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CAPITOLO |

Introdione

1. PROBLEMI E STRATEGIE NELLA
FORMULAZIONE DI FARMACI POCO SOLUBILI

Recentemente i progressi nella ricerca biotecnotogi nella sintesi combinatoriale, uniti ai
metodi di high throughput screeninger la valutazione dell’attivita farmacologica, han
portato alla scoperta di un elevato numero di catpfmrmacologicamente attivi (New
Chemical Entities, NCEs). Questi approcci raziomail’ambito deldrug designnon sono
perdo accompagnati da altrettanti progressi nellitontbel drug delivery in quanto le nuove
molecole spesso non mostrano caratteristiche fagbrper la loro somministrazione [1].
Nelllambito dei NCEs, il numero dei candidati dituna lipofila & sicuramente prevalente; a
causa della bassa solubilita in acqua, molecole pbé&nzialmente possiedono una buona
attivita farmacodinamica non raggiungono il merdatonaceutico a causa della loro limitata
biodisponibilita. Inoltre, un numero non trascutaldi molecole scarsamente solubili sono
somministrate a dosi ben piu elevate del necesspebo poter ottenere livelli plasmatici
terapeutici, con ripercussioni tossicologiche @ity [2, 3]. Per questo motivo, le strategie per
aumentare la solubilitd in acqua e la velocita dsauzione di farmaci sono oggetto di

ricerche costanti che ricoprono una rilevanza semjr crescente.

1.1 BIOPHARMACEUTIC CLASSIFICATION SYSTEM (BCS)

Al fine di orientare I'approccio piu adatto per aemtare la biodisponibilita orale di candidati
farmacologicamente attivi, il formulatore necessita identificare alcune caratteristiche
essenziali, riguardanti soprattutto le proprietaimito-fisiche (solubilita, velocita di
dissoluzione, stabilita) e biofarmaceutiche (periga) della molecola. Per questo motivo,
la Food and Drug Administration (FDA), in collabri@ne con Amidoret al, ha proposto
una classificazione dei farmaci in uno schema s@iem chiamato Biopharmaceutic

Classification System (BCS) [4]. Secondo questtea tutti i farmaci sono classificati in
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quattro categorie in funzione della loro solubil@germeabilita (Fig.1); questi ultimi sono
parametri chiave nel processo di assorbimento dndai per diffusione passiva, come

dimostrato dalla prima legge di Fick (Eq.1):
Jw=PyxCy, Equazione 1

Dove J, rappresenta il flusso diffusivo (mgcm® x sY) attraverso la membranedll), R, & il
coefficiente di permeabilitd (cm s?) attraverso la membrana g, @ la concentrazione del
farmaco (mg x mt).

Farmaci di Classe | non presentano difficolta inbdaon formulativo in quanto presentano
un’elevata solubilita ed una elevata permeabilittndmbrana [5]. Al contrario, farmaci di
Classe IV presentano una bassa solubilita ed ussabgermeabilita e presentano notevoli
difficolta nellambito deldrug delivery Tra questi due estremi, le proprieta di farmdw c
appartengono alla Classe Il (bassa solubilita atéevwermeabilita) sono suscettibili di
modifiche formulative al fine di aumentare la ldnodisponibilita orale. Per quanto riguarda i
farmaci di Classe lll (elevata solubilita, bassenpeabilita), I'approccio piu razionale risulta
essere quello di rivedere il processo di ottimizzae e selezionare un candidato con
proprieta biofarmaceutiche piu favorevoli. Solaneentfarmaci di Classe Il e Classe IV
saranno oggetto di discussione in questo lavoroguanto presentano un problema di

solubilita.

Class | Class 1l

Solubility

Class Il Class IV

Permeability
Figura 1. Rappresentazione schematica del Biopharneautic Classification System (BCS) (d&midon et
al., [4]).
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Circa il 70% delle NCEs appartengono alla Classi 20% sono classificate nella Classe IV
ed il restante 10% si distribuisce equamente tr&lsse | e la Classe Ill, mentre la
distribuzione dei farmaci attualmente commerciaiz2 approssimativamente: Classe | —
35%; Classe Il — 30%; Classe Il — 25%; Classe 0% [6].

Il BCS classifica un farmaco come altamente sodugilando la piu elevata dose e solubile in
250 ml o in un volume inferiore di mezzo acquodin&trno di un range di pH 1-7.5 a 37°C
[7]. Un farmaco e considerato altamente permeajiéando il 90% della dose somministrata &
assorbito, percentuale basata sulla determinaziehbilancio di massa o comparata ad una
dose endovenosa di riferimento.

Il sistema BCS descrive inoltre tre numeri corielalie proprieta fisico-chimiche e
biofarmaceutiche del farmaco, al fine di completala caratterizzazione. Essi sono: il Dose
number (Do), il Dissolution number (Dn) e I’Absagat number (An). Il farmaco “ideale”

dovrebbe presentare valori elevati di Dn e An dasso Do [7].

1.2FATTORI CHE INFLUENZANO LA DISSOLUZIONE

Per essere assorbito per diffusione passiva, wmmafay incorporato in una forma di dosaggio
deve superare un passaggio critico chiamato disisnie. La dissoluzione & un processo che
dipende da due parametri distinti: la velocita d@sdluzione e la solubilita. Il primo

rappresenta la velocita alla quale il farmaco #esee dalla forma di dosaggio per essere

disperso all'interno del mezzo che la circondasetondo esprime la quantita massima di

soluto dissolta in un solvente all'equilibrio; etrbi i parametri influenzano la
biodisponibilita del farmaco. Infatti, il flusso diarmaco che attraversa la barriera
gastrointestinale e proporzionale al gradiente dimhco solubilizzato tra il lume

gastrointestinale ed il torrente circolatorio. Usrnhaco € quindi classificato come poco
solubile se il suo tempo di dissoluzione é piu gl tempo di residenza all'interno del
tratto gastrointestinale, con una conseguente baisslisponibilita. Allo stesso modo, un
farmaco con una solubilitd in acqua inferiore apfdml € generalmente considerato poco
solubile e presentera problemi di biodisponibfilith

| fattori principali che influenzano la cinetica dissoluzione di un farmaco possono essere
identificati nel’equazione di Noyes-Withney, mdddta da Nernst-Brunner e Levich [8] (Eq.
2):
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DR= dX, _ AXD x{CS —&} Equazio@e

dove DR rappresenta la velocita di dissoluzionelafsuperficie del farmaco in forma solida,
D il coefficiente di diffusione del farmacd,e lo spessore dello strato di diffusione adiacente
alla superficie del farmaco,s€ la solubilita del farmaco alla saturaziong,eXa quantita di
farmaco gia solubilizzata e V e il volume del mezdbo dissoluzione. Come si puo
comprendere da questa equazione, la velocita diold®one varia in funzione della
dimensione particellare, della bagnabilita e deltdubilita; cio sta a significare che per
composti la cui dissoluzione e limitata dalla sditdoo dalla velocita di diffusione, qualsiasi
fattore che aumenti la solubilita ne migliorerébladisponibilita. Oltre a parametri chimico-
fisici, anche parametri fisiologici quali il pH, lpresenza di sali biliari, la viscosita del
contenuto intestinale e la motilita possono infeame la dissoluzione del farmaco all'interno

del tratto gastrointestinale [9].

1.3STRATEGIE PER AUMENTARE LA SOLUBILITA DEI FARMACI

La scelta della formulazione e spesso di crucialportanza ai fini di ottenere un prodotto
farmaceutico per la somministrazione di farmacigaesolubili. Differenti strategie possono
essere utilizzate per aumentare la solubilita read@parente di una sostanza in acqua; esse
pOSsSONO essere raggruppate in tre categorie, ciasdelle quali presenta vantaggi e
limitazioni. Esse sono rappresentate da: modifichietipo chimico, strategie di tipo

formulativo e variazioni di tipo fisico (Fig. 2).

1.3.1Modifiche di tipo chimico

Al fine di aumentare la biodisponibilita orale,gpassere necessario aumentare la solubilita

apportando delle modifiche chimiche a regioni deftzolecola diverse dal gruppo
farmacoforo. L’incorporazione di gruppi ionizzab polari all'interno della struttura o
I'inserimento di gruppi che diminuiscono il puntbfdsione della molecola, la formazione di

sali e 'approccio dei pro-farmaci rappresentamoeitodi principali nell’ottimizzazione della

10
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solubilita, anche se risultano essere quelli pispeindiosi in termini di tempo e risorse,
rispetto ad altri approcci [10].

L’introduzione di gruppi solubilizzanti all'interndi una struttura scarsamente solubile puo
essere effettuata secondo varie metodologie clendgno da: 1) il tipo di gruppo introdotto;
2) la reversibilita dell'inserimento; 3) la posin® del gruppo incorporato.

Tutte queste modifiche chimiche possono risultaabinfentari in seguito all’eventuale
precipitazione dell’acido o della base liberi dales indotta da una variazione di pH
all'interno del tratto gastrointestinale. Nonostantio, I'aumento dell’area superficiale
generato dalla precipitazione del farmaco in palitecdi piccole dimensioni pud contribuire

ad aumentare la velocita di dissoluzione [11].

Dose: solubliny
ratio (ml) 250 SO0 1000 10000 100000

Gl permeability

Figura 2. Schema rappresentante i metodi per aumeate la solubilita dei farmaci in relazione alla loo

classificazione nel sistema BCS (da R. Fassihi, 200

1.3.1.1Tipo di gruppo introdotto

| gruppi chimici generalmente introdotti sono: ame) ammidi, gruppi alcolici, acidi
carbossilici, acidi sulfonici, gruppi fosfato. Qtiegruppi sono ionizzabili oppure sono in
grado di formare legami idrogeno relativamenteiforgruppi acidi e basici sono utili per la

formazione di sali [12].

11
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1.3.1.2 Lareversibilita del legame

Il tipo di gruppo selezionato dipende anche dai tiplegame chimico richiesto. Gruppi che
sono direttamente legati a scheletri carboniosi atghposto di base tramite legami poco
reattivi di tipo C-C, C-O, C-N, sono difficilmentindibili [10, 12]. Gruppi legati tramite
legami esterei, amidici, fosfato, solfato o glichsi sono piu facilmente metabolizzati per
riformare il composto di partenza nel momento in itwerivato € trasferito dal sito di
somministrazione al sito d’azione. Composti constuéipo di gruppi solubilizzanti sono veri
e propri pro-farmaci, che sono in genere inattivisignificativamente meno attivi del
composto di partenza. Una volta somministrati,o-f@rmaci sono metabolizzah vivo nella
forma attiva del composto. La velocita di ricostiane del composto di partenza dipende,
oltre che dal tipo di legame chimico, anche daiéadr somministrazione, che puo influenzare

in maniera significativa I'attivita del farmaco.

1.3.1.3 La posizione del gruppo incorporato

Al fine di mantenere I'attivita mostrata dal comfuosdi riferimento, il gruppo solubilizzante
dovrebbe essere inserito in una parte della maaooh implicata nell’attivita farmacologica,
non coinvolta cioe nell’interazione farmaco-recedtt¢1l0, 12]. Di conseguenza, il metodo
utilizzato per introdurre un nuovo gruppo solulzlinte e la sua posizione all’interno della
molecola dipenderanno dalle reattivita relative fdeacoforo e della restante porzione della

molecola.

1.3.2 Approcci formulativi

Dal momento che non risulta sempre possibile imm@@ un gruppo ionizzabile o polare
all'interno della struttura di un composto farmagptamente attivo, si puo adottare un
approccio differente riguardante la formulaziorigrakrno della quali il farmaco € contenuto,
al fine di aumentarne la solubilita. A questo scdpudilizzo di cosolventi, correzioni di pH,
dispersioni all'interno di carriers e l'utilizzo tinsioattivi rappresentano i metodi principali a

disposizione dei formulatori.

12
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1.3.2.1 Co-solventi

L’utilizzo di co-solventi puo aumentare la solutilidel farmaco di diversi ordini di
grandezza. In questo tipo di approccio, il farm@aozo solubile € prima dissolto in un
solvente organico miscibile con 'acqua e successente viene aggiunto il mezzo acquoso.
Alcuni dei piu comuni co-solventi utilizzati in cqoo farmaceutico sono: propilen glicole,
polietilene glicole ed etanolo [13]. Lintroduziongi un co-solvente puo aumentare la
solubilita di molecole idrofobiche riducendo la tzode dielettrica del solvente. L’'equazione
di Hildebrand pud essere utilizzata per prediresdtubilita di un farmaco in un solvente
specifico (Eq. 3).

Xop = N xV [(RxT) Equazione 3
doveA rappresenta la differenza tra i parametri di stitaldel farmaco e del co-solvente, V
e il volume molare del farmaco, R € la costantegasi e T la temperatura espressa in gradi
Kelvin. La grandezzaA e stata divisa in 3 componenti da Hansen, pereevidre il
contributo delle forze di dispersione tra gli atqi@y), delle forze di dipolo permanenti tra le

molecole §;), della capacita di formare legami idrogeg),(secondo I'equazione seguente
(Eq.4):

1/2

A= [(5S - 5’) )Zdispersion"' (53 - 5’) )2 polarity + (53 - Jp )zhydrogen] Equazione 4

Il principale problema correlato con I'uso di cdvamti risulta essere la precipitazione del
farmaco con la diluzione dopo somministrazioneltiapla tossicita dei co-solventi ne limita

I'utilizzo a basse concentrazioni nella formulazdiguida finale [3].

1.3.2.2 Correzioni del pH

Accanto ai processi di salificazione, la correzideépH della formulazione rappresenta il piu
comune approccio per aumentare la solubilita diammaco; un intervallo di pHtra2 e 11 e
generalmente accettato per formulazioni orali [14].

Per composti che possiedono gruppi ionizzabili comecido carbossilico (HA), la solubilita

varia in funzione del pH. Il pH di una soluzioneuti acido debole é correlato al pKa di tale

13
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gruppo e alla concentrazione delle forme ionizzatanon ionizzata, come espresso

dall’equazione di Handerson-Hasselbach (Eq. 5):

pH = pKa+ Iog(%] Equazi®5

Se la molecola € solubilizzata ad un valore di o dal suo pKa, la sua solubilita sara
modificata in quanto nuove forze intermolecolaniinpipalmente attrazioni ioniche, sono
introdotte. Per esempio, un gruppo acido carbass(iCOOH) ha un pKa intorno a 4 e se il
pH e portato al di sopra di 4 il gruppo —COOH éwtito nella forma —COO La carica
negativa interagisce con le parziali cariche pesitlegli atomi di idrogeno delle molecole
d’acqua. L'effetto del pH sulla solubilita di acideboli pud essere descritta dalla seguente
equazione (Eg. 6):

pH, = pKa+ Iog(?j Equan®6

dove pH e il pH al di sotto del quale I'acido in formadissociata precipita dalla soluzione,
S é la solubilita totale edyS & la solubilita molare dell'acido indissociatoi. &sume
generalmente che la forma ionizzata sia complettarsmiubile.

Lo stesso concetto pud essere descritto per ureded®le (Eq. 7):

pH, = pK, + pK, + Iog(%] Equazioiie

dove pK, e il pK dell'acqua, pKquello della base, pH é il valore di pH al di sopra del

quale la base libera precipita dalla soluzione.

1.3.2.3 Complessazione

La complessazione si basa su forze relativamentelidguali le forze di London, legami

idrogeno ed interazioni idrofobiche, al fine di aantare la solubilita apparente del farmaco

14
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[15]. Allaumentare della concentrazione dellagentcomplessante, aumenta la

concentrazione del farmaco, fino ad un valore Bmiln alcuni casi pud verificarsi la

precipitazione del complesso dalla soluzione (aeimgso utilizzando ciclodestrine poco

solubili). Esistono molti tipi di agenti complessaim Tabella | ne sono riportati alcuni fra i

piu comuni.

L’inclusione all'interno delle ciclodestrine (CD) €enza dubbio il metodo piu sfruttato di
complessazione di farmaci poco solubili [2, 16-18]. ciclodestrine aumentano la solubilita
di composti lipofili attraverso la complessazioaenfiaco-CD (1:1, 1:2 o di ordine superiore),
favorita dall’ambiente idrofobico presente nellavita della ciclodestrina. In questi

oligosaccaridi ciclici la presenza di atomi di g&sio glicosidici elettron-ricchi & responsabile
della apolarita della cavita, mentre i gruppi iciiisi esposti alla superficie esterna sono

responsabili della solvatazione delle ciclodestrine

Tabella I. Esempi di categorie di complessazione tomposti farmaceutici.

TIPO ESEMPIO
Chelati EDTA,EGTA
Inclusione Ciclodestrine, acido colico
Complessi molecolari Polimeri
Coordinazione Cloruro di esaamino cobalto Il
Metallo-olefine Ferrocene

Derivati delle ciclodestrine, quali I'idrossiprogfitciclodestrina, sono stati sviluppati per
aumentare la loro solubilita o diminuirne la togaicOltre alla loro capacita di aumentare la
solubilita e la velocita di dissoluzione, le cickstrine trovano ulteriori applicazioni in campo
farmaceutico, in quanto possono essere impiegataymentare la stabilita dei composti,
ridurre I'evaporazione, trasformare liquidi ed wlipolveri scorrevoli 0 mascherare sapori ed

odori sgradevoli [18].
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1.3.2.4 Dispersione del farmaco incarriers

La miscelazione di un farmaco poco solubile concarrier solubile in acqua, ad esempio
polietilen-glicole, PVP, derivati della cellulosarea, poli-oli, consente di ottenere una
miscela all'interno della quale il farmaco e prdsean uno stato amorfo (dispersione solida) o
molecolarmente solubilizzato (soluzione solida),[29]. In contatto con un mezzo acquoso,
questi materiali solidi, semisolidi o cerosi iniztaa disintegrarsi rapidamente. Una piccola
quantita del farmaco solubilizzato satura il contendel lume intestinale mentre la restante
parte di farmaco precipita sottoforma di particslld-microniche. Di conseguenza, 'aumento
consistente dell'aerea superficiale genera un atonéella velocita di dissoluzione e della
biodisponibilita del farmaco.

Miscele eutettiche formanti dispersioni solide mposs inoltre essere utilizzate per
minimizzare temperature di fusione al fine di imipeda degradazione dei farmaci.

Numerose limitazioni nei processi di produzionelidpersioni solide sono rappresentate dalla
difficolta della riproducibilita delle caratteristie fisico-chimiche, dell’'ottimizzazione del
processo su scala industriale e dal problema hbetledissoluzione nel tratto gastrointestinale.
Quest'ultimo limite & stato superato introducendmstoattivi auto-emulsionanti nella
composizione di dispersioni solide, per evitare ftamazione di agglomerati [21].
Dispersioni/soluzioni solide di farmaci sono prddotramite i metodi di estrusione per
fusione, evaporazione del solvente o tramite la linazione di questi. Metodi basati
sull’evaporazione del solvente non sono tanto coievei dal punto di vista produttivo in
quanto i solventi residui sono problematici dal goudi vista regolatorio. Il processo di
estrusione per fusione consente in un tempo moleveb (+ 1 min) la fusione,
'omogeneizzazione e I'estrusione di dispersiomifzmni solide evitando la degradazione di
composti termosensibili [20]. Dispersioni/soluziaalide che possono essere formulate sia in
capsule (pellets) o in compresse, rappresentano sém un approccio promettente per
I'aumento della solubilitad di farmaci ma anche uetodo per ritardare o controllare il rilascio
di farmaci nel tratto gastrointestinale, mediarde nhodulazione della composizione del

polimero per ottenere una forma di dosaggio aditasiodificato.
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1.3.2.5 Uso di tensioattivi

| tensioattivi, 0 agenti emulsionanti, o surfattasono composti anfifilici naturali o sintetici
che agiscono all'interfaccia della fase acquosadila e permettono la stabilizzazione delle
emulsioni diminuendo la tensione interfacciale [2Jlolti tensioattivi possono anche
assemblarsi in soluzione formando aggregati. Aladinguesti aggregati sono noti come
micelle. La concentrazione alla quale i tensioatiniziano ad formare micelle € detta
concentrazione micellare critica (CMC). Quando leathe si formano in acqua, le loro code
apolari si assemblano a formare aore idrofobico, mentre le teste idrofiliche costitloso

un guscio esterno a contatto con l'acqua. | temswasono spesso classificati in quattro
gruppi principali: anionici, cationici, non ionicgwitterionici. Questi composti anfifilici
possono essere impiegati per formare differenti tip formulazioni, permettendo la
solubilizzazione di composti scarsamente soluQilieste categorie di formulazioni possono
essere classificate sulla base della loro compwezicome mostrato nella Tabella Il.
Formulazioni basate sulle emulsioni sono composteahua, olio e tensioattivi al fine di
produrre emulsioni olio-in-acqua (O/W) caratterizzala un ampio intervallo di diametro
particellare (20-100 nm). Queste emulsioni richrezlenergia per la loro formazione e sono

termodinamicamente instabili; pertanto non sonkzatbili per applicazioni commerciali.

Tabella Il. Classificazione di formulazioni costituite da tensioattivi o lipidi in relazione ai loro @stituenti.

ACQUA OLIO TENSIOATTIVO ALTRI

Emulsione v v v

Microemulsione N N N + co-tensioattivo
SEDDS v v

+ cosolvente
SMEDDS N N
Micelle polimeriche V \
Micelle polimeriche

auto-assemblanti v

L’aggiunta di co-surfattanti di natura lipofila cgente la formazione di una microemulsione

termodinamicamente stabile, che forma spontaneagadce di dimensioni sub-microniche
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(<0.1 um) in determinate condizioni. Infatti, néagrammi di fase ternari si ritrova solo una
piccola porzione isotropica generante microemuldizy.

Forme di dosaggio auto emulsionartiie(f-Emulsifying Drug Delivery Systen®EDDS) e
forme di dosaggio auto formanti microemulsio@elf-MicroEmulsifying Drug Delivery
SystemsSMEDDS) sono costituite da miscele omogeneeidtaisioattivi ed eventualmente
co-solventi, i quali formano rispettivamente emutsi O/W e microemulsioni in seguito
all'aggiunta di acqua. La principale caratteristidaqueste formulazioni € che esse non
contengono acqua e che il processo di emulsiongm@@\spontaneamente a contatto con i
fluidi gastrointestinali dopo la somministrazionper effetto del guadagno entropico.
L’assenza di fase acquosa esterna aumenta laitstalel farmaco durante la sua permanenza
all'interno della formulazione. Ad esempio, apphimai commerciali di questi sistemi sono
disponibili per la somministrazione di ciclosporika(Sandimmun® SEDDS e Neor§)
SMEDDS). La principale differenza tra SEDDS e SMEDBta nel fatto che SEDDS
generano emulsioni grossolareogrsg, mentre SMEDDS producono dispersioni colloidali
all'interno del tratto gastrointestinale. Di congegza, formulazioni basate su SMEDDS
mostrano una minore variabilita intra- ed interidiuale, aumentando nello stesso tempo la
biodisponibilita del farmaco per effetto dell’aunielell’area superficiale delle microgocce.
Tutti i sistemi menzionati possono anche essessifieati come formulazioni lipidiche. Esse
comprendono emulsioni lipidiche (costituite priradipente da trigliceridi), SEDDS,
SMEDDS, liposomi, nanoparticelle solide lipidich8o(id Lipid Nanoparticles SLN) e
micelle fosfolipidiche [23].

Recentemente, un nuovo tipo di tensioattivo cagtitda polimeri di natura anfifilica e stato
sviluppato per ampliare il campo di esistenza d@&enulazioni tradizionali. Le micelle
polimeriche che si formano presentano carattehstiche le rendono particolarmente adatte
per il drug delivery sono di piccole dimensioni (<50-100 nm), son@raknte stabili nei
fluidi fisiologici, possiedono proprietastealtli e sono in grado di aumentare la solubilita di
un’ampia gamma di farmaci scarsamente solubilid2§i-Inoltre, le micelle polimeriche non
contengono oli nella fase interna dell’emulsiome,guanto essa € costituita dalla porzione
idrofobica dei tensioattivi stessi. Sebbene alaurelle polimeriche necessitino dell'impiego
di solventi organici o di un passaggio di dialier gssere costituite, micelle polimeriche auto-

assemblanti sono in grado di formare spontaneamemigsioni a contatto con i fluidi
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gastrointestinali. Questo nuovo approccio nellaulsiizzazione sara oggetto di ulteriore

discussione.

1.3.3Modifiche fisiche

1.1.1.1 Riduzioni della dimensione particellare

Come gia menzionato, la biodisponibilita di un faom scarsamente solubile puo essere
migliorata aumentando la sua solubilita apparerteseia velocita di dissoluzione. Un modo
per raggiungere questo scopo e rappresentato ridlizone della dimensione particellare,
che induce un significativo aumento dell’'area sfipiete e, di conseguenza, della velocita di
dissoluzione (Eq. 2, paragrafo 1.2).

La micronizzazione fu il metodo inizialmente intottd per ridurre le dimensioni particellari.
Un ampio intervallo di dimensioni particellari (626 um) é ottenuto applicando tecniche di
macinazione a getto d’aria o colloidale [2, 28]. e®i processi presentano numerose
limitazioni; inoltre, 'aumento dell’area superfae € spesso insufficiente per assicurare una
completa dissoluzione durante il transito inteséin@uesta tecnica non puo essere impiegata
per farmaci che hanno un elevato Numero di dose).(Ddine, I'ampio intervallo di
distribuzione dimensionale delle particelle e resabile del cosiddetto fenomeno di Ostwald
per le formulazioni liquide, che consiste nellascita dimensionale delle particelle piu
grandi, a discapito di quelle piu piccole che temaa scomparire; cio e dovuto alle differenti
solubilita alla saturazione e ai gradienti di coricazione tra differenti popolazioni
particellari [29].

La riduzione a dimensione nanometriche € stataeguito sviluppata per superare gli
svantaggi della micronizzazione. Questa tecnicaeate di ottenere particelle di dimensioni
sub-microniche (100-250 nm) con una ristretta dhs#ione dimensionale [7]. Queste
caratteristiche consentono di evitare il fenomen@stwald e nel contempo di aumentare
notevolmente la velocita di dissoluzione, mediante considerevole aumento dell’area
superficiale e un aumento della solubilita allaussione. Questo fenomeno é attribuito
all’effetto Gibbs-Thompson (altrimenti noto comefetto Ostwald-Freudlich o effetto
Kelvin), che descrive la relazione esistente #@aclUrvatura delle particelle, I'energia

interfacciale e la solubilita. Secondo questa teqgrarticelle convesse e con un piccolo raggio
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di curvatura sono energicamente sfavorite e prasentun’elevata tensione di vapore. Di
conseguenza queste particelle sono soggette aiss@uzione preferenziale e possiedono piu
elevati equilibri di solubilita. In alcuni casi, libro equilibrio di solubilita puo risultare al di
sopra della saturazione, con conseguente predigeze formazione di particelle di
dimensioni maggiori.

| problemi di stabilita chimica e fisica risultarttalle particelle nanometriche sono rilevanti
tanto quanto i problemi di umettabilitd delle nasgensioni idrofobiche. Pochi metodi
esistono per ottenere nanosospensioni di particBllssono essere ottenute sia per cicli
multipli di omogeneizzazione ad alta pressioneg p&r precipitazione con solventi organici
miscibili in acqua (con le gia citate limitazioro)tramite la macinazione ad elevata energia
[2, 7].

1.3.3.1 Ricristallizzazione

Molte sostanze solide possono esistere in diffeferne fisiche. Il polimorfismo é definito
come la capacita di una sostanza di esistere inodpel forme cristalline che presentano
differenti arrangiamenti e/o conformazioni dellaletmla nel reticolo cristallino [30]. Solidi
amorfi consistono in arrangiamenti disordinati eeatholecole e non possiedono un reticolo
cristallino definito.

| polimorfi di uno stesso farmaco possono averteghti proprieta chimiche e fisiche quali
punto di fusione, reattivita chimica, solubilitap@pente, velocita di dissoluzione, proprieta
ottiche ed elettriche, pressione di vapore, denQiteeste proprieta hanno conseguenze dirette
sulle caratteristiche del prodotto farmaceuticoligsibilita, dissoluzione, biodisponibilita.
La selezione di un polimorfo altamente solubile rétWe essere fatta in accordo con le sue
caratteristiche di stabilita fisica e chimica. @ljnnon puo essere esclusa la possibilita di
conversione di un polimorfo metastabile ad elevatargia in una forma cristallina a bassa
energia scarsamente solubile, promossa da variamtia condizioni ambientali, nei processi

di fabbricazione o per effetto del tempo [2].
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2. MICELLE POLIMERICHE COME ECCIPIENTI
SOLUBILIZZANTI NELLA SOMMINISTRAZIONE DI
FARMACI

2.1 DEFINIZIONE

Numerose definizioni possono essere date ai sist@ngllari. In generale, si puo affermare
che una soluzione micellare & un sistema colloidiileassociazione di macromolecole
anfifiliche (tensioattivi o copolimeri). Queste meoble, ad un determinato valore di
concentrazione detto concentrazione micellare cerifCMC) formano delle associazioni
tridimensionali aventi dimensioni che dipendondalkdro architettura [31]. Le micelle hanno
generalmente delle dimensioni comprese tra i 10i €80 nanometri e sono formate
dall'associazione di 50-100 molecole anfifiliche.

In un mezzo acquoso, le porzioni idrofobiche sisnano e formano una zona centrale
idrofoba €ore), mentre le porzioni idrofiliche si ritrovano a@bterno. Questa cavita apolare
idrofoba permette di ospitare farmaci poco solulnli soluzione acquosa e anche di
proteggerli da degradazioni o di modificare la lolistribuzione all’interno dell’organismo.
Dopo somministrazione endovenosa, le micelle paomet di prolungare i tempi di
permanenza all'interno del circolo sistemico [32] @n targeting passivo di organi o siti
tumorali.

Il maggiore ostacolo riscontrato nell’'utilizzo delinicelle polimeriche & rappresentato dalla
loro stabilta nei fluidi biologici e dalla loro ewiia all’interno dell’organismo. Micelle di
grandi dimensioni sono immediatamente catturatenu&irofagi; micelle caratterizzate da
elevati valori di CMC si dissociano rapidamente sieguito a diluizione e i monomeri
costitutivi sono eliminati per filtrazione renalgna piccola dimensione nonché I'utilizzo del
PEG come corona idrofila assicurano una lunga leizoone sanguigna [33]. Una piccola
dimensione conferisce inoltre alle micelle la cag@acli attraversare i tessuti endoteliali
intestinali e la barriera ematoencefalica [32]gbmerale, le micelle di dimensioni comprese

trai 10 ed i 50 nm passano attraverso le cellatgi@piteli per endocitosi.
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2.2PROPRIETA CHIMICO-FISICHE

Al di sotto della loro concentrazione micellareticea (CMC), i tensioattivi sono dispersi sotto
forma di unimeri preferenzialmente all'interfaccaia/acqua a causa della loro natura
anfifilica. Allaumentare della concentrazione thsioattivo fino ad un valore che determina
la saturazione dell'interfaccia (CMC), gli unimeii auto-assemblano in strutture micellari.
Questo processo di associazione riguarda un nudhemaimeri che varia dalle decine alle
centinaia fino a formare micelle sferiche (nellaggiar parte dei casi) con una dimensione
regolare che varia dai 20 ai 100 nm (Fig. 3) [3, 24 porzione idrofobica va a costituire il
core della micella mentre la porzione idrofilica fornilaguscio polare esposto al mezzo
acquoso. llcore idrofobico viene quindi stabilizzato dalla supeidi idrofila, che forma un
un’interfaccia tra la fase acquosa e l'interno lapo Unimeri liberi in soluzione e unimeri
aggregati in micelle sono in costante equilibria. CMC é regolata termodinamicamente e
dipende principalmente dalla composizione dei segimerofobici formanti il core Di
conseguenza, un aumento nella idrofobicitd o Helghezza della porzione lipofilica degli
unimeri diminuisce la CMC e quindi assicura unaliorg stabilita cinetica (al di sotto della
CMC) e termodinamica (al di sopra della CMC) dehacelle, ritardando la loro
disorganizzazione in unimeri. La CMC di micelle titngte da block copolimeri e
generalmente nell'ordine di 610" M mentre quelle dei tensioattivi convenzionalias$o

peso molecolare & dell'ordine di'$010* M [3].

2.3COMPOSIZIONE

Gli eccipienti polimerici formanti micelle sono ¢aiti da unimeri anfifilici che includono
generalmente monomeri di polietiliene glicole (PEGme porzione idrofila. Questo
polimero, approvato dall’FDA, e neutro e faciimemratabile ed e largamente impiegato per
minimizzare le interazioni del materiale di inteyescon proteine, cellule o enzimi [34].
Anche se il PEG é il piu diffuso componente idmfiéltri polimeri con queste caratteristiche
sono utilizzati, ad esempio la pdiisopropilacrilamide) [35], il polid-vinil-2-pirrolidone)
[36] e il poli(vinil alcol) [37].
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a0 a0

Diblock copolymer

Triblock copolymer

Figura 3. Rappresentazione di differenti costruziondi copolimeri nella forma di unimeri o autoassemiati

in micelle al di sopra del loro valore di concentraione micellare critica (CMC).

Per quanto riguarda la porzione idrofobica delleeih¢ polimeriche, é utilizzata una grande
varieta di materiali, che possono essere raggruppate categorie: poli(propilene ossido),
poli(esteri) e poli(L-aminoacidi) [3, 24]. Una sessione di monomeri idrofobici costituenti
la porzione apolare dellunimero € legata covalmatete ad una successione di monomeri
idrofilici al fine di costituire un unimero anfifdo. Questo tipo di assemblaggio e detto
“diblock copolimero” (A-B) (Fig. 3).

Nel caso di un *“triblock copolimero” (A-B-A), dueopzioni idrofobiche circondano la
porzione idrofila. Il polimero idrofilico puo anclemstituire una catena principale alla quale i
blocchi idrofobici sono attaccati come catene Eig¢copolimero graft”).

Mentre i poli(esteri) e poli (L-aminoacidi) sonooldegradabili (e riassorbiti nel caso dei

poli(L-aminoacidi)), i poli (propilene ossidi) somscreti immodificati dopo filtrazione renale

3].

2.4FORMULAZIONE

I metodi di preparazione di micelle, cosi comeatlicamento del farmaco all’interno d=ire,

sono dipendenti dalla caratteristiche chimico-fisicdel polimero. Nel caso di polimeri
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moderatamente idrofobici, € applicato il metodoladalissoluzione diretta. Il farmaco
scarsamente solubile e solubilizzato nel polimetiosagitazione e I'aggiunta di una fase
acquosa determina la formazione dell’emulsioneirellisione del farmaco all'interno del
core[38].

Nel caso di polimeri insolubili in acqua possoneezs impiegati vari metodi: dissoluzione in
solvente organico, seguito da un processo di dedguosa, oppure il metodo delsting che
consiste nella formazione di un’emulsione o/w skegdall’evaporazione del solvente o da
una liofilizzazione al fine di produrre le micetiaricate di farmaco (Fig. 4).

Per i polimeri di natura anfifilica, quali ad esemppolossameri, oggetto di questa ricerca, i
metodi di preparazione delle micelle e caricamedeb farmaco all'interno del lor@ore
lipofilo (che verranno descritti piu dettagliataneim seguito), risultano essere relativamente
semplici: essi consistono essenzialmente in medodiissoluzione a caldo [39] o a freddo
(metodo “Schmolka”, [40].

Figura 4. Differenti metodi per il caricamento di farmaci all'interno di micelle polimeriche: (A) equilibrio,
(B) dialisi, (C) emulsione O/W, (D) solution castig, (E) freeze drying (da Gaucheet al, 2005 [39]).

2.5SOMMINISTRAZIONE ORALE

Come descritto in precedenza, varie strategie passssere valutate da parte del formulatore

per superare problemi di solubilita dei farmacir Bemposti ionizzabili, la soluzione piu
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comune risulta essere I'impiego di forme salificataggiustamenti del pH. Nonostante cio,
non puo essere trascurato il problema della prtacioine del farmaco al momento del
contatto con i fluidi gastrointestinali dovuto allariazioni di pH nel tratto gastrointestinale

(Fig. 5).

120 m-
‘ [ 0.3 m-
0lm? .
Stomach Jejunum lleum Colon
pPH 1.4-2.1 4.4-6.6 6.8-8.0 5-8 Fasted
3-7 5.2-6.2 6.8-8.0 5-8 Fed

Figura 5. Rappresentazione schematica del tratto gaintestinale: superficie, tempo di residenza e pH

dello stomaco e delle varie porzioni dell'intestingfonte: Nikem Research).

Per quanto riguarda composti non ionizzabili, 'udei tensioattivi convenzionali o co-
solventi pud anch’esso portare alla precipitazidek farmaco in seguito a diluizione del
composto solubilizzato nei fluidi fisiologici [24].

La necessita di creare un piu efficierdarrier/solubilizzante per composti farmaceutici
lipofili ha condotto allo sviluppo di un nuovo tipdi tensioattivi basati su strutture
polimeriche.

Le micelle polimeriche sono strutture nanometri¢t@ nm) formate da copolimeri anfifilici
costituiti da porzioni idrofiliche e lipofiliche &si auto assemblano in acqua, al di sopra di un
certo valore di concentrazione detta concentrazinioellare critica (CMC) [26]. Le micelle
sono costituite da una porzione interna, detiee, ed una porzione esterna, dedteell A
causa della natura idrofobica delore esse risultano particolarmente adatte alla
solubilizzazione di molecole insolubili, alla pretene contro la degradazione chimica ed

enzimatica e per il rilascio modificato all'intermt varie formulazioni [3]. A seconda della
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specificita e delle proprieta dei gruppi funzionalesenti sia nella porzione interna che nella

porzione esterna delle micelle, le interazioni réctarmaco avranno un carattere chimico,
fisico o elettrostatico.

Le micelle polimeriche sono piu sicure in termidi tossicita rispetto agli agenti
solubilizzanti normalmente utilizzati per la somimtrazione parenterale, quali I'olio di ricino
polietossilato (Cremophor EL) o il polisorbato 8@veen 80) [13, 27, 41, 42].

Micelle con blocchi costituiti da poli(etilen oseidsono stericamente stabilizzate e subiscono
una minore opsonizzazione e sequestro da parteat@pfagi del sistema reticolo endoteliale
(RES) (Stealtfi), conferendo alle micelle un maggior tempo di pamenza in circolo [43,
44]. Inoltre, la loro dimensione nanometrica petmaina buona distribuzione anche nei
piccoli capillari, oltre che I'extravasazione negiitersizi vascolari tumorali [24]. Queste
caratteristiche di aumentata permeabilita e rimmzi (‘Enhanced Permeability and
Retentiofi, EPR), sono estremamente utili pertakgeting passivo di farmaci antitumorali,
che sono spesso poco solubili.

L'importanza di trasportatori per I'efflusso di faaci (ad esempio la glicoproteina P, P-gp) in
trattamenti farmacologici ha portato allo svilupgo inibitori per questi trasportatori in
associazione ai farmaci somministrati in terapid, [46]. Alcuni tipi di micelle polimeriche
inibiscono le P-gp e sono quindi in grado di rigulfefflusso di farmaci in differenti tessuti,
come in tumori resistenti a farmaci, all'internol d&atto gastrointestinale e a livello della
barriera ematoencefalica, offrendo un metodo ppersue il problema della resistenza o dello
scarso assorbimento [47].

Le micelle polimeriche risultano essere inoltresagiti rispetto alle esigenze formulative in
quanto possono presentare porzioni funzionalizpateil drug tergetingo pH-sensibili ed
infine tali formulazioni possono essere steriliez&tcilmente. Per la combinazione di queste
vantaggiose caratteristiche, I'uso di micelle p@iiohe € una delle piu promettenti strategie

nell’ambito delle nanotecnologie [27, 48].
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2.6 SISTEMI COLLOIDALI PER LA VEICOLAZIONE DI FARMACI
ATTRAVERSO LA PELLE

La pelle rappresenta uno dei piu organizzati edcieffti sistemi barriera del nostro

organismo, che si oppone al passaggio della magmaade delle molecole tranne quelle
lipofile di piccole dimensioni. L'ottenimento diu$si di farmaco costanti e sufficientemente
elevati attraverso la pelle, senza alterarne lecsuatteristiche di permeabilita, rappresenta
pertanto un obiettivo difficilmente raggiungibilea somministrazione di farmaci attraverso la
pelle mediante I'impiego di sistemi non invasivigpassere ottenuta mediante I'impiego di

carriers colloidali.

2.6.1La pelle come barriera anatomica

La pelle umana rappresenta un sistema complesstrasiporto con una caratteristica
organizzazione anatomica e chimica. La porzione piportante che garantisce la
funzionalita di barriera é rappresentata dallotstpau esterno, lo strato corneo, costituito da
strati di corneociti strettamente impacchettatiltna, organizzati in gruppi di circa dodici
celle per stratocfuster3. Lo strato corneo della pelle dei mammiferi étitogo da circa 15
strati di corneociti, con uno spessore totale chdai 6 agli 8um. | corneociti sono uniti tra di
loro dai desmosomi e isolati da speciali lipidieriellulari adesi alle membrane cellulari. La
qualita, la cristallinita e la quantita totale (€45n peso) dei lipidi dello strato corneo

determinano le caratteristiche della pelle quadteria barriera altamente efficiente.

2.6.2La pelle come barriera di diffusione

Dal punto di vista della permeabilita, la barrietdanea e assimilabile ad uno strato lipidico
all'interno del quale le molecole si spostano pasporto di tipo diffusivo. Il processo é

regolato essenzialmente dalle caratteristiche rdifilch e lipofilia della molecola permeante,

dalle sue dimensioni e dalla sua capacita di foemlagami idrogeno. Di conseguenza,
molecole dal peso molecolare maggiore di qualcimtireo di Dalton e/o altamente polari

(comprese le molecole d’acqua) non possono atsakerefficientemente la pelle per
diffusione.

La maggior parte di colloidi di grosse dimensioanre in grado di penetrare all'interno della

pelle in quantita significativa; solamente i sisteoostituiti da particelle di dimensioni
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inferiori ai 10 um sono in grado di attraversaaebhrriera cutanea sfruttando gli annessi

cutanei (follicolo pilifero).

2.6.3La pelle come barriera nano porosa semipermeabile

Dal punto di vista della permeabilita, la pellesmporta come una barriera meccanica nano-
porosa percorsa da un elevato numero di apertunéciseolari. La sezione di tali pori é
considerata variare secondo alcuni autori da B8 am, secondo altri da 20 a 30 nm; una
informazione precisa e dettagliata a riguardo naatt@almente disponibile. Si assume in
generale che la distribuzione dimensionale dei p@rinon simmetrica, con un picco attorno
ai 20 nm. La densita dei pori aperti allinterndlaepelle & stimata essere attorno af-10
10%cn?, ottenuta mediante misure di corrente elettriaagcutanea (ionoforesi) e misure di

flusso di acqua.

2.6.4Localizzazione e natura dei percorsi idrofili aliterno della pelle

Le caratteristiche di barriera della pelle norulteno essere uniformi in quanto i percorsi
idrofili che separano i corneociti di uno stesagstdr dipendono dal grado di idratazione, che
varia in relazione a differenti pressioni e stremsbiti dalla pelle nelle varie zone
dell'organismo. Essi presentano elevate resistaize permeazione, che vanno dai lipidi
intercellulari alla membrana del corneocita adiee Al contrario, i cammini idrofili che
legano diversiclustersdi corneociti presentano una minore resistenza adrmeazione e

pOSsSoNo agire come una via shunt, molto ampia aajpemodo permanente.

2.6.5Interazioni di sistemi colloidali con la pelle

Le micelle anfifiliche di vari polimeri rappresenta i piu piccoli sistemi colloidali
contemplati per I'applicazione transdermica. Hsaeno una dimensione che varia dai 10 ai
30-40 nm. La dimensione della maggior parte deonalhoidi inorganici, quali le particelle di
oro o di biossido di titanio, hanno delle dimensiparagonabili. Queste strutture compatte,
quasi sferiche sono praticamente indeformabilias@nte quelle di forma allungata possono
muoversi in direzione perpendicolare al loro asee pochi nanometri, mentre i sistemi
deformabili 0 “soft” sono in grado di percorrerstdinze pari a diverse centinaia di nanometri.
L’interazione di un farmaco con un sistema collteda livello cutaneo spesso ha come

conseguenza una scarsa ripartizione del farmaoatedho della barriera ed una conseguente
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diminuzione del trasporto. Un sistema colloidaled manche avere un effetto positivo nel
trasporto transdermico di un farmaco: pud ridumespessore cutaneo per effetto di una
riorganizzazione lipidica indotta per effetto oo, effetto tanto maggiore quanto maggiore
e la lipofilia del farmaco.

Inoltre i sistemi colloidali possono indurre modife nell’attivita del solvente alla superficie

cutanea che possono influenzare la velocita dusiifine del farmaco attraverso lo strato
corneo. Il risultato pu0d essere positivo 0 negatiao seconda dellaumento o della
diminuzione della solubilita.

Il flusso di un farmaco attraverso una membranartie dalla sua attivita termodinamica (o
grado di saturazione). La variazione della soltdbgipportate dall'inclusione di una molecola
in un sistema micellare possono pertanto averecugsioni significative sul flusso, come

mostrato dall’equazione di Higuchi (Eq. 8) che etaril flusso di farmaco con I'attivita

termodinamica:

Da :
J=—- Equazione 8
Ymh
doveD ¢ il coefficiente di diffusionea e lattivita termodinamica della molecola permeante

yme il coefficiente di attivita della molecola perméae h € lo spessore della membrana.
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3. POLOSSAMERI TRIBLOCK COPOLIMERI

| polossameri sono i polimeri anfifilici piu ampiamte studiati per le applicazioni in campo
formulativo sono derivati dei copolimeri poli(etileossido)- poli(propilen ossido)-poli
(etilenossido) ( PEO-PPO-PEO) [49, 50]. | Plur6némno polossameri a catena lineare; la
loro struttura generale € mostrata nella Figura 6.

Questi polimeri appartengono alla famiglia dei ddsiti “eccipienti funzionali o materiali
intelligenti”. Questo nuovo concetto mette in dissione la definizione di eccipiente inerte, in
quanto e oramai accettato che numerosi polimeardo impiego possiedono caratteristiche
funzionali, sfruttate e studiate in ambito formivatal fine di modificare I'attivita e le

caratteristiche sfavorevoli di un farmaco.

AHOWOMO%W%H

Propylene oxide

\_r:)

Ethylene oxide Ethylene oxide

Hydrophilic Hydrophoebic Hydraphilic
Figura 6. Struttura generale dei Pluronic: A: lineare; B: tridimensionale da: Batrakova et al, [51].

Soluzioni acquose di polossameri mostrano unaigiang solido-gel se riscaldate (spesso ad
una temperatura attorno ai 37° C), il che Ii remmbeticolarmente interessanti per la
progettazione di matrici iniettabili per applicaziiomediche poco invasive [40, 52].
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Essi possono essere iniettati/impiantati come diigoico viscosi che formano impianti solidi
per riscaldamento. Questi materiali sono non mtitese applicati a livello topico o
sottocutaneo, provocano lieve irritazione se anstiaii per via intramuscolare o
intraperitoneale [53] e mostrano una buona citoadibpita quando posti a contatto con
differenti tipi di cellule [54, 55].

Anche se materiali di tipo PEO-PPO-PEO sono nogratabili, molecole con un peso
molecolare in un intervallo compreso tra i 10 & kDa sono generalmente filtrate dal rene ed
eliminate nelle urine. Kabanov et al. hanno stadiatcinetiche di distribuzione di Plurofiic
P85 [56]. | loro studi hanno dimostrato checlaarancerenale degli unimeri del polimero
rappresenta la via di eliminazione principale. ggianta, una porzione significativa di P85 é
riassorbita nel sangue.

Numerosi PEO-PPO copolimeri sono stati approvalliki»A e dallEPA come materiali
termo-viscosizzanti e hanno trovato applicazioneneaadditivi nei cibi, come eccipienti
farmaceutici e anche come prodotti in campo agri¢bl’-59].Si presentano generalmente
sottoforma di granuli bianchi, cerosi, dotati doba scorrevolezza, inodori ed insapori [60] o
come liquidi altamente viscosi. Soluzioni acquospalossameri in presenza di alcali, acidi e
ioni metallici sono molto stabili; questi copolimésultano solubili in solventi organici polari

e non polari e risultano disponibili in vari pesolecolari (Tabella IlI).

3.1.1Proprieta di aggregazione dei polossameri

Uno dei metodi maggiormente utilizziati per la detmazione della CMC e della CMT
(temperatura critica di micellizzazione) € rappreato dal metodo del pirene, una sonda
fluorescente [61]. Vengono misurati lo shift veilsblu del suo spettro di emissione e lo shift
verso il rosso del suo spettro di eccitamento igudge al passaggio della molecola da un
ambiente acquoso ad un ambiente idrofobico.

Il processo di micellizazione dei polossameri imuec € regolato da vari fattori, che si
possono suddividere in parametri che dipendone daltatteristiche del polimero e parametri

ambientali.
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Tabella lll. Caratteristiche fisico-chimiche dei piti comuni Pluronic®.

Copolimero  PM (Dd) No. Medio unita No. Medio HLB  pH(sol. Acquosa 2.5%) CMC (M)

EO ()" unita PO y)°
L35 1900 21.6 16.4 19 5.0-7.5 5.3510
L43 1850 12.6 22.4 12 5.0-7.5 2.2%10
L44 2200 20.00 22.8 16 5.0-7.5 3Bx
L61 2000 4.55 31 3 5.0-7.5 1.1x40
L62 2500 11.4 345 7 5.0-7.5 4.010
L64 2900 26.4 30 15 5.0-7.5 4.8¥40
F68 8400 38.6 29.3 29 6.0-7.4 4.8%10
Ls1 2750 6.3 42.7 2 5.0-7.5 2.3X30
P84 4200 38.2 435 14 5.0-7.5 7.1X10
P85 4600 52.3 39.7 16 6.0-7.4 6.5X10
F87 7700 1225 39.8 24 6.0-7.4 9.1X10
F88 11400 207.3 39.3 28 6.0-7.0 2.5%10
L92 3650 16.6 50.3 6 5.0-7.5 8.8x10
Fo8 13000 236.4 448 28 6.0-7.4 7.7%10
L101 3800 8.6 59.0 1 5.0-7.5 2.140
P103 4950 33.8 59.7 9 5.0-7.5 6.1X10
P104 5900 53.6 61.0 13 5.0-7.5 3.4%10
P105 6500 73.9 56.0 15 5.0-7.5 6.2%10
F108 14600 265.5 50.3 27 6.0-7.4 2.2%10
L121 4400 10.0 68.3 1 6.0-7.4 1.0%10
P123 5750 39.2 69.4 8 6.0-7.4 4.4%10
F127 12600 200.5 65.2 22 6.0-7.4 2.8%10

2 Peso molecolare medio fornito dal produttore (BA®andotte, MI)
®Il numero medio delle unitd PO e EO & stato caloaléilizzando il peso molecolare medio [62]
“Valori calcolati mediante il metodo del pirene [50]

3.1.1.1 Composizione del polimero: rapporto EO/PO e peso nhecolare

Alexandridis et al. hanno dimostrato che il processo di micellizzagioe fortemente
governato dal guadagno in termini di entropia e theergia libera di micellizzazione
dipende principalmente dal blocco PPO [63]. | qagrb entropico € legato al rilascio per
effetto del calore di molecole d’acqua ordinateoraid al segmento idrofobico PPO, che
costituiscono il guscio di idratazione. Maggioré €ontenuto in unita PEO (minore rapporto
EO/PO) e piu basso ¢ il peso molecolare del pobrmaaggiore risulta essere la temperatura

critica di micellizzazione (CMT) [64]. Un aument@lncontenuto di PPO diminuisce sia il
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valore di CMC che di CMT [65]. | valori di CMC e CMdiminuiscono allaumentare del
peso molecolare per copolimeri che abbiano rapg®@iPO simili.

3.1.1.2 Temperatura

L’effetto della temperatura sul processo di mieehizione di copolimeri PEO-PPO-PEO é
ampiamente riportato in letteratura. Copolimeri melrofobici (rapporto EO/PO piu elevato)
0 aventi un minore peso molecolare non si aggregai@mnperatura ambiente, ma iniziano a
formare micelle a temperature piu elevate.

Un lieve aumento della temperatura porta ad unaistamte diminuzione della CMC, ad un
aumento nelle dimensioni delle micelle e ad un aumdella frazione di polimero aggregato
in strutture micellari. Questi effetti possono ess&udiati mediante analisi FTIR. Quando la
temperatura della soluzione acquosa e prossimaCMa, lo stretching asimmetrico dei
legami C-H dei gruppi metilici si sposta a lungherzonda piu basse. Cio indica che i gruppi
metilici si trovano in un ambiente meno polare aseadel fatto che il calore indebolisce
I'interazione dei gruppi metilici con 'acqua. Adlumentare della temperatura, la vibrazione
simmetrica dei gruppi metilici € rappresentata da bdande che possono essere correlate allo
stato idratato e non idratato del polimero. Peadatvariazione delle proporzioni di polimero
disidratato/ idratato in funzione della temperatasaervabile tramite I'analisi di uno spettro
FTIR, e correlato ad una variazione dell’'idrofolactel polimero e ad una variazione della
CMC [66].

3.1.1.3 Aggiunta di sali: influenza del tipo di sale e dedl forza ionica

Dal momento che molti farmaci presentano caratterneo e i componenti delle formulazioni
contengono generalmente sali ai fini di tamponbpHi e di bilanciare la forza ionica, essi
possono influenzare il comportamento delle micdilgpolossameri in un mezzo acquoso.
L’aggiunta di elettroliti aventi cationi e anioni drandezze e polarizzabilita differenti puo
condurre a: i) un effetto “salting out” stabilizzanii) un effetto “salting in” destabilizzante
[67]. In generale, si osserva una diminuzione d€IMC e della CMT allaumentare della

concentrazione di sali [68-72].
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Studi condotti tramite sali contenente lo stesdmra hanno dimostrato che le proprieta del
contro-ione sono altrettanto rilevanti. Per sali pibtassio, l'effetto sul processo di
micellizzazione segue la serie seguente: KCI>KBr#68, 73]. In un altro studio & stato
dimostrato che mentre NaCl ha un effetto stabilitzacioe diminuisce la CMC sviluppando
I'idrofobicita nella porzione PPO e diminuendo tdilia della porzione PEO, NaSCN
mostra il comportamento opposto [74].

Pandit e Kisaka hanno riportato che sali contenanioni multivalenti, ad una certa
concentrazione impediscono alle soluzioni di Plie®F127 di gelificare e cio sta ad indicare
un effetto destabilizzante [75]. Alcuni autori hanmproposto unacritical micelle salt
concentration(CMSC) per indicare la concentrazione del salauiale micelle iniziano a

formarsi.

3.1.1.4 Piccole molecole organiche

Ci si attende che farmaci solubilizzati modifichihgprocesso di aggregazione e la stabilita
delle micelle. La maggior parte dei lavori di ricarsi € concentrata sulle proprieta
solubilizzanti delle micelle polimeriche di pologsari e non sull'influenza delle molecole
sugli aggregati.

Alexandridiset al hanno dimostrato che la presenza di urea aunsenta CMC che la CMT
[76]. Al contrario, il fenolo diminuisce la CMC augsa delle sue interazioni con le catene
PEO [77].

Quando un altro tensioattivo, il sodio dodecil atif(SDS) viene aggiunto a Plurchig127,

le molecole di surfattante si associano agli uninmepedendo il processo di micellizzazione
[78, 79].

La presenza di naprossene ed indometacina norflbanna sulla CMC, sebbene essi causino
una diminuzione nella dimensione delle micelle Emanero di micelle in soluzione [80],
mentre la pilocarpina cloruro diminuisce la CMCldd@.5% allo 0.25% [81]. Gli alcooli a
corta catena (ad esempio etanolo), impedisconmtmazione di micelle in acqua [82],
mentre alcooli a media catena e alcooli alifaticaggiormente idrofobici (ad esempio

butanolo) favoriscono I'aggregazione [83, 84].
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3.1.1.5 Concentrazione del polimero

La concentrazione del polimero € un altro aspetto abnsiderare nel processo di
micellizzazione. In generale, piu elevata e la eom@zione del polimero, minore € la

temperatura alla quale avviene la micellizzazi€T) [67, 73].

3.1.1.6 Il pH

Le molecole dei polossameri non presentano porzubhisensibili allinterno della loro
struttura. Per questo motivo, gli studi sull'infi del pH sul processo di aggregazione sono
molto limitati. Yanget al hanno indagato il processo di micellizzazion®ldironi® P123 in
presenza di soluzioni a diverse concentrazioni @l [85] e hanno concluso che la CMT di
tale Pluroni€ aumenta allaumentare della concentrazione déliiadQuesto fenomeno pud
essere spiegato con l'aumento dell’interazionei tgauppi alchilici e le molecole d’acqua

protonate.

3.1.2Solubilizzazione in micelle di polossameri di fargiacarsamente solubili

Le proprieta solubilizzanti delle micelle polimdre (Fig. 7) sono generalmente espresse in
termini di coefficiente di ripartizione micella-acq, definito come il rapporto tra la
concentrazione del farmaco solubilizzato all’interdella micella e la concentrazione del
farmaco molecolarmente disperso nel mezzo acqespoessa in molarita [86, 87].

La capacita di solubilizzazione puo essere espreissan termini di frazione di massa del
farmaco solubilizzato natore micellare, sia come numero di moli solubilizzaitgpetto al
peso in grammi della porzione idrofobica, sia caapporto molare tra le moli di farmaco nel
core delle micella e le moli del polimero all'internceltiaggregato ifnolar solubilization
ratio, MSR).
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Figura 7. Rappresentazione schematica di una micalkolubilizzante un farmaco [51].

La massima capacita solubilizzante dei materiafifidei coincide con la formazione di
micelle [88]. Nonostante cio, Patersehal hanno mostrato un aumento della solubilita del
naftalene anche al di sotto della CMC. Quando lacentrazione aumenta al di sopra della
CMC, si osserva un netto aumento della solubiltpasente della molecola che si inserisce
nel coreidrofobico micellare e cio e stato dimostrato naeti un modello di solubilita che gli

stessi autori hanno proposto:

Se Cs<CMC

—opeeren =1 Kunimer [Cs

Se Cs>CMC

Sapparent

— =1+ Kunimer [CMC+ Kmicelle [qcs - CMC)

~

dove Spparent la solubilia acquosa misurata nella soluzionaeastente il surfattante, S e la
solubilita in acqua espressa in moli/litro. Cs ectamcentrazione del surfattante nella fase
acquosa, knimero € Kmicele SON0 costanti di equilibrio che descrivono rispathente

I'interazione soluto-unimeri (< CMC) e soluto-milee(>CMC).
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In generale, la solubilizzazione aumenta la dineresidel core micellare e diminuisce la
CMC [86]. Il raggio aumenta sia a causa dellinavgzione del soluto, sia a causa
del’'aumento del numero di aggregazione. Derivaiiigrofobici (minore rapporto EO/PO)
mostrano una piu elevata capacita di solubilizzezie maggiori aumenti delle dimensioni
micellari. Al contrario, la porzione esterna dettécella §hel) subisce minori cambiamenti.
L’effetto della concentrazione del polimero sultdubilizzazione € esemplificato nella Figura
8, che mostra la solubilizzazione del naftalen®ahbssamina 803 (P103, un polossamero a
catena non lineare) a 25° C ed ad un pH di 10.B Bi8ulta evidente come al di sopra della
CMC un graduale aumento della concentrazione dehpoo conduca a notevoli incrementi
nella solubilita del soluto, al contrario di cicechvviene al di sotto della CMC. Si pud quindi
concludere che il processo di solubilizzazione &miamente legato al processo di
micellizzazione e che i parametri che governanaaembi i processi sono gli stessi:

temperatura e idrofobicita del tensioattivo.
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Figura 8. Enhancement ratio ($/S) in funzione della concentrazione di Polossamirfa103 [88].

3.1.3Stabilizzazione delle micelle

Uno dei problemi principali riguardanti 'uso di celle polimeriche per la solubilizzazione
dei farmaci e la diluizione che esse subisconoiwo Yspesso al di sotto della CMC), che

provoca una diminuzione della porzione di farmawmrporata nella micella. | valori di CMC
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osservati per i polossameri sono generalmenteimtelivallo 5x10° molare fino all'1%. La
velocita di dissociazione del farmaco dalla miceélleorrelata alla composizione, stato fisico e
coesione delcore micellare. E’ stato dimostrato che la stabilita cefiare aumenta
allaumentare della lunghezza del segmento idrafobe dell’idrofobicita totale del
tensioattivo. A causa della rilevanza di questoofeeno, numerose strategie chimiche e
fisiche sono state studiate per aumentare la géabflilmicelle polimeriche di tipo PEO-PPO.
Anche se una circolazione prolungata delle micelsn porta sempre ad un aumento
dell'indice terapeutico del farmaco, una interaeidarte farmacaore € responsabile di un
rilascio graduale del farmaco con conseguente iattaro dei livelli terapeutici.

Sono stati proposti 3 metodi alternativi per siabdre le micelle di polossameri [89]: i)
cross-linkingradicalico iniziato di un monomero reattivo (agmpio stirene), ii) inclusione
di una piccola concentrazione di olio vegetale aneioluzione del copolimero, iii)
polimerizzazione di un idrogel sensibile alla tenapara nelcore della micella e formazione
di una struttura semipermeabile localizzata akinb delcore Tali metodi hanno mostrato
numerosi limiti: il primo ha mostrato compromettelge capacita di incorporazione del
farmaco da parte delle micelle, a causa dell’ekevdgnsita dekross-linking il secondo
provoca una diminuzione della degradazione miceliger diluizione in seguito ad una
diminuzione della CMC. L'ultimo metodo ha mostratamigliori vantaggi: la struttura
formata all'interno detore stabilizza le micelle ad una concentrazione ioferialla CMC e
nel contempo la stabilizzazione non risulta esperenanente ma scompare in un periodo di
tempo che va dai giorni a qualche settimana.

Una nuova strategia consiste nabss-linking dello shell micellare. Gruppi idrossilici
terminali subiscono modificazioni per migliorare feattivita e vengono fatti reagire con
agenti accoppianti o in reazioni di polimerizzaaadmamite radicali liberi. Possono essere
osservati due effetti differenti: i) stabilizzazeomelle micelle; ii) permeabilita dellshell
modulabile, al fine di controllare la velocita diascio del farmaco [90]. Solo pochi studi
riportano esempi di quest’ultima strategia.

In generale, si puo riassumere che le proprietée deicelle cosi modificate al fine di
aumentarne la stabilita possono variare in termirdimensioni, capacita di incorporazione

del farmaco e profili di rilascio.
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3.1.4Significato biologico delle micelle e deqli unimeri

Come precedentemente descritto, le micelle di Balogri sono utilizzate conoarriers per
numerosi farmaci, di cui aumentano la solubilita, stabilita metabolica ed il tempo di
circolazione. Le micelle, tramite opportune modiBc apportate alla superficie esterna
costituita dalle unita EO, possono essere utilezar il targeting specifico di molecole a
determinati siti bersaglio [91].

Anche gli unimeri dei polossameri rivestono ruatportanti nella somministrazione di
farmaci. Per esempio, l'interazione degli unimeoinccellule tumorali multi-resistenti a
farmaci ha come risultato la sensibilizzazione desie cellule nei confronti di numerosi
agenti chemioterapici [92, 93]. Inoltre, gli unimeono in grado di inibire i trasportatori per
I'efflusso di farmaci sia a livello della barrieeanatoencefalica che nell’intestino [94, 95].

3.1.5Caratteristiche chimico fisiche di Pluronit F127

Le soluzioni acquose di Pluroffidc127 mostrano la proprieta di termo reversibilithe

risulta essere di notevole interesse nell'ambitdl'afttmizzazione delle formulazioni
farmaceutiche. Il fenomeno della termogelificazioaeersibile € il risultato dell'interazione
di differenti segmenti del copolimero. Allaumergadella temperatura, il processo di
micellizzazione € seguito dal processo di gelificag per concentrazioni sufficientemente
elevate di copolimero; la gelificazione & dovutdarapacchettamento ordinato delle micelle.
Ad una concentrazione compresa tra il 20 ed il 40%Iuroni® F127, si osserva tramite
analisi SAXS &mall Angle X-Ray Scatteringin’organizzazione delle micelle in strutture
cubiche e delle interazioni tra le micelle steske producono gel ad elevata viscosita e
caratterizzati da una lenta dissoluzione. Questpriata facilitano I'incorporazione sia di

molecole idrofile che idrofobe.

3.1.5.1 Preparazione delle formulazioni termo reversibili

Le soluzioni di Pluroni® F127 vengono generalmente preparate con il cosaldeold
method [40], cioe il polimero & sciolto in un solventecaioso a basse temperature. La bassa
temperatura facilita la dissoluzione del polimamig, &€ dovuto all’aumento della solvatazione

in seguito alla formazione di legami idrogeno.
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Con questo metodo & possibile preparare facilmsoitezioni di Pluroni® F127 al 20-30%
(p/p); tali soluzione risultano essere liquide akanperatura di 4-5 gradi centigradi e si
trasformano in gel a temperatura ambiente. Il girma allo stato liquido quando la
temperatura e riportata ai valori di 4-5 gradi.

Per ottenere una concentrazione del 35% (p/p) @ssado porre la soluzione del polimero in
congelatore per qualche minuto al fine di ottehemdissoluzione del polimero [91, 96, 97].

La sterilizzazione in autoclave (120° C, 15 minbdr) appare compatibile, non altera
significativamente le caratteristiche di viscosiglle soluzioni di Pluronft F127 e permette
di preparare soluzioni sterili da iniettare o ailre, ad esempio, per somministrazione
oculare. Nessuno studio e stato fin'ora condottiinal di verificare la possibile degradazione
del polimero in seguito a questo metodi di stezdimone.

3.1.5.2 Comportamento temoreversibile di Pluroni® F127

Quando il polimero € posto in acqua fredda, unatatdi idratazione circonda le molecole, le
cui porzioni idrofobiche sono separate da legamogdno. Allaumentare della temperatura,
avviene la desolvatazione della catene idrofobiplee effetto della rottura dei legami
idrogeno formati tra il solvente e le catene ste€s@ ha come conseguenza la formazione di
legami idrofobici tra i gruppi polipropilen-ossidopn formazione di un gel micellare allo
stato liquido. All'aumentare della temperatura dad micellare liquida assume una struttura
cubica [98]. A temperature piu elevate, si forma dase costituita da cilindri esagonali

impacchettati (Fig. 9).
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Figura 9. Figura schematica che illustra le fasi naellari formate dai Pluronic allaumentare della

tempertura.
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Il processo di gelificazione di Pluroffidc127 & il risultato della disidratazione del paim
che porta ad un contatto tra le catene e al Idoc@&zione per interazione idrofobica [99].

Il peso molecolare e la percentuale di porzionefabica del polimero sono fattori critici per

il processo di gelificazione e la temperatura ati@ale avviene la gelificazione
termoreversibile per ogni polimero varia in funzatella sua concentrazione. PlurGnic127
risulta essere particolarmente interessante ndditandeidrug delivery systendal momento
che soluzioni concentrate (>20% p/p), a bassa sisc@ trasparenti a basse temperature,

diventano gel solidi alla temperatura corporea.

3.1.5.3 Resistenza del gel

La determinazione in vitro della resistenza delfgatisce indicazioni preziose per preparare
formulazioni di adeguata consistenza [100]. La wheiteazione della resistenza del gel viene
effettuata ponendo il gel in un cilindro e sottopodolo ad una pressione tramite un pistone.
Il tempo impiegato dal sistema a percorrere untaaistanza all’interno della formulazione,
e rappresentativo della sua resistenza [85, 10%kaEaumenta con la temperatura e
alllaumentare della concentrazione del polimera@ @ssere alterata in presenza di farmaci o
additivi. Da un lato, il diclofenac, I'etanolo dlicole propilenico indeboliscono i gel di
Pluroni® F127; dall’altro lato il cloruro di sodio, il sasimonoidrogeno fosfato e la glicerina

esercitano I'effetto opposto [85, 102].

3.1.5.4 Proprieta reologiche

Le caratteristiche reologiche di gel di Plur6hi€127 rappresentano un aspetto chiave delle
formulazioni e dovrebbero essere studiate in déttaQueste valutazioni vengono condotte
con i metodi di flusso o con i metodi oscillatori.

Tramite i metodi di flusso e stato dimostrato chédiasotto delle temperatura di transizione
soluzione-gel, Pluronft F127 mostra un comportamento di tipo newtoniar®.viscosta
delle soluzioni aumenta drasticamente allaumentiela temperatura; al di sopra della
temperatura di transizione soluzione-gel, le caristiche reologiche diventano di tipo non-
newtoniano [100, 103, 104]. La temperatura di ttaose soluzione-gel corrisponde al punto

di flesso della curva della viscosita apparentiinzione della temperatura [100].
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Tramite gli studi oscillatori vengono determinageproprieta viscoelastiche sottoponendo il
campione ad unahear stresgli tipo sinusoidale [96, 105-107] e vengono cotidsitdi di

tipo oscillatorio per calcolare i parameBi e G” che rappresentano rispettivamente I'energia
elastica immagazzinata e l'energia viscosa dissipit questo caso al temperatura di

transizione soluzione-gel é rappresentata dallpeeatura alla qualé’ = G” .

3.1.5.5 Proprieta adesive

La definizione delle proprieta (bio)adesive di umteriale € di fondamentale importanza
guando si desidera prolungare il tempo di residesizana formulazione, in particolare
nell’ambito delle applicazioni topiche (preparaiiogttali, oftalmiche, cutanee). La forza di
bioadesione in genere aumenta allaumentare dedlistenza del gel ed e influenzata dagli
stessi parametri che regolano il processo di galiiobne: temperatura e concentrazione di
Pluroni®®. Come & stato precedentemente illustrato, la presei vari solventi o agenti ionici
puo alterare le caratteristiche di adesione delie@ilazioni di polossamero. A causa della sua
azione promuovente I'adesione, NaCl & stato incinsdcune preparazioni di Plurofii&127
per prolungare il tempo di residenza nel sito a@nsonistrazione [102].

Sperimentalmente, vengono condotti studi in viter pa determinazione della forza di
distacco, in condizioni che mimano quelle fisioldg oppure utilizzando sostanze inerti.

La determinazione delle caratteristiche di mucoadesé di notevole interesse per quanto
riguarda le formulazioni per somministrazione fettd cui distacco dalla mucosa rappresenta
un problema assai frequente. Il mantenimento dehdao nell’intestino retto rappresenta
un’importante strategia per evitare il metabolistn@rimo passaggio epatico. Le Retyal
[108] hanno condotto test di mucoadesione utilidpatubi costituiti da materiali flessibili
inerti (polietilene) e mucosa intestinale di comglGli stessi autori hanno sviluppato una
cella di adesione a flusso continuo e hanno ingatpoun colorante (Ponceau S) all'interno
del Pluroni€ F127 per facilitare la visualizzazione delle piefar di adesione.

Un sistema simile & stato descritto per supposibfluroni® F127 contenenti diclofenac
[102].

Per valutare le proprieta di bioadesione in vivosuppositori vengono somministrati
nellintestino retto di ratti. La distanza in vivpercorsa dalla formulazione all'interno

dell'intestino (distanza di migrazione) viene vahat mediante I'impiego di coloranti (Blue
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n°l lake 0.1% p/p) ed é risultata essere un budicdtore delle proprieta di mucoadesione
[101]. Generalmente, all’aumentare della forza dicoadesione di osserva una diminuzione
della distanza percorsa dalla formulazione e quandisserva un aumento dell’area sottesa
dalla curva di concentrazione plasmatica.

Per suppositori liquidi formulati con PluroflicF127/Pluroni® F68 quali copolimeri
termoreversibili e propanololo come composto temipamente attivo [101], la
biodisponibilita rettale € stata correlata condezé di mucoadesione (r=0.984) e la distanza
di migrazione (r=0,951).

Sono stati utilizzati anche altri tessuti fisioloigi(la cornea di coniglio in caso di applicazioni

oftalmiche) ma il numero di questi studi risultae® piu limitato [109].

3.1.6 Applicazioni farmaceutiche di Pluronit F127

Le peculiari caratteristiche termo reversibili eplmettenti proprieta nel rilascio di farmaci
rendono Pluroni® F127 un candidato molto interessante nella sonsinézione di farmaci

attraverso differenti vie.

3.1.6.1 Applicazioni topiche e transdermiche

La termoreversibilitd soluzione-gel caratteristidai Pluroni€® consente di applicare una
soluzione sulla superficie cutanea che, ad una rtyope concentrazione, forma un gel non
occlusivo alla temperatura corporea. | gel di Riig® F127 assorbono la secrezione delle
ghiandole sudoripare [96, 110] e mostrano una attimlleranza a livello locale [111],

persino nel trattamento delle scottature [112].

* Farmaci analgesici ed antiinflammatori
Molti autori hanno proposto i gel di Plurofii€127 come sistemi per il rilascio di farmaci a
livello topico [113-131], in quanto presentano molevantaggi rispetto ai sistemi tradizionali
in termini di facilita di applicazione e carattéiche di rilascio del farmaco. Molti studi si
sono focalizzati sullo sviluppo di formulazioni tope/transdermiche contenenti farmaci

analgesici o antiinflammatori [113, 117, 119-12Ypkcate alla pelle a basse dosi per
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alleviare il dolore e le infiammazioni localizzatespesso in presenza di promotori di
assorbimento.

Miyazaki et al. [113] hanno studiato la somministrazione percuatieindometacina in gel
termo reversibili di Pluronft F127. In studi di assorbimento percutaneo in endotti sul
ratto gli autori hanno mostrato che il gel acquatia concentrazione del 20% puo essere
utilizzato nella pratica per la somministrazioné fdemaco. L’aggiunta di isopropil miristato
o (+) limonene alla formulazione aumenta in modm#icativo I'assorbimento percutaneo, in
particolare quando il gel viene applicato in corahz occlusive.

Wanget al [114] hanno studiato I'assorbimento in vitro edvivo di capsaicina nonivamide
da idrogels di Pluronft F127, valutando la quantita dei farmaco accumwHtaterno della
pelle con il metodo dello Skin Stripping e medial@esuccessiva valutazione dell'indice di
eritema tramite il metodo Mexameter. L'inclusionelld capsaicina e della nonivamide
all'interno del gel di Pluronft ha come effetto un rilascio ritardato dei farmediun effetto
eritematogeno non dipendente dalla dose. Kattaal [115] hanno studiato I'effetto di
sostanze che aumentano la lipofilia (terpeni) dfdteo della concentrazione di etanolo
utilizzando l'idrossipropil cellulosa e due formmiani di Pluroni€ F127 per I'assorbimento
transdermico di ketoprofene. Tali studi hanno nadstuna correlazione tra la lipofilia del
terpene e le proprieta di promozione dell’assorhbime L’'etanolo ha mostrato un effetto
sinergico con l'azione promotrice dei terpeni.

Liaw et al [119] hanno studiato I'assorbimento percutanefemtanil in vitro ed in vivo a
partire da gel di PluronfcF127, attraverso membrane di cellulosa (cell. Stdi® cut-off
molecolare 3500) oppure pelle di topoide (esperimenti in vitro). | risultati sono stati
confrontati con quelli ottenuti in vivo utilizzandd modello animale coniglio per
I'ottenimento dei dati farmacocinetici del farmadtasciato da patch di Plurofficc127 al
46%. Le preparazioni a base di Plur6hiE127 contenenti fentanil si sono dimostrate
particolarmente promettenti: il gel al 47% consediteottenere un rilascio prolungato del
farmaco; i profili di rilascio di fentanil a paréirda patch di Pluroric F127 mostrano
I'ottenimento di un rilascio steady state di farm@er 24 ore, che viene mantenuto per 72 ore
con un’emivita maggiore di 10 ore.

Negli studi di Escobar Chaveat al [120] & stato studiato in vivo I'effeto di Azohee
Transcuto! sul’aumento della penetrazione di naprossenecealpartire da gel di Pluroffic
F127; i due promotori dell’assorbimento mostrano affetto sinergico nell'aumentare la
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penetrazione transdermica di farmaco. E’ statatatdunoltre I'influenza delle due sostanze

sulla viscosta delle formulazioni.

* Farmaci antitumorali
La somministrazione topica dei farmaci antitumor8hfluorouracile e adriamicina in
formulazioni contenenti PlurorficF127 & stata studiata da Miyazakial [132], che hanno
valutato I'effetto della concentrazione del polimes della temperatura sulla velocita di
rilascio del farmaco. L’aumento della concentragiamel polimero sembra diminuire la
velocita di rilascio del farmaco, mentre I'aumerdella temperatura da 30 a 44 gradi
centigradi aumenta la velocita di rilascio.
Erukova et al [121] hanno condotto studi interessanti per lautazione dell’effetto di
Pluroni® sulla permeabilita di acidi e basi deboli di diéeti pesi molecolari. Gli autori
hanno dimostrato che i Plurofiidacilitano la permeazione di molecole relativareedt
grosse dimensioni attraverso doppi strati lipiditientre la permeazione di piccoli soluti
rimane pressoché inalterata rispetto a quella otéeim assenza del polimero. L'effetto dei
Pluroni® & correlabile con il contenuto in unita propilessido: il loro effetto & maggiore
quanto maggiore € il numero di unita PPO rispetgualle PEO nel copolimero. E’ stato
proposto che i Pluronfcaumentino il processo di diffusione del solutdirtérno del doppio
strato lipidico (secondo una modalita che diperaliadstruttura) piuttosto che influenzare la
velocita di assorbimento/desorbimento del soluttaswperficie della membrana.

* Peptidi e proteine
La somministrazione transdermica di peptidi e pneteappresenta oggi una delle principali
sfide in ambito di tecnologia farmaceutica. Alcwhidi [122] hanno dimostrato che gel di
Pluroni® F127 si sono dimostrati un’ottima piattaforma l@epromozione dell’assorbimento

di peptidi in presenza di promotori chimici (acidwleico, mentone) e fisici (ionoforesi) .
* Farmaci antidiuretici

Nair et al [123] hanno descritto I'attivita farmacocinetiedfarmacodinamica dell’ariginina-

vasopressina (AVP), un peptide ad attivita antelica somministrato attraverso
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I'applicazione delle ionoforesi transdermica a ipartda gel di Pluronf® F127. Tale

copolimero é risultato particolarmente utile alefidi produrre gel stabili e non ha dimostrato
influire sul rilascio di AVP. Inoltre, i profili dirilascio del farmaco hanno mostrato una
cinetica di tipo Higuchi, il che sta ad indicareecih principale meccanismo di rilascio del

farmaco dal gel e di tipo diffusivo.

* Antibiotici e antisettici
Nello studio di Zhangt al [124] & stato valutato sia il rilascio di ceftiofda gel di Pluronit
F127 sia i profili di dissoluzione del gel. E’ stalimostrata una buona correlazione tra il
rilascio del farmaco e la percentuale in peso did?lic® dissolto; cid sta ad indicare che la
velocita di rilascio di farmaco é controllata dadiasoluzione del gel.
Gilbert et al. [133] hanno studiato il rilascio di acido benzoida gel di Pluroni2 F127
contenenti differenti concentrazioni di polimero. dilascio del farmaco diminuisce
allaumentare della concentrazione del polimermbpbilmente a causa delllaumento nel
numero e nelle dimensioni delle micelle con conseatglidiminuzione nella dimensione e nel

numero di canali acquosi.

» Cicatrizzazione ed ustioni
Le caratteristiche peculiari di Plurofii¢127 sono state anche sfruttate nel trattamento di
danni ossei nell’ osteogenesi imperfetta [126] edltie € stato dimostrato che i gel di
Pluroni® F127 sono in grado di mimare in modo soddisfacémtéunzioni fisiologiche
dell’'epidermide agendo non solo come una sortgdilé artificiale” [127], ma anche come
veicolo per la somministrazione di piccole molecpi®teiche come’dpidermal growth

factor (EGF) [128, 134] al fine di accelerare la cicataizone della pelle dopo ustioni.

3.1.6.2 Applicazioni buccali

* Farmaci antiinfiammatori
Gel di Pluroni€ F127 per applicazione buccale sono stati studldine di valutare il rilascio
di triamcinolone acetonide in presenza ed in asseinpromotori di assorbimento [129]. Il

Pluroni¢® agisce come urreservoir da cui il farmaco viene rilasciato in seguito ad
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applicazione topica, in quanto forma un gel biadessoffice a contatto con la mucosa

buccale.

* Farmaci ipoglicemizzanti
Il rilascio di insulina a partire da gel di PlurofiiF127 contenenti acidi grassi insaturi ha
dato come risultato un notevole e prolungato effgibglicemizzante, dimostrando che i gel
di Pluroni® al 20% contenenti I'acido oleico risultano esskemenulazioni potenzialmente
molto promettenti per il rilascio di insulina adNo buccale, offendo un rilascio prolungato
del farmaco a causa della funziaeservoirche la formulazione esplica [130].

3.1.6.3 Applicazioni rettali

* Farmaci antiinfiammatori
| gel di Pluroni® F127 sono stati studiati per la somministraziaettate di indometacina e si
sono rivelati particolarmente utili come preparaziper uso rettale assicurando un’azione

prolungata del farmaco con riduzione degli effetfiaterali [132].

» Acidi grassi a corta catena
Gli acidi grassi a corta catena in formulazioni samide sono somministrati a livello del
colon al fine di diminuire I'escrezione di sostanaiive e promuoverne l'assorbimento;
vengono utilizzati inoltre nel trattamento di colilcerose distali. Nel lavoro di ricerca di
Charrueatet al [100] sono stati preparati gel di PlurdhiE127 a differenti concentrazioni
all'interno di un intervallo del 17-20%. Per ciarauformulazione sono stati valutati la
viscosita, la temperatura di gelificazione e leppieta mucoadesive in vitro. La soluzione di

concentrazione pari al 18% é risultata formare wh @ 37° C, possedere proprieta

mucoadesive e assicurare un rilascio controllatcili grassi a corta catena.

* Farmaci antimalarici
Fawazet al.[135] hanno sviluppato e valutatoparformancedi formulazioni rettali per uso
pediatrico contenenti chinina per il trattamentoattecchi malarici acuti. Le formulazioni
sviluppate devono assicurare un rilascio prolunghttarmaco, ma il tempo di permanenza

nel retto non deve essere eccessivo, per eviespulsione della formulazione. L'utilizzo del
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gel termoreversibile a base di Plur¢hiE127 permette di ottenere tempi di residenza del
farmaco significativamente superiori rispetto a ljugella soluzione, assicura il rilascio
prolungato di farmaco (con cinetica di diffusionetido non-fickiano) e non mostra effetti

irritanti o dannosi sulla mucosa rettale.

3.1.6.4 Applicazioni oftalmiche

* Epidermal growth factor
Un gel contenente PlurofficF127 (16%) e Pluronfc 188 (14%) & stato utilizzato per la
somministrazione oftalmica di EGF complessato civassipropil-beta-ciclodestrina [109]. I
gel contenente il complesso EGF-ciclodestrina @lb% ha mostrato avere una favorevole
temperatura di gelificazione (35.5° C), assicundaiscio prolungato di farmaco rispetto alla
soluzione e aumenta I'area sotto la curva di camaeione in funzione del tempo nel fluido
lacrimale di coniglio, in cui la concentrazione Id&EF diminuisce secondo una cinetica di

primo ordine.

* Farmaci parasimpaticomimetici
La pilocarpina formulata sottoforma di particellelloidali con poliisobutilcianoacrilato e
stata incorporata in gel di Plurofiidc127. La risposta miotica, misurata nell'occhio di
coniglio albino, ha dimostrato essere di durataniSativamente maggiore dopo
somministrazione del farmaco in gel di PlurShicispetto alle nanoparticelle di farmaco
formulato con poliisobutilcianoacrilato. Questossenzialmente dovuto al’laumento da parte
di Pluroni€ F127 del tempo di contatto del farmaco con i tésstulari, con conseguente

aumento della biodisponibilita a livello ocularegl.

3.1.6.5 Applicazioni intranasali

Pluroni®® F127 non & un veicolo adatto per le formulaziasati. Lente cinetiche di rilascio
di farmaci al sito di assorbimento nasale possoaostitoire uno svantaggio a causa
dell'esposizione prolungata alle peptidasi, comeseonsto per soluzioni di ACTH in

Pluroni® F127. L'aggiunta di promotori come il sodio glicae la bacitracina a
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formulazioni contenenti Plurorfic F127 al 20%, non hanno indotto alcun aumento

significativo della biodisponibilita [137].

3.1.6.6 Applicazioni sottocutanee

Moghimi [44] ha dimostrato che la distribuzioneféitica di nanosfere rivestite di Plurofiic
F127 iniettate per via interstiziale € controlldtdla configurazione superficiale dei segmenti
EO del copolimero assorbito. In nanosfere parziatmeivestite, le code EO si dispongono
lateralmente sulla superficie della nanosfera, msslo una configurazione “piatta” oppure
“a fungo”. Queste strutture vengono rapidamentsfdérde dal sito di somministrazione
sottocutaneo al sistema linfatico, vengono cattudai sistemscavengedei linfonodi e sono
suscettibili di fagocitosi. Quando la concentraeiatel polimero € di almeno 75 pg/ml o
superiore, le catene EO sono impacchettate piciexitemente e trasferite piu rapidamente al
sistema linfatico, sfuggendo altdearancelinfonodale macrofagica, raggiungono il circolo
sistemico e vi rimangono per tempi piu lunghi. Quesperimenti hanno offerto delle

informazioni utili nel’ambito del’ottimizzazionei shano sistemi per il targeting linfatico.

3.1.6.7 Applicazioni intramuscolari

e Farmaci antitumorali ed analgesici

Formulazioni iniettate localmente a base di Plu®fi127 hanno dimostrato un rilascio lento
di farmaco al sito di somministrazione. | gel ternewersibili di Pluroni€ F127 riducono la
degradazione del farmaco nel tessuto muscolaratelmaiscono a rallentarne I'assorbimento
nel torrente circolatorio. | profili farmacocinetiottenuti in seguito a somministrazione di
queste formulazioni mostrano picchi plasmatici pjpiattiti e piu prolungati nel tempo
rispetto alle formulazioni classiche.

Pluroni® F127 aumenta la stabilita del farmaco inclusgparticolare per peptidi e proteine
come insulina e deslorelina [138, 139].

Il farmaco paclitaxel incluso in un gel di Plurohi€127 al 20% é stato iniettato a livello
intratumorale nel modello animale topo affetto delanoma. La crescita iniziale del tumore e
stata ritardata del 67% ed il tempo di raddoppiamedel volume del tumore e stato
aumentato del 72% rispetto ad un controllo del &aronin soluzione salina [140].
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Una formulazione contenente lidocaina al 2% iniattaelle vicinanze del nervo sciatico e
stata sviluppata con Pluroflidc127 al 25%; tale formulazione ha mostrato un aume
dell’effetto anestetico migliore rispetto a queliitenuto con formulazioni contenenti derivati
della cellulosa come agenti viscosizzanti.

Anche dal punto di vista della tollerabilita, il Ipopero ha mostrato caratteristiche
soddisfacenti: dopo somministrazione é stata risatmnsolo una debole o assente irritazione
del tessuto muscolare scheletrico. Nessun segreadione inflammatoria consistente é stata
riscontrata nel tessuto muscolare circondanterilansciatico.

Nuove linee di ricerca si stanno orientando vergwsdrimento di questi copolimeri in
formulazioni contenenti liposomi o microsfere. Paawet al [141] hanno sviluppato un gel
di ibuprofene liposomiale per singola iniezionganmuscolare, a lunga durata d’azione, per il
trattamento del dolore epidurale. Il gel liposomiaonsente un controllo del rilascio del
farmaco e assicura un profilo di permeazione fawaee per il mantenimento di livelli

costanti di farmaco.

3.1.6.8 Applicazioni endovenose

» Cicatrizzazione di ustioni
Paustinet al. [142] hanno mostrato un sorprendente aumento gdekssore cutaneo in topi
ustionati trattati con PluroricF127 per via endovenosa. Gli animali sacrificatiate pil
tardi hanno mostrato una significativa riduzioné geado di contrazione della ferita, che

appare cicatrizzata negli animali trattati condlugione del copolimero.

3.1.7Proprieta farmacologiche di Pluroni® F127

Oltre al suo utilizzo in ambito formulativo, Plutofi F127 possiede proprieta farmacologiche
riportate in letteratura. L'occlusione vasale temapea ottenuta con gel di Plurchig127
puo avere applicazioni terapeutiche [143]. Inoltecuni studi hanno suggerito che
microemulsioni olio in acqua basate su Plur8riid27 sono in grado di estrarre farmaci di
natura lipofila (ad esempio bupivacaina) dal plasmaaso di sovradosaggio [144]. Inoltre
Pluroni® F127 & stato oggetto di numerosi studi farmacolagguardanti il suo ruolo nel

sistema immunitario, nella moltiplicazione cell@anei tumori e nel metabolismo lipidico.
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3.1.7.1 Promozione della moltiplicazione cellulare

Pluroni® F127 & stato proposto corsarrier di precursori del materiale osseo sia per via
topica che per via sistemica [126]. Facilita la tesn precoce del collagene e la
microcircolazione.

La velocita di crescita e attecchimento di fibrailamani gengivali contenuti in soluzioni di
Pluroni® F127 & stata valutata in vitro da Hokettal [145] utilizzando colture cellulari. |
Pluroni®, a concentrazioni molto basse hanno mostratotieffenefici sulla cicatrizzazione

precoce post operatoria, facilitando la crescitadesione dei fibroblasti alla dentina.

3.1.7.2 Proprieta immuno-modulatorie

Pluroni® F127 esercita una modulazione significativa dellmzione immunitaria e
promuove l'azione di nhumerosi antigeni. Esso mostraeffetto sinergico con il chitosano
sulla risposta immunitaria sistemica e mucosalenotia con la tossina tetanica dopo
somministrazione intranasale. || meccanismo restagpa sconosciuto ma gli autori hanno
ipotizzato che il gel del Polossamero aumenti tadisiponibilita dell’antigene tramite le sue
caratteristiche di termoreversibilita e di promomalella stabilita.

Oltre a cio, un’azione specifica di tipo immunomladario € stata dimostrata in numerosi
studi. Il significativo aumento della velocita siklla risposta immunitaria umorale che
cellulare nella cicatrizzazione di ferite ed usti@nstata riscontrata da diversi gruppi di
ricerca.

Molti Polossameri, tra cui Plurorfic F127 aumentano I'espressione transgenica e
I'espressione di plasmidi di DNA nel muscolo sclréde di topo. Questa capacita di
promuovere il trasferimento di geni é stata osgarwilizzando vari modelli sperimentali
[56].

In aggiunta, i polossameri si adsorbono fortementk superficie di diversi tipi di nanosfere
idrofobiche quali ad esempio quelle di poli(stirenecido poli(lattico-co-glicolico),
poli(metacrilato) e poli(butil 2-ciano acrilato) 9@ Il pretrattamento di microsfere sembra
favorire la distribuzione di farmaci a determinateee dell'organismo. Ad esempio,
microsfere colloidali di polistirene rivestite diuPonic® F127 si depositano preferenzialmente

nelle cellule sinusoidali endoteliali del midollsso dopo somministrazione endovenosa nel
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coniglio. Si ritiene che questo effetto possa esdewuto ad un effetto repulsivo generato dal
segmento PEO che altera I'interazione delle preteitiadesione delle microsfere.
Nanoparticelle rivestite di PlurofficF127 risultano costituire una strategia interessger
evitare il metabolismo di primo passaggio epat8embra che il polimero agisca come un
“travestimento” che impedisce il riconoscimento plarte dei macrofagi [146]. E' stato
osservato uno scarso accumulo in vari organi, urdl degato, si pud concludere quindi che
Pluroni® F127 agisca in maniera positiva sull'opsonizzagjqrassaggio critico per quanto

riguarda la biodisponibilita.

3.1.7.3 Promozione della citotossicita

| polossameri possono interagire con cellule tuthonalti resistenti a farmaci rendendole
sensibili all'azione di farmaci. ltarget farmacologico di questa citotossicita non € chiaro
L’azione antitumorale include meccanismi complessine I'aumento della fluidita delle
membrane cellulari, la deplezione di ATP, I'inimne dell’efflusso dei farmaci e la riduzione
nell’azione detossificante GSH/GST.

Studi preliminari condotti su animali hanno mogirathe I'azione antitumorale di
daunorubicina e doxorubicina € aumentata di duee mitdini di grandezza in presenza di
Pluroni® F127. Studi clinici di fase | sono in corso conrnfialazioni contenenti
combinazioni di polossameri (0.25% Plurdhlc61 (Poloxamer 181) e 2% Plurofiig127) e
doxorubicina. Questo sistema formulato in soluzimmonica salina tamponata é costituito

da micelle miste (22-27 nm) che contengono il faxma

3.1.8Pluronic® F127: dati tossicologici

Recenti studi hanno messo in discussione lavogeakenti che affermavano un’assenza di
tossicita da parte di Pluroffidc127 in qualunque via e modalitd di somministragioln

realta, la somministrazione parenterale di Plufdoi¢27 porta a una seria alterazione del
metabolismo lipidico ed ha effetti sulla filtrazemenale. Pochi sono gli studi in cui e stata
valutata la concentrazione di Plurdhi€127 nei fluidi biologici; in questi casi vengono
formati complessi copolimero-tiocianato di cobghr verificare 'accumulo nel plasma e in

tessuti omogenati di ratto. Inoltre, &€ stata ritavana captazione epatica preferenziale di

52



@alo I-Introduzione

Pluroni® F127 rispetto alla captazione renale e cid pudgspe le alterazioni riscontrate a
livello del metabolismo lipidico [147, 148]. Un’ewiia basata su dati di escrezione renale e
stata stimata attorno alle 20.9 ore [149]. | datipsofili farmacocinetici soprattutto nel’luomo

rimangono non specificati.

3.1.8.1 Alterazione del metabolismo lipidico

La somministrazione intraperitoneale di PlurSnidc127 induce una significativa
ipertrigliceridemia e ipercolesterolemia [150-158].copolimero interferisce con I'attivita
catalitica di 3-OH-3 metilglutaril Coenzima A retagi, che rappresenta una delle tappe
principali della biosintesi del colesterolo.

La dose di Pluronfe F127 necessaria per produrre I'effetto iperlgicerante & normalmente
di 0.5-1g/Kg.

Ulteriori studi devono essere condotti al fine dlutare le conseguenze di queste alterazioni

metaboliche, che rimangono altamente controverse.

3.1.8.2 Alterazione della capacita di filtrazione renale

Numerosi studi [150, 153-155] hanno dimostrato €Haroni® F127 iniettato per via
intramuscolare e in grado di alterare la capacitéiltdazione renale; come il precedente,
anche questo effetto € altamente controverso etuiese argomento di discussione e di

ricerca.

3.1.91 polossameri ed il problema della multi resistenadarmaci nei tumori

La chemioterapia costituisce ancora oggi il tragata principale nell’ambito della cura dei
tumori. Purtroppo, l'efficacia di tali trattameriti molti tipi di tumore & seriamente limitata
dal problema della resistenza ai farmaci [156, 1&dme risultato, la risposta in seguito al
trattamento antitumorale rimane molto scarsa pdti moonori maligni, inclusi le forme acute
di leucemia, melanomi maligni, tumore al seno ntata®, tumore alla prostata e molti altri
[156-158]. Il trattamento con farmaci antitumoradila maggior parte dei casi non migliora la
prognosi e cio é principalmente dovuto al probletalda resistenza acquisita [158, 159].
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Una intensa attivita di ricerca accademica e dirfia lo scopo di comprendere e superare |l
problema della resistenza, per migliorare il ristdtdei trattamenti chemioterapici, ma ha
ottenuto fin’ora successi alquanto limitati.

Il principale problema nel trattamento della resigia in ambito tumorale € rappresentato dal
fatto che essa e la risultante del contributo dmerosi meccanismi che agiscono
contemporaneamente.

Studi sperimentali hanno dimostrato che i polossas@no in grado di sensibilizzare le
cellule multi resistenti a farmaci (MDR), con coggente aumento dell’attivita citotossica di
antracicline e di altri farmaci antitumorali di dodre ordini di grandezza [92, 160]. Numerosi
studi hanno dimostrato che i polossameri sono @i agire a diversi livelli nel’ambito
dei meccanismi che la cellula esplica per difendal’azione citotossica dei chemioterapici.

3.1.9.1 Meccanismi di resistenza agli agenti chemioterapici

I meccanismi messi in atto dalla cellula per resestll’azione citotossica dei chemioterapici
si distinguono in due categorie:
1) Meccanismi che riducono la concentrazione del faomarima della sua interazione
con iltargetcellulare;
2) Meccanismi che diminuiscono l'effetto del farmadia aellula dopo la sua interazione
con iltarget
Al primo gruppo di meccanismi appartengono:

» Proteine per 'efflusso del farmacsono proteine che appartengono alla superfamiglia

delle proteine ABC e sono in grado di eliminaremite meccanismi di efflusso molti
xenobiotici dalla cellula tumorale [161, 162]. EgBmsono costituiti dalla

glicoproteina P (P-gp, Figura 10), dalla proteirssamiata alla multiresistenza a
farmaci (MRP o MRP1), dal trasportatore anionico@M\ a canale multi specifico

(MRP2) e da molte altre proteine MRP ([163, 164].

La proteina P-gp possiede una elevata specificéh yna varieta di molecole
strutturalmente diverse: antracicline, epipodadfilksine, alcaloidi della vinca,

paclitaxel ed altri composti [165].
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TR, O

Figura 10. Rappresentazione schematica di come ladp espelle al di fuori della cellula farmaci e xem

biotici.

Le proteine MRP agiscono in concomitanza con itesis di detossificazione del
glutatione; pertanto I'azione delle MRP dipende ldaglli intracellulari di glutatione
[166, 167].

Sequestro del farmaco all'interno delle vescicol®ptasmatiche:numerosi studi

hanno dimostrato che nelle cellule MDR esistondesis ATP dipendenti per il
sequestro del farmaco all'interno delle vescicolmptasmatiche e conseguente
estrusione da parte della cellula. Questo fenonsmmobra associato a livelli di pH
elevati all'interno delle cellule MDR e sembra m#gsare principalmente basi deboli
(ad es. doxorubicina), che normalmente sono carasitivamente a valori pH acidi
[168, 169].

Sistemi di detossificazione metabolicia i vari meccanismi di detossificazione

cellulare, quello maggiormente studiato nellambitelle cellule MDR é il sistema
GSH/GST. La coniugazione di molecole elettrofilen adbglutatione ridotto produce
specie che sono generalmente meno tossiche erpfilddlei composti originali e che
possono essere facilmente metabolizzate ed esbtelie. cellule resistenti ad agenti
antineoplastici, sia il contenuto di GSH che l\dté di GST sono elevate, il che ha

come risultato una protezione delle cellule da tjaggenti chemioterapici [170].
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Al secondo gruppo di meccanismi appartiene:

» Inibizione dell’'apoptosi indotta dal farmaadanni al DNA e apoptosi sono i principali

meccanismi sfruttati dai farmaci chemioterapicipilh noto meccanismo di resistenza
legato a questa strategia & la riparazione al DbiAdatte dell’G-alchilguanina-DNA
alchil transferasi [171, 172]. Accanto a questmosstati suggeriti altri meccanismi di
chemoresistenza, come ad esempio l'overespressiongeni antiapoptotici (ad
esempio Bcl-2) e la mutazione o la ridotta espoessidi geni pro-apoptotici (p53)
[173]. Nellambito di questi meccanismi, la P-gprd®a ricoprire un ruolo, in quanto
studi hanno dimostrato che [linibizione della P-ggpa parte di agenti
chemosensibilizzanti puo ristabilire la normaleceda apoptotica nelle cellule con

processi di trasmissione del segnale alterati [152]

3.1.9.2 Azione sensibilizzante dei Polossameri sulle celMDR

Studi condotti da Alakhoet al hanno dimostrato che i polossameri sensibilizZanknee
cellulari tumorali resistenti, con conseguente auim@ella citotossicita del farmaco fino a 2-
3 ordini di grandezza [92, 160]. In questi studéne riportato I'effetto di Pluronic P85
sull’azione citotossica della daunorubicina.

Gli effetti dei polossameri in tumori resistentifarmaci sono stati anche riportati in vivo [93,
174]; in questo caso il farmaco studiato € statddaorubicina e i diversi modelli tumorali
esaminati hanno risposto in modo significativamepta elevato rispetto ai controlli

rappresentati dal farmaco in assenza di polimero.

3.1.9.3 Influenza dei Polossameri sui meccanismi di resigiea delle cellule MDR

Il complesso meccanismo di azione dei polossanudig sellule MDR é stato dimostrato in
particolare per PluronfcP85. E’ stato dimostrato che tale copolimero esptiiverse azioni
(Fig. 11):

1) Siinserisce all'interno della membrana alterandan®icro viscosita ([95];

2) Induce una deplezione dei livelli di ATP nelle oédl tumorali;

3) Inibisce i trasportatori per I'efflusso di farmaciome le P-gp [95, 175-178], MRP,

BCRP, per effetto sulla viscosita di membrana éasiéplezione di ATP, ma anche
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inducendo variazioni conformazionali o modificanfi®ito di interazione specifico
farmaco-trasportatore;

4) Si inserisce all'interno della membrana mitocondriprovocando una diminuzione
della respirazione cellulare; inducono liberazidneitocromo C e aumento nei livelli
delle specie reattive dell’ossigeno (ROS) all'intedel citoplasma [179];

5) Aumenta il segnale pro-apoptotico correlato ai potadri; per effetto del rilascio di
citocromo C e ROS nel citoplasma diminuiscono il coamismo di difesa
antiapoptotico [180];

6) Inibisce il sistema di detossificazione glutatigtefatione S-tranferasi [95, 181]
tramite una deplezione di glutatione; cid ha unaseguenza diretta sul segnale
apoptotico, che viene attivato da bassi livellglitatione;

7) Abolisce il sequestro del farmaco all'interno disgeole citoplasmatiche [160].
Questo effetto & stato osservato anche per Plftdrit. Si pensa che questo effetto
sia la conseguenza della modifica del pH nel cotipanto intracellulare, a causa
dell’effetto ionoforico del copolimero e/o dellajplezione energetica.

8) E’in grado di prevenire lo sviluppo di MDR [182];

9) Induce I'attivazione trascrizionale dell’espressiagenica: Pluronfe P85 aumenta in
modo significativo I'espressione del plasmide DNAI muscolo scheletrico, nella
milza, nei linfonodi e stimola la captazione del ®Nlasmidico e I'espressione genica
nelle cellule presentanti 'antigene nel modellonaade topo [183].

Questi effetti sono risultati piu evidenti ad ur@ancentrazione di polimero al di sotto della
CMC [94]; cio ha portato a concludere che i polimerforma di unimeri sono responsabili
delle risposte biologiche, probabilmente a caud$la ttd¥o maggiore capacita di incorporarsi e
traslocare all'interno delle membrana cellulare] [95
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Figura 11. Effetti multipli di Pluronic ® in cellule MDR: 1) incorporazione del polimero nde membrane e
diminuzione della viscosita delle membrane; 2) indzione delle deplezione di ATP; 3) inibizione dei
trasportaori per I'efflusso di farmaco; 4) rilascio di citocromo C dai mitocondri e aumento dei livell di
radicali liberi dell’'ossigeno nel citoplasma; 5) amento del segnale pro-apoptotico di difesa; 6) inibione
del meccanismo di detossificazione glutatione/gluiane S-transferasi; 7)abolizione del sequestro del

farmaco all’interno di vescicole citoplasmatiche [%].

Le catene idrofobiche PPO dei polossameri si iaseno all'interno delle zone idrofobiche
della membrana cellulare, alterandone la struttudgminuendone la microviscosita (“effetto
fluidificante”). L’organizzazione dei polimeri in icelle ha come conseguenza Il
mascheramento delle porzioni PPO all'interno deéaunicellare e diminuiscono pertanto la

loro capacita di interagire con le membrane cdilula

3.1.9.4 Reaquisiti strutturali dei polossameri per I'ottenimento delle risposte biologiche

E’ stato dimostrato che un delicato equilibrio lmacomponente idrofilica (PEO) e quella
lipofilica (PPO) nella molecola dei polossameri @relata con l'effetto di inibizione dei
trasportatori ad efflusso nelle cellule MDR [18Eid.12).

| Pluroni® che si sono dimostrati pitl efficienti sono quelin lunghezze intermedie dei
blocchi PPO e relativamente idrofobici (HLB <20)atj il Pluroni® P85 o il Pluroni€ L61.
Copolimeri relativamente idrofilici, con estese zioni PEO (HLB compreso tra 20 e 29),
non sono in grado di inserirsi nel doppio strapadico e non vengono trasportati all'interno
delle cellule. Di conseguenza, hanno un effettotanighitato sia sull’attivita ATP-asica delle

58



@alo I-Introduzione

P-gp che sui livelli di ATP cellulari, il che spiad'effetto limitato sulle pompe ad efflusso
nelle cellule MDR. A tale gruppo appartengono urBhic® F68, F88, F108, F127. Block
copolimeri altamente lipofili (HLB<19), con lungluatene PPO, si ancorano alla membrana
plasmatica e vi rimangono per un lungo periodoedafdo, oppure, se trasportati all'interno
della cellula, si accumulano all’interno del contpaento endosomiale intracellulare. Quindi,
sebbene siano potenzialmente potenti inibitori’ A€&P-asi delle pompe P-gp, essi non
raggiungono il citoplasma, non causano deplezi@léAd P e possiedono un piccolo effetto
sul sistema di efflusso regolato dalle P-gp. Esaihguesti Pluroni® sono L35, L44, L121.

Al contrario, i copolimeri che possiedono una lipafintermedia (P85, P81, L61), vengono
trasportati attraverso la membrana, diffondonociteplasma e raggiungono i mitocondri e |l
nucleo cellulare. Inibiscono lattivitd ATP-asicael® P-gp e diminuicono i livelli

intracellulari di ATP.
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Figura 12. Influenza della composizione di block qmwlimeri Pluronic® in cellule MDR KBv.
L'enhancement ratio della rodamina 123 (R123) & dafito come il rapporto tra la rodamina 123
accumulata nelle cellule in presenza di Pluronic & quantita di rodamina 123 accumulata a partire dédla

soluzione controllo in tampone fosfato [94].
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4. CELLULE CACO-2 COME MODELLO IN VITRO
PER LO STUDIO DELL'ASSORBIMENTO
INTESTINALE

L’epitelio intestinale contiene una popolazioneregenea di cellule quali gli enterociti
(cellule deputate all’assorbimento), cellule di &an cellule M, cellule a ciuffo e cellule a
coppa [184]. Gli enterociti sono senz’altro le ol piu abbondanti (80-90% del totale delle
cellule epiteliali) e costituiscono il sistema disarbimento dell'intestino tenue [185]. Nel
1974, Jorgen Fogh prese come modello la linealasduCaco-2 da un adenocarcinoma
colorettale umano e in pochi anni esso divenneodl@tio cellulare di assorbimento in vitro
accettato per Iscreeningdella permeabilita di farmaci e della frazioneddise assorbita
nell’'uomo. Per composti somministrati per via orddepermeabilita attraverso il monostrato
di cellule Caco-2 mostra una buona correlazionel'assorbimento in vivo nell'uomo [186].
Le cellule Caco-2 consentono di indagare i principgeccanismi di trasporto dei farmaci,
quali il trasporto passivo transcellulare e palataie, I'assorbimento mediato darriers e i
meccanismi di efflusso. Questo modello di assorbitmén vitro € accessibile ed altamente
riproducibile e viene utilizzato per Bxreeniny di farmaci, sistemi di rilascio, eccipienti e per
condurre valutazioni citotossicologiche [185], cogime nell’ambito delle tossicita chimica e
agroalimentare.

Per riprodurre meglio le condizioni esistenti aliérno dell’intestino in vivo, le cellule Caco-
2 sono coltivate su supporti permeabili che cormsentlo scambio di ioni e di nutrienti
attraverso i due lati del monostrato cellulare,aeimati lato apicale e basolaterale, al fine di
assicurare un ambiente ricco di sostanze nutnierel periodo di coltivazione (Fig. 13). Dal
momento che queste condizioni consentono una buliffi@renziazione morfologica e
funzionale, esse sono state proposte e ampiamdfhirzate come modello fisiologico del
trasporto intestinale e degli studi di tossicita.
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Figura 13. Monostrato cellulare Caco-2 coltivato swn filro microporoso [187].

La valutazione dell'integrita epiteliale e della tomta del monostrato puo essere ottenuta
mediante la misura della resistenza elettrica gpitsliale (TEER), effettuata mediante un
voltmetro equipaggiato con elettrodi posizionaii caanpartimenti superiore ed inferiore. Un
metodo alternativo per valutare l'integritd del rostmato € la misura della permeabilita a
molecole marker di tipo idrofobico ed idrofilicopme il PH]-mannitolo, f*C]-mannitolo,
poli(etilen glicole), composti fluorescenti (flu@eeina, Lucifer yellow, inulina, destrano
marcato con fluoresceina-isotiocianato (FITC) ai yasi molecolari) e atenololo; queste
molecole sono trasportate passivamente attravérswomostrato per via transcellulare o
paracellulare [185]. L’integrita del monostrato iedisce il passaggio delle molecole marker.
La velocita di trasporto (dQ/dt) e calcolata ragpreando in grafico la quantita del farmaco
testato che ha attraversato il monostrato in fureidel tempo di incubazione e quindi
determinando la pendenza di tale profilo. Il canfinte di permeabilita apparente (Papp,

cm-sY) & calcolato secondo I'equazione seguente (Eq.9):

_dQ, 1

gt C,* A

Equazione 9

Dove dQ/dt e la velocita di trasporto (mg/s), &la concentrazione iniziale del farmaco nel

compartimento donatore (mg/ml) e A & la superfitgéfiltro in cnf [186].
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Sebbene il monostrato Caco-2 presenti tutti i \ggitali predire I'assorbimento orale o la
biodisponbilita orale e possieda la maggior partdled caratteristiche morfologiche e
biochimiche dell’epitelio intestinale, puo esseischiioso utilizzare questo modello per
predire la quantita di farmaco assorbito per viepallulare o attraverso sistemi di trasporto
mediati dacarriers. Infatti, le cellule Caco-2 hanno mostrato unashasspressione di molti
trasportatori presenti in vivo nel tessuto inteden[188]. Per quanto riguarda la via
paracellulare, il modello Caco-2 mostra una piusbhapermeabilita in confronto con
I'intestino umano; cido sembra essere dovuto ad umomumero dtight junctionsaperte nel
modello in vitro e ad una minore superficie diaabsmento come conseguenza dell’assenza
di villi assiali [189].

Altri fattori che riducono la permeabilita del mdidecellulare Caco-2 rispetto all’epitelio
intestinale in vivo includono I'assenza del coritrada parte del sistema nervoso centrale e
I'assenza della circolazione sistemica, una minvalecita diturnover cellulare, I'assenza di
muco e sali biliari e dei movimenti peristalticB].

Le cellule Caco-2 sono una popolazione cellulaerogienea esposta a differenti tipi di
selezione tra i vari laboratori. Cio contribuisak n’ampia variabilita interlaboratorio nella
valutazione della permeabilita mediante questi rlipddne possono essere dovuti a fattori

biologici associati alle differenze nel tipo di &ite condotto:

Tabella 1V. Fattori che influenzano la variabilita interlabortorio di farmaci attraverso le cellule Caco-2
(da Shahet al, [185]).

Fattori biologici Tipo di studio
* Fonte delle cellule » Concentrazione del farmaco
« Vitalita cellulare e Tipo di soluzione
» Condizioni di coltivazione * Materiale del filtro
» Densita di cellule seminate » Agitazione
e Giorni in coltura * Composizione del tampone/volume/pH
» Fattori di attecchimento * Uso di cosolventi/additivi
* Enzimi metabolizzanti * Supporti permeabili
» Sistemi di trasporto » Diametro dei pori del filtro
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» Sistemi a efflusso * Processi di tripsinizzzone
* Temperatura
* Raccolta dei campioni

* Metodi analitici

4.1 MECCANISMI DI TRASPORTO ATTRAVERSO GLI ENTEROCITI

hY

L’epitelio dell'intestino tenue & un sistema altartee dinamico, costituito da popolazioni
cellulari ben distinte (cellule proliferative e keaé di differenziazione, localizzate sulle cripte
intestinali e cellule funzionali differenziate, blizzate a livello dei villi).

Gli enterociti differenziati, che rappresentanophencipali cellule della barriera intestinale,
sono altamente specializzate nell’assorbimentoadl tipi di sostanze (principali nutrienti,
vitamine, acqua..), che sono essenziali per il tmstentamento e per quello delle altre cellule
dell’organismo.

I meccanismi dell’'assorbimento possono essereidividue categorie principali a seconda
del fatto che siano o meno energia-dipendenti {Big.

I meccanismi non energia-dipendenti comprendorsstiebimento per diffusione passiva, |l
trasporto paracellulare e la diffusione facilitata.

| meccanismi energia-dipendenti includono I'endusiit il passaggio indiretto attivo
attraverso trasportatori sinporto o antiporto eecoanismi di efflusso. Siccome la diffusione
facilitata, il trasporto indiretto attivo e I'endtmsi recettore-mediata richiedono legami
specifici ligando-recettore, si assume generalmeht questi meccanismi non interessino

I'assorbimento di eccipienti polimerici, che homgeno riconosciuti in modo specifico.

4.1.1Diffusione passiva

L’assorbimento transcellulare per diffusione passiappresenta la piu efficiente via per
I'assorbimento intestinale di farmaci, eccetto p&armaci substrato delle pompe a efflusso.
Christopher Lipinski ha formulato nel 1997 un imse di regole (“le cinque regole di
Lipinski”) che descrivono le proprieta molecolarmportanti per le caratteristiche

farmacocinetiche di un farmaco, quali I'assorbineenia distribuzione, il metabolismo e
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I'escrezione (“ADME”) [191]. Queste regole sono a&ssull'osservazione che la maggior

parte dei farmaci é rappresentata da molecoleilipdif piccole dimensioni.

Intestinal lumen

I|'i'f‘|"|'+' 1-'-'|"r'"." Vi 'i'r'f'i'!T ? r‘I‘T' +'r‘|1"'r'l-'l'
|

A B C D E

Figura 14. Figura schematica dell’epitelio intestiale come barriera selettiva per I'ingress:
di sostanze nel circolo sistemico: A: diffusione msive trans- e paracellulare; B:
assorbimento mediato da carriers nella porzione apale e basolaterale della membrana; (
trasportatore attivo ad efflusso sulla membana apicale, agente durante il processo
assorbimento; D: trasportatore ad efflusso attivo glla membrana apicale, che offre u
meccanismo aggiuntivo per I'eliminazione di sostamz dal circolo sanguigno; E: enzim
cellulari metabolizzanti localizzati al'interno degli enterociti, combinati con trasportatori ad

efflusso attivo sulle membrane apicale e basolatdeaadattata da Chanet al., 2004.

Ovviamente, questo sistema non permette di pregeder un composto sia 0 meno
farmacologicamente attivo, ma tali regole rappresem comunque un importante strumento
per lo sviluppo di un farmaco, in quanto consentbatiimizzazione della struttura di un
composto farmacologicamente attivo al fine di autaiere I'attivita e la selettivita [192].
Le 5 regole di Lipinski affermano che in generatefarmaco assorbito a livello intestinale
(cioé somministrabile per via orale) ha:

* Non piu di 5 gruppi donatori di legami idrogeno (@HNH);

* Non piu di 10 gruppi accettori di legami idrogembd O);

* Un peso molecolare inferiore ai 500 g/mol,

* Un coefficiente di ripartizione ottanolo-acqua (Byinferiore a 5.
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Queste regole hanno subito numerose estensionddiche, tra cui quella del 1999 da parte
di Ghoseet al [193]:

» |l coefficiente di rapartizione log P deve trovaaliinterno di un intervallo compreso
tra -0.4 e 5.6;

* La rifrattivita molare (volume occupato da un atomoda un gruppo di atomi,
grandezza dipendente dalla temperatura, dall'indicdrazione, dalla pressione) deve
variare all’interno di un intervallo compreso tt@d & 130;

* Il peso molecolare deve essere compreso tra 180;e 4

e |l numero totale di atomi deve essere compres@Qra 70.

Per quanto riguarda i farmaci contenuti in strigtpolimeriche, la transcitosi per diffusione
passiva rappresenta la via principale nell’assoebiim intestinale, specialmente per composti
altamente lipofili. Infatti, il farmaco contenutelia struttura polimerica si trova in equilibrio
con la fase esterna, che nel caso di fluidi gastiestinali riguarda il contenuto del lume
intestinale. La frazione di farmaco solubilizzake si trova al di fuori della micella e in grado
di diffondere passivamente attraverso gli enteragidizie al gradiente di concentrazione

chimica attraverso la membrana intestinale.

4.1.2Via paracellulare

La via paracellulare riguarda il trasporto di faongdgeneralmente di natura idrofila)
attraverso gli spazi intercellulari. Questo peroogsregolato dalléight junctions(o zonula
occludeny Esse costituiscono la principale barriera limiéala velocita di assorbimento nel
trasporto paracellulare per la permeazione di @nolecole di grosse dimensioni [194]. Le
tight junctionsrivestono un ruolo di elevata importanza nellatagione delle connessioni tra

i citoscheletri delle cellule e nella trasduziored siegnale in una o piu direzioni attraverso le
membrane cellulari. Differenti tipi di proteine siegnale e meccanismi di trasduzione sono
associati con queste giunzioni. Esse ricevono gartono i segnali dall'interno della cellula,
al fine di modulare I'espressione genica ed il cortggmento cellulare [195]. Inoltre, teght
junctionsimpediscono la diffusione laterale di glicolipidiproteine tra i domini apicale e
basolaterale della membrana plasmatica.
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Le tigh junctions formano una struttura multipla compatta, cos@tuda complessi di

multiproteine che sono unite agli anelli di actosia apicali sottostanti (Fig. 15).

Clilated call
Mucous layer

-
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Figura 15. Visione complessiva della localizzazionédelle tight junctions e del loro arrangiamento
strutturale all'interno degli enterociti (da Nasted [196]).

Tra le proteine delléght junctionsidentificate fin’ora vi sono: occludina e caludimaoteine
della placca citoplasmatica, ZO-1, ZO-2, ZO-3,itegolina, il 7H6.

Nel modello cellulare intestinale in vitro di tig@aco-2, la resistenza elettrica transepiteliale
(TEER), e una misura classica del flusso di caattaaverso la membrana, riflette la
permeabilita del cammino paracellulare e il fattee queste giunzioni siano pit 0 meno
serrate.

La dimensione dello spazio paracellulare & compiresalO e i 30-40 A e cid suggerisce che
soluti con un raggio molecolare al di sopra deA13.5kD) sono esclusi da questa via [196].
Le tight junctions sono strutture comunque dinamiche, che possonereesperte dalla

condensazione dei microfilamenti nella zona dedllan perigiunzinale di actomiosina, che

66



@alo I-Introduzione

dilatano letight junctionse aumentano I'assorbimento di nutrienti per traatiento da parte
del solvente, a causa di un flusso osmotico tramzgdonale che si viene a creare. Il poro della
tight junctionaperta ha una dimensione di 5 nm e permette dgumso di piccole molecole
quali inulina e polietilen glicole (4000-5000 DAP[7].

Gli unimeri di Pluroni€ P85 potrebbero seguire il percorso paracellularguanto il loro
peso molecolare & intorno a 4600 Da, mentre glnerii di Pluroni€ F127 in teoria non
dovrebbero seguire questo percorso, essendo ipEso molecolare pari a circa 12600 Da.

4.1.3Endocitosi

L’endocitosi € il processo di trasporto mediato \dsscicole utilizzato dalle cellule per
internalizzare macromolecole extracellulari, lipidiella membrana plasmatica e proteine.
Durante I'endocitosi, la cellula internalizza panzi di fluido extracellulare, incluso |l
materiale sospeso o dissolto in esso. Una porzietla membrana plasmatica € invaginata e
forma vescicole chiamate endosomi. Vi sono differparcorsi di endocitosi che utilizzano
differenti meccanismi per internalizzare porziorglld membrana plasmatica; tuttavia, |l
meccanismo dell’endocitosi sfruttato dagli entetiogilimitato alla pinocitosi, in quanto gli
enterociti non sono in grado di effettuare la fawst, che é tipica di cellule specializzate
guali ad esempio i macrofagi, i fibroblasti, i meitoe i neutrofili [154, 194, 198].

Esistono quattro differenti meccanismi di pinoditasicropinocitosi, endocitosi mediata da
clatrina, endocitosi mediata da caveole e endacitaipendente da clatrina e caveaole
(macropinocitosi), che sostanzialmente non avvianévello degli enterociti in quanto
consiste nell’invaginazione di grosse porzioni e@llembrana al fine di formare vescicole di
grosse dimensioni (500-2000 nm) formate a livelloadlule che esplicano la fagocitosi [199-
201].

La fagocitosi mediata da clatrina rappresenta iihggpale meccanismo di endocitosi. Esso
dipende dalla concentrazione di recettori transmramd ad elevata affinita e i loro ligandi
contenuti in cavita rivestite di clatrina sulla maana plasmatica. Queste cavita sono formate
dall’'assemblamento di proteine di rivestimento,npipalemnte clatrina, sulla superficie
citosolica della membrana plasmatica.

Le proteine di assemblamento a loro volta interagyis con proteine di adattamento, le quali
specificano il sito di assemblamento della clat@naelezionano il materiale da trasportare,
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mediante linterazione con segnali di internalizaae localizzati sul lato citosolico della
membrana.

Il tempo di esistenza delle cavita € molto brevdrequalche minuto dalla loro formazione
esse formano invaginazioni che evolvono in veseichlendocitosi che vengono incapsulate
dal rivestimento di clatrina e trasportano all’mie della cellula complessi recettore-ligando.
Le macromolecole entrano nella cellula legate miéanbrana che le circonda tramite il loro
recettore (pinocitosi mediata dal recettore), atta interazioni non specifiche (pinocitosi di
adsorbimento); esse possono anche entrare allimigella vescicola liberamente disperse in
soluzione (pinocitosi in fase fluida) [202]. Le ee®le rivestite di clatrina sono anch’esse
transienti: entro pochi secondi dalla loro formazipesse perdono il loro rivestimento e si
fondono con gli endosomi [203].

Le caveole sono invaginazioni della membrana plésmahe definiscono micro domini
ricchi in colesterolo e sfingolipidi, in cui son@rentrati diverse molecole del segnale e
trasportatori di membrana [204]. La forma e l'orgaazione strutturale delle caveole é
determinata dalla caveolina, una proteina dimecita lega il colesterolo, che si inserisce
nella membrana plasmatica e si autoassocia a fermaestimenti di caveolina sulla
superficie delle invaginazioni. Le caveole sonaitstire statiche, la cui internalizzazione puo
essere iniziata dal legame a recettori presentiom interno. Comunque, anche dopo
I'attivazione, le caveole sono internalizzate lemate (1>20 min) e formano piccole
vescicole (50-60 nm di diametro) che trasportanocgi volumi di fasi fluide. Di
conseguenza, questo processo non contribuiscefisagiviamente all’'uptake di fase fluida
[199].

Come le caveole, esistono altri micro domini diiq@fisfingo lipidi altamente ordinati e
colesterolo nella membrana plasmatica e sono gememge indicati con il termine “zattere
lipidiche” o lipid rafts): si tratta di piccole strutture, dal diametrodilica 40-50 nm, che
diffondono liberamente sulla superficie cellula?2@%]. Esse possono essere catturate da tutti i
tipi di vescicole endofitiche. Per esempio, siddssina Shiga che le tossine del colera non
aggregate, che si legano a glicolipidi associatradis sono internalizzate da vescicole
rivestite di clatrina [206]. Oltre a cio,rafts possono invaginarsi ed essere trasferiti a livello
citoplasmatico secondo meccanismi indipendentirdagssi di endocitosi regolati da clatrina

e caveole, secondo meccanismo non del tutto aH20].
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Come gia menzionato, nelle cellule eucariotichetesp tre differenti modalita di endocitosi:
endocitosi recettore mediata, endocitosi di adsoebio non specifico e endocitosi a fase
fluida. La prima implica che avvenga un riconosaitoespecifico ligando-recettore al fine di
internalizzare il complesso formato. Il processmuisbile dipendente da clatrina &€ implicato
nell'internalizzazione di ormoni (insulina, ormordella crescita), proteine (transferrina,
LDL), virus (adenovirus) e tossine (tossina diftari tossindPseudomongs[207]. Questo
sistema e altamente efficiente e ben regolato.

L’endocitosi di adsorbimento non specifico avviégmeeguito a legami tra soluti o particelle a
livello di siti non specifici sulla membrana pladioa, tramite interazioni idrofobiche,
interazioni carboidrato-proteina o interazioni e [199].

L’endocitosi a fase fluida & un processo di intérzazione non specifico che necessita di un
legame alla membrana plasmatica. Di consegueffizgiiextracellulari circondanti le cellule
sono internalizzati con una bassa efficienza, nmawoprofilo lineare all'interno di un ampio
intervallo di concentrazione.

Dopo la captazione per endocitosi di proteine dutoo immerse nella fase fluida attraverso
vescicole rivestite di clatrina e caveolina o nimestite, tali vescicole si fondono per formare
endosomi precoci (Fig. 16).

All'interno degli enterociti, vi sono differentigi di endosomi precoci apicali e basolaterali
che differiscono per funzioni e composizioni. Gidesomi precoci apicali e basolaterali non
sono in gradi di fondersi gli uni con gli altri, neatrambi si fondono con endosomi tardivi
[194]. Nell'endosoma precoce, alcune proteasi domerite nel lume, il quale risulta avere
un pH acido compreso tra 6.0 e 6.2; in questo rarkmente alcuni ligandi sono rilasciati dai
loro recettori. Proteine di membrana e lipidi poss@ssere liberati dagli endosomi precoci
per ritornare verso la superficie cellulare, perees degradate o per essere trasportate sul lato
opposto della membrana (transcitosi) [203].

Dopo la loro captazione, la maggior parte delle nm@olecole € distrutta da enzimi presenti
nei lisosomi o nelle vescicole endofitiche stegdeune di esse sono in grado di sfuggire alla
degradazione e sono rilasciate nello spazio inteakt, dal quel vengono trasferite nel circolo
sistemico dopo eventuale passaggio nei vasi [oifg08].

Per quanto riguarda la degradazione di micellelaioRic® all'interno delle vescicole endo-
lisosomiali, & stato dimostrato che esse possiedoacelevata stabilita in ambiente acido ma
sono enzimaticamente degradate nel giro di poahihgi Nonostante cio, si deve tenere in
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considerazione anche I'enventuale uscita delle lleiatal compartimento endosomiale, a
causa del loro carattere anfifilico.

NON-CLATHRIN H:’;Tlif :5
MACROPINOCYTOSIS | NONCAVEOLAE | eunocyrosis
ENDDCYTOSIS Plasma mambrane CAVEDLAE
M I + \:\‘J\
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Figura 16. Riassunto delle principali vie di endo¢osi utilizzate dalle macromolecole. Vescole rivegt di

clatrina (CCVs) si trasformano in endosomi precociEssi possono ritornare verso la superficie celluta o
progredire verso la struttura endosoma-lisosoma. Ati possibili meccanismi sono quelli dei coats non

rivestiti (non-CCV), la macropinocitosi di caveole(dipendente da caveolina). La tranci tosi avviene a
partire da endosomi precoci (adattata da Sieczarsit al [207]).

4.1.4Meccanismi di efflusso

| geni del trasportatore ATP-binding cassette (ABpPpartengono ad una superfamiglia di
geni che codificano per le proteine trasportathiBiC [209].

Queste sono proteine transmembrana implicate asparto di una varieta di substrati
attraverso le membrane intra- ed extracellulawdptto metabolici, lipidi e steroli, farmaci.
Le proteine sono classificate coma trasportatori CABn base alla sequenza e
all'organizzazione dei loro domini ABC, anche nodime domini leganti i nucleotidi (NBFs).

La famiglia ABC include la proteina associata alDR (MRP o MRP1), il trasportatore a
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canale multi specifico per ioni organici (c(MOAT, 8&® o MRP2) e trasportatori leganti
I'ATP (ABC1 e ABC2) nella proteina di resistenzd tlenore al seno (BCRO) ([210].
| trasportatori ABC sono implicati nella resistertmanorale, nella fibrosi cistica, nella multi

resistenza batterica e in molte altre patologiarattere ereditario.

Il coinvolgimento dei trasportatori ABC nel problandella multi resistenza ai farmaci nel
tumore € stato descritto nel paragrafo 2.6.9.3idetiduzione.

Oltre ai trasportatori ABC, una famiglia darriers di soluti (SLC) e stata recentemente
studiata nell'ambito dell’interferenza del segndie@ssorbimento intestinale. In uno studio di
Artrussonet al. [211], e stato valutata I'espressione intestirthl® tipi di trasportatori delle
famiglie ABC (P-gp, BCRP, MRP2, MRP3) e SLC (PEPMCT1, OATPB, OCTN2,
OCTNL1) lungo il tratto gastrointestinale (Fig. 17).
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Figura 17. Localizzazione di vari ABC e SLC traspotaori ad efflusso nella membrana plasmatica di

enterociti (da Solvo Biotechnology).

Otto dei nove trasportatori studiati hanno dimdstrhifferenze nella loro espressione a livello
regionale. OATB é risultato essere il solo trasore che non mostra una espressione
variabile a seconda delle ragioni del tratto intedé umano. La P-gp ha dimostrato essere la

proteina che mostra le maggiori differenze (fifdeolte) nell’espressione lungo I'intestino.
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L’espressione dei trasportatori nei modelli cellu@aco-2 ha dimostrato essere la piu simile
a quella dell'intestino tenue umano, sebbene il@lodn vitro presenti una over-espressione
di OATPB, BRC e MRP2 fino a 5 volte maggiore rigpet|l'intestino umano.
| trasportatori ABC utilizzano I'energia di idroliglel’ATP per trasportare vari substrati
attraverso le membrane cellulari: batteri, zucchetamine, ioni metallici. Nelle cellule degli
eucarioti, i trasportatori ABC trasportano essdnmsmte verso I'esterno della membrana
plasmatica o all'interno di organelli legati allembrana, come il reticolo endoplasmatico e i
mitocondri. Le molecole trasportate includono:

e Lipidi e steroli (fosfatidilcolina, colesterolo, 12];

« loni e piccole molecole (K sulfonilurea, [213];

* Farmaci (indinavir [214], doxorubicina [215]);

» Polipeptidi di grandi dimensioni (trasportatoriaitigeni [216].
Non risulta chiaro esattamente come queste propgiagano traslocare una cosi ampia varieta
di sostanze; tuttavia tramite I'utilizzo di modedlistato stabilito che la P-gp lega farmaci in
maniera indiscriminata da fasi lipidiche sulla basda loro idrofobicita. Quindi, farmaci
substrato della P-gp sono spesso molecole di gdiesensioni (peso molecolare >400 Da),
di natura idrofobica o anfifilica, con un anell@pare e catene laterali contenenti nitro gruppi.
Essi sono in genere carichi positivamente a phblbgico, ma il fatto che la colchicina sia
substrato della P-gp pur non avendo queste castitthe suggerisce che i substrati possono
occupare siti di legame differenti [210].
Dal momento che i substrati delle P-gp sono mo&mbbfobiche, I'accesso al sito di legame
sulla proteina avviene a partire dal doppio stigimlico, piuttosto che a partire dalla fase
acquosa. Si pensa che questo sito di legame idoofger I'efflusso di farmaci si trovi in una
regione inibita da alcuni tensioattivi di naturdip@rica per mezzo di interazioni specifiche o

mediante un ingombro sterico.
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CAPITOLO Il
Scopelld ricerca

La maggior parte delle nuove molecole candidateo adlviluppo farmaceutico é
tendenzialmente lipofila, caratteristica che serquote su una bassa biodisponibilita legata
alla bassa solubilita e/o alla bassa velocita sauzione. Numerosi approcci possono essere
considerati per migliorare la solubilita acquosaudifarmaco ed in particolare I'utilizzo di
micelle polimeriche ha sollevato di recente un ceese interesse da parte dei formulatori.

| polossameri sono copolimeri anfifilici carattez@i da una struttura triblock lineare: la
porzione centrale di ciascun monomero € rappretsedtaunita di propilen-ossido a carattere
prevalentemente lipofilo, mentre le due porzioteédali sono rappresentate da unita di etilen-
ossido, a carattere idrofilo. Questi polimeri inluzione acquosa e ad opportune
concentrazioni sono in grado di formare micellestitoite da uncore lipofilo in grado di
ospitare il farmaco e da usbell prevalentemente idrofilo.

Lo scopo di questa ricerca e stato in primo luogellg di includere farmaci modello
appartenenti alle classi Il e 1V del sistema BA$é&trno delle micelle formate da due tipi di
polossameri aventi differenti caratteristiche gofilia: Pluroni® F127 e Pluroni® P85 e di
valutare gli effetti sulla solubilita delle moleeoin solventi acquosi. Come farmaci modello
sono stati scelti il dapsone (classe 1), la clazte (classe V) e la digossina (classe II).

Le conseguenze della variazione di solubilita suldal farmaco sul suo assorbimento é stata
valutatain vitro mediante studi di trasporto attraverso il modellomembrana intestinale
rappresentato dalle cellule Caco-2. Oltre ad essetensioattivo formante micelle, Plurohic
P85 si & dimostrato, in numerosi studi riportatigtieratura, in grado di inibire la pompa a
efflusso P-gp localizzata sul lato apicale dellanbeana intestinale e coinvolta nel fenomeno
della multiresistenza a farmaci oltre che respoitsatella scarsa biodisponibilita di molti
farmaci. L'effetto del blocco della pompa a efflasia parte di Pluronfc P85 & stato valutato
studiando il trasporto di una molecola substratdaté pompa, la digossina, attraverso il

monostrato cellulare Caco-2.
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| farmaci modello utilizzati per questo studio sommlecole prevalentemente lipofile e/o
dotate di scarsa permeabilita attraverso le menebrigeffetto della variazione di solubilita
derivante dalla loro inclusione in strutture miaeille stato valutato anche sull’assorbimento
attraverso la membrana cutanea. In particolaretudio dell’assorbimento transdermico di
dapsone (farmaco utilizzato per il trattamentoftizzaoni della pelle sia per via topica che per
via orale) in presenza di polossameri puo rivelpasticolarmente interessante per lo sviluppo
di una formulazione topica del farmaco che sfrigti proprieta di termogelificazione
reversibile posseduta in particolare da Plurdmt27.

| gel di Pluroni€® F127 hanno trovato varie applicazioni soprattutell'ambito della
somministrazione mucosale di farmaci, a causa dsllatteristiche favorevoli dei gel in
termini di resistenza e di proprieta reologich@prattutto per la proprieta di reversibilita gel-
liquido dipendente dalla temperatura. In questarci@ sono state valutatevitro le proprieta

di bioadesione di PlurorficF127 e Pluronit F68 alla vescica urinaria. Questo studio
preliminare puo fornire le basi per lo sviluppaudia formulazione mucoadesiva che potrebbe

pertanto ampliare il campo di applicazione di guastimeri.
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CAPITOLO I

Parteegsimentale
1. MATERIALI

Acetonitrile per HPLC (Carlo Erba Reagenti, Rodavdano, I)

Acido Fosforico 85% (Sigma Aldrich, D)

Carbopol 934Chiesi Farmaceutici s.p.a-Master Pharma s.r.trmBal)
Chitosano (Chito Cledt, Primex, Siglufjordur, 1S)

Clorotiazide (Sigma Aldrich, Steinheim, D)

Dapsone (Sigma Aldrich, Steinheim, D)

Digossina (Fluka Bio Chemika, Sigma Aldrich, D)
Dimetilsolfossido sterile (Sigma Aldrich, D)

Dulbecco’s Maodified Eagle’s Medium (InVitrogen, B)
Etilcellulosa(Lisapharma, Erba, 1)

Siero fetale bovino (InVitrogen, B)

Glutammina (InVitrogen, B)

Hanks’ Balanced Salt Solution (InVitrogen, B)

Metanolo per HPLC (Carlo erba Reagenti, Rodanoaihi| 1)
Aminoacidi non essenziali (InVitrogen, B)

Phosphate Buffer Solution sterile (InVitrogen, B)
Penicillina/Streptomicina 100U/ml (InVitrogen, B)

Pluroni®® F127 (BASF, Wyandotte, MI, USA)

Pluroni® F68 (BASF, Wyandotte, MI, USA)

Pluroni® P85 (BASF, Wyandotte, MI, USA)

Potassio diidrogeno fosfato (KPIO, Fluka Chemika, Sigma Aldrich, Steinheim, D).
Sodio Cloruro (NaCl, A.C.E.F., Fiorenzuola d’ArdRg, 1)

Sodio fosfato bi-basico dodecaidrato {NRO,-12 HO, Carlo Erba, Milano, I)
Tripsina (InVitrogen, B)

Triton X-100 (Sigma Aldrich, D)
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CLOROTIAZIDE (Sigma Aldrich, Steinheim, D)

H
cl N
\\
s s~
o~ \ /7\\
NH, o 0

C7HsCIN3O4S;

6-chloro-1,1-dioxo-4H-benzo[e][1,2,4]thiadiazinesdfonamide

Peso molecolare295.7 (g/mol)

Log P (previsto) 0.41

Log P (sperimentale) -0.5

Solubilita in acqua (prevista) 0.398 mg/ml

Solubilita in acqua (sperimentale) 266 pg/ml

pKa: 6.85

Classe BCSIV

Indicazione terapeutica diuretico tiazidico inbitore del riassorbimemtoNa’/Cl” dal tubulo
distale. E’ indicato nella terapia adiuvante del€ma associato a insufficienza cardiaca, nel

trattamento dell’ipertensione sia come tale chassociazione con altri antiipertensivi.
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DAPSONE (Sigma Aldrich, D)

NH,

O0—=S=0

NH,

C12H12N20,S

4-(4-aminophenyl)sulfonylaniline

Peso molecolare248.3 g/mol

Log P (previsto) 1.19

Log P (sperimentale) 0.4

Solubilita in acqua (prevista) 0.284 mg/ml

Solubilita in acqua (sperimentale) 380 pg/ml

pKa: 2.41

Classe BCSII

Indicazione terapeutica antibiotico antibatterico con proprieta antiimfiematorie
immunosoppressive, utilizzato come leprostaticoek trattamento di dermatiti da herpes.

Recentemente approvato negli USA per il trattaméoyieco dellacne vulgariggel 5%).

79



Caybit I1I- Parte sperimentale

DIGOSSINA (Fluka Bio Chemika, Sigma Aldrich, D)

C41He4014
4-[(3S,5R,8R,9S,10S,12R,13S,14S)-3-[(2R,4S,5S,6l2S5,4S,5S,6R)-5-[(2S,4S,5S,6R)-
4,5-dihydroxy-6-methyloxan-2-ylJoxy-4-hydroxy-6-nigtoxan-2-ylJoxy-4-hydroxy-6-
methyloxan-2-ylloxy-12,14-dihydroxy-10,13-dimethi|2,3,4,5,6,7,8,9,11,12,15,16,17-
tetradecahydrocyclopenta[a]phenanthren-17-yl]-5kéufie2-one.

Peso molecolare780.9 g/mol

Log P (previsto) 1.04

Log P (sperimentale) 2.2

Solubilita in acqua (prevista) 0.127 mg/ml

Solubilita in acqua (sperimentale) insolubile

Classe BCSII

Indicazione terapeutica glicoside digitalico utilizzato nel trattamenteelinsufficienza
cardiaca congestizia e delle aritmie sopraventitalovute a meccanismi di rientro e nel
trattamento della fibrillazione atriale cronica.

E’ un inibitore della pompa N&K* ATP-asi.
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PLURONIC® BLOCK COPOLIMERI

(BASF, Wyandotte, MI, USA)

WSS

o T > "y

Numero medio di

Numero medio di

Cloud point sol.

Copolimero| PM? . o . HLB @ CMC (M) €
unita EO (x) unita PO (yf acq. 1% (°C}
F127 12600 200.45 65.17 22 >100 2.8 X510
F68 8400 152.73 28.97 29 >100 4.8 X10
P85 4600 52.27 39.66 16 85 6.5 X210

@Fornito dal produttore

b Calcolato in base al peso molecolare medio

c [56]

Aspetto: scaglie bianche.

Impiego: tensioattivi, antischiumogeni, solubilizzanti.
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CARBOPOL ® 934 (Chiesi Farmaceutici s.p.a-Master Pharma s.r.tmBaltalia)

OH

e /

[C3H4O]n

Polimero dell’acido acriliceross-linkedcon allil sucrosio e polimerizzato in benzene.

Peso molecolare del monomerd2.1 g/mol

Peso molecolare del polimeracirca 3000 kD.

Log P: 0.2

Aspetto: polvere bianca fine

Peso specificnl.41 kg/l a 20° C.

pH: (soluzione acquosa 0.1%): 6.0-7.5.

Proprieta chimico-fisiche polimero idrofilo non solubile in acqua, che nd@a dopo
dispersione in acqua e forma una mucillagine oatdl@. La natura tridimensionale e
responsabile di numerose proprieta quali I'insefigiga, non riscontrata nei polimeri simili a
catena lineare.

Temperatura di transizione vetrosa: 105° C.

Applicazioni farmaceutiche

Utilizzato nel rilascio controllato in compressdilirzato per le proprieta di bioadesione in
applicazioni buccali, oftalmiche, intestinali, nksavaginali, rettali. Dopo essere stato
neutralizzato con una base buo addensare acquaeats@rganici: e utilizzato quindi come
eccipiente addensante a basse concentrazioni, \asnusizzante e per migliorare le proprieta
di flusso di preparazioni topiche, lozioni, crergels, sospensioni orali;

Eccipienti stabilizzante le sospensioni di ingrediesolubili in preparazioni orali e topiche;

Agente emulsionante in emulsioni olio-in-acquayatanche ad alevate temperature.
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ETILCELLULOSA (Lisapharma, Erba, Italia)

Etiletere cellulosa.

Formula chimica: il polimero contiene unita di anidroglucosio sasti con la seguente
formula generale: §H70,(OR;)(ORy) in cui:

Ri: -H

R2: -CH,CH3

Contenuto non inferiore al 44% e non superiore b 5i gruppi etossilici (-O&Hs) sulla
sostanza secca (equivalente a non piu di 2.6 geippsili per unita di anidro glucosio).
Origine: I'etilecellulosa é ottenuta dalla cellulosa, linzipale polisaccaride e costituente del
legno e di tutte le strutture vegetali. Il prodatmmmerciale e ottenuto dal legno e poi etilato
parzialmente per via chimica.

Descrizione polvere poco igroscopica, di colore da biancieadastro, inodore ed insapore.
Solubilita: Praticamente insolubile in acqua, in glicerolm ¢propano-1,2- diolo ma solubile
in proporzioni variabili in taluni solventi orgami@ seconda del contenuto etossilico.
L'etilcellulosa contenente meno del 46-48% di grupossilici € facilmente solubile in
tedraidrofurano, in acetato di metile, in clorofemned in miscele di idrocarburi aromatici ed
etanolo. L'etilcellulosa contenente 46-48% o pigippi etossilici € liberamente solubile in
etanolo, in metanolo, in toluene, in cloroformimeacetato di etile.

Funzione e caratteristiche principalmente utilizzato come agente addensami@,anche
come stucco da legno, fibra alimentare, agente-agufiegante ed emulsionante (non
autorizzato in Europa per questa applicazione).

Applicazioni farmaceutiche utilizzato come rivestimento di forme solide disaggio a
rilascio controllato, come colloide di protezioneceme addensante/legante nelle matrici
idrofobe. Questa sostanza é inoltre destinatasall'quale stabilizzatore di emulsione nei

sistemi misti acqua/olio e come strato barrieraqo@trollare la diffusione degli ingredienti.
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CHITOSANO (Chito Clear®, Primex, Siglufjordur, Islanda)

CHs CHs
O—j/ OH o=/
HO7~Z4 «Of i, Q ‘O"" Chitina
OH
CHS

] Chitina deacetilasi

CHs
OH O=<
HO i Olé&, HO NA o Chitosano
NH,
OH QOH

La chitina € presente in natura come componente dello soheleinsetti e crostacei, e come
componente delle pareti cellulari di batteri e foingChimicamente € un polisaccaride
naturale, costituito da un omopolimero di N-acétibpsammina, con un peso molecolare che
puo arrivare a 10 milioni; € insolubile in acquaaasa della struttura cellulare rigida e delle
forze intramolecolari dei legami a idrogeno.

Il chitosano & un polimero della D-glucosammina, che si pucermte anche per
deacetilazione alcalina della chitina stessa. dicpsso industriale attualmente utilizzato e
quello di partire dalla chitina purificata ottenuda crostacei. Il chitosano é facilmente e
velocemente solubilizzato da una soluzione acidaeffetto della salificazione dei gruppi
aminofunzionali.

Grado di deacetilazione 92%

Viscosita 715 cPs

pKa e solubilita: gli amino gruppi del chitosano hanno un pKa dé@i6.5. A pH fisiologico

il polimero e carico positivamente e solubile iduzioni neutre e acide con una densita di

carica dipendente dal pH e dal grado di de acétilez
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Proprieta e usi farmaceutici polimero biadesivo in grado di legarsi a superfiariche
negativamente quali le membrane mucosali.

Il chitosano aumenta il trasporto di farmaci polatiraverso le membrane epiteliali,
biocompatibile e biodegradabile; il polimero comaéeted i suoi derivati (trimetilchitosano)
sono utilizzati per il gene delivery.

Applicazioni biomediche agente emostatico dotato di proprieta antibatternaturali.
Applicazioni industriali : in agricoltura, utilizzato come fertilizzante ence protettore dalle
infezioni fungine.

Utilizzato nei processi di filtrazione e purificanie delle acque.
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2. METODI
2.1PREPARAZIONE DELLE SOLUZIONI DI POLOSSAMERI

Le soluzioni di Polossameri sono state preparatelanetodo “a freddo” ¢old method[40].

| polimeri sono stati solubilizzati in solventi aagpi alla temperatura di 4° C, in bagno di
ghiaccio, sotto agitazione magnetica. La dissoheialei polimeri &€ stata completata
conservando le soluzioni in frigorifero per almean notte.

Le concentrazioni delle soluzioni, i solventi izidlati per preparare le soluzioni e gli

esperimenti in cui tali soluzioni sono state uzéie, sono indicati in Tabella V.

Tabella V. Concentrazione delle soluzioni di Pluroit® utilizzate nella presente ricerca, solventi ed lar

utilizzo.
PLURONIC® CONCENTRAZIONE % (p/p) SOLVENTE ESPERIMENTO
5 H,O DLS in assenza di farmaci
DLS in assenza ed in presenza di farmaci,
10 H,0 ) o
permeazione transdermica
15 H,O DLS in assenza di farmaci
5 Soluzione fisiologica DLS in assenza di farmaci
F 127 10 Soluzione fisiologica DLS in assenza di farmaci
15 Soluzione fisiologica DLS in assenza di farmaci
5 HBSS DLS in assenza di farmaci
DLS in assenza ed in presenza di farmaci,
10 HBSS
trasporto attraverso le cellule Caco-2
15 HBSS DLS in assenza di farmaci
5 H,0O DLS in assenza di farmaci
DLS in assenza ed in presenza di farmai,
10 H,O _ P
permeazione transdermica
5 Soluzione fisiologica DLS in assenza di farmaci
10 Soluzione fisiologica DLS in assenza di farmaci
P 85
5 HBSS DLS in assenza di farmaci
DLS in assenza ed in presenza di farmaci,
10 HBSS
trasporto attraverso le cellule Caco-2
15 HBSS DLS in assenza di farmaci
20 HBSS DLS in assenza di farmaci

1 . R . .
HBSS: la soluzione HBSS (Hanks’ Balanced Salt 8wl € un tampone comunemente usato per le calelh@ari, in alternativa al PBS.
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2.2PREPARAZIONE DELLE SOLUZIONI SATURE DI FARMACI IN
SOLUZIONI DI POLOSSAMERI

Le soluzioni sature dei farmaci dapsone, cloroi@z digossina sono state preparate pesando
quantita di farmaci in eccesso rispetto alla sditidbnella rispettiva soluzione di polossamero
e lasciando la sospensione in agitazione magngticalmeno 24 ore.

Per la preparazione delle soluzioni donatrici déizaarsi negli esperimenti di trasporto
attraverso le cellule Caco-2, le sospensioni seate siltrate mediante filtri costituiti da una
membrana porosa di nylon (diametro dei pori: 0.4% diametro filtro: 25 mm, Whatman,
Maidstone, UK).

Per la preparazione delle soluzioni sature utitezaer la valutazione della solubilta dei
farmaci e per le analisi DLS, le sospensioni sotatescentrifugate a 11000 rpm per 15
minuti. | surnatanti sono stati prelevati ed edudti a 37°C per 24 ore ed in seguito diluiti
prima dell’analisi della concentrazione, effettuataediante cromatografia HPLC. Le
diluizioni delle soluzioni sature di ciascun farrmoaed i solventi utilizzati per la diluizione

sono mostrati in Tabella VI.

Tabella VI. Diluizioni effettuate e solventi utilizzati per la diluizione delle soluzioni sature deidrmaci

dapsone, clorotiazide e digossina.

MOLECOLA DILUIZIONE SOLVENTE

25% Metanolo-75% tampong
fosfato 0.034 M pH 5.9

\1%4

DAPSONE 1:100

17% acetonitrile-83%
CLOROTIAZIDE 1:100 soluzione acquosa di acido
fosforico 0.5%

DIGOSSINA 1:10 Metanolo 40%
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2.3ANALISI DELLE DIMENSIONI DELLE MICELLE DI
POLOSSAMERI IN PRESENZA ED IN ASSENZA DI FARMACI
MEDIANTE TECNICA DLS (Dynamic Light Scattering).

Le soluzioni micellari di polossameri sottoposte awhlisi dimensionalemediante tecnica
DLS sono state preparate nel modo seguente. Ircuvetta del volume di 4 ml sono stati
posti 50 pl di soluzione di polossamero e 3.5 mhdiua ultrapura (Milli-&, Millipore,
Billerica, MA, USA) filtrata con filtri sterilizzati del diametro di 0.2 micron (Acrodic
Syringe Filter, Tuffryn Membrane, PALL CorporatioNew York, USA). L'analisi DLS é
stata effettuata mediante la tecnRlaase Analysis Light Scatterif@ALS) utilizzando uno
ZetaSizef Nano ZS (Malvern Instruments, UK). La lunghezzandla del raggio luminoso
incidente e pari a 633 nm. Per l'interpretaziondadfinzione di autocorrelazione e stato
applicato il metodi dei cumulanti. La distribuziodemensionale ottenuta & rappresentata da
un grafico dell'intensita relativa della luce dewid"scattered) dalle particelle in varie classi
dimensionali ed & nota come distribuzione dimera®m intensita.

Le soluzioni di polossameri contenti farmaci in centrazione pari alla loro solubilita
(soluzioni sature, vedi paragrafo 2.3), sono stiiteite nello stesso modo e sottoposte
all'analisi DLS nelle stesse condizioni descriter e soluzioni di polimeri non contenenti
farmaci.

Due grafici tipici di distribuzione dimensionalderuti in intensita sono mostrati nelle Figure
18 e 19.

1|l diametro misurato con la tecniddynamic Light Scattering il diametro idrodinamico e si riferisce alle
proprieta di diffusione di una molecola all'interdoun fluido. Il diametro ottenuto con questa iearg quello
di una sfera che ha lo stesso coefficiente di diffie traslazionale della particella. Esso nonrdipesolamente
dalle dimensioni del core della particella, ma andalle sue caratteristiche di superficie, cosi eatalla
concentrazione e dal tipo di ioni presenti nel nee£2io significa che la dimensione ottenuta constméecnica
pud essere piu elevata di quella misurata ad esempiiante microscopia elettronica, in cui la paita

rimossa dal suo ambiente nativo
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Size Distribution Report by Intensity

Sample Details

Sample Name:
SOP Name:

General Notes:

Dapsone F127 10% eau 2

mansettings.dat

File Name: 102408.dts Dispersant Name: Water
Record Number: 2 Dispersant RI: 1,330
Material RI: 1,59 Viscosity (cP): 0,6864
Material Absorbtion: 0,01 Measurement Date and Time: vendredi 24 octobre 2008 ...
System
Temperature (°C): 37,0 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 369,6 Measurement Position (mm): 4,65
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 9
Results
Diam. (nm) % Intensity  Width (nm)
Z-Average (d.nm): 25,89 Peak1: 26,88 100,0 6,056
Pdl: 0,105 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,957 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality Good

Intensity (%)

Size Distribution by Intensity

100
Size (d.nm)

Record 2: Dapsone F127 10% eau 2]

1000 10000

Figura 18. Grafico di distribuzione dimensionale diuna popolazione monodispersa effettuata su una

soluzione micellare di Pluroni€ F127 al 10% (p/p) in acqua contenente il farmacdapsone. Risposta

ottenuta in intensita.
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Size Distribution Report by Intensity

Sample Details

Sample Name:

SOP Name:

General Notes:

Dapsone P85 HBSS 2

mansettings.dat

File Name: 103008.dts Dispersant Name: Water
Record Number: 11 Dispersant RI: 1,330
Material RI: 1,59 Viscosity (cP): 0,6864
Material Absorbtion: 0,01 Measurement Date and Time: jeudi 30 octobre 2008 17:5...
System
Temperature (°C): 37,0 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 881,7 Measurement Position (mm): 4,65
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 11
Results
Diam. (nm) % Intensity  Width (nm)
Z-Average (d.nm): 21,74 Peak1: 28,19 88,9 7,613
Pdl: 0,299 Peak 2: 6,371 11,1 1,061
Intercept: 0,816 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality Good
Size Distribution by Intensity
a R e PR TR i
A
o T e e R e ', , .‘\.!_ ......................................
= brd
5 10 ..................................... ,l “ee ;\ .......................................
g | |
z

1 10 100 1000
Size (d.nm)

— Record 11: Dapsone P85 HBSS 2[

Figura 19. Grafico di distribuzione dimensionale diuna popolazione effettuata su una soluzione micate

di Pluronic® P85 al 10% (p/p) in HBSS contenente il farmaco dapne. Risposta ottenuta in intensita.
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2.4S0OLUBILIZZAZIONE DI FARMACI DI CLASSE Il E DI CLASS E
IV IN MICELLE DI POLOSSAMERI

La solubilita dei farmaci dapsone, clorotiazide ®odsina € stata valutata mediante
preparazione delle soluzioni sature dei farmaatlivrersi solventi di natura acquosa, come

indicato nel paragrafo 2.2.

2.4.1 Analisi cromatoqgrafica

L’analisi della concentrazione delle soluzioni dapdone e digossina e stata effettuata
mediante HPLC utilizzando una pompa isocraticaiéSe200 pump, Perkin Elmer, Norwalk,
Connecticut, USA) equipaggiata con rivelatore U\&ilile (UV/VIS Spectrophotometric
detector LC 290, Perkin Elmer), interfaccia (PerkEimer, 900 Series Interface) e software
(Perkin Elmer, Turbochrom Workstation). | campi@uno stati iniettati per mezzo di un
autocampionatore Prostar 410 Varian (Varian, U3?er I'analisi della clorotiazide e stata
utilizzata una pompa isocratica (model 305, Gilddiddletown, WI, USA) collegata ad un
rivelatore UV-Vis (SPD-20°, Shimadzu, Kyoto, J)teriaccia (Perkin Elmer, 900 Series
Interface) e software (Perkin Elmer, Turbochrom Wétation). | campioni sono stati iniettati
per mezzo di un autocampionatore (model 231, Gjlson

I metodi di analisi HPLC di ciascuna molecola soagsunti in tThella VIII.

| cromatogrammi delle soluzioni standard dei treniaci sono riportati in Figura 20.

a) 8.18

[ THIJ

l IITIIJlrlIII
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Figura 20. Cromatogrammi ottenuti dall'analisi HPLC di soluzioni standard dei farmaci dapsone (a),

clorotiazide (b) e digossina (c).
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Tabella VII. Metodi di analisi HPLC delle soluzioni dei farmaci dapsone, clorotiazide e digossina.

INIEZIONE (L)

ANALISI HPLC DAPSONE CLOROTIAZIDE DIGOSSINA
22.5% metanolo | 17% acetonotrile
COMPOSIZIONE _ .
77.5% tampone 83% acido 28% aceto nitrile
DELLA FASE _ _
fosfato 0.034 M pH| fosforico 0.5% in 72% acqua
MOBILE
59 acqua
LUNGHEZZA
295 229 218
D’ONDA (nm)
CONCENTRAZIONE
DELLA SOLUZIONE 3.02 28.6 175
STANDARD (pg/ml)
SOLVENTE DELLA
SOLUZIONE Fase mobile Fase mobile Metanolo 409
STANDARD
VOLUME DI
50 30 100

Capcell Pak C18
5um, 4.6 mm (1.D.)

XTerra™ RP18

uBondapak” C18;

3.5um, 4.6 mm
COLONNA x 150 mm, 3.9 x 150 mm,
o , (1.D.)x200 mm,
Shiseido Fine Waters
) Waters
Chemicals
FLUSSO DI
_ 1 0.6 1.1
ANALISI (ml/min)
TEMPERATURA DI Temperatura 50 50
ANALSI (°C) ambiente
TEMPO DI
RITENZIONE 8.2 2.7 6.5
(minuti)
LIMITE DI
QUANTIFICAZIONE 0.005 0.013 15
(Hg/ml)
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2.5ESPERIMENTI DI TRASPORTO DELLE MICELLE DI
POLOSSAMERI ATTRAVERSO LE CELLULE CACO-2

2.5.1Coltura cellulare

Le cellule Caco-2 sono state ottenute dall’ AmericBype Culture Collection (ATCC,
Rockville, MD, USA) e sono state utilizzate trgpdssaggio 39 ed il passaggio 40. Le colture
cellulari erano esenti da micoplasmi (kit di dete® dei micoplasmi; Roche, GmbH,
Mannheim, D). Le cellule sono state mantenute ituc® in flaconi di plastica di 162 ¢m
(Corning Incorporated, NY, USA) dotati di tappi per (0.2 pm) che consentono gli scambi
gassosi in un’atmosfera di 5% €© 90% di umidita relativa a 37° C. Le cellule satate
subcoltivate fino al raggiungimento del 90% di doahza mediante utilizzo di tripsina 0.25%
e 0.2% EDTA (5-15 minuti) a 37°C e trasferite inomuflaconi. Il mezzo di coltura era
costituito da Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMIE a cui sono stati aggiunti
aminoacidi non essenziali (NEAA) all’1%, L-glutamaimM e siero fetale bovino (FBS) al

10%. Tutti questi componenti sono stati ottenatimitrogen (Merelbeke, B).

2.5.2Misura della resistenza elettrica transepiteliale

La misura della resistenza elettrica transepielfdEER) € stata effettuata al fine di valutare
I'integrita del monostrato cellulare.

La resistenza transepiteliale é stata misurata®€ 3ifilizzando un voltohm metro Evom
(World Precision Instruments, Berlino, D). Solangentmonostrati cellulari aventi valori di

TEER> di 300Q-cnf sono stati utilizzati per gli esperimenti.

2.5.3Esperimenti di trasporto

| monostrati di cellule Caco-2 sono stati coltivati inserti semipermeabili di policarbonato
Transwell (superficie degli inserti & di 1.12 Tmil diametro & pari a 12 mm, la dimensione
dei pori & di 0.4 pm, Transw&]l Corning Costar, Cambridge, UK) per un perioda2i
giorni, con una densita cellulare di 1.5 x°I@llule/cnf. In Figura 21 & mostrata una
rappresentazione schematica del supporto di coltemaswelP.
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Apicale (0.5 ml)

. . o — Cellule

I | e

Basolaterale (1.5 ml)

Figura 21. Rappresentazione schematica di un suppor di coltura a due compartimenti di tipo

Transwell®. Le cellule di adenocarcinoma umano (Caco-2) foramo dopo 21 giorni di coltura un
monostrato continuo su di un filtro microporoso, cle separa la camera in due compartimenti: apicale
(superiore, volume del terreno di coltura = 0.5 mle basolaterale (inferiore, volume del terreno di@tura

=1.5ml).

Il terreno di coltura (addizionato di penicillinaéptomicina 100U/ml) é stato sostituito ogni
2 giorni per 21 giorni. Per gli esperimenti di pago, i monostrati cellulari sono stati lavati
con Hank’s balanced salt solution (HB§S0.5 ml nel compartimento apicale e 1.5 ml nel
compartimento basolaterale) due volte in un temip80dminuti a 37° C. Per i trasporti in
direzione apicale-basolaterale (AB), il tamponeatosrimosso dal monostrato e sostituito nel
compartimento apicale con 0.5 ml di soluzione satlgl farmaco preparata come descritto
nel paragrafo 2.2 in PlurorficF127 10% solubilizzato in HBSS o in Plurchi®85 10%

2 La soluzione HBSS (Hanks’ Balanced Salt Solutidon tampone comunemente usato per le colturdamliu
in alternativa al PBS. E’ composto da: Ca(l.26 mM), MgC} (0.493 mM), MgS@ (0.407 mM), KCI (5.33
mM), KH,PQ, (0.4441 mM), NaHCQ(4.17 mM), NaCl (137.93 mM), NEPQ, (0.338 mM), D-Glucosio (5.56

mM). E’ commercialmente presente con o senza celci@gnesio, rosso fenolo e bicarbonato.
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solubilizzato in HBSS. La soluzione controllo eosiituita dalla soluzione satura del farmaco
in HBSS. | monostrati sono stati incubati a 37°C H20 minuti. A 0 e 120 minuti & stata

misurata la resistenza transepiteliale. La quanditafarmaco trasportata attraverso il
monostrato e stata misurata prelevando 1.5 ml diptme HBSS dal compartimento

basolaterale dopo 30, 60, 90 e 120 minuti (cinetidhtrasporto di dapsone e clorotiazide) e
dopo 120 minuti nel caso del trasporto del farn@igossina.

Per il trasporto in direzione basolaterale-api¢Bl&), la soluzione HBSS di lavaggio € stata
rimossa dal compartimento basolaterale e sostittiia 1.5 ml di soluzione satura del

farmaco. | monostrati cellulari sono stati inculza87° C per un tempo di due ore ed i prelievi
di 0.5 ml di soluzione tampone dal compartimentap sono stati effettuati con le stesse
modalita descritte per gli esperimenti in direzidi®

| campioni sono stati diluiti come indicato in TdhdX prima dell’analisi HPLC effettuata

come descritto nel paragrafo 2.4.1.

Tabella VIII. Diluizioni dei campioni dei farmaci prelevati nei compartimenti apicale e basolateralel

solventi delle diluizioni sono indicati in TabellaVl.

DIREZIONE DEL | CAMPIONE DILUIZIONE
MOLECOLA
TRASPORTO
AB Apicale 1:100
Basolaterale 1:2
DAPSONE ,
Apicale 1:2
BA
Basolaterale 1:100
AB Apicale 1:50
Basolaterale 1:2
CLOROTIAZIDE
Apicale 1:2
BA
Basolaterale 1:50
AB Apicale 15
Basolaterale 1:2
DIGOSSINA .
Apicale 1:2
BA
Basolaterale 1:5

96




Caybit I1I- Parte sperimentale

Il flusso (J= dQ/dt) e stato calcolato ponendo tiafigo la quantita cumulativa di farmaco
recuperata nel compartimento basolaterale (espetim@) o apicale (esperimenti BA) in
funzione del tempo e determinando la pendenza dslia che approssima tale relazione. Per
gli esperimenti in direzione apicale-basolaterbfusso e detto flusso di assorbimentgs{J
mentre il flusso ottenuto dagli esperimenti di p@$o in direzione basolaterale-apicale é
detto flusso di secrezione £gd).

Il coefficiente di permeabilita apparentea,[(rPcm-Sl) e stato calcolato secondo I'Equazione
10

dQ/dt _ J
®=Cc,[A C,[A

Eapione 10

dove dQ/dt e il flusso (J, mg/sec)y € la concentrazione del farmaco nel compartimento
donatore (mg/ml) e A & la superficie della membraidfiltri in cm? [186].

Il coefficiente di permeabilita apparente (cm/datigo al processo di assorbimento (trasporto
AB, Eq. 11) e al processo di secrezione (traspBApE(Q. 12) e stato calcolato utilizzando i

flussi dei rispettivi trasporti :

J
Poopas = o Equazione 11
PpAB
C,[A
I:)appBA = JBA Equazione 12
C,[A

L’ efflux ratio o BAJ/AB ratio (Eq. 13) e definito come il rapporto tra la permikigb
apparente (cm/sec) nella direzione di trasportwlbserale verso apicale e la permeabilita
apparente nela direzione apicale verso basolateragpporto inverso (AB/BAratio) viene
calcolato secondo I'Equazione 14. Tali parametmgoso utilizzati per quantificare la
differenza nel trasporto di molecole in una direeieispetto all’altra (trasporto asimmetrico).

I:)appBA

i—gratio = EffluxRatp = Equaziotd

appAB
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P
AB | atio = -8
BA P

appBA

Equazione 14

Le differenze tra i valorio di&3,sono sono state considerate statisticamente sigtife per
valori di p < 0.05, l'analisi statistica e statafe@uata utilizzando ANOVA (software
Kaleidagrapfi v.3.6) seguita da un’analisi multipla su coppiemdidie effettuata con il test

Bonferroni.

2.5.4Test della lattato deidrogenasi (LDH)

La morte cellulare & generalmente valutata sullsebdi danni alla membrana plasmatica.

Molti metodi standard sono basati sulla catturailorigascio di coloranti endogeni cellulari,
isotopi radioattivi o coloranti fluorescenti esogda cellule bersaglio marcate. Altri saggi si
basano sul rilascio di enzimi citoplasmatici dat@ali cellule danneggiate, dove la quantita
dell’'attivita enzimatica valutata sul surnatantélutere viene correlata con la quantita di
cellule che hanno subito danni (lisi) alla membrah@smatica. Saggi di rilasci enzimatici
sono stati descritti per la fosfatasi acida e aleala transaminasi glutammato-ossalacetato, la
transaminasi piruvato-glutammato e l'arginosucansi. Tuttavia I'applicazione di questi
test e risultata limitata dalla bassa quantitardiirai presenti in molti tipi di cellule e dalle
elaborate cinetiche di quantificazione necessagrevplutare la maggior parte delle attivita
enzimatiche.

Al contrario la lattato deidrogenasi (LDH) é un iena citoplasmatico stabile presente in tutte
le cellule. Quando la membrana plasmatica € danaagd/LDH e rapidamente rilasciato nel
surnatante cellulare. | comuni kit di valutazioreda citotossicita sulla base dell’enzima LDH
consistono in semplici e rapidi saggi colorimetger la misura dell’attivita LDH.

Il terreno di coltura privo di cellule viene ractmled incubato con la miscela di reazione
contenuta nel kit. L'attivita del’lLDH e determirsatda un test colorimetrico: nel primo
passaggio NAD+ viene ridotto a NADH/H+ nella corsiene del lattato a piruvato
catalizzata dall'LDH. Nel secondo passaggio, uralcatatore incluso nel kit (diaforasi)
trasferisce H/H+ dal NADH/H+ al sale di tetrazolahe e ridotto a formazano (Fig. 22).
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LDH
Acidolattico . — — -+ Acidopiruvico
/“ b
1
NAD* NADH/H*
Formazano e \“-- _H/r Tetrazolio (giallo)

(rosso)

Figura 22. Reazione enzimatica in due passaggi pker quantificazione della lisi e morte cellulari inun test
di citotossicita LDH.

Un aumento nel numero di cellule che presentanmidalle membrana plasmatica o nel
numero di cellule morte porta ad un aumento déNig del’enzima LDH nel terreno di

coltura, che e direttamente correlabile con la ttandi formazano prodotto ad un
determinato periodo di tempo. Di conseguenza, lantid di colarante prodotto e
proporzionale al numero di cellule che hanno sulisio Il formazano prodotto e solubile in
acqua e mostra un massimo di assorbimento attarB60anm, mentre il sale di tetrazolio

mostra scarsa assorbanza a questa lunghezza d’onda.

2.5.4.1Procedura sperimentale

Per la valutazione della tossicita delle soluziotiizzate per gli esperimenti di trasporto
descritti nella presente ricerca e stato utilizaatoCitotoxicity Detection Kit (LDH) (Roche
Applied Science, Roche, Basilea, CH). Il catalinratliofilizzato & stato ricostituito in 1 ml
di acqua bidistillata per dieci minuti sotto agitae.

Come controllo positivo e stata utilizzata una smne di Triton X-100 (Sigma Aldrich, D)
all'l%; 500 ul di tale soluzione sono stati postiaatatto con le cellule. La quantita di LDH
liberata in seguito a lisi della membrana cellulprevocata dalla soluzione di tensioattivo

rappresenta il 100% del valore di citotossicita.
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| terreni di coltura dei compartimenti apicali detiellule dopo esperimento di trasporto sono
stati prelevati e centrifugati a 250 g per 5 minusurnatanti sono stati prelevati e diluiti 1:5
in PBS; 100 ul delle soluzioni sono stati postirakrno di pozzetti di una placca 96 pozzi
(Cellstaf’, Greiner Bio-One, Frickenhausen, D).

| controlli positivi sono stati diluiti 1:5 in PBS200 pl di tale soluzione sono stati posti
all'interno di un pozzetto e diluiti progressivanenl:2, al fine di costruire la retta di
calibrazione.

Ad ogni pozzetto sono stati aggiunti 100 ul di tigat per la rivelazione colorimetrica,
costituito da 250 ul di sospensione di catalizzatorscelato a 11.25 ml di colorante.

La placca e stata incubata a temperatura ambierifgeo dalla luce per 30 minuti.
L’assorbanza e stata misurata a 492 nm mediantettame di micro piastre Multiskan EX
(modello 355, Thermo Electron, Waltham, MA, USA).

26EFFETTO DElI POLOSSAMERI SULLA PERMEAZIONE
TRANSDERMICA DI DAPSONE, CLOROTIAZIDE E DIGOSSINA

2.6.1 Approvvigionamento e preparazione dei tessuti

Per gli esperimenti di permeazione transdermidata sitilizzata I'epidermide isolata da pelle
di maiale, prelevata dalla parte esterna dell’dnexdell’animale poco dopo il sacrificio. La
pelle, dopo essere stata lavata in acqua e sepabaacartilagine mediante I'utilizzo di un
bisturi, & stata tagliata in pezzi di adatte dinmse immersa in acqua distillata a 60° C per
due minuti, al fine di separare I'epidermide. L@@imide é stata immersa in soluzione
fisiologica e congelata a -18 °C in freezer. Al namto dell'utilizzo, il tessuto e stato
scongelato mediante immersione per alcuni minutpachi ml di soluzione fisiologica a
temperatura ambiente.

Apparecchiaturagli esperimenti di permeazione in vitro sonoistandotti utilizzando celle

di diffusione verticale di tipo Franz (DISA, Milan con area disponibile per la permeazione
di 0.6 cnf (Fig. 23).

Tale sistema € costituito da un compartimento dweatli volume pari a circa 1 ml e un
compartimento ricevente di volume pari a circa 4lmalsoluzione ricevente e stata mantenuta

in costante agitazione al fine di garantirne I'oreogita ed evitare I'accumulo di farmaco in
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prossimita della pellebpundary layer effekt Le celle sono state immerse in un bagno

termostatato a 37 °C per tutta la durata dell’aspanto.

Compartimento
donatore

Compartimento
ricevente

-

Agitatore magnetico

Figura 23. Rappresentazione schematica del sistemélizzato per gli esperimenti di permeazione (ced di

Franz).

Condizioni sperimentalilepidermide e stata montata orizzontalmente ltrzcompartimento

donatore e quello ricevente, con lo strato comamto verso l'alto.

La soluzione ricevente era costituita da soluzisielogica, opportunamente degasata prima
dell'inizio dell’esperimento.

Il compartimento donatore e stato riempito con MmBdelle soluzioni sature di ciascun
farmaco, preparate (come descritto nel paragrafpi.Pluroni€ P85 10% solubilizzato in
acqua. La soluzione controllo era costituita detluzione satura del farmaco in acqua.

Ad intervalli di tempo prestabiliti (1 ora) sonastprelevati 30Qul di soluzione ricevente e
sostituiti con uguale volume di soluzione fisiologifresca. Gli esperimenti sono stati
condotti per tempi di 24 ore (dapsone) e 22 orer@tiazide, digossina). | campioni cosi
ottenuti sono stati analizzati mediante HPLC (peafig2.4.1).
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2. 7VALUTAZIONE EX-VIVO DELLE BIOADESIONE Dl
POLOSSAMERI ALLA VESCICA URINARIA SUINA

2.7.1 Approvvigionamento e preparazione dei tessuti

Le vesciche di suini femmina di circa sei mesi setaie ottenute da un macello locale e
trasportate (entro qualche ora dal sacrificio deifmale) in soluzione PBS contenente 8.8 g
NaCl, 598 g NgHPO,, 0.19 g KHPO; in un litro di acqua distillatea pH 7.4 alla
temperatura di 4°C. Gli organi sono stati successente aperti e tagliati in pezzi
approssimativamente quadrati delle dimensioni diac2 cm x 2 cm. Tutti gli esperimenti

sono stati effettuati entro 4 ore dal sacrificit’daimale.

2.7.2Preparazione e caratterizzazione delle compresgmtimeri

Le compresse di differenti polimeri (Plurofii127, Pluroni€ F68, chitosano, Carbopol 934
ed etilcellulosa) sono state ottenute comprimenidia 800 mg di polimero puro in una pressa
idraulica manuale (Specac, Kent, UK). Per i poloswa € stato necessaria una lieve
macinazione in mortaio di agata ed una successs@ratazione su una piastra porosa prima
della compressione. Per tutti i polimeri (ad ecoeeidi Pluroni® F127) le pressioni ed i
tempi di applicazione sono stati di: 5 tonnellak vplte per 15 secondi), seguite da 6
tonnellate per 120 secondi. Per Plur6nil27 sono state applicate per gli stessi tempi le
pressioni di 2 e 3 tonnellate.

Le compresse sono state caratterizzate dal punicstdi fisico: la loro superficie e risultata
essere pari a 1.23 émi valori di peso, spessore e resistenza allam@tsono mostrati in
Tabella VII.

Compresse di alluminio (utilizzate come controllegativo) sono state preparate ricoprendo

dischi di alluminio (aventi la stessa area dellmpoesse polimeriche) con carta di alluminio.

2.7.3Descrizione dello strumento dinamometro

La forza di distacco tra le compresse polimeriche mucosa vescicale suina é stata misurata

mediante un dinamometro elettronico (AG MC1, Acquatese, Italy), dotato di una cella di
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carico di 5 kg. | segnali di forza e spostamentoosetati rilevati da trasduttori collegati
tramite interfaccia ad un computer Macintosh Powekb G3 (Apple Computer Inc.,
Cupertino, CA, USA), equipaggiato con il softwa@pe v3.5(MacLab, ADInstruments,
Colorado Springs, CO, USA).

Tabella IX. Caratterizzazine di compresse di diffeenti polimeri puri. Gli errori espressi come deviaioni

standard

Polimero Peso (mg) Spessore (mm) Resistenza altgtura (N)
Pluroni® F127 315+4 2.14 +0.04 22.1+5.38
Pluroni® F68 298 + 2 1.99 +0.02 184+ 3.4
Chitosano 297 5 1.69 +0.03 > 147
Carbopof 934 300+1 1.65+0.01 > 147
Etilcellulosa 296 + 3 2.09 +0.03 > 147

2.7.4Procedura sperimentale

La compressa di polimero & stata incollata allaepauperiore mobile del dinamometro
mediante utilizzo di una colla cianocarilica (Supsdtack, Henkel, Loctite Adesivi S.r.l.,
Milano, Italy). Un pezzo di tessuto vescicale delimensioni di circa 2 cm x 2 cm € stato
immerso in PBS e fissato con una colla cianocargicspilli ad un supporto di polistirolo, con
il lato mucosale rivolto verso l'alto. Il supporéostato incollato alla parte inferiore fissa del
dinamometro. La compressa e stata abbassata aceloti#ta costante fino al contatto con |l
tessuto. Una pressione costante di 3.70 + 0.8 |d®at énantenuta per un determinate periodo
di tempo, trascorso il quale il supporto superefo strumento & stato mosso verso l'alto ad
una velocita costante (300 mm/min o 120 mm/ming estiata determinata la forza di distacco
necessaria per separare le due superfici. | parasperimentali sono basati su quelli riportati
da vari autori [217, 218]; la pressione di cont&ttgtata mantenuta ad un valore basso per fare
si che il processo di mucoadesione fosse determidall’'intriseca capacita dei polimeri
testati di legarsi alla mucosa [219].

La forza di distacco (Newton) é stata registratafunzione del tempo (secondi); dalle
risultanti curve forza-tempo, € stato calcolatosfmostamento (a seconda della velocita di

distacco applicata di 120 mm/min o 300 mm/min) ecessivamente sono stati determinati la
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forza di distacco e il lavoro di adesione. La fodialistacco (Fay rappresenta il picco della
curva forza-spostamento mentre il lavoro di adesi(WoA) é calcolato in base all’area
sottesa da tale curva e rappresenta I'energia satagmJ = N X mm) necessaria per rompere
il legame tra il tessuto ed il polimero [220].

Il metodo di valutazione della mucoadesione medidat misura della forza di distacco
consente anche di calcolare altri parametri di mhedzione [221, 222], che possono fornire
informazioni utili al fine dell'interpretazione delati e che sono utilizzati in uno studio di
Chickering e Mathiovitz [221] per prevedere le paiali proprieta mucodesive di vari
polimeri. In particolare, abbiamo calcolato d@formation to failure (DF, Parametro A,
Figura 24), che puo essere definita come la distarazil punto iniziale e finale della curva
forza-spostamento. Questo parametro e correlatéecolasticita dell’adesione.

Farce

—

Distance

Figura 24. Curva forza-spostamento, da cui si posmo ricavare la deformation to failure (A), la
deformation to peakB), la deformation peak to failurgC), la forza di distacco (D) e il lavoro di adesine

(E).

2.7.5Analisi statistica

| risultati sono stati ottenuti dalla media di ahmdre misure indipendenti.
Le differenze sono sono state considerate statmgnte significative per valori di p < 0.05,

l'analisi statistica € stata effettuata utilizzand®OVA (software Kaleidagraph v.3.6)

seguita da un’analisi multipla su coppie di medieteiata con il test Bonferroni.
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CAPITOLO IV

Risultati e discussione
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CAPITOLO IV

Risulta discussione

1. ANALISI DELLE DIMENSIONI DELLE MICELLE
DI POLOSSAMERI MEDIANTE TECNICA DLS
(Dynamic Light Scattering)

Le analisi delle dimensioni delle micelle format Eluroni€® F127 e Pluronit P85 sono
state condotte sulle soluzioni dei polimeri prepara diversi solventi, sia in presenza che in
assenza di un farmaco. E’ noto infatti che la preaali un sale o di soluto organico influenza

I valori di CMC, come illustrato nei paragrafi 3L13 e 3.1.1.4 dell'introduzione.

1.1 ANALISI DLS IN ASSENZA DI FARMACO

Le soluzioni micellari di Pluronft F127 e Pluroni® P85 sottoposte all'analisi dimensionale
sono state preparate in acqua, in soluzione figicdo (0.9% NaCl) e in HBSS alle
concentrazioni del 5% (p/p) e 10% (p/p).

| risultati delle analisi dimensionali sono mostraglla Tabella X. Il diametro idrodinamico
delle micelle dei due polimeri varia all'interno win intervallo che va dai 16 ai 30 nm circa.
Tali dimensioni sono compatibili con i valori dindénsione media di una micella polimerica
riportati in letteratura. La concentrazione di Bhic® F127 sembra influenzare le dimensioni
delle micelle formate dal polimero: un aumento aelbncentrazione del polossamero dal 5%
al 15% (p/p) sembra provocare una lieve diminuzidet diametro delle micelle. Questo
effetto € meno evidente quando il polimero e diszion acqua ed appare piu marcato nel
caso sia solubilizzato in soluzione fisiologicandHBSS.

Anche nel caso delle micelle formate da PlurBri®85 I'aumento della concentrazione del
polimero produce una diminuzione delle dimensialladmicelle; tale effetto € piu evidente

rispetto a quello prodotto dall’'aumento di concarimne di Pluroni® F127.

106



Capitd\6 Risultati e discussione

Tabella X. Dimensioni delle micelle di Pluroni€ F127 e Pluroni® F68 a diverse concentrazioni e in diversi

solventi.

Pluronic ® % (p/p) solvente Zave (nm) ° Pdl °

F127 5 H20 28.82 0.15
F127 10 H20 26.99 0.12
F127 15 H20 28.32 0.20
F127 5 Fisiologica 28.69 0.19
F127 10 Fisiologica 26.99 0.11
F127 15 Fisiologica 25.65 0.14
F127 5 HBSS 28.10 0.16
F127 10 HBSS 3043 0.19
F127 15 HBSS 24.43 0.08
P85 5 H20 25.69 0.28
P85 10 H20 19.04 0.26
P85 5 Fisiologica 23.56 0.28
P85 10 Fisiologica 16.61 0.19
P85 5 HBSS 26.71 0.30
P85 10 HBSS 17.14 0.20
P85 15 HBSS 19.13 0.20
P85 20 HBSS 16.25 0.20

2Diametro idrodinamico medio

b |ndice di polidispersita

Per stessi valori di concentrazione di Plur8nid27, il tipo di solvente in cui il polimero &
solubilizzato non sembra influenzare in modo sigatfvo la dimensione delle micelle, tranne
quando il polimero al 10% (p/p) e solubilizzatoHBSS. In questo caso si ottengono micelle
caratterizzate da un diametro significativamentpesore (circa 30 nm) rispetto a quelle
ottenute quando il polimero al 5% o al 10% e sdizdato in acqua o in soluzione fisiologica.
In Tabella X sono indicati in rosso dei valori ddice di polidispersita (Pdl) superiori a 0.2.
L’indice di polidispersita rappresenta lo scostatoatal valore medio delle dimensioni degli
oggetti presenti nella soluzione ed € un indicatbek grado di dispersione del campione
stesso, ossia dell'esistenza di altre popolazionedsionali oltre a quella corrispondente alla
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media. Per campioni monodispersi (contenenti ciggetii appartenenti ad una stessa
famiglia dimensionale), il valore di polidispersaacettabile corrisponde a 0.2. Per campioni
pluridispersi (contenenti cioe piu di una popolagadimensionale) il valore dell'indice di
polidispersita € maggiore.

| valori di PdI superiori a 0.2 evidenziati in TdlbeX si riferiscono ad analisi che hanno
fornito come risposta I'esistenza nelle soluziomi Rluroni¢® P85 di due popolazioni
dimensionali: una popolazione attorno ai 20 nm @heioni mostrate in tabella) ed una
popolazione attorno ai 5 nm (dimensioni non mostmttabella). La presenza di oggetti di
dimensioni inferiori ai 20 nm puo essere intergeetaon l'esistenza nelle soluzioni di
Pluroni®® P85 (al 5% e al 10% in acqua, al 5% in soluzidgsielbgica e al 5% in HBSS) di
micelle parzialmente formate. Nelle soluzioni dihic® F127 si osserva la presenza di una
sola popolazione dimensionale, indice del fatto lehmicelle sono completamente formate.
La CMC di Pluroni€ P85 in acqua (6.5 x TOM, ossia 3% p/v) & effettivamente 10 volte
superiore rispetto a quella di Plurohie127 ( 2.8 x 18, che corrisponde allo 0.35 % p/v).

La presenza di NaCl in concentrazione pari allo¥®9.6n soluzione fisiologica) e in
concentrazione pari allo 0.86 % (in HBSS), nonahéresenza di altri sali inorganici nella
soluzione HBSS, diminuiscono la CMC di Pluréhie85: nelle soluzioni di concentrazione
pari al 10%, 15% e 20% si evidenzia la presenzandi sola popolazione dimensionale
(micelle completamente formate).

Tali risultati sono in accordo con quanto riportatdetteratura sull’effetto di sali inorganici
sul valore di CMC dei polossameri (come illustraw paragrafo 2.6.1.3): molti di essi, tra
cui NaCl hanno un effetto stabilizzars@lting outsulle micelle, cioe sviluppano I'idrofobicita
della porzione PPO diminuendo lidrofilia della pmme PEO e cido si traduce in una
diminuzione del valore di CMC.

1.2 ANALISI DLS IN PRESENZA DI FARMACO

Le analisi delle dimensioni delle micelle di PluidhF127 e Pluroni2 P85 in presenza di
farmaci sono state effettuate sulle soluzioni iguac e in HBSS al 10% p/p (soluzioni
utilizzate rispettivamente negli esperimenti di rpeazione attraverso I'epidermide e di
trasporto attraverso le cellule Caco-2, capitolp IV

| risultati sono mostrati in Tabella XI.
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Tabella XI. Dimensioni delle micelle di Pluroni® F127 e Pluroni® F68 alle concentrazioni del 5% e 10%

p/p solubilizzati in diversi solventi.

Pluronic @ % (p/p) solvente Dapsone Clorotiazide Digossina Zave(n m) PdlI

F127 10 H20 - - + 25.75 0.10
F127 10 HBSS = - + 26.74 0.09
P85 10 H20 = - + 23.22 0.29
P85 10 HBSS = - + 25.12 0.33

La presenza di farmaco non influenza significatieate la dimensione delle micelle di
Pluroni® F127 e Pluroni® P85, che si mantengono all'interno di un intervall 19-27 nm.
Anche in presenza di farmaci, il tipo di solvertecui Pluroni€ F127 & solubilizzato non
varia in modo significativo la dimensione delle giie.

Al contrario, il processo di formazione delle mieetli Pluroni€ P85 & influenzato dalla
presenza di farmaco. Come si puo infatti notare \@dori degli indici di polidispersita
evidenziati in rosso (maggiori di 0.2 per soluziarontenenti piu di una popolazione
dimensionale), la presenza dei farmaci nelle sohizii Pluroni® P85 al 10% p/p, preparate
sia in acqua che in HBSS, aumenta la CMC. In @lluzoni si ritrovano due popolazioni
dimensionali: una di dimensioni attorno ai 20 nmdicata in Tabella XI) e l'altra di
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dimensioni attorno ai 5 nm (non indicata), probaleihte costituita da micelle parzialmente
aggregate.

Mentre nelle soluzioni al 10% in HBSS di Plurdhe85 in assenza di farmaci (Tab. X) i sali
contenuti all’interno del tampone esercitano uretedfsalting outstabilizzante le micelle e
abbassano la CMC del polimero rispetto alla soheial 10% preparata in acqua, in presenza
di un farmaco tale effetto viene meno o non e cigffite a compensare [Ieffetto
destabilizzante le micelle esercitato dal farmaeeso.

Due esempi di grafici di distribuzione dimensionaliéenuti in intensita per soluzioni di
polossameri contenenti il farmaco dapsone sono retdtrati nel Capitolo 3, paragrafo 2.3

(Figura 17, distribuzione monodispersa e Figuradisribuzione polidispersa).
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2. SOLUBILIZZAZIONE DI FARMACI DI CLASSE I
E DI CLASSE IV IN MICELLE DI POLOSSAMERI

| farmaci modello scelti per la valutazione delégacita da parte delle micelle di polossameri
di aumentare la solubilita in solventi acquosi, apgngono alla classe Il (dapsone) e alla
classe IV (clorotiazide, digossina) del sistema BCS

Questi farmaci presentano differenze nellambitosdiubilita, caratteristiche di lipofilia e
peso molecolare (paragrafo 1, capitolo Ill). Larct@zide € il farmaco piu idrofilo e
maggiormente solubile in acqua rispetto agli altre farmaci modello, mentre la digossina é
la molecola piu lipofila e caratterizzata dal pessecolare piu elevato.

La capacita da parte delle micelle di Plur6n127 e di Pluronit P85 di aumentare la
solubilita di dapsone, clorotiazide e digossina tatas valutata mediante misura della
concentrazione di soluzioni sature dei farmaci &3 7ali soluzioni sono state preparate in
acqua, soluzione fisiologica, HBSS (Hank's BalancBdlt Solution) in assenza di
polossameri oppure in presenza di polossamercatiaentrazione del 5% e 10 % (p/p).

| risultati sono mostrati nei grafici a barre rifadr in Figura 25. Tali grafici sono stati
costruiti nel modo seguente: le barre di tonaltzuara si riferiscono al solvente acqua, quelle
di tonalita rosa al solvente soluzione fisiologeguelle di tonalita verde al solvente HBSS.
Per ognuno dei tre gruppi, le barre si riferiscaila solubilita nel rispettivo solvente in
assenza o in presenza di Plur6ni€127 e Pluronit P85 alle concentrazioni del 5% e 10%
(p/p). In Tabella XII sono riportati gli stessiuigati in valore numerico.

Come si puo osservare dal grafico riportato in FAg2b-a, la presenza di un polossamero € in
grado di aumentare la solubilita del farmaco dapsonognuno dei tre solventi, in misura
direttamente proporzionale alla concentrazionepaéimero stesso. In particolare Plurdhic
P85, solubilizzato in acqua, in soluzione fisiotmyio in HBSS ha dimostrato produrre un
aumento di solubilita significativamente maggioréspetto a Pluronft F127; la
concentrazione di PlurorficP85 al 10% (p/p) produce un aumento di solubdita@lapsone
fino a 10 volte rispetto alla solubilita ottenut Bolventi in assenza del polimero.

In figura 25-b é rappresentato I'effetto dei podseri sulla solubilita di clorotiazide. Anche
in questo caso la presenza di PlurBni127 e Pluronit P85 produce un significativo
aumento della solubilita del farmaco rispetto allquettenuta nei tre solventi in assenza dei

polimeri.
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Tabella XII. Solubilita (ug/ml) a 37°C di dapsone clorotiazide e digossina nei solventi acqua, solone

fisiologica e HBSS in presenza di polossameri aloncentrazione del 5% e del 10% (p/p). Errori esprssi

come deviazioni standard.

% Pluronic
(P/p) SOLUBILITA (ug/ml) + SD
PORENTE TRi27] Pes DAPSONE CLOROTIAZIDE DIGOSSINA

-] - 304.49  9.41 428.54 + 54.15 38.75 + 2.79

5 | - | 430.68£61.42 1032.57 + 67.46 42.12 +0.09

H.0 10 | - | 856.74%18.03 1530.40 £ 56.26 57.55 + 2.34

~ | 5 | 394.03%52.38 1205.00 + 199.81 50.2 + 2.04
~ | 10 | 1976.19+176.03  2347.73  95.48 77.87+ 2.11

~ | - | 358964823 543.14 + 145.11 24.93 + 2.61

5 | - | 460.38 £39.39 969.20 + 119.96 36.65 £ 3.12

Fisiologica| 10 | - | 1147.79 + 265.46 1046.17 * 8.15 49.75 £ 3.01
~ | 5 | 1255.85+091.3 2005.55 + 95.48 44.15 £ 1.18

~ | 10 | 3145.31+194.96  2059.25 + 15.33 59.38 + 0.94

- 300.69 £ 6.11 1330.01 £ 8.15 28.17 + 2.83

5 | - 477.87 + 9.93 2199.48 + 296.15 40.94 £ 0.56

HBSS | 10 | - | 974.60 £332.25 2398.00 * 3.85 52.54 + 2.35
~ | 5 | 1185.60+215.27]  2089.71 + 93.26 38.36 ¢ 2.18

-~ | 10 | 2598.24+239.38  2795.31 % 113.19 63.64 $654.6

L’effetto di aumento della concentrazione anchejuesto caso sembra essere direttamente
proporzionale rispetto alla concentrazione del meto. L'aumento di solubilita di
clorotiazide determinato da Plurofii®85 al 10% (p/p) in soluzione fisiologica ed in $B
risulta essere paragonabile a quello ottenutoésenza di PluronfcF127 al 10% (p/p) negli
stessi solventi. Al contrario, Pluroffi®©85 al 10% (p/p) se solubilizzato in acqua ¢ augrdi
aumentare in modo significativamente maggiore lakslita del farmaco rispetto a Plurofiic
F127 utilizzato alla stessa concentrazione. La gmas dei polossameri € in grado di

aumentare la solubilita di clorotiazide fino a aifg volte; I'effetto dell'inclusione del farmaco
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nelle micelle dei polimeri € meno evidente rispettquello ottenuto per il farmaco dapsone e
ci0 puo essere spiegato dal fatto che la solubil@hfarmaco clorotiazide in assenza dei
polimeri & piu elevata.

La solubilita del farmaco digossina (Figura 25-e) tne solventi acqua, soluzione fisiologica
e HBSS risulta essere inferiore ai 40 pg/ml. Anglee questo farmaco la presenza dei
polossameri produce un aumento significativo aumeetla solubilita, effetto proporzionale
alla concentrazione del polimero utilizzata. Il gignificativo incremento della solubilita
ottenuto in presenza di Plurofii®85 alla concentrazione del 10% p/p, che produte u
aumento della solubilita fino a circa due volte.

Per spiegare le differenze dal punto di vista gtetito degli incrementi di solubilita dei tre
farmaci causati dai polimeri, sono stati calcolatin opportune approssimazioni, il volume
del coremicellare ed il volume dei farmaci, per verificae la differenza di peso molecolare
(e quindi del volume) del farmaco digossina rigpelte altre due molecole possa giustificare
le differenze nell'incremento della solubilita apo dai polossameri.

Il raggio idrodinamico di una molecola (raggio dokes) rappresenta il raggio di una sfera
compatta che diffonde alla stessa velocita delleonta. Esiste una relazione che lega peso

molecolare e raggio idrodinamico di una molecolq. (55):

M _ 4’
3 V

Equazione 15

dove M ¢ il peso molecolare (D), € il raggio idmatinico (cm), V € il volume specifico
(cm/g).

Utilizzando 'Equazione 15, si puo ricavare il raggdrodinamico delle molecole di cui é
stata valutata la solubilita: esso risulta essamne g 0.46 nm per il dapsone, 0.48 nm per la

clorotiazide e 0.67 nm per la digossina (Tab. XIlII)
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Figura 25. Solubilita di dapsone (a), clorotiazid€b) e digossina (c) in acqua, soluzione fisiologi@aHBSS
in assenza ed in presenza di polossameri al 5% @ltoncentrazioni del 5% e 10% (p/p). Errori espress

come deviazioni standard.

Il raggio idrodinamico detore e delloshelldi micelle formate da Plurorfid®85 al 10% (p/p)
sono stati determinati mediante studsthiall angle neutron scatterirjg23]; assumendo che
la micella abbia la forma di una sfera compattanite questa analisi € risultato chedle ha

un raggio idrodinamico pari a circa 4 nm e chsHhell si estende per una lunghezza pari a 8-
10 nm. Per PluronfcF127 al 10% (p/p) studi dEryo Temhanno fornito misure del raggio
del coremicellare di circa 5.4 nm [224]. Assumendo che leafte presentino la geometria di
una sfera, & stato calcolato il volume dete micellare di Pluroni® F127 e Pluroni® P85

alla concentrazione del 10%, secondo I'Equazione 16

4
V.. =—rmi? Equazione 16

sfera
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| risultati del calcolo dei volumi per le molecadiei tre farmaci e per itore micellare di
Pluroni®® F127 e Pluroni® P85 sono mostrati in Tabella XIII.

Sono stati quindi calcolati i rapporti tra i voluahelle molecole ed i volumi debre lipofilo
delle micelle, in cui le molecole ipoteticamente csillocano. Un rapporto volumetrico
prossimo a 1 presuppone che una molecola si iosedsn difficolta all'interno detore
lipofilo della micella. Piu il rapporto risulta esg piccolo (<1), piu facilmente si pud
supporre che una molecola sia ospitatacoet micellare e quindi solubilizzata dal polimero.
| risultati di questa elaborazione sono mostrafiabella XIV.

La molecola del dapsone presenta i rapporti voltimepiu bassi, sia rispetto al volume del
core di Pluroni® F127 che rispetto a quello di PlurchiE85. Inoltre, ilcore di Pluroni®
F127 sembra consentire un miglior alloggiamentotaefarmaci al suo interno, in quanto i
rapporto volumetrico dei tre farmaci rispetto alurne delcore lipofilo di questo polimero
risultano essere inferiori rispetto a quelli caitbper Pluroni€ P85.

In base al calcolo dei rapporti volumetrici traolwmi delle molecole e quelle delle porzioni
lipofile delle micelle dei due polossameri, si mftermare che tutti e tre i farmaci possiedono
dimensioni idrodinamiche tali da consentire tearieate la loro collocazione all'interno del

coredelle micelle.

Tabella Xlll. Raggio idrodinamico e volume delle méecole di dapsone, clorotiazide e digossina; raggio

idrodinamico e volume delcore delle micelle di Pluronic® F127 e P85 al 10% (p/p).

MOLECOLA RAGGIC (nm) VOLUME ¢ (nnT)
Dapsone 0.46 0.41
Clorotiazide 0.48 0.46
Digossina 0.67 1.26
PLURONIC® | RAGGIOcore (NM) Veore® (NNT)
F127 5.4 659.25
P85 4 267.94

Calcolato secondo equazione 10.
b Ottenuto da studi SANS [223].

¢ Calcolato secondo Equazione 11.
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Tabella XIV. Rapporto tra i volumi delle molecole d dapsone, clorotiazide e digossina ed il volume de

core micellare di Pluroni

c® F127 e Pluroni® P85.

RAPPORTO VOLUMETRICO

RAPPORTO VOLUMETRICO

MOLECOLA
FARMACO-PLURONIC® F127 FARMACO-PLURONIC® P85
Dapsone 6.2 -10 1.5 .10’
Clorotiazide 7.0 -16 1.7 -10°
Digossina 1.9 -19 4.7 -10°

La capacita da parte di un polimero di solubilizzan farmaco puo essere espressa sia come

numero di moli di farmaco solubilizzate rispettgoako in grammi della porzione idrofobica,

sia comanolar solubilization ratigMSR).

Per il calcolo della primo rapporto, il peso in mrai della porzione idrofobica di Pluroffic

F127 e Pluroni® P85 10% (p/p) & stato calcolato moltiplicandotihrero di moli di polimero

presenti in 100 ml di soluzione per il peso molaoeldelle unitd PO presenti nel polimero. |

risultati ottenuti per ciascuna molecola solubdgiteznelle soluzioni dei polossameri in diversi

solventi sono mostrati in Tabella XV.

Tabella XV. Rapporti tra le moli solubilizzate di ciascun farmaco e i grammi di porzione idrofobica d
Pluronic® P85 e Pluroni€® F127 al 10% (p/p).

Moli solubilizzate/grammi porzioneMoli solubilizzate/gramm
MOLECOLA idrofobica P85 porzione idrofobica F127
H,0 Fisiologica HBSS 8] Fisiologicaj HBSS
DAPSONE 1.59x10' | 25x 10° 21x10° |[1.2x10" |1.5x10" | 1.3x10

CLOROTIAZIDE

1.6x 10* | 1.4x 10* 1.9x 104

1.7x10* | 1.2x 10* | 2.7x 10*

DIGOSSINA

1.9x 10° | 1.5x 10° 1.6x 10°

2.4x10° | 2.1x10° | 5.0x 10’
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| risultati del calcolo dei rapporti tra le moli firmaco solubilizzate e i grammi di polimero
mostrano risultati in parte discordanti con i riatildi solubilita ottenuti sperimentalmente,
che hanno portato a concludere che I'utilizzo diréic® P85 alla concentrazione del 10%
p/p consenta di ottenere i piu significativi aumelinsolubilita per tutti e tre i farmaci. | valori
dei rapporti mostrati in Tabella XV dovrebbero petb risultare maggiori per questo
polossamero nei confronti di tutti e tre i farmam, come si puo notare dai risultati, cio non e
sempre verificato (si confrontino ad esempio i viadiei rapporti ottenuti per Plurorfid85 e
Pluroni® F127 in HBSS rispetto al farmaco clorotiazide).

E’ da notare inoltre che, mentre i valori dei rapipaealcolati per i farmaci dapsone e
clorotiazide risultano essere confrontabili, quetklativi al farmaco digossina sono
significativamente inferiori, a conferma del mindreremento della solubilita causato dai
polimeri nei confronti di questo farmaco.

E’ stata effettuata un’altra elaborazione dei ahtsolubilita, che consiste nel calcolo del
Molar Solubilization RatidqMSR) che rappresenta il rapporto tra le moliatiiaco netore
delle micella e le moli del polimero all'interno Itiegggregato (Tab. XVI), calcolato come
descritto di seguito.

L’ aggregation numbeper ciascun polimeroappresenta un’approssimazione del numero di
monomeri del polimero stesso che costituiscono ileelhe; viene calcolato mediante studi
SANS Small Angle Neutron ScatteringPer Pluroni® F127 e Pluronit P85 al 10% in
soluzione acquosa esso risulta pari rispettivamant8 e 40 [223, 224]. Moltiplicando
I'aggregation numbeper il numero medio di unita PO presenti in ciaspolimero, si puo
ottenere una stima del numero medio di unitd POcdséituiscono la micella. Noto il peso
molecolare di un monomero di polossamero, si puiddiwonoscere il peso molecolare
complessivo del polimero che costituisce la micdllanumero di moli viene poi calcolato
considerando i grammi di polossamero contenutid@ fnl di soluzione al 10% (p/p). Tale
valore puo essere utilizzato per calcolare 'MSR.

| valori di MSR calcolati per il farmaco digossinapetto ad entrambi i polimeri ed a tutti e
tre i solventi risultano essere significativamenfteriori rispetto a quelli calcolati per dapsone
e clorotiazide, che risultano essere tra loro aontfbili. Questo risultato conferma il fatto che
il farmaco digossina sia meno efficientemente isalwall'interno delcore micellare; la
ragione di cio & probabilmente da ricercarsi ngbametria della molecola e nellingombro
sterico esercitato dagli stereocentri. Questi patamon rientrano nel calcolo del diametro
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idrodinamico e, di conseguenza, nel calcolo depoati volumetrici (risultati confrontabili

per tutti e tre i farmaci, come indicato in tabek&1) ma che sicuramente influenzano

significativamente il processo di solubilizzazione.

Tabella XVI. Molar solubilization ratio (MSR) di Pluronic® P85 e Pluroni€ F127 al 10% (p/p) calcolati

rispetto ai tre farmaci dapsone, clorotiazide e digssina in diversi solventi.

MSR P85 10% (p/p)

MSR F127 10% (p/p)

MOLECOLA
H.O Fisiologica HBSS bO Fisiologicaj HBSS
DAPSONE 0.36 0.58 0.48 0.44 0.58 0.50
CLOROTIAZIDE 0.36 0.32 0.43 0.65 0.45 1.03
DIGOSSINA 4.5x 10° 3.4x10° | 3.7x10% | 9.2x10° | 8.0x10° | 1.9x 10°
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3. ESPERIMENTI DI TRASPORTO DELLE MICELLE
DI POLOSSAMERI ATTRAVERSO LE CELLULE
CACO-2

Come indicato dal’equazione di Noyes-Withney, lbogia di dissoluzione varia in funzione
delle dimensioni particellari del farmaco, dellaasbagnabilita e della solubilita alla
saturazione; cio sta a significare che per molelzotaii biodisponibilita orale € limitata dalla
scarsa solubilitd o dalla velocita di dissoluzigfe@maci appartenenti alle classi Il e IV del
sistema BCS), qualsiasi fattore che ne aumenti ddubgita, aumentera anche la
biodisponibilita.

Numerose strategie possono essere applicate pemganm la solubilita in acqua di farmaci;
uno degli obiettivi di questa ricerca e la valutewa dell’aumento di solubilita in solventi
acquosi dei farmaci modello dapsone (classe Il)la@otiazide (classe V) mediante
linclusione in micelle polimeriche di PlurorficF127 e Pluronit P85. Esperimenti di
trasporto attraverso il monostrato cellulare Cacorddello strutturale e funzionale della
membrana dell'intestino tenue, sono stati condalitfine di valutare come l'aumento di
solubilitd determinato dall’inclusione dei farmadiinterno dei sistemi micellari influenzi il
loro trasporto attraverso I'epitelio intestinale.

Inoltre la capacita di inibire la P-gp riportata duroni€ P85 & stata valutata utilizzando un
farmaco substrato di tale trasportatore, la dig@ssil cui trasporto in direzione apicale-
basolaterale € stato confrontato con il traspaortdiiezione basolaterale-apicale, in presenza

ed in assenza del polossamero.

3.1 MISURA DELLA RESISTENZA ELETTRICA TRANSEPITELIALE

La resistenza elettrica transepiteliale (TEER) e indice dell'integrita del monostrato
cellulare, in particolare dell'integrita e funzidita delletight junctions[225, 226] La TEER
aumenta durante la crescita cellulare fino al naggimento di urplateauquando le cellule
formano un monostrato confluente. Attraverso quesitura viene valutata la permeabilita
agli ioni negli spazi paracellulari [227, 228]. basura viene effettuata sia prima dell’inizio
dell’'esperimento di trasporto per valutare il raggjimento della confluenza e del giusto

grado di differenziazione da parte delle cellulé m@nostrato, con formazione dellight
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junctions sia durante o al termine di un esperimento dipieto, come valutazione della
citotossicita manifestata dalla soluzione donatposta a contatto con le cellule. La misura
della TEER come indice di citotossicita deve pesSeee presa in considerazione con le
opportune precauzioni. Questa misura fornisce peat@mente una valutazione della
resistenza attraverso tegght junctions ma non di quella attraverso le membrane cellulari
Quindi la misura della TEER non riflette l'integritlella membrana cellulare, ma solamente
I'integrita del monostrato. Bassi valori di TEERJicano una tossicita che si potrebbe definire
“precoce”: essa si manifesta con un allargamentte dight junctionsed un conseguente
aumento del trasporto paracellulare di molecoleng ima non € necessariamente indice di
morte cellulare, che deve essere confermata daesty quali il test MTT, LDH o il saggio
dell’'esclusione del blu di tripano [229].

In Tabella XVII sono riportati i valori di TEER musati prima e dopo ciascun esperimento di
trasporto (della durata di 2 ore) effettuato agrae i monostrati cellulari Caco-2. | valori
sono il risultato di una media dei valori di almedomonostrati cellulari per ciascuna
soluzione donatrice testata. Gli errori sono egpi@sme deviazioni standard.

| valori di TEER indicati in letteratura per mon@dt cellulari correttamente differenziati
sono compresi tra i 200 ed i 600cnt. In questa ricerca, sono stati esclusi dagli ésyati

di trasporto i monostrati aventi valori di TEERéribri ai 300 Q-cnf. Come si pud notare
dalla tabella, i valori di TEER misurati dopo I'espnento di trasporto sono sempre piu bassi
rispetto al valore iniziale, ad indicazione di upassibile citotossicita delle soluzioni
applicate. | valori di resistenza elettrica subiszdopo 2 ore di esperimento una diminuzione
non quantificabile in modo univoco per i vari momas cellulari, ma che &€ mediamente
superiore ai 25@-cnf. Tale variazione &, per dapsone e clorotiazidelianeente maggiore
quando viene studiato il trasporto BA rispetto &8l & da notare inoltre che I'abbassamento
di TEER e piu evidente nel caso della digossinpetit® a dapsone e clorotiazide, ed in
particolare, i valori di resistenza elettrica meguattraverso monostrati posti a contatto con la
soluzione satura del farmaco in HBSS risultano resggossimi allo zero al termine
dell’esperimento di trasporto. Questo risultato pgéere spiegato tenendo conto che i valori
di TEER di partenza dei monostrati utilizzati péir gsperimenti di trasporto di digossina
erano significativamente pitl bassi (300-38@nf) rispetto ai valori misurati attraverso i
monostrati cellulari utilizzati per gli esperimedt trasporto degli altri due farmaci (> 500
Q-cnf). Una altra ipotesi che pud essere formulata émaggiore tossicita della digossina
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rispetto agli altri due farmaci, anche se in lettera la digossina viene riportata in letteratura
come non tossica per le cellule Caco-2 [230]. Ehonque da sottolineare che lo studio di
tossicita citato si riferisce a concentrazioni dja$sina di 30 nM (corrispondente a 0.023

png/ml), mentre nel presente lavoro la sua conceotna era ben superiore (8 pg/ml).

Tabella XVII. Valori di resistenza elettrica transepiteliale (TEER) misurati prima e dopo ciascun
esperimento di trasporto condotto attraverso i monstrati cellulari Caco-2. | valori indicati sono il
risultato di una media matematica dei valori di resstenza misurati attraverso quattro monostrati

cellulari. Gli errori sono espressi come deviaziorstandard.

ESPERIMENTO TEER
SOLUZIONE ORIMA TEER DOPO DIMINUZIONE
DONATRICE SATURA DIREZIONE DEL (Q.sz) +SD %
TRASPORTO | (Q.cnf) + SD
Molecola Solvente
AB 719 + 23 658 + 19 8.5
HBSS
BA 500 + 81 273 +99 45.4
AB 871 +61 805 + 67 7.6
Dapsone | F127 10%
BA 532 +16 303 +15 43.0
AB 777 +16 581 + 20 25.2
P85 10%
BA 532 +12 285+ 79 46.4
AB 846 + 31 563 + 22 334
HBSS
BA 580 + 27 274 + 20 52.7
AB 836 + 44 570 + 13 31.8
Clorotiazide| F127 10%
BA 580 * 27 308 + 33 46.9
AB 871 +10 598 + 18 31.3
P85 10%
BA 553 +24 193 + 39 65.1
AB 302 + 81 003 =00 99.0
HBSS
BA 303 +11 007 + 02 97.7
AB 327 + 89 28 +10 91.4
Digossina | F127 10%
BA 318 + 100 116 + 35 63.5
AB 357 £ 62 195 + 23 45.4
P85 10%
BA 360 +£ 108 200 + 91 44.4
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Nel formulare considerazioni sui valori di TEER omigti attraverso le cellule Caco-2 prima e
dopo gli esperimenti di trasporto, occorre infineenmonare il fatto che nessuna delle
soluzioni donatrici preparata e posta a contattoleccellule risultava essere sterile. Si tratta
di una scelta pratica dettata dal fatto che in gdager esperimenti di trasporto condotti per
tempi brevi (fino a 3 ore), I'eventuale citotostcdovuta alla non sterilita delle soluzioni
poste a contatto con le cellule non causa danhilagltali da influenzare i meccanismi di

trasporto.

3.2TEST DI CITOTOSSICITA DELLA LATTATO DEIDROGENASI

Il test della lattato deidrogenasi (test LDH) é®tzondotto prelevando le soluzioni HBSS dal
compartimento apicale al termine degli esperimafititrasporto in direzione apicale-
basolaterale e condotti a partire dalle soluziaire dei tre farmaci dapsone, clorotiazide e
digossina preparate in HBSS in presenza ed in zasBiPluroni€ F127 e Pluroni® P85.

Il valore di citotossicita di ciascuna soluzioneua risultato percentuale relativo alla
citotossicita del controllo positivo, rappresentdt una soluzione di tensioattivo (Triton-X
all'1%) che provoca lisi della parete cellulare.

| risultati dei test LDH condotti sui monostratilaéari Caco-2 utilizzati per gli esperimenti di
trasporto sono mostrati in Tabella XVIII.

Le percentuali di enzima LDH rilasciate da parteé m@nostrati cellulari risultano essere
molto basse, inferiori al 3% rispetto al contrgdlasitivo.

Si pud concludere che le soluzioni donatrici utidie non inducono una riduzione
significativa della vitalitd cellulare e risultanessere accettabili dal punto di vista della

citotossicita, per tutti e tre i farmaci studiati.

3.3TRASPORTO DI DAPSONE ATTRAVERSO LE CELLULE CACO-2

I dapsone e un farmaco utilizzato principalmentel rrattamento di infezioni da
Mycobacteriun Lepraein associazione con i farmaci rifampicina e cafsina. Oltre
all'utilizzo nel trattamento della lebbra, il dapgopud essere utilizzato, per via orale, nel
trattamento del pemfigoide, un’affezione della @ele delle mucose di origine

autoimmunitaria e nel trattamento di dermatiti &fpemi e dermatosi.
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Tabella XVIII. Percentuali di LDH liberate nel compartimento apicale dai monostrati cellulari Caco-2
dopo gli esperimenti di trasporto in direzione apiale-basolaterale condotti a partire dalle soluzionsature
dei farmaci dapsone, clorotiazide e digossina. Laepcentuale € calcolata sulla base della quantita di
enzima liberata dal controllo positivo, ossia dal mnostrato cellulare trattato con una soluzione di

tensioattivo (triton-X) all’1%.

SOLUZIONE DONATRICE SATURA

Molecola Solvente 70 LR LIBERATA

HBSS 0.84

Dapsone F127 10% 1.24

P85 10% 1.69

HBSS 0.56

Clorotiazide F127 10% 1.65

P85 10% 3.06

HBSS 0.79

Digossina F127 10% 1.17

P85 10% 1.27

Il gel contenente dapsone al 5% (AczZdne stato approvato nel 2005 dalla FDA per il
trattamento topico delicne vulgaris Dati i severi effetti collaterali del farmaco (elisi,
metaemoglobinemia, neuropatia), e stata studiatatgudormulazione topica per minimizzare
I'assorbimento e quindi gli effetti sistemici. Al amento tale preparazione non e stata
approvata in Europa per il trattamento antiacne.

Il farmaco somministrato per via orale ha una kEpdnibilita del 70-80%, il legame alle
proteine plasmatiche e del 70-90% e I'emivita @H30 ore. Il farmaco viene metabolizzato
per via epatica (via CYP2E1) ed eliminato per egore renale.

In questa ricerca il dapsone é stato scelto in comokecola modello appartenente alla classe
Il del sistema BCS. La sua inclusione all'interradlel micelle di polossameri ha lo scopo di
aumentare la solubilita del farmaco e valutarevitro le conseguenze sull'assorbimento

attraverso un modello di membrana intestinale reggmtato dal monostrato cellulare Caco-2.
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Il grafico mostrato in Figura 26 riporta la perasae cumulativa di dapsone trasportata
attraverso il monostrato cellulare Caco-2 dal cartimento apicale verso il compartimento
basolaterale (trasporto AB, Figura 26-a) e dal camamento basolaterale verso il
compartimento apicale (trasporto BA, Figura 26#b)funzione del tempo. La percentuale e
stata calcolata in base alla quantita di dapsomdicapa nel compartimento donatore. Le
soluzioni donatrici sono rappresentate da soluzature del farmaco in HBSS, preparate in
presenza ed in assenza di PlurBi85 al 10% e PluroricF127 al 10% (p/p), come indicato
in Tabella XIX.

Come si puo notare dai grafici riportati in Figa®, il trasporto di dapsone a partire da tutte e
tre le soluzioni donatrici attraverso il monostratellulare Caco-2 in direzione AB é piu
significativo rispetto a quello in direzione BA. ibtlusione del farmaco in micelle di
Pluroni®® P85 al 10% e PluroricF127 al 10% provoca una significativa diminuziare
trasporto percentuale di farmaco attraverso il nstnato cellulare rispetto al trasporto a
partire dalla soluzione preparata in HBSS in asseipolossameri. Inoltre, la percentuale di
dapsone trasportata quando il farmaco €& inclusoidelle di Pluroni€ P85 non risulta essere
significativamente differente rispetto alla pereeé¢ di farmaco trasportata a partire dalla
soluzione preparata in Plurofiig127.

Una possibile spiegazione a questi risultati pugeesfornita dal fatto che probabilmente le
micelle di entrambi i polossameri non rendono itnfaco disponibile per il trasporto.
Pluroni® P85 risulta possedere caratteristiche di lipofilia favorevoli per la ripartizione
all'interno della membrana cellulare: esso presentalunghezza intermedia dei blocchi PPO
e risulta possedere una lipofilia intermedia (HL®@npreso tra 19 e 20). Come illustrato nel
paragrafo 3.1.9.4 dell'Introduzione, i polossamehie possiedono queste caratteristiche
vengono generalmente trasportati attraverso la memabal contrario di quelli relativamente
idrofilici, come Pluroni® F127 (HLB compreso tra 20 e 29) che non songrado di
ripartirsi all'interno della membrana. Tuttavia isultati ottenuti nel presente studio non
sembrano evidenziare alcuna differenza tra i dlienpa.

Come menzionato nel paragrafo 4.1.2 dellintroduzjda dimensione dellgght junctionsé
compresa tra i 3 ed i 4 nm. Dalle misure di DLSoripte nelle Tabelle X e Xl, si sono
ottenute dimensioni micellari (raggio idrodinamiati)circa 25 nm per PluroriicF127 e di
circa 26 nm per PluronicP85. Dal punto di vista dimensionale e geometiécaicelle di
polossameri non risultano quindi possedere i réguecessari per l'attraversamento del
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monostrato cellulare per via paracellulare, cortieltapotesi piu plausibile &€ pertanto quella
che né le micelle di Plurorfidc127 né quelle di Plurorfid®85 siano in grado di attraversare il

monostrato cellulare.
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Figura 26. Profili di trasporto di dapsone in direzone apicale-basolaterale (a) ed in direzione basdérale-
apicale (b) a partire da soluzioni sature di farmao preparate in HBSS in presenza ed in assenza di

Pluronic F127 al 10% e Pluronic P85 al 10%. Erroriespressi come sem.
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In Tabella XIX sono riportati i valori di concengiane di dapsone nelle tre soluzioni
donatrici ed i valori di By per i trasporti del farmaco in direzione apicatesdlaterale (AB)
ed in direzione basolaterale-apicale (BA), calécdatondo I'equazione 12 (Paragrafo 2.5.3,
Cap. Ill). Sono stati inoltre calcolati i rappof&fflux ratiog tra i coefficienti di permeabilita
nelle due direzioni, secondo le equazioni 13 ellldalcolo di questi parametri consente di
valutare I'importanza del trasporto in una diregonspetto al trasporto nella direzione
opposta. Inoltre, valori di efflux ratio prossimRaindicano che la molecola € probabilmente
trasportata attraverso un meccanismo di traspdtieoavalori inferiori a 2 indicano che
probabilmente la molecola attraversa il monostcattulare per trasporto passivo.

Il coefficiente di permeabilita apparente della ewolla trasportata sia in direzione AB che in
direzione BA a partire dalla soluzione in HBSSgn#icativamente maggiore rispetto a quelli
della molecola trasportata a partire dalle soluzimmtenenti polossameri, probabilmente

perché solo la frazione di farmaco libero e in grddattraversare la barriera cellulare.

Tabella XIX. Concentrazione delle soluzioni donatiii, valori di Py, ed efflux ratios per il trasporto di
dapsone attraverso il monostrato cellulare Caco-4n direzione apicale-basolaterale (AB) ed in direnine

basolaterale-apicale (BA), al tempo t= 2 ore. Ernd espressi come deviazioni standard.

molecola solvente
DAPSONE HBSS P85 10% HBSS F127 10% HBSS
Concentrazione (ug/ml) 120.55 + 74.282124.41 + 538.09 827.02 £ 351.41
Papp 2nAB (cm/s) x10° 26.10 £ 11.61 3.40 +£0.83* 1.71 +0.96
Papp 20BA (cm/s) x1¢° 41.83 +1.77 1.96 + 0.45* 2.84+7.75
AB/BA ratio 0.62 1.73 0.60
BA/AB ratio (efflux ratio) 1.60 0.58 1.66

* = significativamente differenti, p <0.01

In presenza di PluroricF127, il trasporto in direzione AB risulta non rificativamente
diverso da quello in direzione BA e questo suggerishe non esistano fenomeni di trasporto
attivo del farmaco attraverso le cellule Caco-2céhtrario, in presenza di Pluronic® P85 |l
trasporto AB e superiore a quello in direzione BA.

L’osservazione dei coefficienti di permeabilita apgnti, come I'analisi dei profili delle

percentuali di farmaco trasportate, conducono andidare I'ipotesi che l'inclusione della
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molecola all'interno del sistema micellare la remad@no disponibile per il trasporto o che in
gualche modo il suo passaggio attraverso il moatustisulti essere ostacolato. La differenza
di permeabilita in assenza di polossameri potréabpensare che il dapsone sia un substrato
di una pompa ad efflusso, poiché il trasporto Bguperiore a quello AB. Tuttavia dai dati di
letteratura, il dapsone non risulta un substratibadgompa ad efflusso P-gp, né di altri

trasportatori.

3.4TRASPORTO DI CLOROTIAZIDE ATTRAVERSO LE CELLULE
CACO-2

La clorotiazide (Diurif) & un diuretico tiazidico non commercializzatdtadia, indicato nella
terapia del’edema associato ad insufficienza eaalcongestizia. E’ indicato nel trattamento
dell'ipertensione sia come unico agente terapeutsta in associazione con altri
antiipertensivi. Viene somministrato per via oral@er via intravenosa. La biodisponibilita
dopo somministrazione orale risulta essere del (B@;2'emivita € di 45-120 minuti. I
farmaco viene eliminato principalmente per via tenemodificato.

Il farmaco appartiene alla classe IV del sistem&Bs$i tratta di una molecola dotata di scarsa
solubilta e scarsa permeabilita e queste carditdresspiegano le proprieta farmacocinetiche
sfavorevoli.

Il trasporto di clorotiazide in presenza ed in agsedi Pluroni® F127 e Pluroni® P85 & stato
testato in vitro attraverso il monostrato cellul&aco-2, per valutare se 'aumento della
solubilitd determinato dai Polossameri possa irdlsulle proprieta di permeabilita del
farmaco e migliorarne la biodisponibilita.

In Figura 27 € mostrato il grafico che riporta largentuale cumulativa di clorotiazide
trasportata attraverso le cellule Caco-2 in funeiatel tempo, sia in direzione apicale-
basolaterale (Fig. 27-a), sia in direzione basmégeapicale (Fig. 27-b). Le percentuali sono
state calcolate in base alla quantita di farmacateswta nella soluzione donatrice,
rappresentata da una soluzione satura del farnmaeB8S, in Pluroni® F127 al 10% (p/p)
ed in Pluroni€ P85 al 10% (p/p).

In assenza di polimero il trasporto di clorotiazélesuperiore in direzione BA rispetto alla
direzione AB, suggerendo che il farmaco potreblseressubstrato di trasportatori attivi. |

risultati riportati in letteratura a questo proposion sono completamente in accordo. Infatti,
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secondo alcuni autori [231-233], il trasporto neiedsensi € uguale e quindi la molecola
permea per diffusione passiva. Secondo altri a{@38a], invece, il trasporto BA & superiore a
guello AB, corrispondente ad una percentuale dpiweto transcellulare di circa 25%.

In Tabella XX sono riportati i valori di concentrame di clorotiazide nelle tre soluzioni
donatrici ed i valori di By, per i trasporti del farmaco in direzione apicatesdlaterale (AB)

ed in direzione basolaterale-apicale (BA), caledatondo I'Equazione 12 (Paragrafo 2.5.3
Cap. Ill) . Sono stati inoltre calcolati i rappogifflux ratio9 tra i coefficienti di permeabilita
nelle due direzioni, secondo le equazioni 13 e D&l. momento che i profili del trasporto
della molecola non sono lineari, ikJs € stato calcolato al tempo t= 1 ora, per diminuire
I'errore legato all'approssimazione della lineadtsunta dal calcolo delfp.

In assenza di polossameri, la differenza nel cdefite di permeabilita nelle due direzioni
AB e BA, pur non significativa, e di circa il 3596, accordo con il dato di letteratura [232].
L'inclusione del farmaco all'interno delle miceltg Pluroni® P85 provoca un significativo
aumento del trasporto del farmaco in direzione aptbasolaterale ma non in direzione
basolaterale-apicale. Cio suggerisce che il farnsége&egubstrato di una pompa a efflusso e che
tale pompa sia probabilmente inibita dai polossariate spiegazione potrebbe giustificare il
fatto che il trasporto di clorotiazide in direziobasolaterale-apicale a partire dalla soluzione
preparata in HBSS sia superiore rispetto al traeparpresenza di polossameri, anche se tale
differenza non risulta essere statisticamente fsogitiva (p>0.05).

Come gia menzionato, il rapportatios) fra i coefficienti di permeabilita nelle due direni

di trasportosono parametri utilizzati per quantificare la diéieza nel trasporto di molecole in
una direzione rispetto all’altra (trasporto asimmee). Valori di tali rapporti maggiori o

uguali a 2, indicano che la molecola é trasportadiante un meccanismo di trasporto attivo.
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Figura 27. Profili di trasporto di clorotiazide in direzione apicale-basolaterale (a) ed in direzione
basolaterale-apicale (b) a partire da soluzioni sate di farmaco preparate in HBSS in presenza ed in

assenza di Pluroni€ F127 al 10% e Pluroni€ P85 al 10%. Errori espressi come sem.
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Tabella XX. Concentrazione delle soluzioni donatric valori di P,,, ed efflux ratios per il trasporto di
clorotiazide attraverso il monostrato cellulare Cao-2, in direzione apicale-basolaterale (AB) ed in

direzione basolaterale-apicale (BA), al tempo t= @ra. Errori espressi come deviazioni standard.

Molecola Solvente
CLOROTIAZIDE HBSS P85 10% HBSS F127 10% HBSS
Concentrazione(pg/ml) 903.0 £98.3 2323.2 £968.2 79216 £ 627.9
Papp 1nAB (cm/s) x10’ 2.10+0.58 11.5 + 3.96* 2.87 +£0.12**
Papp 1nBA (cm/s) x10’ 3.38 + 1.62 1.07 £ 0.22* 1.33 £ 0.23*
AB/BA ratio 0.62 10.75 2.16
BA/AB ratio (efflux ratio) 1.61 0.09 0.46

* e ** gignificativamente differenti (p<0.001)

Come si pud osservare dalla Tabella XX, il rappoBa&/AB relativo al trasporto di
clorotiazide a partire dalla soluzione preparatdlBSS e prossimo a 2: cio puo significare
che il farmaco e probabilmente coinvolto in un naismo di efflusso. Tale sistema di
trasporto risulta essere inibito da Plur6nie85: in presenza del polossamero infatti sia il
valore diefflux ratio BA/AB, sia il valore di By, B/A risultano essere significativamente
diminuiti. Anche Pluroni® F127 sembra avere un qualche effetto sull'inibieiadi tale
sistema di trasporto: in presenza di questo pohssa il valore BA/AB ratio appare
diminuito in modo significativo. Dal momento cheuRInic® P85 risulta essere un inibitore
della P-gp, si pud pensare che essa sia il tragpogt coinvolto nell’efflusso di clorotiazide,
anche se questa ipotesi non e supportata da taidi isportati in letteratura che classificano
questo farmaco come substrato della P-gp.

Concludendo, si puo affermare che la permeabilitélafotiazide, molecola dotata di scarse
solubilita e permeabilita, € aumentata in modo iSmativo dall'inclusione in micelle di
Pluroni® P85 al 10% (p/p); I'inclusione in micelle di Plmic® F127 non ha un effetto
significativo sul valore del coefficiente di pernbddaa apparente calcolato per il trasporto in
direzione AB.

L’aumento della permeabilita del farmaco attraveilsmnonostrato cellulare Caco-2 puo
essere spiegato con una inibizione da parte dioRicft P85 di una pompa a efflusso

coinvolta nel trasporto del farmaco dal compartitodmasolaterale a quello apicale. Anche
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Pluroni® F127 mostra un effetto di inibizione di una pongpefflusso e provoca una lieve
diminuzione dell’efflux ratio, ma tale effetto n@rsufficiente per determinare un significativo
aumento del B, AB di clorotiazide rispetto al valore ottenutoHBSS. Per provare questa
ipotesi sarebbe utile effettuare esperimenti digeato di clorotiazide in presenza di inibitori
specifici delle pompe a efflusso presenti nella oema apicale del monostrato cellulare

Caco-2.

3.5VALUTAZIONE DELL'INIBIZIONE DELLA P-gp DA PARTE DI
PLURONIC® P85 MEDIANTE TRASPORTO DI DIGOSSINA
ATTRAVERSO LE CELLULE CACO-2

La digossina e un glicoside digitalico cardiotoniteagisce aumentando la forza e la velocita di
contrazione delle fibre del cuor& indicata nelle cardiopatie con fibrillazione akei ed elevata
risposta ventricolare, nello scompenso cardiadbipegtensione, nelle coronaropatie e valvulopatie
La digossina e assorbita in maniera passiva nigb tirtestinale; dopo somministrazione orale
il picco delle concentrazioni plasmatiche vienegiagto in una o due ore, I'emivita e
variabile dalle 36 alle 48 ore. La percentuale digodsina assorbita dopo
somministrazione orale varia sia da soggetto aettmgsia a seconda della formulazione e
risulta essere limitata dalRxgp intestinale, di cui il farmaco & substrato.

Circa il 75% del farmaco e escreto, immodificater pia renale sia per escrezione tubulare
che per filtrazione glomerulare.

Nella presente ricerca la digossina, farmaco apparite alla classe Il del sistema BCS [234]
e stato scelto in quanto substrato della P-gp pletare I'effetto di inibizione di tale pompa a
efflusso esercitato da Plurofii®85. A questo scopo, il trasporto del farmacoaaérso il
monostrato cellulare Caco-2 € stato studiato arpatt una soluzione donatrice preparata in
HBSS in presenza ed in assenza di Plufomig5. Il trasporto di digossina & stato effettuato
anche a partire dalla soluzione donatrice conten&iuroni€ F127, al fine di valutare
pompa.

In questi esperimenti non € stata valutata la iaedi trasporto, ma la quantita di farmaco

presente nel compartimento ricevente e donatota& dosata dopo 2 ore.
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La concentrazione media della soluzioni sature tlmnali digossina preparate in HBSS era
pari a circa 9.5 pg/ml.

In Figura 28-a é riportato il grafico relativo ahsporto di digossina effettuato in direzione
apicale-basolaterale. Come si pu0o notare, non té si@ssibile quantificare la quantita di
farmaco presente nel compartimento basolateratapsa del basso limite di quantificazione
del metodo di analisi HPLC (che risulta essere pairca 1.5 pg/ml).

Come si pud notare dal grafico, la percentuale adimfco ritrovata nel compartimento
donatore al termine del trasporto effettuato aipgadalle soluzioni preparate in HBSS,
Pluroni® P85 al 10% (p/p) e PlurofficF127 al 10% (p/p) risultano essere pari
rispettivamente al 90%, 85% e 75% della quantitpliegta nel compartimento apicale.
Assumendo che né il filtro né il monostrato celtalassorbano il farmagesi pud calcolare la
percentuale di farmaco permeata nel compartimemevente basolaterale, rispetto alla
quantita applicata nel compartimento donatore #piahe risulta essere del 10% (HBSS),
15% (Pluroni€ P85) e 25% (Pluronic F127). L'inclusione del farmaco in micelle di
polossameri sembra determinare un sumento dekzpie di farmaco trasportata attraverso
il monostrato. Tale effetto sembra essere maggjaeando il farmaco € incluso in micelle di
Pluroni® P85 (la maggiore lipofilia di questo polossamerodpce anche un maggior
incremento di solubilita del farmaco).

Nel caso del trasporto in direzione BA (Fig. 28-b)tato possibile quantificare la digossina
in entrambi i compartimenti. In questo caso, isparto € maggiore per la soluzione in HBSS

rispetto alle due soluzioni contenenti polossameri.

% Al fine di valutare I'effetto del filtro sul traspto del farmaco e di verificare un eventuale asseehto di
digossina su di esso, sono stati effettuati esmaniinicontrollo”, consistenti nella valutazione dedsporto della
molecola attraverso i filtri di policarbonato insasiza del monostrato cellulare. | supporti norugrikzano il
trasporto di farmaco, in quanto esso non vienerbisosulla loro superficie e le percentuali dirfeco

recuperate nel compartimento donatore e ricevésutiano essere prossime al 100% (grafici non tgir
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Figura 28. Trasporto (%) di digossina in direzioneapicale-basolaterale (a) ed in direzione basolatee
apicale (b) a partire da soluzioni sature di farmao preparate in HBSS in presenza ed in assenza di

Pluronic® F127 al 10% e Pluroni€ P85 al 10%. Errori espressi come sem.

134



Capitd\6 Risultati e discussione

La quantita di farmaco ritrovata nel compartimenfucale dopo trasporto a partire dalla
soluzione contenente Plurofii€127 non risulta essere significativamente diffezgP>0.05)
rispetto a quella ritrovata a partire dalla solnzigreparata in Pluroffi®85.

Questi risultati sono confermati dal calcolo ddoviadi Pay, BA (Tabella XXI): i polossameri
producono una significativa diminuzione del valdeg coefficiente di permeabilita apparente
della digossina in direzione basolaterale-apicaspetto al valore del coefficiente calcolato
per il trasporto del farmaco a partire dalla sauei in HBSS.

Il fatto che anche PluroriicF127 mostri un effetto di inibizione sulla pompa&ffusso pud
suggerire che i Polossameri agiscano come inibiton specifici della P-gp, oppure che la
digossina sia substrato di un’altra pompa a eflU&CRP, MRP2) presente a livello della

parete apicale e che tale pompa sia inibita in eramon specifica dai polossameri.

Tabella XXI. Concentrazione delle soluzioni donatgi, valori di P, per il trasporto di digossina

attraverso il monostrato cellulare Caco-2, in direibne basolaterale-apicale (B-A), al tempo t= 2 ore.
Errori espressi come deviazioni standard. Il valoredel coefficiente di B,, A-B non & stato calcolato in
guanto la concentrazione di farmaco ritrovata nel ompartimento ricevente apicale era al di sotto del

limite di quantificazione del metodi HPLC.

DIGOSSINA HBSS P85 10% HBSS F127 10% HBSS
Concentrazione (ug/ml) 9.59 +£1.37 50.95 +0.76 985 1.75
Papp 20AB (cm/s) *10° 0 0 0
Papp 2nBA (cm/s) *10° 7.91+0.70 1.13+0.48 2.07 £ 0.60
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4. EFFETTO DEI POLOSSAMERI SULLA
PERMEAZIONE TRANSDERMICA DI DAPSONE,
CLOROTIAZIDE E DIGOSSINA

L’utilizzo di sistemi colloidali uniti o meno allgpresenza di promotori di assorbimento

rappresenta uno dei metodi non invasivi piu utdtzper modificare il trasporto di farmaci
attraverso la barriera cutanea.

In questa ricerca, i farmaci modello dapsone, tiarale e digossina sono stati inclusi
all'interno di micelle di polossameri, che si sodinostrati efficaci per quanto riguarda I’
aumento della loro solubilita in solventi acquosi.

Per la valutazione in vitro dell’effetto di tali jpmeri sull’assorbimento transdermico, le
soluzioni dei tre farmaci sono state preparatelimoRic® P85 alla concentrazione del 10%
(p/p), poiché questo polossamero ha dimostratousred piu significativi aumenti della
solubilita in acqua per tutti e tre i farmaci sttdi Gli esperimenti sono stati condotti in celle
di diffusione di Franz per un tempo di 22 ore (aames digossina) e 24 ore (clorotiazide);
come membrana € stata utilizzata I'epidemide iao{atrato corneo piu epidermide) dalla
pelle di orecchio di maiale. Esperimenti preliminaondotti sulla pellefull thickness
(comprendente strato corneo, epidermide e dermanchanfatti dimostrato che i farmaci
dapsone, clorotiazide e digossina non sono in gdideermeare in quantita significative
(risultati non mostrati). Numerosi dati in lettenat hanno dimostrato che la permeazione in
vitro di molecole lipofile e artificiosamente imp&dse la membrana utilizzata include una
consistente parte del derma. Questo tessuto, eskeemte acquoso, costituisce una
importante barriera al passaggio di molecole padabdi in acqua. Tuttavia, in vivo, la
vascolarizzazione della pelle e principalmente linzata al confine tra epidermide e derma,
pertanto il derma non rappresenta una barrierasalrbimento. Per molecole cosi lipofile e
quindi piu realistico utilizzare come membranadiepidermide.

In questo paragrafo sono mostrati i risultati felall’influenza dell’ incremento di solubilita
sulla permeazione transdermica delle tre molecadatho (Fig. 29-30).

Nei grafici riportati in Figura 29 sono rappreséatde quantita cumulative di farmaco

(dapsone, figura 27-a, clorotiazide, figura 274gpdsina, figura 27-c) normalizzate per la
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Figura 29. Permeazione (ug/cf) di dapsone (a), clorotiazide (b) e digossina (@Xtraverso I'epidermide
suina, a partire da soluzioni sature dei farmaci iracqua in presenza ed in assenza di Pluroffi®85. Medie

ts.e.m.

superficie di permeazione, in funzione del tempomé si pud notare da un primo confronto
dei tre grafici, le quantita di digossina permeaitttaverso I'epidermide sono notevolmente
inferiori rispetto alle quantita di dapsone e ct@oide (si confrontino i valori massimi degli
assi delle ordinate).

Per tutti e tre | farmaci, le quantita permeateaatrso I'epidermide sono significativamente
maggiori a partire dalle soluzioni preparate inréic® P85 al 10% (p/p).

Dal momento che le soluzioni donatrici erano rapgnéate da soluzioni sature dei farmaci e
che quindi le quantita di farmaco applicate nomeraguali, sono stati costruiti i grafici che
rappresentano la percentuale di farmaco permeatanii¢a ritrovata nel compartimento
ricevente rispetto alla quantita applicata) in fone del tempo. Tali grafici sono riportati in
Figura 30.
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Figura 30. Permeazione (%) di dapsone (a), clorotrde (b) e digossina (c) attraverso I'epidermide $wna, a

partire da soluzioni sature dei farmaci in acqua inpresenza ed in assenza di Plurorfi®85. Medie + s.e.m.

Per quanto riguarda la permeazione del farmacood@&pg-ig. 30-a) attraverso I'epidermide
suina, la presenza di Plurofiie85 alla concentrazione del 10% in acqua, norrb@opto un
aumento della percentuale di farmaco permeatattisgdla soluzione acquosa. Anche la
permeazione percentuale di clorotiazide (Fig. 30v) e incrementata dalla presenza del
Polossamero; per questo farmaco la permeazione riirepaalla soluzione acquosa €
significativamente maggiore rispetto alla permeagi@ partire dalla soluzione contenente
Pluroni® P85. Il farmaco digossina (Fig. 30-c) non & indgradi permeare attraverso
I'epidermide a partire dalla soluzione acquosandliisione all'interno di micelle di Plurorfic
P85 produce un significativo aumento della pernigakdel farmaco attraverso I'epidermide
suina.

Questi risultati possono essere in parte spiegatiite considerazioni sull’effetto di aumento
della solubilita determinato da Plurofii®85 per ciascun farmaco. Come discusso nel
Paragrafo 2 di questo capitolo, la presenza delmgob produce effetti quantitativamente
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differenti sulla solubilita di ciascun farmaco: nehso del dapsone, la presenza del
polossamero alla concentrazione del 10% (p/p) grawo di incrementare la solubilita in
acqua del farmaco fino 6 volte, nel caso della atlazide la presenza del polimero
incrementa la solubilta in acqua del farmaco dia® volte ed infine nel caso della digossina
I'aumento di solubilitd determinato dalla presemzaoluzione acquosa di Plurofii®©85 &
pari ad un fattore di circa 2. L'incremento dellalubilita dei farmaci determinato dal
polimero puo essere correlato con la sua capakiteclddere la molecola nelore micellare.
Anche se e stato dimostrato, tramite un calcoloraggimato del volume dedore delle
micelle di polossameri e del volume occupato daihéco (Capitolo 1V, Paragrafo 2), che
tutte e tre le molecole possiedono dimensionidaliconsentire loro di essere contenute nel
core della micella, I'interazione di una molecola coa porzione idrofobica e la sua
ripartizione all'interno della micella sono influeate da altri fattori quali la geometria
molecolare (I'assunzione di una geometria sferiappresenta una semplificazione), la
presenza di stereocentri, la capacita di stahititerazioni idrofobiche con le catene PO, la
presenza di gruppi ossidrilici. Si puo ipotizzaextpnto che il minore effetto di incremento
della solubilita apportato ad una molecola siaalabile con una sua inclusione solo parziale
all'interno della struttura micellare, o meglio cinclusione di un minor numero di molecole
di farmaco all'interno detore Questa considerazione consentirebbe di spiegaparte le
differenze nei profili di permeazione ottenuti pére farmaci: un farmaco che in presenza di
Pluroni® P85 mostra un profilo di solubilita significativamte non differente (dapsone) o
inferiore (clorotiazide) rispetto a quello ottenutopartire dalla soluzione acquosa, € piu
efficientemente incluso nelle micelle di polossamer pertanto il numero di molecole
disponibili per la permeazione attraverso il tegsatinferiore. Nel caso della digossina,
supponendo che la sua inclusione all’interno @@k micellare sia inferiore o riguardi un
numero inferiore di molecole, la permeazione aifgadalla soluzione contenente il polimero
risulta essere significativamente maggiore, prdbahbite a causa del fatto che un maggior
numero di molecole risultano essere disponibililpgrermeazione.

Queste supposizioni potrebbero trovare confernravattso studi di spettroscopial NMR
accoppiati alla spettroscopia bidimensionale NOES¥ consentono di studiare il processo di
formazione di micelle [235], il riarrangiamento wturale di peptidi che interagiscono con
micelle [236, 237] e linterazione farmaco-micelf238, 239]. In questo tipo di studi
vengono confrontati gli spettri dei polimeri in pemza ed in assenza di farmaco ottenuti ad
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una concentrazione inferiore alla CMC con quelteotiti ad una concentrazione superiore
alla CMC. Unoshift protonico nello spettro ottenuto ad un valore dnaentrazione del
polimero superiore alla CMC indica che il gruppantico al quale tale protone appartiene va
ad inserirsi netore micellare.

Tali studi non sono stati effettuati nella presenteerca ma potrebbero costituirne un

interessante sviluppo.
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5. VALUTAZIONE EX-VIVO DELLA BIOADESIONE
DI POLOSSAMERI ALLA VESCICA URINARIA
SUINA

La mucoadesione rappresenta un’importante strateenal’ottenimento di formulazioni a
rilascio controllato di farmaci, sia nell’ambito l@desomministrazione topica (mantenimento
della molecola in contatto con il sito d’azionep siellambito della somministrazione
sistemica (mantenimento della molecola in contatioil sito di assorbimento).

Le formulazioni mucoadesive sfruttano le proprigittnucoadesione di polimeri che si legano
allo strato di muco mediante forze interfaccialiecki sviluppano dopo idratazione,
rigonfiamento o completa dissoluzione del polimér@.metilcellulosa, l'idrossietil cellulosa,
vari tipi di Carbopd! e il chitosano sono definiti come polimeri idrofihucoadesivi gia
utilizzati per la somministrazione buccale, orakeginale, rettale, nasale e oculare.

Le proprietd mucoadesive dei polossameri (in paletie dei gel termoreversibili di Pluroffic
F127) sono ampiamente riportate in letteraturae esgo state illustrate nel paragrafo 2.6.6.

| gel di Pluroni® F127 sono stati studiati per applicazioni buccalitali, oftalmiche e nasali,
ma in letteratura non sono fin’ora descritte agaioni alla vescica urinaria.

Le proprieta di mucoadesione di Plurdhigl27 e Pluronit F68 alla vescica urinaria sono
state valutate mediante misura della forza massiinthstacco dei polimeri in forma solida
dalla mucosa, a vari tempi di contatto ed ad urerd@hato valore di pressione. La
misurazione é stata effettuata con un dinamomesone stati inoltre calcolati il lavoro di

adesione e ldeformation to failuréDF) (Paragrafo 2.7.4 cap. Ill).

5.1ESPERIMENTI PRELIMINARI

La bioadesione di polimeri alla vescica urinaria @omai stata studiata in vitro con il metodo
del dinamometro. Per questo motivo, sono stati idenati diversi parametri sperimentali
riportati come critici in questo tipo di esperimegiffettuati su tessuti mucosali differenti.

Sono stati effettuati esperimenti preliminari pafutare come la temperatura del tessuto e la

velocita di distacco della porzione superiore dstlmmento possano influenzare le proprieta
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bioadesive dei polimeri. Per valutare I'influenzzld temperatura, i campioni di tessuto sono
stati immersi in tampone PBS a 4°C e fissati apsup di polistirolo come precedentemente
descritto. La temperatura della mucosa di polimestata misurata, pochi secondi prima del
contatto con la pastiglia, con un termometro dlgit((TESTO, GmbH & Co, Lenzkirch,
Germania) ed € risultata essere paragonabile aftgpdratura ambiente (19 + 4°C). Un
secondo gruppo di tessuti mucosali & stato immiarsampone PBS a 40 + 2°C e rapidamente
fissati al supporto. La temperatura della mucosehpsecondi prima del contatto con il
polimero, e risultata essere pari a 37 + 2°C. Quesgerimenti sono stati effettuati con
compresse di Pluroriid=127 e Carbop8l 934.

Per Carbop§l 934 a 37 °C, anche se il valore gizfnon & significativamente differente
rispetto a quello ottenuto a temperatura ambiehti@yvoro di adesione é risultato essere
significativamente piu elevato. | risultati sono strati in Tabella XXII. Cio significa che la
deformation to failure(DF) e un parametro che occorre prendere in cerstibne per
I'interpretazione dei risultati: come mostrato iabElla XXII, DF e significativamente piu
elevato a 37 °C (ANOVA p<0.05). Per Plurdhi€127 a 37 °C il valore di &y €
significativamente piu basso rispetto a quello raite a temperatura ambiente, mentre il
valore di DF é significativamente piu elevato; dnseguenza il valore di WoA non risulta
essere significativamente differente. DF € un patemcorrelato con la plasticita del processo
di adesione [221]; 'aumento della temperatura philmente causa una diminuzione
nell’elasticita dei polimeri che, per PlurofiiE127 pud essere spiegata con le sue proprieta di
gelificazione termoreversibile. Si sa che per foadndosaggio solide o parzialmente idratate,
la forza del legame tra la superficie mucosale edtene di polimero e principalmente
determinata dal movimento dell’acqua, dalla muocasgago il polimero allo stato secco (teoria
della disidratazione [240], che non solo consolidegame, ma conferisce anche plasticita al
polimero. Quando un polimero gelifica, 'acqua degwenetrare all'interno di uno strato
supplementare idratato (il gel) prima di raggiumgersuperficie solida. Per lo stesso tempo di
contatto, la quantita di acqua permeata €& quingibgissa, il legame risultante e piu debole
(minore Fhay €d il polimero risulta essere meno elastico glgvato lavoro di adesione), in

confronto ai valori degli stessi parametri otterautemperatura ambiente.
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Tabella XXII. Effetti della temperature del tessutoe del tempo di contatto sulla forza di distacco (fy),
sul lavoro di adesione (WoA) e sulla Deformation tdailure di differenti polimeri alla vescica urinaria di
maiale. Temperatura ambiente. Velocitd di distacco:300 mm/min. Per dettagli sulle differenze
statisticamente significative (ANOVA, p<0.05), vdésto.

Tempo di contatto (min) | Fnax (N £s.e.m.) | Wo A (mJ xs.e.m.) DF (mm)
Carbopol 934
5 0.68 + 0.07 20.43+6.32 |15.75+2.75
5 0.59 + 0.01 9.76 + 0.57¢ 10.67 £ 1.20
1 0.53+0.01 7.91+0.26 |7.50+0.42
3 0.60 +0.10 9.19+1.38 [8.50+0.00
4 0.61 + 0.05 9.48+0.17 |10.67+0.44
Pluronic® F 127
5 0.45 + 0.00 13.39 +1.09 12.67 + 0.88
5 0.53 + 0.02¢ 13.18 + 0.99 9.33+0.44
Pluronic® F 68
4 0.45 + 0.00 8.43+0.09 [6.83+0.73
0.49 +0.0% 11.41 + 0.48 10.83 + 0.67
10 0.53 +0.02 11.81+2.04 |10.75+1.25
15 0.51 + 0.07 11.94+150 |11.25+1.25
Chitosano
3 0.44 +0.01 1455 +3.16 [10.50 +1.63
5 0.49 +0.01 15.94 +1.24 [11.33+0.60
8 0.48 + 0.03 16.45 + 1.08 11.75+0.75

"37C

ab differenze statisticamente significative

® differenza statisticamente significativa rispettGarbopdt

d. differenza statisticamente significativa rispettohitosano
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Ulteriori esperimenti sono stati condotti variantio velocita di distacco, un parametro
strumentale che risulta essere critico per la aalohe della mucoadesione [218].

In Tabella XXIIl sono mostrati i risultati degli psrimenti di bioadesione di Carboffod34 e
Pluroni® F127 effettuati ad una velocitda di distacco dellarzjpne superiore del

dinamometro pari a 120 mm/min, a tempi di contditferenti.

Tabella XXIIl. Forza di distacco (Fmax), lavoro di adesione (WoA) eDeformation to Failure (DF) di
Carbopol 934 e Pluroni€ F127 nei confronti della mucosa vescicale di maglad una velocita di distacco
di 120 mm/min. Temperatura ambiente. Per dettagli glle differenze statisticamente significative
(ANOVA, p<0.05), vd testo.

Contact time (min) F max WoA DF
(N £s.e.m.) (mJ £s.e.m.) (mm)
Carbopof’ 934
3 0.46 £ 0.01 4.93+0.48 | 8.30+0.30
5 0.50+0.04 6.20+0.44 | 6.93+0.29
10 0.50 +£0.00 5.11+0.43 | 8.87+1.86
Pluronic® F 127
3 0.50 +£0.05 5.76 £+ 0.23 | 5.67 £ 0.37
5 0.45+0.00 5.49+0.53 | 5.33+0.29
10 0.55+0.03 7.25+0.57 |5.50+0.30

| risultati mostrati in Tabella XXIIl evidenzianohe i valori di Fax € WOA per ciascun
polimero, ottenuti a 120 mm/min sono significativarte piu bassi rispetto a quelli ottenuti a
300 mm/min (Tabella XXII). Una velocita di distacauinore, che influenza le proprieta di
mucoadesione di Carbof50l934 alla mucosa gastrica suina, non consentésdiiminare il
comportamento biadesivo di PlurohiE127 rispetto a quello di CarboffoP34, per gli stessi
tempo di contatto.

Ad una velocita di distacco inferiore, il tempoatdintatto sembra avere una debole influenza

sul valore di Fax di Pluroni® F127: la forza di distacco del polimero dopo 3 mifuti di
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contatto con la mucosa vescicale sono significatgte piu basse rispetto a quella ottenuta

dopo un tempo di contatto di 10 minuti.

5.2INFLUENZA DEL TEMPO DI CONTATTO

Negli esperimenti di valutazione della mucoadesidasati sulla misura della forza di
distacco riportati in letteratura, i tempi di camdetra il polimero ed il tessuto appaiono molto
differenti. Essi variano dai 10 secondi a diversnuti, a seconda del tipo di polimero, del
modello animale utilizzato e altre condizioni spegntali quali ad esempio la pre-idratazione
del tessuto o il fatto che la forza di adesionegaea meno misurata in un liquido. Tobgnh

al. [218] hanno studiato l'influenza di alcune conaolid sperimentali e parametri strumental
sui risultati delle valutazione in vitro delle praga mucoadesive di Carboffol934P sulla
mucosa gastrica. Da questo studio € emerso cleenppd di contatto € un parametro critico
che influenza significativamente i risultati: unna@nto del tempo di contatto conduce ad un
significativo aumento nella mucoadesione. In paléie, il lavoro di adesione medio &
risultato essere linearmente correlato con il temipcontatto fino a 2 minuti. Ponchet al
[217] hanno dimostrato che per il modello di tessuticosale buccale, I'interpenetrazione tra
il muco ed il polimero risulta essere uno dei fatpoincipali per la determinazione della forza
di mucoadesione risultante.

L’influenza del tempo di contatto tra polimeri eldtéssuto vescicale in un esperimento
condotto con il dinamometro non € mai stata stadiBer questo motivo sono stati condotti
esperimenti variando il tempo di contatto tra lacosa vescicale e polimeri mucoadesivi
(Carbopof 934 e chitosano), al fine di verificare se essteun tempo ottimale per lo
stabilirsi delle interazioni tra le due superfici.

Gli esperimenti sono stati condotti a temperaturdiante con pastiglie di Carboffol934,
per tempi di contatto di 1,3,4,5 minuti e con pgistidi chitosano, per tempi di 3,5,8, minuti.
| risultati (riportati in Tabella XXII) mostrano eh’'aumento del tempo di contatto influenza
debolmente la forza di adesione del chitosanornailaosa vescicale: lahk ottenuta dopo un
tempo di contatto di 3 minuti e leggermente infeFioispetto a quelle ottenute dopo 5 e 8
minuti. Il lavoro di adesione e Df non sembranceessnfluenzati dal tempo di contatto.

Per Carbop8l 934 il tempo di contatto non influenza nessuriqpdeametri misurati. Questo

probabilmente significa che per il modello vesacdlinterpenetrazione tra questo polimero
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ed il tessuto (che avviene sostanzialmente quamup gfrato di muco € presente sulla
mucosa), non costituisce una tappa critica peetarthinazione della forza di bioadesione.

La “teoria dell’interpenetrazione”, basata sulltiudiione di catene del polimero verso il muco
e delle glicoproteine del muco verso il polimera geadiente di concentrazione, spiega il
consolidamento del legame mucoadesivo con lo stldi interazioni secondarie che creano
un legame stabile in grado di superare le propetiaderenti dello strato di muco stesso
[240]. Secondo N'Dowet al [241], la mucosa urinaria umana e quella porammn
possiedono uno strato continuo di muco, che caiatte ad esempio, il tessuto intestinale;
questo potrebbe spiegare il fatto che i parametmuacoadesione calcolati per chitosano e
Carbopof 934 risultano indipendenti dal tempo nel modetlacosale vescicale.

Gli esperimenti successivi sono stati effettuagigiendo un tempo di contatto di 5 minuti; le
proprietd mucoadesve di PlurofiiE127 e Pluroni® F68 sono state confrontate con quelle di
CarbopoP 934 e chitosano.

Come si pud evincere dai risultati mostrati in TbXXII, la forza di adesione dI Carbogol

& risultata essere significativamente superiongetts a quella di PluronicF68, Pluronif
F127 e chitosano, mentre per quanto riguarda drtawi adesione il valore del chitosano é
significativamente piu elevato di quello degli Bite polimeri. Per Carbop®l 934 sia i valori

di Fmax che quello di DF risultano elevati: questo sigr@fiche il legame tra il polimero e la
superficie mucosale & forte; in altre parole I'mgia del legame tra Carbofol934 e il
tessuto vescicale e sufficientemente elevata derrdare il punto di adesione ed allungare la
superficie mucosale oltre il suo punto di riposolavoro di adesione del chitosano alla
mucosa vescicale & significativamente pitl elevisioetto a quello di Carbopdl 934 anche
se il valore di Fax€ significativamente inferiore e Df non é signifiezamente differente. La
ragione non é del tutto chiara: questo potrebberessovuto ad una differenza nella forma
delle curve forza-spostamento, che risulterebbedese probabilmente con ulteriori
elaborazioni matematiche.

La bioadesione di Carbogol 934 e del chitosano (che appartengono ai cosidtietico
adesivi di prima generazione”) alla vescica e attivdalla presenza di liquido sulla superficie
ed e basata sulla formazione di interazioni aspbef(legami ad idrogeno) dei gruppi —
COOH (Carbopol) e —OH (chitosano) con i gruppi askci delle mucine. La mucoadesione
di gel di chitosano alla mucosa gastrica € stataliata da Lehret al [242] ed e
principalmente basata su interazioni elettrostatich
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Nei nostri esperimenti abbiamo utilizzato i polimierforma solida ed il pH della superficie
mucosale risultava essere attorno a 7.4, valorelpiato rispetto al pKa del chitosano (6.5).
Per queste ragioni, presumibilmente il polimero stabilisce interazioni di tipo elettrostatico

con i gruppi solfato dei glicosamminoglicani mudosa

5.3PROPRIETA MUCOADESIVE DEI POLOSSAMERI

| polossameri mostrano la proprieta peculiare degificazione termo reversibile; in

particolare il comportamento termo reversibile firBnic® F127 & stato ampiamente studiato,
su vari tessuti mucosali, mentre per PlurBni68 I'utilizzo in forme farmaceutiche per

applicazione mucosale € molto limitato.

| valori di Fnaxe lavoro di adesione dei due polossameri alla nausescicale sono stati

comparati con quelli di Carbofol 934 e chitosano (controlli positivi e a quelli d

metilcellulosa ed alluminio (controlli negativi)risultati sono riportati in Figura 31.
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Figura 31. Confronto tra Fn, (2) e lavoro di adesione (WoA) (b) di materiali no bioadesivi (alluminio ed
etilcellulosa) e polimeri (Carbopof 934, Pluroni€® F68, Pluronic® F127, chitosano) alla vescica urinaria
di maiale. Tempo di contatto = 5 minuti, velocita ddistacco = 300 mm/min). Media + s.e.m. Per dettég

sulle differenze statisticamente significative (AN®A, p<0.05), vd testo.

| grafici mostrano che i polossameri risultano esseucoadesivi, se paragonati ad un
materiale inerte (alluminio) e ad un polimero iedtilcellulosa), i cui valori difx(Fig. 31-

a) e di lavoro di adesione (Fig. 31-b) sono rigu#asere uguali a zero.

La Figura 31-a mostra che la,/x di Carbopol 934 & significativamente pit elevata di
quelle di Pluroni€ F127 e Pluroni® F68 e che la fdi Pluroni® F127 & significativamente
pitl elevata di quella di Plurorfid=68.

| risultati del lavoro di adesione sono mostrati Rigura 31-b. Il valore ottenuto per |l
chitosano é significativamente piu elevato rispettguello ottenuto per i polossameri; il

lavoro di adesione di PlurofficF127 & significativamente maggiore rispetto a lqueli
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CarbopoP 934 e sembra essere pill elevato rispetto a qdefuroni® F68, anche se la
differenza non é statisticamente significativa.

Possiamo affermare che Plurdhig127 e Pluroni® F68 mostrano proprieta mucoadesive; la
loro struttura consiste nella ripetizione di unpalietilene ossido-polipropilene ossido-
polietilene ossido (PEO-PPO-PEO) con gruppi odgidterminali, pertanto I'interazione con

i gruppi ossidrilici delle catene di mucina é prbitraente basata su legami idrogeno che
formano interazioni superficiali deboli (contatfmjma tappa dell'interazone nel processo di
mucoadesione). Per valutare se il consolidamentcalgatto possa essere meglio spiegato
dalla “teoria della disidratazione” o dalla “teodall'interpenetrazione” [240], é stata valutata
l'influenza di tempi di contatto piu lunghi sullautoadesione dei Polossameri. Come gia
menzionato, la “teoria delle disidratazione” pudegpre processi di mucoadesione che
avvengono molto velocemente, con tempi dell’ordile@ secondi, mentre la “teoria della
interpenetrazione” richiede che macromolecole dndr dimensioni diffondano e penetrino
nelle rispettive superfici che li contengono, psseche richiede tempi piu lunghi.

La bioadesione di PlurorficF68 & stata valutata per tempi di 4,10 e 15 migusitato scelto
questo Polossamero per evitare I'effetto dellafigalzione termo reversibile riportato per
Pluroni® F127. | risultati sono mostrati in Tabella XXllalFnadopo un tempo di contatto
di 4 minuti & significativamente piu bassa rispettoralore dopo 10 e 15 minuti; gli stessi
risultati sono stati ottenuti con il lavoro di acese.

Dal momento che il tempo di contatto sembra avareftetto sulle proprieta mucoadesive di
Pluroni® F68, & stato ipotizzato che, dopo la formazione leiami idrogeno, il
consolidamento dell'interazione tra il polimero a duperficie mucosale sia probabilmente
dovuta alla diffusione del polimero e delle catehiemucina secondo il loro gradiente di
concentrazione, con conseguente interpenetrazielte sliperfici e formazione di un legame
piu stabile.

| polossameri sono polimeri namoss-linked si suppone pertanto che la mobilita delle loro
catene sia relativamente elevata se paragonatseapio, a quella del Carbofio(polimero
cross-linkedl per il quale, come gia affermato, la “teoria dalisidratazione” sembra spiegare

piu correttamente il processo di mucoadesione.
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CAPITOLO V

Conclusioni

La dimensione delle micelle formate da Plur6ni127 e Pluroni® P85 a diversi valori di
concentrazione ed in diversi solventi acquosi hdapm a concludere che i polimeri formano
strutture micellari di dimensioni complessivameoteprese tra i 16 ed i 30 nm. L'aumento
della concentrazione del polimeri sembra causaee agrta diminuzione delle dimensioni
micellari. La CMC di Pluroni® P85 & risultata essere inferiore rispetto a quélRluroni®
F127. E stato riscontrato inoltre che la presemzaldo di un farmaco all'interno del solvente
influenza il processo di formazione delle miceliePtlironi¢® P85: i sali esercitano un effetto
“salting out” e diminuiscono i valori di CMC, favemdo il processo di micellizzazione,
mentre la presenza di un farmaco aumenta i vaio@MC, consentendo la formazione di

micelle parziali quando il polimero € sciolto im@aa o in HBSS alla concentrazione del 10%.

| polossameri si sono dimostrati in grado di aurmentsignificativamente la solubilita dei
farmaci dapsone, clorotiazide e digossina, dotatsahrsa solubilta in solventi acquosi
(appartenenti rispettivamente, alle classi Il, IVlledel sistema BCS). L'aumento della
solubilita & risultato essere proporzionale allacemtrazione dei polimero. Plurofii®85 alla
concentrazione del 10% in HBSS ha prodotto 'aumgm@ significativo della solubilita di
tutti e tre i farmaci. L'aumento della solubiltateeninato dai eolossameri rispetto alle
soluzioni acquose prive dei polimeri e risultatoaqutativamente piu significativo per
dapsone e clorotiazide rispetto a digossina, la smlubilitd risulta essere solamente
raddoppiata rispetto a quella in acqua. La ragiénprobabilmente da ricercarsi in un
maggiore ingombro sterico di questa molecola: eéssan peso molecolare maggiore rispetto
alle altre due e presenta numerosi stereocentijdainclusione all'interno debre micellare

risulta essere, probabilmente, solo parziale.
La percentuale del farmaco dapsone trasportatavat8o il monostrato cellulare Caco-2

risulta essere inferiore in presenza di polossanspétto alla soluzione preparata in tampone.

Il dapsone € un farmaco di classe |l dotato dirdigccaratteristiche di permeabilita, pertanto
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il suo trasporto non e significativamente miglioratlall'inclusione nelle micelle. Dal
momento che le micelle di polossameri non sono gisibmente in grado di attraversare la
membrana, si suppone che il farmaco contenutamtdino delle micelle risulti essere meno
disponibile per il trasporto attraverso il monokira

Il calcolo dei coefficienti di permeabilita appatiedi dapsone relativi alle due direzioni di
trasporto (apicale verso basolaterale AB e bagalat®erso apicale, BA), ha evidenziato una
asimmetria nel trasporto, che risulta essere ppomante in senso BA rispetto ad AB. Questo
risultato ha portato a formulare I'ipotesi che akrhaco sia substrato di un trasportatore ad

efflusso, ma questo dato non e confermato daliergtira.

Il trasporto attraverso il monostrato cellulare &&cdi clorotiazide, molecola dotata di scarse
solubilita e permeabilita, € aumentato in modo ificativo dall'inclusione in micelle di
Pluroni® P85 al 10% (p/p); I'inclusione in micelle di Plmic® F127 non ha un effetto
significativo sul valore del coefficiente di pernbdda apparente calcolato per il trasporto in
direzione AB.

L'inclusione del farmaco clorotiazide all'internlte micelle di Pluroni® P85 provoca un
significativo aumento del trasporto del farmacadirezione apicale-basolaterale ma non in
direzione opposta. Cio suggerisce che il farmaacssbstrato di una pompa a efflusso e che
tale pompa sia probabilmente inibita dai polossariai momento che Plurorfid®85 risulta
essere un inibitore della P-gp, si pud pensare efga sia il trasportatore coinvolto
nell’efflusso di clorotiazide, anche se questaa@gbhon e supportata da altri studi riportati in
letteratura che classificano questo farmaco corbstsato della P-gp.

Anche Pluroni€ F127 mostra un effetto di inibizione di una ponapefflusso, ma tale effetto
non é sufficiente per determinare un significawonento del §, AB di clorotiazide rispetto

al valore ottenuto in HBSS.

Per provare questa ipotesi sarebbe utile effettasperimenti di trasporto di clorotiazide in
presenza di inibitori specifici delle pompe a efia presenti nella membrana apicale del
monostrato cellulare Caco-2 oppure effettuare @speti di trasporto attraverso il sistema
PAMPA (parallel artificial membrane permeability as9ayche consente, attraverso
I'eliminazione di tutti i sistemi di trasporto atti, di studiare la permeazione di molecole

solamente mediante il meccanismo della diffusicassiva.
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L’inclusione del farmaco digossina all’interno d@elinicelle di polossameri determina un
incremento della percentale di farmaco trasporadteaverso il monostrato. Tale effetto
sembra essere maggiore quando il farmaco & inclisaterno delle micelle di Pluronft
P85; la maggiore lipofilia di questo polossamespeito a Pluronft F127 produce anche un
maggior incremento di solubilita del farmaco.

Nel caso del trasporto in direzione AB non e staiesibile quantificare il farmaco presente
all'interno del compartimento basolaterale, a cagshbasso limite di quantificazione del
metodo analitico. Nel caso del trasporto in direeid3A € stato possibile quantificare la
digossina in entrambi i compartimenti ed e risoltetie il trasporto € maggiore a partire dalla
soluzione in HBSS rispetto alle due soluzioni coetgi polossameri.

La maggiore quantita di farmaco ritrovata nel cortipgento apicale dopo trasporto a partire
dalla soluzine in HBSS risulta essere coerente errwdn I'ipotesi del blocco della P-gp
formulata per Pluronft P85. Il fatto che anche Plurofii&127 mostri un effetto di inibizione
sulla pompa a efflusso pud suggerire che i polossaagiscano come inibitori non specifici
della P-gp, oppure che la digossina sia substiato’dltra pompa a efflusso (BCRP, MRP2)
presente a livello della parete apicale e chepaitapa sia inibita in maniera non specifica dai

polossameri.

Le quantita dei farmaci dapsone, clorotiazide esbgna permeate attraverso I'epidermide a
partire dalla soluzioni contenenti Plurohie85 sono significativamente maggiori rispetto alle
quantita permeate a partire dalle soluzioni acquose

Dal calcolo delle percentuali di farmaco permeatewsnce che per i farmaci dapsone e
clorotiazide [I'inclusione all'interno delle micellmon aumenta significativamente la
permeazione transdermica rispetto alla soluziogei@sa. L'inclusione del farmaco digossina
in micelle di Pluroni€ P85 consente al farmaco di permeare (sebbene antitu molto
basse) attraverso I'epidermide, al contrario detluzione del farmaco preparata in acqua a
partire dalla quale il flusso del farmaco risulss&re pari a zero.

La differenza riscontrata per i tre farmaci & plulvaente spiegabile con i gia citati risultati di
solubilita, che hanno mostrato una piu efficientdulsilizzazione (correlabile con una
maggiore inclusione all'interno del core delle nfligeda parte di PluronftP85 nei confronti

di dapsone e clorotiazide. Si pu0 supporre cheuihero di molecole disponibili per la

permeazione sia inferiore rispetto a quello di dgwa, molecola inclusa meno
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efficientemente all’interno delle micelle, probabd per ragioni di geometria ed ingombro
sterico. Queste ipotesi potrebbero essere conferndat studi di spettroscopia NMR
accoppiata all’analisi bidimensionale NOESY, chensamtono di studiare [l'efficienza

dell'interazione farmaco-micella.

Pluroni® F127 e Pluroni® F68 hanno mostrato proprietd di bioadesione allecasa
vescicale paragonabili a quelle di chitosano e Qzoli 934, polimeri gia ampiamente
utilizzati per le loro proprieta di mucoadesiondjizzati in questo studio come controlli
positivi.

Le proprieta bioadesive dei polossameri hanno diatws essere influenzate dalla
temperatura e dal tempo di contatto; la dipendeeaguesti parametri ha consentito di
formulare ipotesi sui meccanismi che sono alla biségrocesso di bioadesone dei PlurBnic

alla mucosa vescicale.
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