per la sintesi dello Squalene monoacido. 
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4.6. Sintesi dell’Aciclovir-Squalene 

Una volta terminata la sintesi dello SqualeneCOOH è stato possibile procedere 

alla sintesi dell’Aciclovir-Squalene (Figura 4.6). 

La reazione è stata condotta a 70 °C. Lo SqualeneCOOH è stato solubilizzato in 

dimetilformammide (DMF) anidro, sotto flusso d’azoto; ad esso è stata aggiunta la 

dimetilaminopiridina (DMAP) e, successivamente, l’Aciclovir. Infine è stata aggiunta la 

N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodimmide (EDC).  

La reazione è stata fatta procedere a 70 °C fino a completa formazione 

dell’Aciclovir-Squalene, verificata tramite TLC su gel di silice. 

Il grezzo di reazione è stato purificato mediante flash cromatografia su gel di 

silice. I rapporti stechiometrici tra le sostanze sono 1:1 per quanto riguarda l’Aciclovir e 

lo SqualeneCOOH; fanno eccezione la EDC e la DMAP dove il rapporto stechiometrico 

con lo SqualeneCOOH è di 2:1. La reazione è stata condotta in ambiente anidro 

utilizzando il gas inerte azoto. 

La stechiometria ed il tipo di solvente rivestono un ruolo fondamentale nella 

reazione, in quanto utilizzando questo metodo si ottiene una notevole reattività 

dell’Aciclovir nel formare il legame estere con lo SqualeneCOOH. 

Dopo la purificazione eseguita mediante flash cromatografia, il prodotto è stato 

analizzato utilizzando l’1H-NMR e la spettrometria di massa. In questo modo si è avuta 

la conferma della struttura della molecola desiderata. La resa di reazione dell’Aciclovir-

Squalene è compresa tra il 40 ed il 50 %. 

La sintesi è stata eseguita presso il Dipartimento di Scienza e Tecnologia del 

Farmaco dell’Università degli Studi di Torino dal gruppo di ricerca del Prof. M. Ceruti. 
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Figura 4.6. Schema di reazione per la sintesi dell’Aciclovir-Squalene. 
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4.7. Sintesi dell’AraC-Squalene 

La sintesi del coniugato AraC-Squalene è stata ottenuta facendo reagire, in 

opportune condizioni, l’AraC e lo SqualeneCOOH (Figura 4.7). La 1,1’,2-tris-nor-

squalene aldeide (1), un intermedio della reazione di sintesi dello SqualeneCOOH 

descritta precedentemente, è stata sciolta in dietil-etere a 0 °C. Separatamente, a 0 °C e 

sotto agitazione, sono stati miscelati acido solforico, potassio dicromato ed acqua 

distillata per avere acido cromico. L’acido cromico è stato aggiunto a 0 °C alla 

soluzione di aldeide precedentemente preparata, lasciando reagire per 2 h a 0 °C sotto 

agitazione. La miscela di reazione è stata estratta con dietil-etere, lavata con una 

soluzione satura di cloruro di sodio (brina), portata a secco con sodio solfato anidro ed 

evaporata sotto vuoto. Il completamento della reazione è stato rivelato tramite TLC in 

etere di petrolio/dietil-etere/metanolo (70:23:7). Il prodotto è stato purificato tramite 

flash cromatografia con etere di petrolio e, in seguito, con etere di petrolio/dietil-etere 

(95:5) come eluenti per dare una resa del 35 % di 1,1’,2-tris-nor-squalene acido (2), 

come un olio incolore. 

Quindi l’1,1’,2-tris-nor-squalene acido (2) è stato miscelato con tetraidrofurano 

(THF) anidro, sotto agitazione e con flusso d’azoto, quindi è stata aggiunta 

trietilammina in THF anidro e la miscela è stata raffreddata fino a 0 °C. In seguito è 

stato aggiunto cloroformiato di etile, sciolto in THF anidro, e la miscela è stata lasciata 

a 0 °C per 20 minuti, sotto agitazione, dopodiché è stata aggiunta l’AraC, sciolta in 

dimetilformammide (DMF) anidra calda, per ovviare alla sua bassa solubilità. La 

miscela di reazione è stata fatta raffreddare fino a temperatura ambiente, e lasciata 

reagire per tre giorni, sotto agitazione e in atmosfera d’azoto. Il completamento della 

reazione è stato verificato tramite TLC in gel di silice con diclorometano/acetone 

(75:25) come eluente, e si è avuta una resa del 56 % di AraC-SQ (3) che si presenta 

come un olio viscoso ed incolore. 

La sintesi è stata eseguita presso il Dipartimento di Scienza e Tecnologia del 

Farmaco dell’Università degli Studi di Torino dal gruppo di ricerca del Prof. M. Ceruti. 
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Figura 4.7. Sintesi dell’AraC-Squalene. 

 

4.8. Sintesi del Paclitaxel-Squalene 

Il Paclitaxel (1,2 g, 1,4 mmol), disciolto in 30 ml di diclorometano (DMC), è stato 

fatto reagire con EDAC (N-etil-N’-(3-dimetilaminopropil) carbodiimide) 

(0,6 equivalenti), in presenza di DMAP (4-dimetilamino piridina) (0,2 equivalenti) e 

dell’acido 1,1’,2-trisnorsqalenoico (0,6 equivalenti) precedentemente disciolto a 

temperatura ambiente in DCM. Dopo tre ore, la reazione è stata fermata con acqua ed il 

prodotto è stato estratto con una soluzione satura di cloruro di sodio. La miscela viene 

poi purificata con cromatografia su SiO2 eluita con gradiente di DCM/etilacetato (da 

95:5 a 80:20) per dare il Paclitaxel-Squalene puro, (resa del 65 %) (Figura 4.8).  

La sintesi è stata eseguita presso il laboratorio del Dipartimento di Scienza e 

Tecnologia del Farmaco dell’Università degli Studi di Torino, dal gruppo di ricerca del 

Prof. F. Dosio. 
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Figura 4.8. Sintesi del Paclitaxel-Squalene. 

 

4.9. Interazione MLV DMPC/composti  

Per questa ricerca sono state utilizzate vescicole multilamellari (MLV) di 

dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) preparate in assenza e in presenza di Squalene, 

SqualeneCOOH, ACV, AraC, PTX e dei prodrug Aciclovir-Squalene e AraC-Squalene 

e PTX-Squalene a differenti frazioni molari (0,0; 0,015; 0,03; 0,045; 0,06; 0,09; 0,12).  

Per quanto riguarda l’Aciclovir, a causa della sua scarsa solubilità in cloroformio, 

si è seguita una procedura di preparazione particolare che consiste nelle seguenti fasi: 

1. La DMPC è stata solubilizzata in cloroformio/metanolo (1:1 V:V); 

2. Aliquote a concentrazione nota di DMPC (0,010325 mmoli) sono state poste in tubi 

da saggio; 

3. Il solvente è stato allontanato sotto flusso di azoto; 

4. I film fosfolipidici così ottenuti sono stati essiccati sotto vuoto; 
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5. L’Aciclovir è stato solubilizzato in Tris pH 7,4 e aggiunto ai film di DMPC in modo 

da avere la frazione molare desiderata; 

6. I film sono stati posti a 37 °C per 1 minuto e agitati per 1 minuto, per 3 volte, quindi, 

lasciati a 37 °C per 60 minuti per ottenere la ripartizione fosfolipidi/fase acquosa. 

Per tutti gli altri composti (Squalene, SqualeneCOOH, Aciclovir-Squalene, AraC, 

PTX, AraC-Squalene e PTX-Squalene) è stata seguita la procedura classica, miscelando 

la soluzione di DMPC in cloroformio:metanolo 1:1 con quella dei composti in esame in 

cloroformio, quindi sono stati ottenuti i film fosfolipidici con la stessa procedura 

descritta prima. 

L’entità dell’interazione tra i composti ed i modelli di biomembrana può essere 

determinata attraverso le seguenti prove sperimentali: 120 µl di dispersione acquosa 

liposomiale preparata in assenza e in presenza dei composti considerati sono state posti 

in crogioli di alluminio da 160 µl. I crogioli sono stati chiusi ermeticamente e sottoposti 

ad una scansione in riscaldamento da 5 a 37 °C a 2 °C/min seguita da una scansione in 

raffreddamento da 37 a 5 °C a 4 °C/min; tale procedura è stata ripetuta tre volte. I valori 

di Tm che si ottengono (rispetto a quelli del fosfolipide puro) sono i parametri di 

riferimento per indicare l’effetto che una determinata frazione molare di composto 

causa sui liposomi di DMPC. 

 

4.10. Cinetiche di trasferimento transmembrana 

Questi esperimenti sono stati effettuati ponendo in contatto 60 µl di dispersione 

acquosa di MLV di DMPC pura (MLV senza composti incorporati, vuoti) e 60 µl di una 

sospensione equimolare di MLV di DMPC contenenti i composti in esame (MLV pieni) 

alla frazione molare 0,12, per tutti i composti ad eccezione del PTX e PTX-Squalene per 

i quali è stata scelta la frazione molare 0,06, in crogioli di alluminio da 160 µl. I 

crogioli, dopo essere stati sigillati, sono stati sottoposti a cicli calorimetrici consistenti 

nei tre step seguenti:  

1) una scansione calorimetrica in riscaldamento da 5 a 37 °C (2 °C/min);  

2) un periodo di incubazione isotermica per 60 minuti a 37 °C;  

3) una fase di raffreddamento da 37 °C a 5 °C (4 °C/min) per poi poter ripetere il ciclo 

dal primo step (come nello Schema 3.1). 

Lo scopo di questi esperimenti è stato quello di verificare l’eventuale capacità dei 

composti di migrare dagli MLV pieni a quelli vuoti per avere indicazioni sull’effetto 
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esercitato da un mezzo lipofilo su questo trasporto. Se i composti sono capaci di esser 

trasferiti dagli MLV pieni a quelli vuoti si avrà un flusso di composto che si arresterà 

allorché un equilibrio di concentrazione dei composti stessi sarà raggiunto (equivalente 

ad una frazione molare dimezzata rispetto a quella di partenza). 

 

4.11. Misure di tensione superficiale (Langmuir-Blodgett) 

Gli esperimenti sono stati effettuati in una vaschetta in Teflon accuratamente 

pulita. Come subfase è stato usato TRIS 5 mM a pH 7,4 in acqua ultrapura con 

resistività di 18.2 MΩ cm (ottenuta tramite un sistema Simplicity 185 Millipore). 

Sono state preparate soluzioni equimolari di DMPC, Squalene, SqualeneCOOH, 

Aciclovir-Squalene, AraC ed AraC-Squalene, PTX e PTX-Paclitaxel in cloroformio e di 

Aciclovir in metanolo. Soluzioni di DMPC e dei composti sono state successivamente 

preparate in modo da ottenere per ogni composto le seguenti frazioni molari: 0,0; 0,015; 

0,03; 0,045; 0,06; 0,09; 0,12; 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0. Prima di depositare il campione, per 

essere certi dell’assenza di impurezze, la subfase è stata controllata due volte eseguendo 

delle compressioni ed accertando che i valori di pressione superficiale ottenuti non 

andassero oltre 0,10 mN/m. Mediante una siringa Hamilton, 30 µl delle soluzioni dei 

componenti puri o delle soluzioni miste sono stati depositati, goccia a goccia, sulla 

subfase. Il volume di deposizione è stato tale da effettuare tutte le esperienze deponendo 

lo stesso numero di molecole sulla subfase. Si è lasciato riposare il monolayer per 

15 minuti per permettere l’evaporazione del solvente. Quindi, il monolayer è stato 

compresso mediante le barriere alla velocità di 10 mm/min. Per assicurarsi della 

riproducibilità del lavoro l’esperienza è stata ripetuta per almeno 3 volte. Le misure 

sono state condotte alle temperature di 10 °C e 37 °C, in modo da monitorare il 

comportamento della DMPC sia a temperature più basse che più alte rispetto a quella di 

transizione di fase gel-cristallo liquido. Per ottenere la temperatura desiderata il sistema 

è stato collegato ad un bagno termostatato. 

 

4.12. RISULTATI E DISCUSSIONE 

4.12.1. Interazione MLV DMPC/composti 

La Figura 4.9 mostra le curve calorimetriche dei liposomi di DMPC in assenza ed 

in presenza dei precursori, Squalene e SqualeneCOOH, a varie frazioni molari. Nel caso 

dello Squalene il picco principale non subisce spostamenti anche ad alte frazioni molari. 
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Il picco di pretransizione è sempre presente, ma subisce un lieve spostamento verso 

temperature più basse. 

Nelle curve calorimetriche degli MLV di DMPC contenenti SqualeneCOOH a 

varie frazioni molari si può osservare che il picco principale si sposta verso temperature 

più basse, diventando sempre più largo con l’aumentare della frazione molare di 

SqualeneCOOH. Il picco di pretransizione scompare già alla più bassa frazione molare. 

Nella Figura 4.10 sono mostrate le curve calorimetriche dei liposomi di DMPC 

preparati in presenza dei farmaci liberi (Acivlovir, AraC e Paclitaxel). L’ACV non 

determina sostanziali spostamenti del picco calorimetrico principale ed il picco di 

pretransizione è sempre presente. L’AraC determina un piccolo spostamento del picco 

calorimetrico principale a temperature più basse, il picco di pretransizione è sempre 

presente, benché, all’aumentare della frazione molare di AraC, tende a spostarsi a 

temperature più basse. Per quanto riguarda il Paclitaxel, la sua incorporazione 

all’interno degli MLV di DMPC causa la scomparsa del picco di pretransizione, ed il 

picco principale viene gradualmente spostato a temperatura più bassa e si allarga, fino 

alla frazione molare 0,06 ma ritorna ad essere netto ed a temperatura più elevata per le 

frazioni molari maggiori. Tuttavia quando la frazione molare di Paclitaxel è compresa 

tra 0,015-0,06 la transizione di fase si presenta come un sistema a due fasi, tale 

caratteristica del termogramma è dovuta ad una miscelazione non ideale che porta ad 

una distribuzione non omogenea del farmaco nel bilayer fosfolipidico ed alla 

formazione di zone più ricche di farmaco e quindi maggiormente perturbate, che danno 

il segnale a più bassa temperatura, mentre il segnale più netto a temperature più alte 

potrebbe rappresentare la transizione delle molecole di DMPC caratterizzate da una 

maggiore cooperatività per la presenza di una minore quantità di farmaco (Lambros 

M.P. and Rahman Y.E., 2004). Un picco di transizione slargato, in presenza di 

Paclitaxel, indica una destabilizzazione del bilayer fosfolipidico, indice dell’inserimento 

del farmaco all’interno del bilayer. Per frazioni molari di Paclitaxel più alte della 0,06 il 

farmaco non interagisce con gli MLV di DMPC probabilmente per l’incapacità di alte 

concentrazioni di farmaco di dissolversi. Questi risultati sono in accordo con quelli 

ottenuti da Ali e collaboratori che hanno studiato l’interazione del Paclitaxel con la 

DMPC (Ali S. et al., 2000) e con quelli di Zhao e collaboratori che hanno studiato 

l’interazione del Paclitaxel con MLV di DPPC correlando gli effetti del farmaco sul 

comportamento termotropico del fosfolipide alla sua localizzazione nella zona più 

esterna del bilayer (la regione C1-C8 della catena acilica) (Zhao L. et al., 2004). 
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In Figura 4.11 sono riportate le curve calorimetriche dei liposomi di DMPC 

preparati in presenza di frazioni molari crescenti dei prodrug Aciclovir-Squalene, AraC-

Squalene e PTX-Squalene. Nel caso dell’Aciclovir-Squalene è evidente che il picco 

calorimetrico principale subisce sostanziali cambiamenti quando la frazione molare di 

Aciclovir-Squalene presente nella dispersione acquosa degli MLV aumenta. Esso, 

infatti, si allarga e si sposta verso temperature più basse. Il picco di pretransizione 

scompare già alla frazione più bassa di Aciclovir-Squalene. In presenza di AraC-

Squalene il picco calorimetrico principale subisce sostanziali cambiamenti allorché la 

frazione molare presente nei liposomi di DMPC aumenta. Esso, infatti, si allarga e si 

sposta verso temperature più basse. Il picco di pretransizione scompare già alla frazione 

molare più bassa di AraC-Squalene. Infine, il PTX-Squalene causa la riduzione del 

picco di pretransizione, lo spostamento del picco principale verso temperature più basse 

e contemporaneamente il suo allargamento. Inoltre, alla frazione molare 0,03 si ha la 

comparsa di una separazione di fase, dovuta ad una distribuzione non omogenea del 

pro-farmaco nel bilayer e quindi alla presenza di zone più ricche e più povere di 

Paclitaxel-Squalene. 
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Figura 4.9. Curve calorimetriche degli MLV di DMPC preparati in fase organica in 
presenza di Squalene e SqualeneCOOH a diverse frazioni molari. 
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Figura 4.10. Curve calorimetriche degli MLV di DMPC preparati in fase organica in 
presenza di Aciclovir, AraC e PTX a diverse frazioni molari. 
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Figura 4.11. Curve calorimetriche degli MLV di DMPC preparati in fase organica in 
presenza di Aciclovir-Squalene, AraC-Squalene e PTX-Squalene a diverse frazioni 
molari. 
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La Figura 4.12 mostra l’andamento della temperatura di transizione degli MLV di 

DMPC preparati in presenza di Aciclovir, Squalene, SqualeneCOOH e Aciclovir-

Squalene, riportata come ∆T/T0
m (∆T = Tm-T0

m, dove Tm è la temperatura di transizione 

di MLV di DMPC in presenza di ognuno dei composti esaminati e T0
m è la temperatura 

di transizione degli MLV di DMPC pura), in funzione della frazione molare di 

composto presente nella dispersione acquosa degli MLV. 

Gli effetti esercitati dall’Aciclovir e dallo Squalene sono molto bassi anche ad alte 

frazioni molari. Lo SqualeneCOOH e l’Aciclovir-Squalene, invece, tendono a 

deprimere la temperatura di transizione. La diminuzione della temperatura è 

proporzionale alla frazione molare di composto presente nei liposomi. Questi risultati 

indicano che l’Aciclovir e lo Squalene non sono in grado di causare variazioni 

significative dei parametri termotropici degli MLV di DMPC. Tale comportamento può 

essere spiegato considerando che i composti non sono in grado di integrarsi nel doppio 

strato lipidico: l’Aciclovir a causa del suo carattere idrofilico, si sistemerebbe 

prevalentemente nei compartimenti acquosi fra i doppi strati lipidici e nel core 

liposomiale; lo Squalene con il suo carattere altamente apolare potrebbe avere un’alta 

affinità con l’ambiente apolare delle code aciliche della DMPC, ma secondo studi 

condotti in precedenza (White S.H., 1977) la lunghezza di un idrocarburo è in stretta 

relazione con la sua solubilità nel doppio strato lipidico e una catena lineare di 21 atomi 

di carbonio dovrebbe essere totalmente immiscibile in un doppio strato. Secondo uno 

studio condotto da Hauβ e collaboratori (Hauβ T. et al., 2002) lo Squalene potrebbe 

localizzarsi al centro del doppio strato lipidico parallelamente alla superficie degli 

MLV. Lo SqualeneCOOH determina invece la diminuzione della temperatura di 

transizione che è sempre più evidente all’aumentare della frazione molare. Questi 

risultati sono indicativi di un effetto di destabilizzazione della membrana da parte dello 

SqualeneCOOH dovuto all’inserimento della molecola all’interno del doppio strato 

fosfolipidico. L’Aciclovir-Squalene determina una destabilizzazione del doppio strato 

fosfolipidico che aumenta progressivamente per tutte le frazioni molari usate, ma che è 

meno evidente rispetto a quella determinata dallo SqualeneCOOH. 

Da sottolineare è che la presenza di SqualeneCOOH e dell’Aciclovir-Squalene 

causa l’allargamento del picco calorimetrico principale. Questi risultati indicano un 

forte effetto destabilizzante delle interazioni lipide-lipide, dovuto alla presenza del 

composto estraneo. La forte interazione del composto estraneo con le catene idrofobiche 

dei fosfolipidi rende la transizione di fase da gel a cristallo liquido del doppio strato 
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meno cooperativa, di conseguenza l’intensità del picco calorimetrico diminuisce e il 

picco stesso si allarga. 

Il confronto dei risultati ottenuti dai quattro composti in esame permette di 

concludere che lo SqualeneCOOH e l’Aciclovir-Squalene, per tutte le frazioni molari 

esaminate, sono solubili all’interno del doppio strato fosfolipidico ed esercitano una 

forte perturbazione della struttura lipidica. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.12. Variazione della temperatura di transizione dei picchi calorimetrici degli 
MLV di DMPC preparati in presenza di Aciclovir, Squalene, SqualeneCOOH e 
Aciclovir-Squalene a frazioni molari crescenti. La variazione della temperatura di 
transizione è riportata come ∆T/T0

m (∆T = Tm-T0
m, dove Tm è la temperatura di 

transizione di MLV di DMPC in presenza di ognuno dei composti esaminati e T0
m è la 

temperatura di transizione degli MLV di DMPC pura) in funzione della frazione molare 
di composto presente nella dispersione acquosa liposomiale. 
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La Figura 4.13 mostra l’andamento della temperatura di transizione degli MLV di 

DMPC preparati in presenza di AraC, Squalene, SqualeneCOOH e AraC-Squalene, 

riportata come ∆T/T0
m, in funzione della frazione molare di composto presente nella 

dispersione acquosa degli MLV. Anche in questo caso possono essere tratte conclusioni 

simili, infatti, anche l’AraC ha un carattere altamente idrofilico, per cui non riesce ad 

interagire con i liposomi. 

Da un’analisi più attenta si evince che fino alla frazione molare 0,06 l’AraC-

Squalene si distribuisce uniformemente tra i bilayer lipidici, mentre a frazioni molari 

maggiori si aggrega formando dei domini; in tal modo si formano zone fosfolipidiche 

povere di AraC-Squalene e zone fosfolipidiche ricche di AraC-Squalene. Inoltre, anche 

nel caso dell’AraC-Squalene si verifica un sostanziale allargamento del picco 

calorimetrico principale che può essere spiegato considerando un forte effetto 

destabilizzante delle interazioni lipide-lipide, dovuto alla presenza del composto 

estraneo. I risultati ottenuti permettono di concludere che lo SqualeneCOOH e l’AraC-

Squalene interagiscono con il doppio strato fosfolipidico: la porzione squalenica si 

potrebbe inserire fra le code idrocarburiche fosfolipidiche mentre la porzione -COOH 

(dello SqualeneCOOH) e la porzione -AraC (dell’AraC-Squalene) potrebbe protrudere 

nell’ambiente acquoso. 
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Figura 4.13. Variazione della temperatura di transizione dei picchi calorimetrici degli 
MLV di DMPC preparati in presenza di AraC, Squalene, SqualeneCOOH e AraC-
Squalene a frazioni molari crescenti. La variazione della temperatura di transizione è 
riportata come ∆T/T0

m (∆T = Tm-T0
m, dove Tm è la temperatura di transizione di MLV di 

DMPC in presenza di ognuno dei composti esaminati e T0
m è la temperatura di 

transizione degli MLV di DMPC pura) in funzione della frazione molare di composto 
presente nella dispersione acquosa liposomiale. 
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4.12.2. Cinetiche di trasferimento transmembrana 

Questi esperimenti sono stati effettuati per verificare la capacità degli MLV di 

trattenere il composto incorporato e, quindi, verificare la possibilità di usare i liposomi 

come carrier. Per tale scopo, MLV di DMPC preparati in presenza dei composti in 

esame alla frazione molare 0,12 e 0,06 nel caso di Paclitaxel e Paclitaxel-Squalene 

(carrier, MLV pieni) sono stati messi a contatto con MLV di sola DMPC (modello di 

biomembrana, MLV vuoti), a tempi d’incubazione crescenti. Tali frazioni molari sono 

state scelte poiché i composti a queste concentrazioni hanno un notevole effetto sui 

liposomi di DMPC. Le curve calorimetriche di tali esperimenti sono mostrate nelle 

Figure 6.14-6.16 e sono confrontate con le curve dei campioni messi a contatto (MLV 

di sola DMPC e MLV di DMPC preparati in presenza di composto alla frazione molare 

0,12 o 0,06) e con la curva degli MLV preparati in presenza di composto alla frazione 

molare 0,06 o 0,03 (curva r). La curva r è usata come riferimento; infatti, rappresenta la 

curva che si dovrebbe ottenere se il composto migrasse dagli MLV pieni agli MLV 

vuoti fino a raggiungere la stessa concentrazione in tutti gli MLV che è un valore medio 

fra i due di partenza. 

Nella Figura 4.14 sono riportate le curve delle cinetiche dei precursori Squalene e 

SqualeneCOOH. Per lo Squalene non si osservano spostamenti del picco calorimetrico 

principale né variazioni della sua forma; il picco di pretransizione rimane invariato. 

Nel caso dello SqualeneCOOH si può notare che il picco di pretransizione già alla 

prima scansione diventa meno evidente e scompare con l’aumentare del tempo di 

incubazione; il picco principale invece si sposta appena percettibilmente verso 

temperature più basse indicando che il trasferimento del composto avviene molto 

lentamente e non è ancora completo dopo nove scansioni consecutive. 

Riguardo all’Aciclovir, Figura 4.15, per tutto il tempo d’incubazione il picco di 

pretransizione ed il picco principale non subiscono alcuna variazione di forma né alcuno 

spostamento. Nella stessa figura sono riportate le curve della cinetica dell’AraC, per 

tutte le scansioni successive, al crescere del tempo d’incubazione, il picco di 

pretransizione rimane sempre evidente pur spostandosi verso temperature più basse 

mentre il picco principale rimane invariato. Infine, per quanto riguarda le curve della 

cinetica del Paclitaxel si può osservare solo la scomparsa del picco di pretransizione, 

mentre il picco di transizione rimane pressocchè invariato. 
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In Figura 4.16 sono riportate le curve delle cinetiche di trasferimento effettuate 

con i pro-farmaci; per quanto riguarda l’Aciclovir-Squalene la curva calorimetrica 

relativa alla prima scansione è costituita da un picco di pretransizione, un picco 

principale alla temperatura di circa 24,8 °C, attribuibile agli MLV vuoti, e una spalla a 

circa 23,7 °C, attribuibile agli MLV pieni. Il picco di pretransizione scompare del tutto 

già dopo un’ora di incubazione (2a Scan); il picco principale si sposta leggermente verso 

temperature più basse; la spalla diviene meno evidente all’aumentare del tempo di 

incubazione e scompare quasi del tutto dopo le nove scansioni consecutive. La presenza 

di due picchi è indice dell’incapacità dell’Aciclovir-Squalene di passare dagli MLV 

pieni a quelli vuoti in brevi tempi; infatti anche all’aumentare del tempo di contatto solo 

parte del composto riesce a trasferirsi. Anche nel caso dell’AraC-Squalene, in ogni 

curva si possono evidenziare tre segnali calorimetrici: il picco di pre-transizione, il 

picco principale e una spalla a circa 20 °C. Nella curva calorimetrica relativa alla prima 

scansione è presente il picco di pretransizione, che diventa sempre meno evidente con il 

passare del tempo d’incubazione, e da altri due picchi, uno molto largo a circa 20 °C 

(attribuibile agli MLV contenenti l’AraC-Squalene) l’altro molto netto a circa 25 °C 

(attribuibile agli MLV di DMPC pura). La presenza di due picchi è indice 

dell’incapacità dell’AraC-Squalene di passare velocemente dagli MLV pieni a quelli 

vuoti. Con l’aumentare del tempo d’incubazione il picco a temperatura più bassa 

diventa meno evidente indicando che solo parte del composto riesce a trasferirsi. Anche 

nelle curve del Paclitaxel-Squalene possiamo individuare tre segnali calorimetrici 

costituiti da un picco di pretransizione a circa 17 °C, da una larga spalla tra 21-24 °C, 

segnale dovuto alla presenza degli MLV pieni, ed infine il picco relativo agli MLV 

vuoti a circa 25 °C. 

La lentezza con cui avviene il trasferimento dello SqualeneCOOH e di tutti e tre i 

prodrug dagli MLV pieni a quelli vuoti può essere attribuita al carattere lipofilo dei 

composti che avendo un’elevata affinità per le catene aciliche fosfolipidiche se ne 

allontanano con difficoltà. 
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Figura 4.14. Curve calorimetriche degli MLV di DMPC pura lasciati in contatto con 
MLV di DMPC contenenti Squalene e SqualeneCOOH alla frazione molare 0,12 a 
differenti tempi d’incubazione. 
r = MLV di DMPC preparati in presenza dei composti alla frazione molare 0,06. 
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Figura 4.15. Curve calorimetriche degli MLV di DMPC pura lasciati in contatto con 
MLV di DMPC contenenti Aciclovir ed AraC, alla frazione molare 0,12, e Paclitaxel 
alla frazione molare 0,06 a differenti tempi d’incubazione. 
r = MLV di DMPC preparati in presenza dei composti alla frazione molare 0,06 (per 
Aciclovir ed AraC) e 0,03 (per Paclitaxel). 
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Figura 4.16. Curve calorimetriche degli MLV di DMPC pura lasciati in contatto con 
MLV di DMPC contenenti Aciclovir-Squalene ed AraC-Squalene, alla frazione molare 
0,12, e Paclitaxel-Squalene alla frazione molare 0,06 a differenti tempi d’incubazione. 
r = MLV di DMPC preparati in presenza dei composti alla frazione molare 0,06 (per 
Aciclovir-Squalene ed AraC-Squalene) e 0,03 (per Paclitaxel-Squalene). 
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4.12.3. Misure di tensione superficiale (Langmuir-Blodgett) 

La Figura 4.17a riporta le curve di pressione superficiale (mN/m)/area media per 

molecola (Å2) della DMPC, dello Squalene e delle miscele DMPC/Squalene a varie 

frazioni molari, registrate a 10 °C. La curva isoterma dello Squalene puro indica che la 

sostanza si trova, da 130 a circa 40 Å2, in uno stato gassoso, mentre, a valori più bassi 

d’area molecolare, si trova in uno stato di liquido espanso. Le isoterme delle miscele 

DMPC/Squalene, rispetto all’isoterma della DMPC pura, per frazioni molari di 

Squalene comprese fra 0,015 e 0,25, sono spostate verso valori più elevati di area per 

molecola, mentre, per frazioni molari di Squalene più alte, sono spostate verso valori 

più bassi di area per molecola. Con l’aumentare della quantità di Squalene presente 

nella miscela, la transizione LE/LC della DMPC si sposta verso valori leggermente più 

elevati di pressione superficiale, mentre la sua entità diminuisce sensibilmente, fino a 

scomparire. 

Nella Figura 4.17b mostra le curve di pressione superficiale (mN/m)/area media 

per molecola (Å2) della DMPC, dello Squalene e delle miscele DMPC/Squalene a varie 

frazioni molari a 37 °C. L’isoterma dello Squalene indica che esso si trova in uno stato 

gassoso per valori di area per molecola da 130 a 35 Å2 e in uno stato liquido-espanso 

per valori minori di area per molecola. Le isoterme delle miscele si trovano in uno stato 

di liquido-espanso e, rispetto all’isoterma della DMPC, sono spostate verso valori 

d’area per molecola più alti per frazioni molari di Squalene da 0,015 a 0,09; la frazione 

molare 0,12 non provoca sostanziali spostamenti, mentre frazioni molari di Squalene 

più alte provocano spostamento a valori d’area per molecola più bassi. 
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Figura 4.17a. Curve isoterme tensione superficiale (mN/m)/area media per molecola 
(Å2), alla temperatura di 10 °C dei monolayers di DMPC in presenza di Squalene a 
diverse frazioni molari. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.17b. Curve isoterme tensione superficiale (mN/m)/area media per molecola 
(Å2), alla temperatura di 37 °C dei monolayers di DMPC in presenza di Squalene a 
diverse frazioni molari. 
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La Figura 4.18a mostra le curve isoterme pressione superficiale (mN/m)/area 

media per molecola (Å2) della DMPC, dello SqualeneCOOH e delle miscele 

DMPC/SqualeneCOOH a 10 °C. L’isoterma dello SqualeneCOOH indica che tale 

composto si trova in uno stato di gas per valori di area per molecola compresi fra 130 e 

80 Å2 e in uno stato di liquido espanso per valori più bassi di area per molecola. 

Rispetto all’isoterma della DMPC, quelle delle miscele DMPC/SqualeneCOOH fino 

alla frazione molare 0,12 non mostrano variazioni significative; l’isoterma della 

frazione molare 0,25 è spostata verso valori maggiori di area molecolare, a frazioni 

molari più elevate le isoterme si spostano verso aree molecolari minori. 

La Figura 4.18b mostra le curve pressione superficiale (mN/m)/area media per 

molecola (Å2) della DMPC, dello SqualeneCOOH e delle miscele 

DMPC/SqualeneCOOH a 37 °C. A tale temperatura lo SqualeneCOOH si trova in uno 

stato gassoso per valori di area per molecola compresi fra 130 e 60 Å2 e in uno stato di 

liquido espanso per valori di area molecolare minori. Rispetto all’isoterma della DMPC 

pura, tutte le isoterme della miscela DMPC/SqualeneCOOH sono spostate a valori 

d’area per molecola minori; lo spostamento aumenta con l'aumentare della frazione 

molare di SqualeneCOOH. 
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Figura 4.18a. Curve isoterme tensione superficiale (mN/m)/area media per molecola 
(Å2), alla temperatura di 10 °C dei monolayers di DMPC in presenza di SqualeneCOOH 
a diverse frazioni molari. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.18b. Curve isoterme tensione superficiale (mN/m)/area media per molecola 
(Å2), alla temperatura di 37 °C dei monolayers di DMPC in presenza di SqualeneCOOH 
a diverse frazioni molari. 
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La Figura 4.19a riporta le curve isoterme di pressione superficiale (mN/m)/area 

media per molecola (Å2) a 10 °C della DMPC, dell’Aciclovir e delle miscele 

DMPC/Aciclovir a varie frazioni molari di Aciclovir. Si nota che l’Aciclovir, 

probabilmente per la mancanza di un carattere anfifilico, non riesce a formare un 

monolayer ed anche ad elevati valori di compressione non si osserva alcuna isoterma. 

Esaminando le curve isoterme dei monolayer, formati dalle miscele DMPC/Aciclovir, a 

varie frazioni molari, si nota che l’aggiunta dell’Aciclovir provoca variazioni 

nell’andamento delle isoterme del fosfolipide. L’Aciclovir fino alla frazione molare 

0,09 provoca piccoli spostamenti dell’isoterma verso valori più bassi d’area per 

molecola rispetto all’isoterma della DMPC; a frazioni molari maggiori invece il 

principio attivo determina un notevole spostamento delle curve isoterme verso valori 

d’area per molecola minori. La transizione LE/LC tende a diventare sempre meno 

evidente con l’aumentare della frazione molare; inoltre essa si sposta verso valori 

leggermente più elevati di pressione superficiale alla frazione molare 0,5. 

La Figura 4.19b riporta le curve pressione superficiale (mN/m)/area media per 

molecola (Å2) della DMPC, dell’Aciclovir e delle miscele DMPC/Aciclovir a varie 

frazioni molari di Aciclovir, a 37 °C. Non si osserva alcuna isoterma dell’Aciclovir. A 

questa temperatura, rispetto alle isoterme della DMPC, quelle delle miscele 

DMPC/Aciclovir sono spostate verso valori più alti d’area per molecola per basse 

frazioni molari (0,015; 0,03, 0,045) e verso valori più bassi d’area per molecola per 

frazioni molari più elevate. 
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Figura 4.19a. Curve isoterme tensione superficiale (mN/m)/area media per molecola 
(Å2), alla temperatura di 10 °C dei monolayers di DMPC in presenza di Aciclovir a 
diverse frazioni molari. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.19b. Curve isoterme tensione superficiale (mN/m)/area media per molecola 
(Å2), alla temperatura di 37 °C dei monolayers di DMPC in presenza di Aciclovir a 
diverse frazioni molari. 
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La Figura 4.20a mostra le curve di pressione superficiale (mN/m)/area media per 

molecola (Å2) della DMPC, dell’Aciclovir-Squalene e delle miscele DMPC/Aciclovir-

Squalene a varie frazioni molari a 10 °C. L’Aciclovir-Squalene fino a 60 Å2 si trova in 

uno stato gassoso; per valori di area per molecola compresi tra 60 e circa 32 Å2 si trova 

in uno stato di liquido espanso; da circa 32 a circa 28 Å2 si osserva una transizione e per 

valori minori di 28 Å2 si trova in uno stato di liquido condensato. Confrontando le 

isoterme della DMPC con quelle delle miscele DMPC/Aciclovir-Squalene, a varie 

frazioni molari, si osserva che l’Aciclovir-Squalene fino alla frazione molare 0,12 

determina uno spostamento leggero delle curve verso valori più alti di area per 

molecola; a frazioni molari maggiori sposta le isoterme verso valori di area per 

molecola minori. 

La Figura 4.20b mostra le curve pressione superficiale (mN/m)/area media per 

molecola (Å2) della DMPC, dell’Aciclovir-Squalene e delle miscele DMPC/Aciclovir-

Squalene a varie frazioni molari a 37 °C. L’Aciclovir-Squalene fino a 55 Å2 si trova in 

uno stato gassoso; per valori di area per molecola compresi tra 55 e circa 30 Å2 si trova 

in uno stato di liquido espanso; da circa 30 a circa 22 Å2 si osserva una transizione e per 

valori minori di 22 Å2 si trova in uno stato di liquido condensato. Per basse frazioni 

molari (0,015-0,09) le isoterme delle miscele si trovano a valori di area per molecola 

simili a quelli della DMPC pura. Dalla frazione molare 0,12 si ha spostamento delle 

isoterme verso valori maggiori di area per molecola ed inoltre si osserva la transizione 

tipica dell’ACV-Squalene che si sposta verso più bassi valori di pressione superficiale 

all’aumentare della quantità di composto presente nel monolayer. 
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Figura 4.20a. Curve isoterme tensione superficiale (mN/m)/area media per molecola 
(Å2), alla temperatura di 10 °C dei monolayers di DMPC in presenza di Aciclovir-
Squalene a diverse frazioni molari. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.20b. Curve isoterme tensione superficiale (mN/m)/area media per molecola 
(Å2), alla temperatura di 37 °C dei monolayers di DMPC in presenza di Aciclovir-
Squalene a diverse frazioni molari. 
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La Figura 4.21a riporta le curve isoterme di pressione superficiale (mN/m)/area 

media per molecola (Å2) a 10 °C della DMPC, dell’AraC e delle miscele DMPC/AraC a 

varie frazioni molari di AraC. Si nota che l’AraC, per valori di area per molecola 

compresi tra 120 e circa 10 Å2 si trova in uno stato gassoso, mentre a valori più alti di 

compressione si trova in uno stato di liquido espanso. Esaminando le curve isoterme dei 

monolayers, formati dalle miscele DMPC/AraC, a varie frazioni molari, si nota che 

l’aggiunta dell’AraC provoca variazioni nell’andamento delle isoterme del fosfolipide. 

L’AraC fino alla frazione molare 0,12 provoca piccoli spostamenti dell’isoterma 

rispetto a quella della DMPC; a frazioni molari maggiori invece il principio attivo 

determina un notevole spostamento delle curve isoterme verso valori d’area per 

molecola minori. La transizione LE/LC tende a diventare sempre meno evidente con 

l’aumentare della frazione molare; inoltre essa si sposta verso valori leggermente più 

elevati di pressione superficiale a partire dalla frazione molare 0,25. 

La Figura 4.21b riporta le curve pressione superficiale (mN/m)/area media per 

molecola (Å2) della DMPC, dell’AraC e delle miscele DMPC/AraC a varie frazioni 

molari di AraC, a 37°C. Anche ad elevati livelli di compressione non si osserva alcuna 

isoterma dell’AraC, ciò vuol dire che il composto non forma monolayer o rimane in uno 

stato gassoso anche ad alti livelli di compressione. Tale comportamento può essere 

spiegato, probabilmente dalla mancanza di un carattere anfifilico. Rispetto alle isoterme 

della DMPC, le isoterme delle miscele DMPC/AraC, a 37 °C, sono spostate verso valori 

più alti d’area per molecola per basse frazioni molari (0,015; 0,03, 0,045 e 0,06) e verso 

valori più bassi d’area per molecola per frazioni molari più elevate. 
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Figura 4.21a. Curve isoterme tensione superficiale (mN/m)/area media per molecola 
(Å2), alla temperatura di 10 °C dei monolayers di DMPC in presenza di AraC a diverse 
frazioni molari. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.21b. Curve isoterme tensione superficiale (mN/m)/area media per molecola 
(Å2), alla temperatura di 37 °C dei monolayers di DMPC in presenza di AraC a diverse 
frazioni molari. 
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La Figura 4.22a mostra le curve di pressione superficiale (mN/m)/area media per 

molecola (Å2) della DMPC, dell’AraC-Squalene e delle miscele DMPC/AraC-Squalene 

a varie frazioni molari a 10 °C. L’AraC-Squalene fino a 105 Å2 si trova in uno stato 

gassoso; per valori di area per molecola minori si trova in uno stato di liquido espanso. 

Confrontando le isoterme della DMPC con quelle delle miscele DMPC/AraC-Squalene, 

a varie frazioni molari, si osserva che l’AraC-Squalene fino alla frazione molare 0,5 

determina uno spostamento delle curve verso valori più alti di area per molecola; a 

frazioni molari maggiori sposta le isoterme verso valori di area per molecola minori. 

Inoltre, la presenza nella miscela di maggiori quantità del coniugato AraC-Squalene 

causa una scomparsa della transizione LE-LC. 

La Figura 4.22b mostra le curve pressione superficiale (mN/m)/area media per 

molecola (Å2) della DMPC, dell’AraC-Squalene e delle miscele DMPC/AraC-Squalene 

a varie frazioni molari a 37 °C. L’AraC-Squalene fino a 90 Å2 si trova in uno stato 

gassoso; mentre, per valori di area per molecola minori si trova in uno stato di liquido 

espanso. Per basse frazioni molari (0,015-0,12) le isoterme delle miscele si trovano 

leggermente spostate a valori di area per molecola maggiori o comunque molto simili a 

quelli della DMPC pura. Dalla frazione molare 0,25 si ha lo spostamento delle isoterme 

verso valori maggiori di area per molecola.  
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Figura 4.22a. Curve isoterme tensione superficiale (mN/m)/area media per molecola 
(Å2), alla temperatura di 10 °C dei monolayers di DMPC in presenza di AraC-Squalene 
a diverse frazioni molari. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.22b. Curve isoterme tensione superficiale (mN/m)/area media per molecola 
(Å2), alla temperatura di 37 °C dei monolayers di DMPC in presenza di AraC-Squalene 
a diverse frazioni molari. 
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Nella Figura 4.23a sono riportate le curve isoterme pressione 

superficiale (mN/m)/area media per molecola (Å2) della DMPC, del Paclitaxel e delle 

miscele DMPC/Paclitaxel a varie frazioni molari del farmaco, registrate a 10 °C. Il 

Paclitaxel riesce a formare un monolayer, raggiungendo il valore di pressione 

superficiale di 10 mN/m. L’aggiunta del Paclitaxel già per le più basse frazioni molari 

provoca variazioni nell’andamento dell’isoterma pressione superficiale/area per 

molecola della sola DMPC. Dalla frazione molare 0,015 alla frazione molare 0,06 si 

nota uno spostamento delle isoterme a valori più alti di area per molecola rispetto 

all’isoterma del fosfolipide puro. Per quanto riguarda la transizione LE/LC questa tende 

a spostarsi verso valori poco più elevati di pressione superficiale e a diventare sempre 

meno evidente Le isoterme delle frazioni molari più alte (0,5 e 0,75) si trovano in uno 

stato gassoso fino a circa 120 Å2 e per valori inferiori di area per molecola si trovano in 

uno stato di liquido espanso e la forma delle due isoterme è simile a quella del 

composto puro. 

Nella Figura 4.23b sono riportate le curve isoterme pressione 

superficiale (mN/m)/area media per molecola (Å2) della DMPC, del Paclitaxel e delle 

miscele DMPC/Paclitaxel a varie frazioni molari di Paclitaxel condotte a 37 °C. Il 

Paclitaxel sino a circa 20 Å2 si trova nello stato gassoso, per valori di area per molecola 

(Å2) più bassi si trova in uno stato di liquido espanso, raggiungendo il valore di 

pressione superficiale di 10 mN/m. Le isoterme delle miscele DMPC/Paclitaxel per 

frazioni molari di composto comprese tra 0,015 e 0,12 non si discostano molto sia per 

quanto riguarda l’andamento cha per quanto riguarda il valore di area per molecola (Å2) 

dall’isoterma della sola DMPC. A partire dalla frazione molare 0,25 si ha un 

progressivo spostamento delle isoterme verso valori di area per molecola (Å2) più bassi.  
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Figura 4.23a. Curve isoterme tensione superficiale (mN/m)/area media per molecola 
(Å2), alla temperatura di 10 °C dei monolayers di DMPC in presenza di Paclitaxel a 
diverse frazioni molari. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.23b. Curve isoterme tensione superficiale (mN/m)/area media per molecola 
(Å2), alla temperatura di 37 °C dei monolayers di DMPC in presenza di Paclitaxel a 
diverse frazioni molari. 
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Nella Figura 4.24a sono riportate le curve di pressione superficiale (mN/m)/area 

media per molecola (Å2) della DMPC, del Paclitaxel-Squalene e delle miscele 

DMPC/Paclitaxel-Squalene a varie frazioni molari, registrate a 10 °C. L’isoterma del 

solo Paclitaxel-Squalene occupa un’area maggiore rispetto a quella occupata dal solo 

fosfolipide e il prodrug si trova in uno stato gassoso sino a circa 90 Å2 e per valori di 

area per molecola (Å2) più bassi si trova in uno stato di LE. A partire dalla frazione 

molare 0,015 la transizione LE/LC si sposta verso valori di pressione superficiale più 

alti rispetto a quelli della DMPC diventando sempre meno evidente. Le isoterme 

comprese tra la frazione molare 0,015 e 0,12 occupano valori di area per molecola (Å2) 

progressivamente maggiori rispetto a quella della DMPC. Le isoterme relative alle 

frazioni molari più alte (0,25; 0,5 e 0,75) sono quelle che occupano la maggiore area per 

molecola (Å2) e nelle quali si evidenzia un maggiore spostamento della transizione 

verso valori di pressione superficiale più elevati. 

La Figura 4.24b mostra le curve di pressione superficiale (mN/m)/area media per 

molecola (Å2) della DMPC, del Paclitaxel-Squalene e delle miscele DMPC/Paclitaxel-

Squalene a varie frazioni molari a 37 °C. Il Paclitaxel-Squalene si trova in uno stato 

gassoso sino a circa 125 Å2; da 125 a circa 60 Å2 si trova in uno stato di liquido espanso 

e a circa 60 Å2 si ha la transizione LE/LC; il composto si trova nello stato di LC sino a 

circa 25 Å2 e per valori di area per molecola minori si trova nello stato solido. Le 

isoterme delle miscele DMPC/Paclitaxel-Squalene, per frazioni molari comprese fra 

0,015 e 0,12 si spostano verso valori di area per molecola maggiori rispetto all’isoterma 

della DMPC. Nelle isoterme delle frazioni molari più alte (0,5 e 0,75) lo stato di LE si 

ha sempre a valori di area per molecola maggiori rispetto alla DMPC, e l’andamento di 

tali isoterme è simile a quello del prodrug puro. 
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Figura 4.24a. Curve isoterme tensione superficiale (mN/m)/area media per molecola 
(Å2), alla temperatura di 10 °C dei monolayers di DMPC in presenza di Paclitaxel-
Squalene a diverse frazioni molari. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.24a. Curve isoterme tensione superficiale (mN/m)/area media per molecola 
(Å2), alla temperatura di 37 °C dei monolayers di DMPC in presenza di Paclitaxel-
Squalene a diverse frazioni molari. 
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Riportando in grafico i dati relativi all’area media per molecola, a differenti valori 

di pressione superficiale in funzione delle frazioni molari di Squalene, SqualeneCOOH, 

Aciclovir, Aciclovir-Squalene, AraC, AraC-Squalene, Paclitaxel e Paclitaxel-Squalene 

si possono ricavare maggiori informazioni sul tipo d’interazioni intermolecolari che si 

instaurano nei monolayers misti di DMPC/composti in esame. 

Le Figure 4.25 a - b mostrano l’andamento dell’area per molecola delle miscele 

DMPC/Squalene in funzione della frazione molare di Squalene alla temperatura di 

10 °C e 37 °C e alle pressioni superficiali di 10, 20 e 30 mN/m. La retta tratteggiata ci 

indica i valori di area per molecola ad un determinato valore di pressione superficiale 

per un monolayer a due componenti con comportamento ideale. Essa si ottiene 

congiungendo il valore dell’area per molecola della DMPC pura (frazione molare pari a 

0,00 del composto considerato) al valore ottenuto per il composto puro (frazione molare 

pari a 1 del composto considerato) ad un dato valore di pressione superficiale. 

Lo Squalene, alla temperatura di 10 °C, per tutte le frazioni molari, causa una 

notevole deviazione positiva, soprattutto a 10 e 20 mN/m. Molto simile è il 

comportamento che si osserva a 37 °C. Anche in questo caso tale deviazione positiva si 

verifica a causa dell’attrazione fra le molecole di Squalene e quelle di DMPC. Lo 

Squalene, a causa dei doppi legami, è caratterizzato dalla presenza di ripiegamenti che 

gli conferiscono un elevato ingombro che spazia le catene idrofobiche della DMPC. 

Con l’aumento della compressione, l’ingombro offerto dallo Squalene diminuisce.  

Le Figure 4.26 a - b mostrano i valori di area per molecola delle miscele di 

DMPC/SqualeneCOOH, a 10 e a 37 °C rispettivamente, rispetto alla frazione molare di 

SqualeneCOOH. A 10 °C a basse frazioni molari di SqualeneCOOH i valori 

sperimentali sono sovrapponibili a quelli ideali, mentre a frazioni molari maggiori si 

osserva una deviazione positiva dei valori di area per molecola. A 37 °C, lo 

SqualeneCOOH, fino alla frazione molare 0,25, causa deviazioni negative per tutte le 

pressioni superficiali riportate, mentre a più alte frazioni molari la deviazione è positiva. 

A basse frazioni molari il comportamento dello SqualeneCOOH è diverso da quello 

osservato per lo Squalene e poiché l’unica differenza fra le due molecole è data dalla 

presenza di un gruppo carbossilico nello SqualeneCOOH, il diverso comportamento si 

può addurre al gruppo carbossilico. 

Probabilmente nel monolayer si formano legami idrogeno fra il gruppo 

carbossilico dello Squalene e le teste polari della DMPC che tengono vicine le molecole 

coinvolte nel legame e le interazioni idrofobiche aumentano. 



 158 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.25a. Area media per molecola (Å2) per miscele di DMPC/Squalene a frazioni 
molari crescenti di Squalene, a 10 °C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.25b. Area media per molecola (Å2) per miscele di DMPC/Squalene a frazioni 
molari crescenti di Squalene, a 37 °C. 
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Figura 4.26a. Area media per molecola (Å2) per miscele di DMPC/SqualeneCOOH a 
frazioni molari crescenti di SqualeneCOOH, a 10 °C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.26b. Area media per molecola (Å2) per miscele di DMPC/SqualeneCOOH a 
frazioni molari crescenti di SqualeneCOOH, a 37 °C. 
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Le Figure 4.27 a – b mostrano i valori di area per molecola delle miscele 

DMPC/Aciclovir in funzione della frazione molare di Aciclovir alla temperatura di 

10 °C e di 37 °C e alla pressione superficiale di 10 mN/m, 20 mN/m e 30 mN/m. Per le 

miscele DMPC/Aciclovir alla temperatura di 10 °C, considerando la pressione di 

10 mN/m, si osserva per basse frazioni molari una piccolissima deviazione positiva 

rispetto ai valori ideali; alla frazione molare 0,25 il valore sperimentale si sovrappone a 

quello ideale, a frazioni molari maggiori si osserva ancora una deviazione positiva. A 

pressioni di 20 e 30 mN/m, a basse frazioni molari i valori sperimentali coincidono 

quasi con quelli ideali, ad elevate frazioni molari si osserva una leggera deviazione 

positiva. Questo comportamento indica piccole interazioni repulsive fra DMPC e 

Aciclovir per quasi tutte le frazioni molari a 10 mN/m. A 20 e 30 mN/m le interazioni 

repulsive sono presenti solo ad alte frazioni molari mentre non sembrano esserci 

interazioni per le altre frazioni molari. 

Alla temperatura di 37 °C, a 10 N/m, 20 mN/m e 30 mN/m, si nota una deviazione 

positiva dei valori di area molecolare rispetto alla retta ideale per tutte le frazioni molari 

ad eccezione della 0,5 in cui i valori di area per molecola si sovrappongono a quelli 

della retta ideale. Questi risultati indicano interazioni repulsive tra le molecole del 

bilayer misto per tutte le frazioni molari, ad eccezione della 0,5. 

Le Figure 4.28 a - b mostrano l’andamento dell’area per molecola, in funzione 

della frazione molare di Acilovir-Squalene delle miscele DMPC/Aciclovir-Squalene, 

alla temperatura di 10 °C e di 37 °C e alla pressione superficiale di 10 mN/m, 20 mN/m 

e 30 mN/m. I valori delle miscele DMPC/Aciclovir-Squalene alla temperatura di 10 °C 

indicano una notevole deviazione positiva per tutte le frazioni molari di Aciclovir-

Squalene alla pressione superficiale di 20 mN/m. 

Alla temperatura di 37 °C, a basse frazioni molari (fino alla 0,045) i valori 

sperimentali si sovrappongono a quelli ideali indicando che non si ha interazione tra 

Aciclovir-Squalene e DMPC; ad alte frazioni molari si osserva una deviazione positiva 

dei valori di area per molecola che indica repulsione tra le molecole nel monolayer 

misto. 
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Figura 4.27a. Area media per molecola (Å2) per miscele di DMPC/Aciclovir a frazioni 
molari crescenti di Aciclovir, a 10 °C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.27b. Area media per molecola (Å2) per miscele di DMPC/Aciclovir a frazioni 
molari crescenti di Aciclovir, a 37 °C. 
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Figura 4.28a. Area media per molecola (Å2) per miscele di DMPC/Aciclovir-Squalene 
a frazioni molari crescenti di Aciclovir-Squalene, a 10 °C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.28b. Area media per molecola (Å2) per miscele di DMPC/Aciclovir-Squalene 
a frazioni molari crescenti di Aciclovir-Squalene, a 37 °C. 
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Le Figure 4.29 a – b mostrano i valori di area per molecola delle miscele 

DMPC/AraC in funzione della frazione molare di AraC alla temperatura di 10 °C e di 

37 °C e alla pressione superficiale di 10 mN/m, 20 mN/m e 30 mN/m. Per le miscele 

DMPC/AraC alla temperatura di 10 °C, considerando la pressione di 10 e di 30 mN/m, 

si osserva che, per basse frazioni molari, i valori sperimentali di area per molecola sono 

pressoché sovrapponibili a quelli ideali; dalla frazione molare 0,09 si osserva, invece, 

una deviazione positiva dei valori di area per molecola. Tale deviazione è maggiore alla 

pressione di 20 mN/m. Questo comportamento è indice dell’instaurarsi di piccole 

interazioni repulsive fra DMPC e AraC per le frazioni molari più alte a 10, 30 e, 

soprattutto a 20 mN/m. Alla temperatura di 37 °C, per tutte le pressioni considerate, si 

nota una sovrapponibilità dei valori di area per molecola sperimentali a quelli ideali, 

fino alla frazione molare 0,045, dalla frazione 0,06 in poi si ha una piccola deviazione 

positiva dei valori di area molecolare che diventa più evidente al crescere della frazione 

molare di AraC presente nella miscela. Questi risultati indicano interazioni repulsive tra 

le molecole del bilayer misto per tutte le frazioni molari. 

Le Figure 4.30 a – b mostrano i valori di area per molecola delle miscele 

DMPC/AraC-Squalene in funzione della frazione molare di AraC-Squalene alla 

temperatura di 10 °C e di 37 °C e alla pressione superficiale di 10 mN/m, 20 mN/m e 

30 mN/m. I valori delle miscele DMPC/AraC-Squalene alla temperatura di 10 °C 

indicano una deviazione positiva per tutte le frazioni molari di AraC-Squalene 

soprattutto alla pressione superficiale di 20 mN/m. 

Anche alla temperatura di 37 °C, già dalle basse frazioni molari si può osservare 

una piccola deviazione positiva che diviene molto più evidente ad alte frazioni molari. 
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Figura 4.29a. Area media per molecola (Å2) per miscele di DMPC/AraC a frazioni 
molari crescenti di AraC, a 10 °C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.29b. Area media per molecola (Å2) per miscele di DMPC/AraC a frazioni 
molari crescenti di AraC, a 37 °C. 
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Figura 4.30a. Area media per molecola (Å2) per miscele di DMPC/AraC-Squalene a 
frazioni molari crescenti di AraC-Squalene, a 10 °C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.30b. Area media per molecola (Å2) per miscele di DMPC/AraC-Squalene a 
frazioni molari crescenti di AraC-Squalene, a 37 °C. 
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Le Figure 4.31 a - b mostrano i valori di area per molecola dei monolayers delle 

miscele DMPC/Paclitaxel in funzione della frazione molare di Paclitaxel a tre diverse 

pressioni superficiali, (10 mN/m, 20 mN/m e 30 mN/m) registrati a 10 e a 37 °C. 

Gli esperimenti effettuati a 10 °C mostrano che il Paclitaxel provoca una 

deviazione positiva rispetto ai valori ideali. Tale deviazione inizia già alla frazione 

molare 0,015 e subisce poi un lieve decremento alle frazioni molari 0,06 e 0,09 per poi 

aumentare nuovamente e mantenersi costante per la frazioni molari più elevate. Questo 

comportamento è evidente per le pressioni superficiali di 10 e 20 mN/m, mentre a 

30 mN/m è possibile notare quasi una sovrapposizione dei valori sperimentali con quelli 

ideali. Gli esperimenti effettuati alla temperatura di 37 °C mostrano che il Paclitaxel, già 

alle frazioni molari più basse, causa deviazioni positive rispetto alla retta ideale che 

indicano lievi interazioni negative tra le molecole del farmaco e quelle della DMPC. 

Tali deviazioni positive sono più evidenti a 10 mN/m. 

Le Figure 4.32 a - b mostrano l’andamento dell’area per molecola delle miscele 

DMPC/Paclitaxel-Squalene in funzione della frazione molare di Paclitaxel-Squalene 

alla temperatura di 10 °C e di 37 °C e alla pressione superficiale di 10 mN/m, 20 mN/m 

e 30 mN/m. 

Alla temperatura di 10 °C, il prodrug provoca deviazioni positive rispetto alla 

retta ideale, che diventano più evidenti per le frazioni molari più alte alla pressione 

superficiale di 10 mN/m. Analogo comportamento è osservabile a 20 mN/m anche se a 

partire dalla frazione molare 0,25 si nota una diminuzione dei valori di area per 

molecola. A 30 mN/m per frazioni molari più basse si ha una sovrapposizione dei valori 

sperimentali a quelli della retta ideale; alla frazione molare 0,25 si ha una lieve 

deviazione positiva ma per le frazioni molari più alte si hanno deviazioni negative 

rispetto alla retta tratteggiata. Un analogo comportamento del Paclitaxel-Squalene si ha 

alla temperatura di 37 °C anche se le deviazioni dalla retta ideale sono meno evidenti. 
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Figura 4.31a. Area media per molecola (Å2) per miscele di DMPC/Paclitaxel a frazioni 
molari crescenti di Paclitaxel, a 10 °C. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4.31b. Area media per molecola (Å2) per miscele di DMPC/Paclitaxel a frazioni 
molari crescenti di Paclitaxel, a 37 °C. 
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Figura 4.32a. Area media per molecola (Å2) per miscele di DMPC/Paclitaxel a frazioni 
molari crescenti di Paclitaxel-Squalene, a 10 °C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.32b. Area media per molecola (Å2) per miscele di DMPC/Paclitaxel a frazioni 
molari crescenti di Paclitaxel-Squalene, a 37 °C. 
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CAPITOLO 5 

Assorbimento di idrocarburi policiclici aromatici nitrosostituiti 

attraverso modelli di biomembrana: effetto della lipofilia del mezzo. 
 

5.1. Idrocarburi Policiclici Aromatici Nitrosostituiti (nitro-IPA) 

Gli Idrocarburi Policiclici Aromatici nitrosostituiti (nitro-IPA) sono prodotti 

diretti o indiretti della combustione incompleta degli IPA essi contengono due o più 

anelli aromatici condensati sono, quindi, costituiti da atomi di carbonio ed idrogeno 

(Pitts J.N. et al., 1978; Li Y.S. et al., 2000). Solo alcuni nitro-IPA (nitronaftalene 1,5-

dinitronaftalene, 1,8-dinitronaftalene e 5-nitroacenaftene) sono prodotti industrialmente, 

in quanto sono impiegati come intermedi per la produzione di sostanze come i coloranti. 

I nitro-IPA sono presenti nell’ambiente come miscele di IPA ed un centinaio di 

altri composti organici, sia liberi nell’aria che adsorbiti a materiale particolato, (Ohnishi 

Y. et al., 1985). Essi sono insolubili o poco solubili in acqua ma molto solubili nei 

solventi organici. Questi composti sono stati ritrovati anche nelle emissioni d’impianti 

riscaldanti al cherosene, e nei bruciatori di benzina e GPL. Nonostante un’ampia varietà 

di batteri, funghi e alghe degradino gli IPA contenenti da due a cinque anelli, quelli 

nitrosostituiti sono solo parzialmente degradati da microrganismi e possono persistere 

nel suolo e nei sedimenti. La persistenza dei nitro-IPA ad alto peso molecolare è dovuta 

oltre che al forte assorbimento al materiale organico del suolo, alla loro bassa solubilità, 

all’elevato peso molecolare e al carattere polare del nitro gruppo (Malejka-Giganti D., 

et al., 1999; Purohit V. and Basu A.K., 2000). 

Diversi studi sono stati eseguiti monitorando alcuni isomeri dei nitro-IPA, infatti, 

ci sono molte evidenze sperimentali che dimostrano la loro azione mutagena sia sulle 

cellule procariote che eucariote (Pedersen D.U. et al., 2005), hanno anche attività 

carcinogenica (Beije B. and Moller L., 1988; Purohit V. and Basu A.K., 2000; Lewtas 

J., 2007), essi vengono metabolizzati in derivati che legano il DNA e le proteine (King 

L.C. et al., 1983; Landvik N.E. et al., 2007), inducono sintesi di DNA non programmata 

(Campbell J. et al., 1981), scambio di cromatidi fratelli (Marshall T.C. et al., 1982). Per 

tali motivi, e per la loro ampia presenza nell’ambiente, questi composti possono 

rappresentare un rischio per la salute. Per sortire la loro attività mutagena questi 

composti devono superare la membrana citoplasmatica, in letteratura non sono presenti 

molti studi riguardanti gli effetti dei nitro-IPA su biomembrane modello (Castelli F. et 

al., 2002) per ciò ci siamo occupati in particolare di alcuni nitro-IPA, 2-nitrofluorene, 
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2,7-dinitrofluorene e 3-nitrofluorantene (Figura 5.1) che sembrano avere una maggiore 

importanza nell’impatto ambientale o come agenti cancerogeni. 

Per meglio chiarire la relazione tra le strutture degli idrocarburi policiclici 

aromatici e il loro effetto sulle biomembrane, abbiamo studiato l’influenza dei tre nitro-

IPA strutturalmente simili, sopra citati, sul comportamento termotropico di vescicole 

multilamellari (MLV) di dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), scelti come modelli di 

membrane biologiche, mediante la calorimetria a scansione differenziale.  

Inoltre, sono state studiate le cinetiche di assorbimento dei composti stessi da 

parte dei modelli di biomembrana, per comprendere l’effetto svolto dall’idrofilia o dalla 

lipofilia del mezzo in tale processo. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.1. Formule di struttura dei composti studiati. 

 

5.2. Materiali 

La 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DMPC) è stata ottenuta dalla 

Genzyme Pharmaceuticals (Liestal, Svizzera). La purezza della DMPC, determinata 

tramite cromatografia su strato sottile ad alta pressione (HPTLC), è 99,0 %. La 

concentrazione lipidica è stata determinata tramite l’analisi del fosforo presente (Rouser 

G. et al., 1970). 2-nitrofluorene (purezza: 98 %) e 3-nitrofluorantene (purezza: 90 %) 

sono stati forniti dalla Sigma (Germania), il 2,7-dinitrofluorene (purezza: 98 %) è stato 

fornito dalla Alfa Aesar (Germania). La soluzione tampone utilizzata consiste di Tris 

50 mM, aggiustata a pH = 7,4 con acido cloridrico. 

 

5.3. Interazione MLV DMPC/nitro-IPA 

Sono state preparate soluzioni di lipide e nitro-IPA in cloroformio:metanolo 1:1 

(DMPC, 2-nitrofluorene, 3-nitrofluorantene) o in cloroformio (2,7-dinitrofluorene). 

Successivamente appropriate aliquote di lipide e di ognuno dei nitro-IPA sono state 

NO2NO2O2N

NO2

3-nitrofluorantene 2-nitrofluorene 2,7-dinitrofluorene 
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miscelate in tubi da saggio per ottenere 0,010325 mmoli di DMPC e le seguenti frazioni 

molari di nitro-IPA: 0,00; 0,015; 0,03; 0,045; 0,06; 0,09; 0,12; 0,15 e 0,18. Quindi sono 

stati preparati film di DMPC, contenenti i composti in esame, che sono stati in seguito 

idratati con una soluzione di Tris 50 mM con la stessa procedura descritta in precedenza 

(Schema 1.1). I campioni sono stati sottoposti ad analisi DSC, eseguita usando un 

sistema Mettler TA Stare provvisto di cella DSC 822, i campioni sono stati sottoposti 

per almeno tre volte (per verificare la riproducibilità dei dati) alla seguente procedura: 

1) un riscaldamento tra 5 e 37 °C a 2 °C/min; 

2) un raffreddamento da 37 a 5 °C a 4 °C/min. 

È stata impiegata la massima sensibilità possibile ed è stato usato come 

riferimento una soluzione di Tris(idrossimetil)-amminometano (Tris pH = 7,4; 50 mM). 

Il sistema calorimetrico è stato calibrato nella temperatura di transizione e nella 

variazione di entalpia usando indio, acido stearico e cicloesano seguendo la procedura 

dello strumento DSC 822 Mettler TA STARe. 

Dopo l’analisi calorimetrica, aliquote di tutti i campioni sono state estratte dal 

crogiolo di alluminio e usate per la determinazione dell’esatta quantità di fosfolipide 

mediante l’analisi del fosforo (Rouser G. et al., 1970). 

 

5.4. Cinetiche di permeazione 

Un’esatta quantità (corrispondente alla frazione molare 0,09) di composto in 

esame è stata pesata sul fondo del crogiolo e a questa sono stati aggiunti 120 µl 

(0,007375 mmoli) di MLV di DMPC (come nello Schema 2.4). Il crogiolo è stato 

ermeticamente chiuso e sottoposto alla seguente analisi calorimetrica: 

• un riscaldamento tra 5 e 37 °C, ad una velocità di 2 °C/min; 

• un’isoterma a 37 °C, per un’ora; 

• un raffreddamento da 37 a 5 °C, a 4 °C.  

La procedura è stata ripetuta per otto volte al fine di rilevare una qualche 

variazione nelle curve calorimetriche al variare del tempo di incubazione. 

 

5.5. Cinetiche di trasferimento transmembrana 

Questi esperimenti sono stati effettuati per studiare l'abilità dei composti in esame 

di trasferirsi da liposomi di DMPC caricati con una data frazione molare di composto 

(MLV pieni) a liposomi di sola DMPC (MLV vuoti). Una quantità pari a 60 µl di 
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liposomi multilamellari di DMPC (0,003687 mmoli) è stata posta in un crogiolo di 

alluminio di 160 µl e ad essa sono stati aggiunti 60 µl di una sospensione equimolare di 

liposomi multilamellari di DMPC pura (Schema 3.1). Il crogiolo è stato chiuso 

ermeticamente e sottoposto alla stessa analisi calorimetrica descritta per le cinetiche di 

permeazione. Se il composto è capace di trasferirsi dai liposomi pieni a quelli vuoti, si 

avrà un flusso che si arresterà allorché si raggiungerà un equilibrio, ovvero quando tutti 

i liposomi presenti conterranno la stessa frazione molare di composto, pari a una quella 

intermedia (0,045) fra le due di partenza (0,00 e 0,09). Si potrà rilevare, alla fine 

dell’esperimento, un effetto simile a quello ottenuto dall'analisi calorimetrica del 

campione contenente la frazione molare 0,045 del composto in esame, preparato come 

descritto nella sezione "Interazione MLV DMPC/nitro-IPA". 

 

5.6. RISULTATI E DISCUSSIONE  

5.6.1. Interazione MLV DMPC/nitro-IPA 

I nitro-IPA studiati sono stati selezionati sulla base delle loro proprietà tossiche e 

delle differenze strutturali, per valutare gli effetti che questa loro differente struttura ha 

sulle proprietà termotropiche della DMPC come la cooperatività, la variazione della 

temperatura della pretransizione e della transizione di fase principale e la variazione di 

entalpia. In Figura 5.2 sono riportate le curve calorimetriche degli MLV di DMPC 

preparati in presenza di crescenti frazioni molari di nitro-IPA. Per quanto riguarda il 

picco di pretransizione, ci sono grandi differenze tra il 2,7-dinitrofluorene, con due 

gruppi NO2, e gli altri composti, con un nitro gruppo. In presenza del 2,7-

dinitrofluorene (Figura 5.2 A), il picco di pretransizione è chiaramente evidente per tutte 

le frazioni molari ma si sposta verso temperature più basse. Nel caso del 2-nitrofluorene 

(Figura 5.2 B), la pretransizione è scarsamente evidente mentre per il 3-nitrofluorantene 

(Figura 5.2 C) è evidente fino alla frazione molare 0,03 ed è ampiamente spostato verso 

più basse temperature. Per quanto concerne il picco principale, il 2,7-dinitrofluorene 

non causa evidenti variazioni né nella forma né nelle dimensioni per tutte le frazioni 

molari esaminate, e la temperatura di transizione rimane pressoché invariata; il 2-

nitrofluorene causa un decremento del picco principale e la temperatura di transizione 

diminuisce e poi aumenta nuovamente all’aumentare delle frazioni molari; il 3-

nitrofluorantene determina piccoli slargamenti e uno shift del picco principale a più 

basse temperature.  



 173 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.2. Curve calorimetriche in riscaldamento, degli MLV di DMPC preparati in 
presenza di crescenti frazioni molari di (A) 2,7-dinitrofluorene, (B) 2-nitrofluorene e 
(C) 3-nitrofluorantene. 
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L’effetto dei composti studiati sulla temperatura di transizione è mostrato in 

Figura 5.3 dove la variazione di temperatura è riportata come ∆T/T0
m (∆T = Tm-T0

m, 

dove Tm è la temperatura di transizione degli MLV di DMPC preparati in presenza dei 

nitro-IPA e T0
m è la temperatura di transizione degli MLV di DMPC) in funzione della 

frazione molare crescente. Il 2,7-dinitrofluorene esercita il più debole effetto sulla 

temperatura di transizione, il più forte decremento è causato dal 3-nitrofluorantene, 

seguito dal 2-nitrofluorene. Una parte del profilo del 2,7-dinitroflourene è pressoché 

piatta, per gli altri composti la temperatura di transizione diminuisce fino ad una 

determinata frazione molare (che è la 0,03 per 2-nitrofluorene e la 0,06 per 3-

nitrofluorantene) oltre non sono osservabili variazioni per il 3-nitrofluorantene, mentre 

per il 2-nitrofluorene la variazione della temperatura di transizione aumenta 

nuovamente. 

E’ evidente una chiara relazione tra i composti, la loro struttura e l’interazione con 

i modelli di biomembrana. Infatti, i derivati del fluorantene esercitano un maggior 

effetto rispetto ai derivati del fluorene. Inoltre, tra i due derivati del fluorene, il 2-

nitrofluorene mostra una più forte interazione con gli MLV di DMPC rispetto al 2,7-

dinitrofluorene. Un decremento della Tm indica un aumento della fluidità del doppio 

strato fosfolipidico, il 3-nitrofluorantene, tra i composti studiati, esercita il massimo 

effetto fluidificante. All’interno del doppio strato fosfolipidico, i composti possono 

agire da impurezze interstiziali, intercalandosi tra le molecole di fosfolipidi causando un 

decremento della Tm e nessun cambiamento nei valori di ∆H, o come impurezze 

sostituzionali piazzandosi tra le molecole di fosfolipide e causando un decremento della 

Tm e dell’entalpia (Jorgensen K. et al., 1991; Tenchov, 1991; Castelli F. et al., 1992). Il 

2,7-nitrofluorene non determina evidenti variazioni nella temperatura di transizione e 

nella variazione di entalpia (dati non riportati) mentre il 2-nitrofluorene e il 3-

nitrofluorantene causano un abbassamento della temperatura di transizione come pure 

dell’entalpia (dati non mostrati) e quindi è possibile dire che si comportano come 

impurezze sostituzionali. I risultati ottenuti da queste misure si possono considerare 

come la massima interazione tra i composti studiati e i modelli di biomembrana e 

saranno usati come riferimento negli esperimenti successivi. 
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Figura 5.3. Variazione della temperatura di transizione, espressa come ∆T/T0

m 
(∆T = Tm-T0

m, doveT0
m è la temperatura di transizione degli MLV di DMPC pura e Tm 

è la temperatura di transizione degli MLV di DMPC preparati in presenza dei 
composti), in funzione della frazione molare di composto nella dispersione degli MLV.  
 

5.6.2. Cinetiche di permeazione 
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mediato da un mezzo acquoso, sono stati condotti esperimenti in cui una quantità fissa 

di nitro-IPA (frazione molare 0,09 rispetto al fosfolipide) è stata pesata sul fondo del 

crogiolo e addizionata con la dispersione fosfolipidica monitorando così l’interazione 

tra i nitro-IPA e il doppio strato fosfolipidico all’aumentare del tempo di incubazione. 

Le curve calorimetriche sono riportate in Figura 5.4. La curva r rappresenta la massima 

interazione possible tra i nitro-IPA e il doppio strato fosfolipidico. Se i composti sono 

capaci di attraversare il mezzo acquoso, raggiungere la superficie degli MLV e 
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assomigliare sempre più alla curva r. Le curve calorimetriche del 2,7-dinitrofluorene 
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Figura 5.4. Curve calorimetriche in riscaldamento, degli MLV di DMPC lasciati in 
contatto con la frazione molare 0,09 di (A) 2,7-dinitrofluorene, (B) 2-nitrofluorene e 
(C) 3-nitrofluorantene a crescenti tempi di incubazione. La curva r appartiene agli MLV 
di DMPC preparati in presenza della frazione molare 0,09 di composto. 
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La temperatura di transizione è stata riportata come ∆T/T0
m, in Figura 5.5 in 

funzione del tempo d’incubazione. Al cresere del tempo di incubazione non si notano 

importanti variazioni ma solo un piccolo decremento della variazione di temperatura di 

transizione. Dai risultati ottenuti si riscontra che i nitro-IPA studiati, probabilmente per 

la loro natura altamente lipofila, non sono capaci di dissolversi nel mezzo acquoso e 

quindi non raggiungono la superficie degli MLV, non interagendo con essi. Quindi, 

l’assorbimento dei nitro-IPA attraverso le membrane fosfolipidiche è impedito dal 

mezzo acquoso. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.5. Variazione della temperatura di transizione, espressa come ∆T/T0

m, degli 
MLV di DMPC lasciati in contatto con la frazione molare 0,09 di composto, in funzione 
del tempo di incubazione. Il valore r rappresenta la variazione della temperatura di 
transizione degli MLV di DMPC preparati in presenza della frazione molare 0,09 di 
composto e che può essere considerata la massima interazione tra il composto e gli 
MLV. 
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mezzo lipofilo, sono stati messi a contatto con MLV vuoti ed è stato monitorato il 

trasferimento dei nitro-IPA dagli MLV carichi agli MLV vuoti mediante analisi DSC a 

tempi di incubazione crescenti. Le curve calorimetriche sono state comparate con quelle 

degli MLV preparati in presenza dei nitro-IPA alla frazione molare 0,045 che è 

considerata la curva di riferimento (curva r) (Figura 5.6). Se il nitro-IPA si trasferisce 

completamente dagli MLV carichi a quelli vuoti alla fine del processo tutti gli MLV 

dovranno contenere una frazione molare di composto pari alla 0,045 e quindi si 

dovrebbe ottenere una curva finale quanto più simile alla curva r. Per quanto concerne il 

2,7-dinitrofluorene (Figura 5.6 A) non sono osservabili importanti variazioni, infatti, sia 

il picco di pretransizione che quello principale rimane invariato. Le curve calorimetriche 

relative al 2-nitrofluorene (Figura 5.6 B) mostrano la scomparsa del picco di 

pretransizione già alla prima scansione ed uno shift del picco principale verso 

temperature più basse, raggiungendo la curva r. Simile è il comportamento del 3-

nitrofluorantene (Figura 5.6 C): infatti, il picco di pretransizione non è più presente 

dalla seconda scansione (dopo un’ora di incubazione) ed il picco principale si sposta a 

più basse tempertature. La curva r è quasi raggiunta.  
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Figura 5.6. Curve calorimetriche in riscaldamento, degli MLV di DMPC lasciati in 
contatto con una quantità equimolare di MLV di DMPC preparati in presenza della 
frazione molare 0,09 di (A) 2,7-dinitrofluorene, (B) 2-nitrofluorene e (C) 3-
nitrofluorantene a crescenti tempi di incubazione. Le curve r appartengono agli MLV di 
DMPC preparati in presenza della frazione molare 0,045 dei composti. 
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La temperatura di transizione di queste curve è riportata in Figura 5.7, come 

∆T/T0
m, in funzione del tempo di incubazione. Il valore r rappresenta i risultati ottenuti 

dalle curve preparate in presenza della frazione molare 0,045 di composto. Una linea 

quasi piatta si ottiene per il 2,7-dinitrofluorene. Per quanto riguarda il 2-nitrofluorene, 

durante la prima ora d’incubazione, la temperatura di transizione diminuisce 

notevolmente e poi rimane costante, ad ogni modo il valore r è pressoché raggiunto. Per 

il 3-nitrofluorantene, la temperatura di transizione decresce gradualmente fino a cinque 

ore d’incubazione, poi rimane costante senza raggiungere il valore r. Questi risultati 

suggeriscono che i nitro-IPA si trasferiscono dagli MLV carichi a quelli vuoti e quindi 

che il loro assorbimento attraverso le membrane modello è favorito dal mezzo lipofilo 

piuttosto che da quello acquoso.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.7. Variazione della temperatura di transizione, espressa come ∆T/T0
m, degli 

MLV di DMPC pura lasciati in contatto con una quantità equimolare di MLV di DMPC 
preparati in presenza della frazione molare 0,09 di composto, in funzione del tempo di 
incubazione. Il valore r rappresenta la temperatura di transizione degli MLV di DMPC 
preparati in presenza della frazione molare 0,045 di composto che può essere 
considerata la massima interazione tra il composto e gli MLV. 
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5.7. CONCLUSIONI 

In questo lavoro è stata studiata l’interazione di 2,7-dinitrofluorene, 2-

nitrofluorene e 3-nitrofluorantene con modelli di biomembrana allo scopo di rilevare la 

relazione tra le differenze strutturali dei composti studiati e gli effetti sulle membrane 

modello. Dai risultati ottenuti possiamo dedurre: (a) il seguente ordine d’interazione: 3-

nitrofluorantene>2-nitrofluorene>2,7-dinitrofluorene; (b) uno scarso assorbimento dei 

nitro-IPA attraverso i modelli di biomembrana nel mezzo acquoso (c) un notevole 

assorbimento dei nitro-IPA attraverso i modelli biomemrana mediato dal mezzo lipofilo. 
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CAPITOLO 6 

Interazione di cumarine con biomembrane modello: studio mediante 

Calorimetria a Scansione Differenziale e Langmuir-Blodgett 
 
6.1 Le cumarine 

Da secoli molte sostanze fitochimiche attive sono state utilizzate per scopi 

medicinali, ed ancora oggi si assiste ad un grande interesse per l’uso delle erbe come 

rimedi. Circa un terzo dei farmaci più venduti nel mondo sono prodotti naturali o loro 

derivati; inoltre, sono ampiamente riconosciuti nel settore farmaceutico per la loro 

ampia diversità strutturale, come pure per la loro vasta gamma di attività 

farmacologiche. Tra le molecole di origine naturale, le cumarine rappresentano un 

gruppo eterogeneo di composti aventi diverse proprietà farmacologiche e terapeutiche, 

sono molto rappresentate nel regno vegetale (Egan D. et al., 1990; Egan D. and 

O’Kennedy R. 1992; Finn G. et al., 2002), specialmente nelle Rutaceae e nelle 

Umbelliferae (Keating G. and O’Kennedy R., 1997) e ciò sembra essere correlato alla 

loro capacità di agire come fitoalessine, vale a dire sostanze che si formano, nel corso 

del processo di appassimento, in risposta ad una lesione traumatica delle piante, si 

accumulano sulla superficie delle foglie, frutti e semi e inibiscono la crescita e la 

sporulazione dei funghi patogeni e agiscono come repellenti contro gli scarafaggi e altri 

invertebrati terrestri. Le cumarine sono attive anche nel metabolismo vegetale 

partecipando alla regolazione della crescita della pianta (Weimann I. 1997; Matern U. et 

al., 1999). Le cumarine appartengono ad un gruppo di composti noti come benzopirani, 

ognuno dei quali è costituito da un anello benzenico unito ad un pirone. (Keating G.J. 

and O’Kennedy R., 1997). Tutte le cumarine presenti in natura derivano dall’1-

benzopirano-2-pirone e sono presenti sia in forma libera che glicosidica (eterosidi). 

Sono contenute in diverse parti della pianta, soprattutto nelle foglie, nei frutti, nei semi e 

nelle radici. 

La cumarina, in seguito a somministrazione orale, viene rapidamente assorbita nel 

tratto gastrointestinale ed estesamente metabolizzata nel fegato, solo una percentuale 

compresa tra il 2-6 % raggiunge la circolazione sistemica intatta (Keating G.J. and 

O’Kennedy R., 1997). Tra le attività farmacologiche delle cumarine possiamo elencare: 

attività vasodilatatrice, antiproliferativa, (Chen Y.L. et al., 1994), antimicrobica, 

analgesica (Soine T.O., 1964), antitumorale (Fujioka T. et al., 1999) ed antiossidante 

(Shaw C.Y. et al., 2003). 
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Lo scopo del lavoro è quello di acquisire informazioni sull’interazione della 

Scopoletina (7-idrossi-6-metossi-2H-1-benzopiran-2-one), dell’Esculetina (6,7-

diidrossi-2H-1-benzopiran-2-one) e dell’Esculina (6-(β-D-glucopiranosilossi)-7-idrossi-

2H-1-benzopiran-2-one), (Figura 6.1) con modelli di biomembrana mediante la tecnica 

della Calorimetria a Scansione Differenziale e di Langmuir-Blodgett. 

Poiché è stato dimostrato che le cumarine sono completamente assorbite nel tratto 

gastrointestinale dopo somministrazione orale (Lacy A. and O’Kennedy R., 2004) le 

misure sono state condotte a pH 4 scelto poiché è il pH più vicino a quello gastrico 

considerando che, in un ambiente fortemente acido (pH ≤3), l’impacchettamento delle 

catene del fosfolipide (DMPC) si modifica (Tocanne J.F. and Teissiè J., 1990).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 6.1. Formule di struttura delle cumarine studiate. 
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descritta in precedenza (Schema 1.1). I campioni sono stati sottoposti ad analisi 

consistente in una scansione in riscaldamento da 5 a 37 °C a 2 °C/min e ad una 

scansione in raffreddamento da 37 a 5 °C a 4 °C/min, per tre volte. I valori di Tm e ∆H 

(rispetto al fosfolipide puro) che si ottengono sono i parametri di riferimento per 

indicare l’effetto che una determinata frazione molare di composto causa sui liposomi di 

DMPC. 

 

6.3. Cinetiche di permeazione 

Queste misure sono state effettuate per verificare la capacità dei composti di 

attraversare il mezzo acquoso, interagire con le membrane modello ed eventualmente 

penetrare nelle stesse. Tali esperienze sono state eseguite ponendo aliquote di 120 µl di 

sospensione acquosa di MLV di DMPC in crogioli di alluminio da 160 µl, sul cui fondo 

era presente una quantità pesata dei composti tali da avere una frazione molare X = 0,09 

dei campioni rispetto al fosfolipide. I crogioli, dopo essere stati sigillati, sono stati 

sottoposti a leggera agitazione per 10 secondi, e quindi a cicli calorimetrici consistenti 

di tre step: 

1) una scansione in riscaldamento da 5 a 37 °C (2 °C/min); 

2) un periodo di incubazione isotermica per 60 minuti a 37 °C; 

3) una fase di raffreddamento da 37 °C) a 5 °C (4°C/min) per poi poter ripetere il ciclo 

dal primo step, per almeno otto volte (come nello Schema 2.4). 

 

6.4. Misure di tensione superficiale (Langmuir-Blodgett) 

Le misure di tensione superficiale sono state eseguite con un sistema KSV 

Minitrough fornito dalla KSV Instruments LTd Finlandia. 

Per formare il monolayer sono state preparate soluzioni di DMPC, Scopoletina, 

Esculetina ed Esculina in cloroformio, e miscele di DMPC/Scopoletina, 

DMPC/Esculetina, DMPC/Esculina, in opportune frazioni molari (0,0; 0,024; 0,048; 

0,09; 0,17; 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0) le quali sono state depositate sulla superficie della 

subfase mediante una microsiringa Hamilton previamente pulita per tre volte con 

cloroformio, avvinata con la soluzione in esame e riempita fino ad un volume di 30 µ l 

delle soluzioni dei componenti puri e delle soluzioni miste. Si è lasciato riposare il 

monolayer per 15 minuti, per permettere l’evaporazione del solvente. Il volume di 

soluzione impiegato è tale da compiere tutte le esperienze deponendo lo stesso numero 
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di molecole sulla subfase. Per assicurarsi della riproducibilità del lavoro l’esperienza è 

stata ripetuta per almeno 3 volte. Le misure sono state eseguite a pH 4,0 ed alla 

temperatura di 37 °C, (superiore rispetto alla temperatura di transizione del fosfolipide) 

allo scopo di avere un monolayer con le caratteristiche di una membrana allo stato 

fluido. La variazione dell’area superficiale a disposizione delle molecole deposte è 

ottenuta grazie al movimento delle barriere, poste sul frame della vaschetta, che si 

muovono simmetricamente con una velocità di 10 mm/minuto. 

 

6.5. RISULTATI E DISCUSSIONE 

6.5.1. Interazione fra MLV DMPC/cumarine 

Le curve calorimetriche ottenute dall’analisi delle vescicole di DMPC pura e 

contenenti frazioni molari crescenti dei composti in esame sono mostrate in Figura 6.2. 

Per quanto riguarda la Scopoletina, il picco di pretransizione scompare già alla più 

bassa concentrazione di composto. Com’è possibile evincere dalle curve, la Scopoletina, 

determina dei piccoli spostamenti del picco calorimetrico principale verso più basse 

temperature ed un altrettanto piccola variazione dell’entalpia del sistema all’aumentare 

della frazione molare. Anche nel caso dell’Esculetina, il picco di pretransizione 

scompare già alla frazione molare 0,015. All’aumentare della frazione molare di 

composto, il picco principale si sposta verso temperature più basse e a tale spostamento 

si associa uno slargamento dei picchi calorimetrici. Alla frazione molare 0,09 si nota 

una separazione di fase che indica una distribuzione non uniforme dell’Esculetina negli 

MLV di DMPC con la formazione di zone più ricche e di zone meno ricche di 

composto. Infine, nelle curve calorimetriche degli MLV di DMPC preparati in presenza 

di Esculina a varie frazioni molari, si può evidenziare che il picco di pretransizione, 

all’aumentare della frazione molare, si attenua fino a scomparire alla frazione molare 

0,045. L’Esculina, provoca un leggero spostamento del picco principale verso 

temperature più basse, mentre la forma dei picchi calorimetrici rimane pressoché 

invariata per tutte le frazioni molari. 
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Figura 6.2. Curve calorimetriche degli MLV di DMPC preparati in presenza di frazioni 
molari crescenti delle cumarine in esame. 
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La Figura 6.3 mostra l’andamento della temperatura di transizione degli MLV di 

DMPC preparati in presenza di Scopoletina, Esculetina, Esculina, riportata come 

∆T/T0
m in funzione della frazione molare di composto presente nella dispersione 

acquosa degli MLV, dove: ∆T = Tm-T0
m  (Tm = temperatura di transizione degli MLV di 

DMPC in presenza di ognuno dei composti esaminati; T0
m = temperatura di transizione 

degli MLV di DMPC pura). 

Tutti i composti, ma in misura differente, determinano un decremento della 

temperatura di transizione degli MLV di DMPC, all’aumentare della loro frazione 

molare. I risultati mostrano che, tra le tre molecole, l’Esculetina provoca la maggiore 

variazione dei parametri termotropici, mentre l’Esculina è quella che destabilizza meno 

il bilayer fosfolipidico di DMPC. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.3. Variazione della temperatura di transizione dei picchi calorimetrici degli 
MLV di DMPC preparati in presenza di Scopoletina, Esculetina ed Esculina a frazioni 
molari crescenti. La variazione della temperatura di transizione è riportata come ∆T/T0

m 

(∆T = Tm-T0
m, dove Tm è la temperatura di transizione degli MLV di DMPC in presenza 

di ognuno dei composti esaminati e T0
m è la temperatura di transizione degli MLV di 

DMPC pura) in funzione della frazione molare presente nella dispersione acquosa. 
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La Figura 6.4 mostra l’andamento dell’entalpia degli MLV di DMPC preparati in 

presenza di Scopoletina, Esculetina ed Esculina. La variazione dell’entalpia è riportata 

come ∆∆H/∆H0 in funzione della frazione molare di composto presente nella 

dispersione acquosa degli MLV dove: ∆∆H = ∆H-∆H0 (∆H = entalpia degli MLV di 

DMPC in presenza di ognuno dei composti esaminati; ∆H0 = entalpia degli MLV di 

DMPC pura) Tutte e tre le cumarine provocano un abbassamento dell’entalpia, 

comportamento caratteristico di composti che interagiscono e destabilizzano il bilayer 

fosfolipidico degli MLV di DMPC. 

Il decremento della Tm e del ∆H ci consente di concludere che tutti i composti 

esaminati interagiscono con il bilayer fosfolipidico causandone la fluidificazione; 

l’Esculina, essendo la meno lipofila si posiziona vicino alle teste polari per cui tra i tre 

composti è quella che causa il minor effetto. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.4. Variazione dell’entalpia dei picchi calorimetrici degli MLV di DMPC 
preparati in presenza di Scopoletina, Esculetina ed Esculina a frazioni molari crescenti. 
La variazione dell’entalpia è riportata come ∆∆H/∆H0 (∆∆H = ∆H-∆H0, dove ∆H è 
l’entalpia degli MLV di DMPC in presenza di ognuno dei composti esaminati e ∆H0 è 
l’entalpia degli MLV di DMPC pura) in funzione della frazione molare presente nella 
dispersione acquosa. 
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6.5.2. Cinetiche di permeazione 

La Figura 6.5 riporta le curve calorimetriche degli MLV di DMPC pura posti a 

contatto, a differenti tempi di incubazione, con Scopoletina, Esculetina ed Esculina, 

rispettivamente, ciascuno alla frazione molare 0,09 rispetto al fosfolipide. 

Le curve sono confrontate con la curva degli MLV di DMPC pura e con la curva 

degli MLV di DMPC preparati in presenza dei composti alla frazione molare 0,09 presa 

come riferimento r. 

La quantità di composto che passa nella fase acquosa può, in funzione delle sue 

caratteristiche chimico-fisiche, entrare in contatto con la superficie degli MLV e, 

successivamente, essere incorporata nel doppio strato lipidico (Raudino A. and Castelli 

F., 1998). Gli eventuali cambiamenti dei parametri termotropici degli MLV possono 

quindi essere messi in relazione con la quantità di composto che entra nel doppio strato 

lipidico. Se il composto si disperdesse uniformemente e completamente nel doppio 

strato, si otterrebbe una curva calorimetrica simile a quella ottenuta quando gli MLV 

sono preparati in presenza del composto alla frazione molare 0,09. 

Per quanto riguarda la Scopoletina si assiste alla scomparsa del picco di 

pretransizione alla seconda scansione. Inoltre, all’aumentare del tempo d’incubazione, si 

osserva lo spostamento del picco principale a valori più bassi di temperatura fino a 

raggiungere la temperatura di transizione della curva di riferimento r. Anche per 

l’Esculetina e l’Esculina il picco di pretransizione scompare alla seconda scansione, ma 

il picco principale non subisce rilevanti variazioni durante il tempo d’incubazione 

spostandosi leggermente verso temperature più basse senza però raggiungere la curva di 

riferimento r. 
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Figura 6.5. Curve calorimetriche degli MLV di DMPC pura lasciati in contatto con le 
cumarine studiate, alla frazione molare 0,09, a differenti tempi d’incubazione. 
r = MLV di DMPC preparati in presenza dei composti alla frazione molare 0,09. 
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La Figura 6.6 mostra i valori della variazione di temperatura di transizione dei 

picchi calorimetrici dei liposomi di DMPC lasciati in presenza dei composti alla 

frazione molare 0,09 rispetto al fosfolipide in funzione del tempo d’incubazione. Il 

valore r rappresenta la variazione della Tm dei liposomi di DMPC preparati in presenza 

dei derivati cumarinici, alla frazione molare 0,09; questo corrisponde alla massima 

interazione possibile fra il composto e i liposomi. Dal grafico si evince che solo la 

Scopoletina provoca un abbassamento della temperatura di transizione fino a 

raggiungere il valore r; l’Esculina e ancor di più l’Esculetina, provocano comunque una 

diminuzione della Tm senza però raggiungere il valore di riferimento r che indica il 

completo passaggio dei composti dalla fase acquosa agli MLV di DMPC. I risultati 

indicano che solo la Scopoletina, probabilmente a causa di una maggiore lipofilia, è 

capace di raggiungere la superficie degli MLV di DMPC e interagire con i doppi strati 

lipidici, l’Esculina e l’Esculetina, quando si trovano in ambiente acquoso, mostrano una 

minore capacità di interagire con gli MLV.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.6. Variazione della temperatura di transizione dei picchi calorimetrici degli 
MLV di DMPC lasciati in contatto con Scopoletina, Esculetina ed Esculina alla frazione 
molare 0,09 a diversi tempi di incubazione. La variazione della temperatura di 
transizione è riportata come ∆T/T0

m (∆T = Tm-T0
m, dove Tm = temperatura di transizione 

degli MLV di DMPC in presenza dei composti esaminati e T0
m è la temperatura di 

transizione degli MLV di DMPC pura) in funzione delle scansioni calorimetriche. 
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6.5.3. Misure di tensione superficiale (Langmuir-Blodgett) 

Nella Figura 6.7 sono riportate le curve pressione superficiale (mN/m)/area media 

per molecola (Å2) della DMPC, della Scopoletina e delle miscele DMPC/Scopoletina a 

varie frazioni molari di Scopoletina a 37 °C e a pH 4. Per le miscele DMPC/Scopoletina 

a frazioni molari più basse 0,024 e 0,048 si osservano delle isoterme sovrapponibili a 

quella della sola DMPC. All’aumentare della frazione molare di composto nella miscela 

con la DMPC, si osservano spostamenti delle isoterme a valori più bassi di area per 

molecola, e tale spostamento è maggiore per le isoterme delle frazioni molari 0,5 e 0,75 

di Scopoletina rispetto alla DMPC. Non si osserva la curva isoterma della Scopoletina 

pura. 

La Figura 6.8 mostra le curve di pressione superficiale (mN/m)/area media per 

molecola (Å2) della DMPC, dell’Esculetina e delle miscele DMPC/Esculetina a varie 

frazioni molari a 37 °C e a pH 4. All’aumentare della frazione molare si osserva una 

diminuzione progressiva del valore di area per molecola (Å2) delle isoterme delle 

miscele DMPC/Esculetina rispetto all’isoterma della sola DMPC. Anche nel caso 

dell’Esculetina, non si osserva nessuna isoterma per il composto puro.  

La Figura 6.9 mostra le curve pressione superficiale (mN/m)/area media per 

molecola (Å2) della DMPC, dell’Esculina e delle miscele DMPC/Esculina a 37 °C e a 

pH 4. Rispetto all’isoterma della DMPC pura, le isoterme della miscela DMPC/Esculina 

alle frazioni molari comprese tra 0,024 e 0,17 sono leggermente spostate a valori d’area 

per molecola minori; tale spostamento diventa più evidente per le frazioni molari 

maggiori (0,5 e 0,75). 
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Figura 6.7. Curve isoterme tensione superficiale (mN/m)/area media per molecola (Å2), 
alla temperatura di 37 °C dei monolayers di DMPC in presenza di Scopoletina a diverse 
frazioni molari. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.8. Curve isoterme tensione superficiale (mN/m)/area media per molecola (Å2), 
alla temperatura di 37 °C dei monolayers di DMPC in presenza di Esculetina a diverse 
frazioni molari. 
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Figura 6.9. Curve isoterme tensione superficiale (mN/m)/area media per molecola (Å2), 
alla temperatura di 37 °C dei monolayers di DMPC in presenza di Esculina a diverse 
frazioni molari. 
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Figura 6.10. Area media per molecola (Å2) per miscele di DMPC/Scopoletina a 
frazioni molari crescenti di Scopoletina, a 37 °C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.11. Area media per molecola (Å2) per miscele di DMPC/Esculetina a frazioni 
molari crescenti di Esculetina, a 37 °C. 
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La Figura 6.11 mostra l’andamento dell’area per molecola delle miscele 

DMPC/Esculetina in funzione della frazione molare di Esculetina alla temperatura di 

37 °C e alla pressione superficiale di 10 mN/m, 20 mN/m e 30 mN/m. 

Il composto, sia a 10 che a 20 e 30 mN/m mostra una piccola deviazione negativa 

alla frazione molare 0,024, ciò indica che si hanno piccole interazioni attrattive tra 

l’Esculetina e la DMPC. A partire dalla frazione molare 0,048 comincia ad esserci una 

piccola deviazione positiva dei valori di area per molecola per tutti e tre i valori di 

pressione superficiale che aumenta all’aumentare della frazione molare. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.12. Area media per molecola (Å2) per miscele di DMPC/Esculina a frazioni 
molari crescenti di Esculina, a 37 °C. 
 

La Figura 6.12 mostra l’andamento dell’area per molecola, in funzione della 

frazione molare di Esculina delle miscele DMPC/Esculina, alla temperatura di 37 °C e 

alla pressione superficiale di 10 mN/m, 20 mN/m e 30 mN/m. 
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frazione molare 0,048 si osserva una deviazione positiva dei valori di area per molecola 

che aumenta alla frazione molare 0,17 mantenendo lo stesso andamento anche per le 

frazioni molari successive (0,5 e 0,75). 
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