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ABSTRACT 

 

Nanostrategie di targeting per l’imaging 
dell’aterosclerosi 

TARGETING NANO‐STRATEGIES FOR IMAGING OF ATHEROSCLEROSIS 

 

L’obiettivo  del mio  progetto  di  dottorato  di  ricerca  è  stata  la  progettazione, 

produzione  e  caratterizzazione  di  nanostrutture  biocompatibili,  costituite  da 

polimeri altamente idrofilici di origine naturale e molecole attive, in particolare 

mezzi di contrasto per risonanza magnetica nucleare (MRI), nel caso specifico Gd 

chelato, per l’imaging diagnostico dell’aterosclerosi. 

L’aterosclerosi è una patologia caratterizzata dalla formazione di tipiche placche 

lipidiche che determinano  il  restringimento del  lume di vasi di medie e grandi 

dimensioni. La pericolosità della patologia non è  legata al grado di stenosi del 

vaso, quanto alla composizione della placca che può determinarne fenomeni di 

instabilità con conseguente manifestazione di sintomi clinici quali ictus, infarto e 

ischemia. 

Le attuali tecniche diagnostiche sono basate sugli indici dei fattori di rischio o sulla 

valutazione del grado di  stenosi del  vaso, pertanto esse non permettono una 

valida diagnosi preventiva delle complicanze cliniche della patologia, che conta 

18 milioni di morti l’anno con proiezioni in crescita per il futuro e rappresenta la 

prima  causa  di  ospedalizzazione.  È  evidente  quindi  l’utilità  e  la  necessità  di 

attuare nuove tecniche diagnostiche efficaci durante le fasi silenti della malattia, 

per evitare  le complicanze conseguenti alla  instabilità della placca. Le tecniche 

diagnostiche  auspicabili  dovrebbero  dare  non  tanto  informazioni  sul  grado  di 

stenosi,  bensì  sulla  morfologia  della  lesione  aterosclerotica.  La  risonanza 

magnetica (RM) è tra le tecniche diagnostiche più utilizzate in campo medico e 
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consente di ottenere informazioni 3D anatomiche e funzionali dei tessuti molli. 

Al fine di incrementare la sensibilità della MRI, vengono somministrati al paziente 

per via intravenosa mezzi di contrasto (mdc), che, nella più diffusa pratica clinica 

sono  a base di  gadolinio  (Gd). Nonostante  la  loro utilità  clinica, questi  agenti 

richiedono  lunghi  tempi  di  scansione,  hanno  una  rapida  clearence  renale,  e 

possono anche comportare gravi rischi per la salute dei pazienti a causa della loro 

biodistribuzione  aspecifica  e  del  loro  effetto  collaterale  di  determinare  una 

sindrome  dettala  “fibrosi  nefrogenica  sistemica”,  che  si  può  presentare 

clinicamente anche a distanza di tempo dalla somministrazione. 

Emerge chiaramente  la necessità di disporre di un sistema diverso  in grado di 

potenziare quelli che sono gli attuali agenti di contrasto. 

La  nanomedicina,  con  l’impiego  di  carrier  di  dimensioni  nanometriche  offre 

l’opportunità di veicolare in maniera specifica il mdc al sito bersaglio e di svolgere 

una  funzione  protettiva  contro  la  destabilizzazione  del Gd  chelato.  Inoltre,  la 

presenza di una struttura polimerica di rivestimento, soprattutto se idrofilica, ha 

effetti positivi  sulle prestazioni dell’agente di  contrasto nell’imaging della MR. 

Pertanto  l’utilizzo  di  un  carrier  nanometrico  per  l’agente  di  contrasto  offre 

l’opportunità  di  funzionalizzare  ad  hoc  la  superficie  del  nanovettore  per 

consentire il targeting attivo del sito di interesse in modo da migliorarne l’efficacia 

e  quindi  ridurne  le  dosi  di  somministrazione  e  di  conseguenza  la  tossicità 

sistemica, attraverso un’azione selettiva, specifica ed efficace.  

La peculiare disfunzionalità dell'endotelio vascolare nell'aterosclerosi lo rende un 

candidato naturale per il targeting attivo, in quanto fornisce un ampio spettro di 

bersagli.  In  particolare,  un  ottimo  bersaglio  della  placca  aterosclerotica  è  il 

recettore scavenger (SRCD36) specifico dei macrofagi, cellule attive nel processo 

di formazione della placca aterosclerotica. 

Per la realizzazione del carrier, il primo step è stata la produzione di nanoparticelle 

polimeriche di acido ialuronico (Hyaluronic Acid, HA) contenenti il gadolinio (Gd) 

come agente di  contrasto,  (HA‐NPs‐ Gd),  con  caratteristiche opportunamente 

progettate per l’imaging delle placche aterosclerotiche (AP). Sono state ottenute 

HA‐NPs reticolate stabili che incapsulano Gd‐DTPA utilizzando un metodo basato 

sulle nanoemulsioni W/O, producendo delle gocce con dimensione media di 200 

nm di forma sferica. Utilizzando  la nanoemulsione come microreattore è stato 
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possibile  modulare  finemente  la  struttura  del  nanovettore,  garantendo  un 

controllo preciso sulla reticolazione dell’hydrogel che ha permesso di migliorare 

il grado di idratazione del Gd chelato concentrando le molecole d’acqua nel suo 

intorno  con  conseguente  miglioramento  della  sua  efficacia  per  effetto 

dell’hydrodenticity. L’hydrodenticity è  infatti una proprietà degli hydrogels che, 

quando opportunamente reticolati, formano delle maglie elastiche che regolano 

la pressione osmotica dell’acqua, migliorano lo scambio acquoso con il chelato, 

quindi la sua relassività1,2. 

Dopo aver determinato la quantità dei gruppi carbossilici dell’HA sulla superficie 

delle  nanoparticelle  disponibili  per  la  funzionalizzazione,  una  reazione  di 

ammidazione  ha  permesso  di  coniugare,  direttamente  e  indirettamente, 

l’anticorpo anti‐CD36,  specifico per  il  targeting della placca aterosclerotica.  In 

seguito si è poi passati alla sperimentazione ex‐vivo su placche carotidee umane 

prelevate  per  endoarterectomia  e  successivamente  trattate  per  fissazione 

biologica  e  chimica  per  poterne  studiare  le  caratteristiche  morfologiche 

attraverso l’utilizzo della microscopia elettronica a trasmissione e a scansione. È 

stato  poi  condotto  uno  studio  sulla  veicolazione mirata,  tramite  lo  studio  di 

internalizzazione nella placca aterosclerotica e in via preliminare, uno studio MRI 

del  miglioramento  delle  proprietà  rilassometriche  delle  nanoparticelle 

funzionalizzate per l’imaging della placca.  

Questo lavoro ha contribuito alla conoscenza sia scientifica che tecnologica nel 

settore  dell’imaging  delle  placche  aterosclerotiche.  In  breve,  il  protocollo 

utilizzato per produrre le NP biocompatibili fornisce una potenziale via sintetica 

per progettare una vasta gamma di mdc nanostrutturati altamente efficienti; le 

dimensioni delle NP risultanti sono  in un  intervallo che  le rende  idonee per  la 

diffusione nelle cellule e la distribuzione in determinati tessuti a livello vascolare; 

attraverso  il  controllo dei parametri  strutturali dell'idrogel  c’è  la possibilità di 

migliorare  le  proprietà  rilassometriche  del mdc  per  aprire  la  strada  a  nuovi 

progressi nella progettazione di nanovettori per la diagnosi e la terapia. Infine è 

stata approcciata con  successo  la detection e  la conoscenza dell’elaborazione 

MRI di questi complessi sistemi.  
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Capitolo 1 INTRODUZIONE 
ATEROSCLEROSI: LA PATOLOGIA 
L’aterosclerosi è una patologia subdola e asintomatica ma che può causare gravi 

eventi clinici improvvisi come l’infarto o l’ictus3. E’ una patologia infiammatoria 

lenta e progressiva caratterizzata da un ispessimento delle pareti arteriose e dalla 

formazione delle caratteristiche placche. 

Inoltre, è noto che il grado di stenosi luminale è solo un indicatore indiretto del 

processo aterosclerotico4.  Il processo  inizia nei primi anni di vita e progredisce 

gradualmente  per  decenni  in  maniera  silente.  Avviene  nella  parete  vasale 

vascolare, in particolare nella tonaca intima, attraverso tre fasi.  

La  stria  lipidica  è  la  tipica  lesione  della  prima  fase  silente  del  processo 

aterosclerotico. Successivamente sia ha la formazione di una lesione fibrolipidica, 

il tipico cappuccio fibroso, caratteristica della seconda fase di stabilizzazione della 

placca aterosclerotica.  

Le placche aterosclerotiche, prima di diventare fibrocalcifiche, sono vulnerabili e 

pertanto  presentano  un  rischio  elevato  di  rottura.  Una  volta  diventate 

fibrocalcifiche,  ossia  costituite  principalmente  da  collagene  e  calcificazioni, 

risultano  stabili;  tuttavia  nella  fase  di  formazione  delle microcalcificazioni,  il 

cappuccio fibroso, che copre un nucleo ricco di lipidi, diventa sottile e indebolito, 

rendendo vulnerabile la placca. Le placche ricche di calcio sono costituite da varie 

composizioni elementari sottoforma di idrossiapatite e ossalato di calcio5.  Questa 

è ancora una fase clinica silente ma diagnosticabile. 

Progressivamente  le  placche  sopradescritte  possono  ingrandirsi  occludendo  il 

lume vasale fino al 90% senza dare segni clinicamente evidenti.  

Le  manifestazioni  cliniche  dell’aterosclerosi  sono  dovute  soltanto  alle 

complicanze della lesione per trombosi in seguito a ulcerazione della superficie 

endoteliale, rottura della capsula  fibrosa o emorragia dei microvasi  interni alla 

lesione, ossia quando la placca diventa instabile (o vulnerabile). 

E’ da sottolineare che  la vulnerabilità della placca è  indipendente dal grado di 

stenosi del lume vasale, mentre è strettamente correlata alla composizione della 

placca. 
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La  necessità  di  individuare  lesioni  aterosclerotiche  importanti  già  in  una  fase 

prepatologica e addirittura quella di scoprire alterazioni vascolari precoci in grado 

di predire la progressione o l’instabilità della patologia, ha portato all’utilizzo di 

diverse tecniche diagnostiche6,7 per comprendere anche le più fini caratteristiche 

delle placche aterosclerotiche e cercare di valutare in modo più preciso il rischio 

di progressione o instabilizzazione5  

 

 

STUDIO DELLA INSTABILITA’ DELLE PLACCHE 
ATEROSCLEROTICHE 
Le tecniche diagnostiche basate sulla valutazione del grado di stenosi del vaso, 

non permettono una valida diagnosi preventiva delle complicanze cliniche della 

patologia, quali ischemia, infarto del miocardio, ictus. 

Si conoscono poco i processi fisiopatologici che rendono una lesione coronarica 

instabile6. Gli studi più recenti hanno attribuito un ruolo importante all’accumulo 

di lipidi nella parete vasale, ma questo non descrive esattamente quale lesione 

ricca di  lipidi  si complicherà e causerà un evento. Nella complessa patogenesi 

delle Sindromi Coronariche Acute  (SCA) non siamo ancora  in grado di valutare 

con  precisione  il  rischio  aggiuntivo  legato  all’infiammazione,  all’erosione  o 

all’emorragia della placca stessa7‐9. 

La progressione dell’aterosclerosi è purtroppo molto complessa e si associa, per 

un meccanismo di apoptosi o di necrosi, alla morte di cellule endoteliali, cellule 

schiumose (foam cells) e cellule muscolari  lisce6.Questo processo forma  il core 

necrotico ed accresce  il pool  lipidico, elemento chiave per  la vulnerabilità della 

placca9,10. Col  tempo si  formano depositi di calcio e nelle  fasi avanzate spesso 

compaiono  un’intensa  vascolarizzazione  della  placca  ed  una  neoangiogenesi, 

fenomeni  favorenti  l’infiammazione  e  la  crescita  della  placca11.  E’  noto  che  il 

meccanismo più  frequente di  trombosi  coronarica  consiste nella  rottura della 

capsula fibrosa con esposizione del core lipidico al lume vasale12.  

Le  lesioni aterosclerotiche si sviluppano tipicamente a  livello della biforcazione 

della carotide comune  in carotide  interna ed esterna,  in quanto a  livello della 

biforcazione  si  ha  un  cambiamento  della  forza  tangenziale  (Shear  Stress)  del 
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flusso ematico, determinando uno stimolo sull’endotelio vascolare e favorendo 

la deposizione di colesterolo nella zona subintimale del vaso. Dal momento che 

la  presenza  di  una  placca  aterosclerotica  nel  distretto  carotideo,  con  la 

conseguente stenosi del vaso, è considerata una condizione di elevato rischio di 

eventi clinici cerebrovascolari, ne consegue che oggigiorno una valutazione del 

rischio per lo sviluppo di eventi cerebrali si può determinare routinariamente con 

la valutazione del grado di stenosi carotidea attraverso esami come l’Eco‐Color‐

Doppler  che  permette  di  individuare  la  stenosi  esaminando  l’aumento  della 

velocità  del  flusso  ematico  in  corrispondenza  della  stenosi.  Per  valutare  la 

vulnerabilità della placca, ossia della possibilità che essa possa andare incontro a 

fenomeni  emorragici,  alla  rottura  del  cappuccio  fibroso  e  a  trombosi, 

attualmente  si  indaga  l’ecostruttura  della  placca:  una  disomogeneità 

ecostrutturale  o  ulcere  superficiali  sono  indice  di  una  placca  instabile.  La 

valutazione della placca considerando la sua ecogenicità viene eseguita mediante 

il “Gray Scale Measurement” cioè la misurazione della scala di grigi della placca 

durante  la valutazione B‐mode all’ Eco‐Color‐Doppler,  identificando con valori 

più bassi, dovuti all’ipoecogenicità,  le placche  ricche  in  colesterolo, povere di 

calcio  e  con  poca  componete  fibrosa  nella  sua  superficie  (placche  instabili), 

mentre presentano valori più elevati, dovuti all’iperecogenicità, placche con una 

componente  calcifica  maggiore,  una  minore  presenza  di  colesterolo  e  una 

composizione  prevalentemente  fibrosa,  placche  stabili  a  minore  rischio 

embolico13,14,15,16. 

Tuttavia per una giusta valutazione della vulnerabilità della placca è opportuno 

individuare  all’interno di essa quegli elementi  flogistici, quali  i macrofagi e  le 

cellule schiumose, che rappresentano un indice della sua instabilità. 

Strutturalmente la placca aterosclerotica, localizzata nell’intima, è costituita da 

un nucleo centrale lipidico (core lipidico) ed è ricoperta da un cappuccio fibroso, 

(fibrous cap). Inoltre sono costituite principalmente da elementi cellulari: cellule 

muscolari  lisce,  macrofagi  e  leucociti,  tessuto  connettivo  della  matrice 

extracellulare, collagene, fibre elastiche e proteoglicani e depositi lipidici intra ed 

extra  cellulari.  Le  proporzioni  relative  di  queste  componenti  variano  nelle 

differenti placche, dando luogo ad un ampio spettro di lesioni con diverso grado 

di instabilità. Il “fibrous cap” di rivestimento è formato da cellule muscolari lisce, 
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scarsi leucociti e tessuto connettivo relativamente denso. L’area cellulata situata 

sotto e al  fianco della capsula  fibrosa  ‐  la “spalla”  ‐ è costituita da macrofagi, 

cellule muscolari lisce e linfociti T. Nel nucleo, più profondo e spesso necrotico, 

si localizza una massa disorganizzata di materiale lipidico, costituita da cristalli di 

colesterolo, detriti cellulari,  trombi ed altre proteine plasmatiche.  I  lipidi sono 

costituiti fondamentalmente da colesterolo e da suoi esteri. Sono presenti cellule 

che  hanno  fagocitato  questo  materiale  lipidico,  dette  “cellule  schiumose”: 

principalmente monociti circolanti attivati in macrofagi, e cellule muscolari lisce 

attivate. Infine, soprattutto nella periferia delle lesioni, sono frequenti aspetti di 

neovascolarizzazione,  rappresentati  da  proliferazione  di  vasi  sanguigni  più  o 

meno  maturi.  Le  variazioni  nelle  caratteristiche  istologiche  delle  placche 

dipendono, oltre che dal contenuto in lipidi, dal numero di cellule muscolari lisce 

e macrofagi, dalla quantità di collagene e dagli altri componenti extracellulari17.  

Ruolo del flusso ematico. A supporto del ruolo del flusso ematico e dell’influenza 

del basso “Shear Stress” dovuto alla perdita di forza tangenziale conseguente alla 

variazione  da  flusso  laminare  a  turbolento  nell’insorgenza  delle  placche 

aterosclerotiche,è  la  localizzazione  stessa delle placche  che  si presentano più 

tipicamente  a  livello  di  biforcazioni18  19,  ovvero  si  ritiene  che  il  flusso  così 

modificato,  con  livelli  variabili  di  stress  parietali,  causi  locali  disfunzioni 

endoteliali e predisponga quindi allo sviluppo di lesioni in queste sedi. 

Ruolo dei macrofagi. Le cellule dell’infiammazione, in particolare i macrofagi e i 

linfociti T, rappresentano la componente attiva e dinamica all’interno della placca 

aterosclerotica. Essi si localizzano nella placca grazie all’espressione endoteliale 

di molecole di adesione (ICAM1 e VCAM1), che ne permettono la migrazione a 

livello sub‐intimale dove maturano in macrofagi20. Queste cellule sono elementi 

fondamentali  nello  sviluppo  della  placca,  sia  nelle  fasi  iniziali  che  in  quelle 

successive  che  determinano  le  tipiche  manifestazioni  cliniche.  Le  funzioni 

fisiologiche dei macrofagi sono diverse: presentare l’antigene ai linfociti21, agire 

da cellule “spazzino” grazie ai recettori scavenger e ai recettori per la fagocitosi 

delle sostanze nocive,  liberare molecole (radicali) e citochine per rispondere a 
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stimoli  infettivi.  In pratica,  le molecole di LDL, che si accumulano già nelle fasi 

iniziali  del  processo  di  aterosclerosi,  vengono  riconosciute  come  elementi 

estranei e di  conseguenza  fagocitate mediante  il  recettore  scavenger.  Le  LDL 

internalizzate nei  fagosomi,  vanno  incontro  ad ossidazione,  formando  le  LDL‐

ossidate. I macrofagi accumulano così grandi quantità di colesterolo ossidato si 

trasformano  in cellule schiumose,  tipiche della placca aterosclerotica. Quando 

queste  cellule  non  sono  in  grado  di metabolizzare  ulteriormente  LDL  vanno 

incontro a morte, liberando nuovamente le LDL‐ossidate, assieme a radicali e a 

molecole  interne,  stimolando  nuovamente  il  processo.  In  più  i  macrofagi 

agiscono liberando attivamente nell’ambiente interstiziale radicali dell’ossigeno; 

queste sostanze, agendo sulle molecole di LDL, ne determinano l’ossidazione. Si 

verifica quindi un ulteriore richiamo  leucocitario e un’attivazione maggiore dei 

macrofagi presenti, stimolandoli alla liberazione di citochine, fattori di crescita e 

radicali.  I  macrofagi  liberano  perossidasi,  questi  enzimi  agiscono  sulle  LDL 

formando  aldeidi e  chetoni  i quali  si  legano  ad  altre molecole di  colesterolo, 

aumentandone  il deposito e  la successiva  fagocitazione.  Il ruolo dei macrofagi 

nella  instabilità  della  placca  è  dato  anche  dalla  possibilità  di  liberare 

metalloproteinasi di matrice (matrix metalloproteinasi, MMP). Le MMP agiscono 

sulla  componente  extracellulare,  degradando  molecole  di  collagene  e 

proteoglicani, rendendo così la struttura della placca meno stabile. L’attività delle 

MMP risulta essere rilevante nella modificazione del fibrous cap; questi enzimi 

sono in grado di ridurne lo spessore favorendo lo sviluppo di lesioni superficiali. 

Infine  i  macrofagi  liberando  citochine  che  mediano  la  flogosi,  IL1  e  TNF, 

promuovono: il mantenimento dell’infiammazione, con il richiamo di linfociti T e 

Mast cell, lo stimolo a una maggiore attivazione cellulare, l’inibizione di i processi 

di  riparazione.  Tutto  ciò  instaura  un  processo  lentamente  progressivo  e 

autoalimentato,  in  grado di  fare evolvere  in maniera negativa  la  lesione,  con 

conseguenti manifestazioni cliniche, processo in cui è chiaro il ruolo chiave dei 

macrofagi22 . 

Il  riscontro di una maggiore  concentrazione di macrofagi  in  lesioni  con  “thin‐

fibrous  cap” ed abbondante  componente  lipidica,  confermano anche a  livello 
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carotideo  il  ruolo di queste cellule nello  sviluppo di ulcerazioni di parete e di 

trombosi della placca. E’ stato anche evidenziato come la presenza di elementi 

macrofagici  nella  placca  si  associ  a  una  maggiore  incidenza  di  sintomi,  ad 

ulteriore conferma del ruolo di queste cellule nello sviluppo di complicanze della 

placca23 (Fig.1). 

 

 

 

Figura 1. Patogenesi dell'aterosclerosi. L'endotelio disfunzionale consente alle lipoproteine a bassa densità (LDL) di entrare 

nell'intima, dove sono ossidate (oxLDL). Gli oxLDL sovra‐regolano l'espressione di molecole di adesione come E‐selectina, 

molecola di adesione intercellulare (ICAM1) e molecola di adesione vascolare (VCAM1) per reclutare monociti. I macrofagi 

reclutati inghiottono oxLDL attraverso i recettori scavenger (SR) e si trasformano in cellule schiumose. Le cellule muscolari 

lisce migrano dallo strato muscolare liscio verso la placca lipidica, quindi secernono collagene ed elastina per formare un 

cappuccio fibroso per sigillare la placca dal flusso sanguigno. Le placche aterosclerotiche possono rompersi a seguito della 

rottura del cappuccio  fibroso, che può di conseguenza portare a eventi clinici gravi come  infarto del miocardio o  ictus. 

Ristampato con il permesso. Chan et al24 
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LE TECNICHE DI IMAGING NELLO STUDIO DELLE PLACCHE 
ATEROSCLEROTICHE 
L’infiammazione ha un ruolo centrale nella vulnerabilità della placca ed è stata 

dimostrata  una  spiccata  relazione  tra  indici  infiammatori  ed  eventi  clinici9,25. 

Purtroppo  i  biomarcatori  non  individuano  la  sede  anatomica  della  lesione 

vulnerabile e questo è un problema visto che nelle coronarie l’occlusione spesso 

complica  improvvisamente placche prima non critiche7,26. Pertanto, visto che il 

rischio di rottura è determinato dalle caratteristiche biologiche della placca e non 

dall’entità della stenosi, la tecnica di imaging ideale dovrebbe essere così precisa 

da evidenziare tutti gli elementi strutturali e biologici che possono determinare 

la rottura della placca e quindi  l’evento coronarico. Premesso ciò, data  la nota 

diffusione della patologia (18 milioni di morti l’anno con proiezioni in crescita per 

il  futuro), è evidente  l’utilità e  la necessità di utilizzare  tecniche diagnostiche 

efficaci  durante  le  fasi  silenti  della  malattia  per  prevenire  ed  evitare  le 

complicanze conseguenti alla  instabilità della placca. Le  tecniche diagnostiche 

auspicabili dovrebbero dare non  tanto  informazioni sul grado di  stenosi bensì 

sulla morfologia della lesione aterosclerotica. Nella Fig. 2 sono messe a confronto 

le  diverse  tecniche  diagnostiche  utilizzabili  dell’aterosclerosi27.  Fino  ad  oggi 

l’angiografia  è  stata  la  tecnica  di  riferimento  per  lo  studio  della  malattia 

coronarica, nonostante si limiti alla semplice valutazione del lume vasale, senza 

fornire  informazioni  sulla parete o  sulla placca aterosclerotica28. Purtroppo  la 

maggior  parte  degli  eventi  ischemici  è  causata  dall’instabilizzazione  di  lesioni 

coronariche non critiche prima dell’evento29. Il nuovo evento coronarico in più 

del 50% dei casi è dovuto a lesioni prima non complicate30. Questo riduce l’utilità 

della  coronarografia  per  predire  l’evoluzione  delle  lesioni  coronariche  ed  il 

correlato  rischio  di  eventi  clinici  gravi.  Ne  consegue  inoltre  che  tecniche 

diagnostiche  finora  ampiamente  utilizzate  come  ecografia  carotidea  e 

angiografia  risultano  poco  valide  e  superate  in  quanto  capaci  di  rilevare 

unicamente  la  stenosi  del  vaso.  Per  questo  motivo,  negli  ultimi  anni  la 

coronarografia  è  stata  integrata  da  altre  tecniche  quali  l’ecografia 

intracoronarica  (Intravascular  Ultrasound,  IVUS),  le  altre  metodiche  IVUS‐

derivate (istologia virtuale e palpografia), l’OCT (tomografia a coerenza ottica) e 

l’angioscopia, ognuna delle quali ha specifiche peculiarità. L’IVUS studia le parti 

superficiali e profonde della placca aterosclerotica permettendo di distinguere 
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una placca con estesa infiltrazione lipidica che presenta una più bassa ecogenicità 

rispetto  a  quella  della  tonaca  avventizia,  da  placche  con  una  composizione 

prevalentemente  fibrotica,  maggiormente  ecogene  rispetto  alle  placche 

lipidiche.  Mentre  la  placca  calcifica  è  riconoscibile  per  la  presenza  di 

un’interfaccia  chiara  che  sovrasta  una  zona  d’ombra  acustica.  L’angioscopia 

invece  studia  la  superficie  delle  lesioni  e  le  formazioni  trombotiche  che  le 

complicano. L’OCT (Optical Coherence Tomography), invece, è una tecnica che 

utilizza la luce ad infrarossi per generare immagini ad alta risoluzione dello strato 

superficiale dei vasi e della placca31,32. Molte tecniche risultano vantaggiose per 

certi aspetti e svantaggiose per altri. L’IVUS e l’OCT per esempio riescono a dare 

informazioni sulla morfologia della placca ma sono di difficile applicazione perché 

invasive. Mentre la TC (tomografia computerizzata) non è invasiva ma espone il 

paziente  ad  alte  dosi  di  radiazioni  e  agenti  di  contrasto.  La  TC  sfrutta  la 

trasmissione dei raggi‐X come nella radiografia convenzionale, ma la sorgente di 

raggi‐X e il detector ruotano attorno al paziente. Con questa tecnica, il range di 

densità  registrate  è  amplificato  di  circa  10  volte  rispetto  alla  radiografia 

convenzionale pertanto si riescono a distinguere anche i tessuti molli, ma è poco 

sensibile. La tecnica ad ultrasuoni utilizza onde sonore ad elevata frequenza. Le 

onde sono dirette attraverso il corpo da un trasduttore a contatto con la pelle, il 

quale  registra  l'eco  in  uscita  che  viene  poi  elettronicamente  amplificato,  gli 

svantaggi sono una bassa sensibilità, risoluzione e profondità.  
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La tecnica che risponde meglio per una diagnosi precisa e precoce ad oggi è la 

RM che risulta essere: 

‐  non invasiva 

‐  riproducibile 

‐  non utilizza radiazioni  ionizzanti né traccianti radioattivi ma soltanto un 

forte  campo elettromagnetico non  ionizzante nella gamma delle onde 

radio 

‐  da informazioni sulla morfologia della placca 

‐  consente di valutare tutto l’albero vascolare arterioso. 

Anche questa presenta però degli  svantaggi, quali: 

‐  una bassa sensibilità e  

‐  l’incapacità di discriminare tra tessuto sano e malato. 

La  RM  è  una  metodica  non  invasiva  che  potrebbe  individuare  le  differenti 

componenti della placca aterosclerotica studiando diversi parametri biochimici e 

biofisici;  infatti  le  placche  fibrose  presentano  un  segnale  aumentato, mentre 

quelle  lipidiche e calcifiche attenuato. La RM potrebbe diventare  il metodo di 

prima scelta per studiare l’aterosclerosi coronarica in quanto è una tecnica non 

invasiva  e  priva  di  radiazioni  ionizzanti.  Purtroppo  ancor  oggi  lo  studio  delle 

arterie  coronarie  è  difficile;  esse  sono  piccole,  tortuose  e  mobili  con  le 

contrazioni cardiache e gli atti respiratori. A differenza del distretto coronarico, 

quello carotideo è meglio esplorabile ed in questo contesto la RM ha già avuto 

importanti applicazioni cliniche sostituendo l’angiografia33,34. 

STATO DELL’ARTE 
RM E AGENTI DI CONTRASTO 
La Risonanza Magnetica Nucleare (RM) è attualmente un potente strumento di 

imaging non  invasivo per applicazioni diagnostiche. Essa si basa sulle proprietà 

Figura 2. ‐ Tecniche diagnostiche per l’aterosclerosi27. CT: computed tomography; IVUS: intravascular ultrasonography; 

MRI: magnetic resonance imaging; OCT: optical coherence tomography; PET: positron emission tomography; SPECT: 

single‐photon emission computed tomography; VH: virtual histology. 
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magnetiche dei nuclei di idrogeno in acqua e consente di acquisire informazioni 

tomografiche di tessuti interi (compresi i tessuti molli) in 3D, ad alta risoluzione 

spaziale e senza l’utilizzo di radiazioni ionizzanti (raggi X) o radiotraccianti35,36. Gli 

svantaggi  principali  della  RM  sono  la  scarsa  sensibilità  e  l'incapacità  di 

discriminare  il  tessuto  sano dal  tessuto malato,  rendendo  la diagnosi precoce 

impegnativa. Per affrontare questo ostacolo  tecnologico, poco  tempo dopo  la 

scoperta dei  raggi  X, non  appena  ci  si  rese  conto  che  la maggior parte delle 

strutture del corpo umano risultavano invisibili e pertanto non documentabili a 

causa della scarsa radiopacità, sono stati sviluppati agenti o mezzi di contrasto 

(mdc). Si tratta di sostanze costituite da uno ione metallico (il più utilizzato è il 

Gd) legato ad una struttura chimica organica che prende il nome di chelante, (Gd‐ 

DTPA dietilentriammino pentacetato) il cui compito è quello di ridurre la tossicità 

intrinseca  dello  ione  metallico  stesso.  Attualmente  ci  sono  otto  agenti  di 

contrasto a base di gadolinio clinicamente approvati. Essi vengono iniettati per 

via endovenosa determinando a livello dei tessuti (normali e patologici) nei quali 

si distribuiscono, un miglioramento delle proprietà di rilassamento dei nuclei di 

idrogeno  dell’acqua  in  quanto,  a  differenza  di  altri  supporti  diagnostici  quali 

radionuclidi, gli agenti di contrasto per RM non sono essi stessi una fonte di un 

segnale  e  non  sono  quindi  direttamente  visibili, ma  colpiscono  le molecole 

d'acqua circostanti che a loro volta influenzano il segnale. I mdc includono una 

varietà di molecole che possono essere ricondotti a due categorie principali: mdc 

paramagnetici  e  mdc  diamagnetici37,38.  La  modifica  del  campo  magnetico 

comporta una variazione dell’intensità del segnale che può essere “positiva” o 

“negativa”,  nel  senso  che  si  può  avere  un  aumento  o  una  diminuzione 

dell’intensità del segnale. L’effetto dei mdc si esplica direttamente sui tempi di 

rilassamento  T1  e  T2  per  cui,  a  seconda  del  tipo  di mdc  e  in  relazione  alla 

concentrazione  ed  alla  sequenza  impiegata,  si  potranno  avere  effetti 

prevalentemente  T1  dipendenti  o  prevalentemente  T2  dipendenti.  I  tessuti 

malati, come ad esempio quelli tumorali, essendo metabolicamente diversi dai 

tessuti sani, hanno un più alto grado di assorbimento del mezzo di contrasto e 

quindi sarà possibile apprezzare un maggiore grado di contrasto nelle immagini 

di RM, consentendo di fare una diagnosi più accurata39‐41. L'efficienza con cui un 

agente di contrasto può accelerare la velocità di rilassamento del protone in un 

mezzo omogeneo è chiamata relassività (r) dell'agente ed è definita da: 
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dove T1/2  indica  il T1 o  il T2 risultante, T1/2,0  indica  il T1 o  il T2 originario del 

tessuto, r è la relassività e C è la concentrazione del mdc nel tessuto. La relassività 

dipende da vari fattori tra cui  il campo esterno,  il numero di molecole d'acqua 

coordinate al metallo,  la velocità di scambio  tra  le molecole di acqua  (τM),  la 

diffusione rotazionale (τR), la prima e la seconda sfera di idratazione, la distanza 

tra lo ione metallico e la molecola di acqua. 

AGENTI DI CONTRASTO T1 E MECCANISMO DI AZIONE. Il gadolinio è  l'elemento 

più noto e più utilizzato della classe dei lantanidi per applicazioni biomedicali, in 

particolare viene adoperato nel campo dell’imaging di risonanza in qualità di mdc 

T1.  Il  suo  stato di ossidazione più  comune è pari a   +  III   e  il  suo utilizzo per 

applicazioni diagnostiche deriva dalla presenza, nella sua struttura chimica, di 7 

elettroni  spaiati  che  lo  rendono  un  ione  stabile  e  paramagnetico42.  Per 

l'incremento  di  r1  le  ricerche  si  sono  focalizzate  sull'aumento  del  numero  di 

molecole  d'acqua  coordinate  e  sul  tempo  di  correlazione  rotazionale  (per 

esempio legando i complessi a macromolecole). Tuttavia è l'aumento del numero 

di ioni Gd3+ per unità di agente di contrasto legando i complessi a nanoparticelle 

metalliche,  catene  peptidiche,  lipidi  e  dendrimeri,  che  ha  portato  a migliori 

risultati. Gli  agenti  di  contrasto  a  base  di  gadolinio  sono  costituiti  da  piccole 

molecole chelanti (come DOTAREM, Guerbet o MAGNEVIST ®, Bayer Healthcare) 

e vengono utilizzati come agenti di contrasto positivi. In queste strutture (fig. 1a), 

avendo  il Gd  (III) ben 9  siti di  coordinamento, ne  formerà 8  con  la molecola 

chelante e  il  sito  restante  sarà disponibile per  l’interazione  transitoria dipolo‐

dipolo  con  una  molecola  di  acqua.  La  molecola  di  acqua  che  si  troverà  in 

prossimità  del  centro metallico  (distanza media  ~0.25  nm)  darà  luogo  a  un 

processo noto  come  “rilassamento della  sfera  interna”(  Fig. 3b),  il  fenomeno 

paramagnetico che è alla base del funzionamento dei mdc odierni.  In accordo 

con la teoria di Solomon–Bloembergen–Morgon43 lo scambio tra le molecole di 

acqua della sfera  interna, coordinate allo  ione metallico, deve essere rapido al 

fine  di  trasmettere  l'effetto  paramagnetico  dal  Gd  al  solvente.  Un  tasso  di 

scambio lento comporta una limitata efficacia del mezzo di contrasto. Tuttavia, 

se lo scambio, invece, è troppo veloce, la molecola di acqua potrebbe non essere 

coordinata  allo  ione  Gd  abbastanza  a  lungo  per  essere  “rilassata”.  Il 
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paramagnetismo dello ione Gd ha effetti che si estendono ben aldilà della sfera 

interna, tuttavia, ad una distanza di circa 0.4‐0.5 nm si troverà un altro gruppo di 

molecole di acqua che formeranno “un secondo strato”. Alcune delle molecole 

di  acqua  presenti  nel  secondo  strato  sono  transitoriamente  legate  a  gruppi 

ossidrilici  e  carbossilici  presenti  sulla  superficie  del  chelante,  e  promuovono 

continui scambi con le molecole di acqua presenti nell’ambiente circostante. Gli 

effetti indiretti esplicati dallo ione Gd su queste molecole più esterne prendono 

il nome di “rilassamento della sfera esterna” (fig. 3c). 

 

 

Fig.3: a) Esempio di agente di contrasto T1 a base di Gadolinio (Gd‐DTPA); b) fenomeno di rilassamento della sfera 

interna; c) fenomeno di rilassamento della sfera esterna.  

 

Nonostante  gli  innumerevoli  vantaggi  per  le  applicazioni  cliniche,  il  gadolinio 

deve essere somministrato con cautela  in quanto  il suo rilascio nell’organismo 

può condurre alla fibrosi nefrogenica sistemica44,45, patologia che, osservata  in 

pazienti con insufficienza renale che hanno ricevuto gli agenti di contrasto a base 

di gadolinio, sembra essere dovuta al rilascio di gadolinio da parte delle molecole 

chelanti  nei  compartimenti  renali.  Inoltre  recentemente  alcuni  prodotti 

contenenti  Gd  sono  stati  sospesi  dal  commercio  in  seguito  alla  scoperta  di 

accumuli di questo nel cervello di pazienti che ne avevano fatto uso, accumuli 

dovuti probabilmente ad una frazione del metallo che in qualche modo riesce a 

liberarsi dalla molecola chelante. Il gadolinio ha inoltre un’azione aspecifica che 

richiede l’utilizzo di alte dosi come mezzo  di contrasto per avere l’effetto positivo 

richiesto.  Così  anche  per  la  sua  alquanto  bassa  relassività  (soprattutto  nella 

forma chelata dove dei nove siti di coordinamento soltanto uno è  libero per  il 
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legame  con  le molecole  d’acqua)  che  non  sempre  risulta  sufficiente  per  le 

esigenze diagnostiche. Pertanto durante lo sviluppo di nuovi composti a base di 

gadolinio, un'attenzione specifica deve essere rivolta a questa problematica. 

 

NANOMEDICINA, IMAGING E ATEROSCLEROSI 
Il  cambiamento  demografico  e  l’invecchiamento  delle  popolazioni  hanno 

determinato un incremento drammatico di incidenza e prevalenza di numerose 

patologie  “tipiche”  dell’età  avanzata,  tra  le  quali  le  malattie  cardio  e 

cerebrovascolari  (infarti,  ictus,  fibrillazione  atriale,  scompenso  cardiaco)  46‐50. 

Attualmente,  nonostante  gli  innumerevoli  progressi  in  campo  medico‐

farmacologico, diagnostico e tecnico‐strumentale, non sempre risulta possibile 

intervenire tempestivamente per arrestare la diffusione della patologia. In molti 

casi i sintomi clinici non insorgono in una fase precoce della malattia e si rende 

necessario  l’uso  di  tecniche  diagnostiche  (anche)  invasive,  biopsie,  chirurgia, 

trattamenti non specifici quali  irradiazione e chemioterapia, ecc 48. Tra  le varie 

tecniche di Imaging, la Risonanza Magnetica (RM)51 consente un’accurata analisi 

morfologica e strutturale, anche se risulta efficace in una fase già avanzata del 

processo  patologico.  Riuscire  ad  avere,  quindi,  una  detection  precoce  della 

patologia, diventa di fondamentale importanza, tenendo conto del fatto che la 

terapia  è  fortemente  subordinata  alla  diagnosi.  Potenziali  soluzioni  a  questa 

“sfida”  sono  offerte  dalla  teranostica52‐55,  un  settore  della  nanomedicina56 

incentrato sullo sviluppo di nanoparticelle (NPs) per l’applicazione simultanea di 

diagnosi e  terapia57‐60. Tali dispositivi nanometrici  infatti, potrebbero non solo 

consentire di allagare la finestra temporale dell’imaging61 spostando l’asse verso 

una  diagnosi  più  precoce  e  mirata  della  patologia,  ma  potrebbero  anche 

permettere il monitoraggio del trattamento62. Infatti il nanovettore da una parte 

svolge  una  funzione  protettiva  contro  la  destabilizzazione  del  Gd  chelato, 

limitandone in tal modo l’accumulo e la tossicità sistemica e celebrale, dall’altra 

l’utilizzo di un carrier nanometrico per il mezzo di contrasto offre l’opportunità 

di  funzionalizzare  ad  hoc  la  superficie  del  nanovettore  per  consentirne 

l’accumulo nel sito di interesse. In tal modo se ne migliora l’efficacia e quindi si 

possono ridurre le dosi di somministrazione e di conseguenza ridurne la tossicità 

sistemica, attraverso un’azione selettiva, specifica, efficace. Inoltre la presenza di 

una  struttura  polimerica  di  rivestimento,  soprattutto  se  idrofilica,  ha  effetti 
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positivi  sulla  relassività  del  mdc  modulando  sia  il  tempo  di  scambio  delle 

molecole d’acqua (Tm), che il loro tempo rotazionale (Tr), in quanto stabilizza gli 

ioni  e  crea  un  intorno più  idrofilico.  Le NPs  sono una  classe di materiali  con 

almeno una dimensione inferiore a 100 nm (questo intervallo può essere esteso 

fino a 1 µm nella letteratura)63,64 ed offrono innumerevoli vantaggi. Possiedono 

infatti  un  elevato  rapporto  superficie/volume,  possono  trasportare  una 

considerevole quantità e varietà di agenti terapeutici o di imaging in un singolo 

carrier per applicazioni multimodali65‐68; è possibile variare  la  loro dimensione, 

forma  e  superficie  al  fine  di  modularne  la  biodistribuzione69,70.  Inoltre 

conservano la capacità di coniugare opportuni ligandi per poter essere veicolate 

sul  sito di  interesse, permettendo  così  agli  agenti di  imaging  e  terapeutici di 

esplicare  la  loro  azione.  La  progettazione  di  complessi  multifunzionali 

nanometrici  richiede  anche  la  conoscenza  di  recettori  specifici,  marcatori, 

proteine ed enzimi che possono permettere l'assorbimento cellulare selettivo di 

un  agente  diagnostico  o  terapeutico  e  il  conseguente  accumulo  nel  sito  di 

interesse.  In  campo  diagnostico,  troviamo  alcuni  prodotti  che  sono  già  stati 

approvati dalla FDA (Food and Drug Administration)71,72 e si rivolgono ad alcune 

patologie specifiche, mentre altri sono ancora in fase di sperimentazione clinica. 

In contrasto con i tradizionali approcci di imaging, l'imaging molecolare consente 

di  valutare  le  caratteristiche  biologiche  delle  placche  aterosclerotiche  in  vivo 

garantendo la prevenzione, lo screening, la diagnosi e il trattamento dei disturbi 

vascolari. Al giorno d'oggi, come già detto, mancano strumenti di imaging per la 

diagnosi precoce dell'ateroma clinico basato sulla biologia della placca.  Infatti, 

nonostante  ci  sia  una  vasta  conoscenza  sull'uso  delle  nanotecnologie  nelle 

malattie  cardiovascolari,  l'uso di nanovettori per  applicazioni di  imaging nella 

pratica clinica rimane limitato, non solo per la sicurezza, ma anche per la natura 

eterogenea delle placche stessa. Inoltre, è noto che la vecchia generazione di NP 

non  è  specifica  e,  in  realtà  non  esiste  un  prodotto  commercializzato,  senza 

considerare  che diversi  studi  condotti  su modelli murini hanno evidenziato  in 

modo  significativo  che  esistono  diverse  anatomie  della  malattia  vascolare 

rispetto all'uomo. In questo contesto, quindi, la combinazione di specifici ligandi 

e nanostrutture diventa un fattore chiave per interagire e / o superare le barriere 

biologiche,  inoltre  grazie  all'elevato  rapporto  tra  superficie  e  volume  dei 

nanovettori, possono essere coniugate diverse copie dei ligandi.  
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ATEROSCLEROSI E NANOTECNOLOGIA: STATO DELL’ARTE 

Lo sviluppo dell'aterosclerosi è lento, dando luogo a una finestra teoricamente 

lunga  di  opportunità  di  diagnosi.  A  causa  della  natura  asintomatica  della 

patogenesi,  l'accurata  classificazione delle placche aterosclerotiche attraverso 

una tecnica non invasiva ad alta risoluzione spaziale e la possibilità di una diagnosi 

precoce  dell’aterosclerosi,  rappresentano  un’importante  opportunità  per 

individuare  i pazienti con alto rischio di rottura della placca,  in modo da poter 

avviare un trattamento immediato e un monitoraggio frequente.  

Come si evince da uno studio di Chan et al 24 gli ultimi anni sono stati caratterizzati 

da un rapido aumento delle applicazioni precliniche dei bio‐nanomateriali per la 

diagnostica per  immagini e/o  il  trattamento dell'aterosclerosi. Ma quello delle 

applicazioni cliniche dei bio‐nanomateriali come carrier di agenti terapeutici e di 

imaging per il trattamento del cancro è certamente un settore più esplorato. 

Analogamente per  l'aterosclerosi  ci  sono  tre  validi motivi per  l'utilizzo di bio‐

nanomateriali organici e inorganici. In primo luogo, i bio‐nanomateriali possono 

includere  blocchi  di  costruzione  su  scala  nanometrica  con  proprietà  fisico‐

chimiche che supportano l'imaging in vivo, come i punti quantistici per l'imaging 

fluorescente nel vicino infrarosso (NIRF), materiali nano‐ densi di elettroni come 

le NP  in oro per  la tomografia computerizzata a raggi X (CT), e NP di ossido di 

ferro e NP di gadolinio  (Gd3+) per  la  risonanza magnetica  (MRI). Per esempio 

Russo et al.45,73 hanno  sviluppato un  innovativo processo microfluidico per  la 

produzione di particelle di hydrogel altamente biocompatibili che incapsulano il 

Gd‐  DTPA  per  l’imaging  della  RM.  Il  preciso  controllo  sulla  reticolazione 

dell’hydrogel ha permesso di migliorare  il segnale di RM, definendo un nuovo 

agente  di  contrasto  per  questa  tecnica  diagnostica.  Cormode  et  al.74  ha 

sviluppato NP  in oro ad alta densità coniugate con una  lipoproteina  (Au‐HDL), 

come  mezzo  di  contrasto  per  la  caratterizzazione  dei  macrofagi,  delle 

calcificazioni e delle stenosi di placche in topi apolipoproteina E knockout (ApoE‐

/‐)  utilizzando  un  sistema  spettrale  CT.  Nel  2015, Qi  et  al.75  hanno  valutato 

l'efficacia anti‐aterosclerotica dell'atorvastatina iniettando NPs di ossido di ferro 

in conigli bianchi neozelandesi trattati con atorvastastina rilevando la riduzione 

della dimensione della placca mediante risonanza magnetica. In secondo luogo, 
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i  bio‐nanomateriali  consentono  di  confezionare  elevate  quantità  di  agenti 

terapeutici  in una nanostruttura  compatta e ne  facilitano  la distribuzione alle 

placche. Per esempio, Mishra et al.76 hanno mostrato una migliore distribuzione 

di  d‐Threo‐1‐phenyl‐2‐decanoylamino‐3‐morpholino‐1‐prpanol,  un  inibitore  di 

sintesi  glicosfingolipidica,  in  topi  ApoE‐/‐  di  quasi  50  volte migliore,  tramite 

incapsulamento  in  NP  polimeriche.  A  sua  volta,  la  migliore  distribuzione 

dell'inibitore migliora l'efficacia antiaterosclerotica di un ordine di grandezza. Nel 

2016  in  uno  studio  di  Daminelli  et  al.77,  la  carmustina,  un  chemioterapico 

lipofillico,  è  stata  caricata  in  NPs  lipidiche  per  il  targeting  di  placche 

aterosclerotiche.  In  caso  di  iniezione  endovenosa  (i.v.)  in  conigli  bianchi 

neozelandesi aterosclerotici,  le NP  incapsulate con  farmaci possono  ridurre  le 

dimensioni della placca. Inoltre, i bio‐nanomateriali sono in grado di legare vari 

tipi di  biomolecole per colpire specificamente diversi tipi di tessuti o cellule nella 

placca78  .  In precedenza, Nahrendorf et al.79 hanno  iniettato NPs magnetiche 

coniugate con un peptide per colpire la molecola di adesione cellulare vascolare‐

1 (VCAM‐1) espressa da cellule endoteliali e macrofagi in topi ApoE‐/‐. All'interno 

della placca hanno osservato segnali elevati delle NPs accumulate nella radice 

aortica in maniera spazialmente diversa dalle NPs non funzionalizzate. Nel 2016, 

Wang et al.62 hanno iniettato NPs di ossido di ferro coniugate con un anticorpo 

avente per bersaglio  la profilina  espressa dalle  cellule muscolari  lisce,  in  topi 

ApoE‐/‐, per l’imaging delle placche nell'arteria carotidea. Attualmente, quindi, i 

ricercatori  stanno  ora  valutando  il  potenziale  uso  di  essi  nel  trattamento 

dell'aterosclerosi  o  delle  complicanze  trombotiche,  soprattutto  a  livello 

preclinico80,  che  ha  portato  ad  un  vertiginoso  aumento  di  6,8  volte  delle 

pubblicazioni sulle nanomedicine aterosclerotiche dal 2005 al 2016, creando così 

una fiorente area di ricerca "atero‐nano" con molte opportunità di innovazione 

e traduzione clinica nei prossimi anni.  

 

Obiettivi biologici nell’aterosclerosi: l’endotelio 

Alcune  aree  delle  arterie,  come  le  curvature  e  i  punti  di  ramificazione,  sono 

particolarmente vulnerabili alle placche aterosclerotiche  in quanto  i  loro strati 

endoteliali  sono  costantemente  esposti  al  flusso  sanguigno  oscillatorio.  In 

risposta, queste cellule endoteliali esprimono più chemochine pro‐infiammatorie 
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e molecole  di  adesione,  e  sono  più  sensibili  all'adesione  dei monociti81.  Le 

lipoproteine  circolanti  hanno  maggiori  probabilità  di  penetrare  la  parete 

arteriosa  e  di  accumularsi  nello  strato  subendoteliale  ricco  di  proteoglicani 

all'interno  dell'intima82.  Il  VCAM‐1  è  il  più  comune  bersaglio  dei  bio‐

nanomateriali per  il  targeting delle placche aterosclerotiche83. Presente anche 

sui macrofagi, la VCAM‐1 partecipa al reclutamento di cellule infiammatorie sulla 

superficie  dell'endotelio  attivato  favorendone  la  loro  adesione,  una  funzione 

condivisa  dalle  molecole  di  adesione  intracellulare  (ICAM)  e  da  alcune 

integrine84.  I  ligandi  attualmente  riportati per  il  targeting della VCAM‐1  sono 

peptidi, identificati dallo screening tra i peptidi che possono essere internalizzati 

dalle cellule endoteliali che esprimono VCAM‐1 utilizzando fage‐display  library. 

Analogamente  per  l'ICAM‐1,  altro  obiettivo,  anche  se meno  popolare,  per  il 

comparto endoteliale.  

 

Componenti non cellulari 

I bio‐nanomateriali possono anche essere progettati per colpire componenti non 

cellulari di placche aterosclerotiche, tra cui  il collagene è  il più comune. Come 

parte  fondamentale  della matrice  extracellulare,  il  collagene modula  risposte 

cellulari  e  contribuisce  alla  forza  e  all'integrità  della  capsula  fibrosa  85.  I 

precedenti  rapporti  hanno  utilizzato  la  phage  display  per  individuare  peptidi 

efficaci  per  il  targeting  del  collagene  IV86,  abbondantemente  presenti  sulla 

membrana vascolare interna ed esposti durante le lesioni vascolari a causa della 

maggiore permeabilità. Sono state prodotte NPs polimeriche contenenti peptidi, 

oro  87  88  e  lipoproteine89  per  il  targeting  del  collagene  all'interno  di  placche 

aterosclerotiche.  Nel  2012,  Korin  et  al.90  hanno  fornito  aggregati  di  NPs 

polimeriche  in  scala  micrometrica  inizialmente  tenuti  insieme  da  forze 

idrofobiche  nei  vasi  sanguigni  ostruiti  (imitando  l'azione  fisiologica  delle 

piastrine).  È  interessante  notare  che  l'alta  energia  di  taglio  locale  innesca  la 

distruzione degli aggregati in singole NPs per la permeazione attraverso la placca. 

Nel 2015, Jac‐obin‐Valat et al.91  hanno coniugato anticorpi ricombinanti contro 

le piastrine attivate a NPs di ossido di ferro.  Iniettando NPs funzionalizzate nei 

topi  ApoE‐/‐,  hanno  evidenziato, mediante  risonanza magnetica  ex  vivo,  un 

legame selettivo per  le placche aterosclerotiche. La  fibrina può essere  trovata 
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sulla superficie o all'interno delle placche; la sua aumentata formazione è legata 

alla progressione dell'aterosclerosi92. Nel 2016, Yoo et al. hanno dimostrato l'uso 

di micelle  che  contengono  aggregati  di  peptidi  leganti  la  fibrina  per  rilevare 

placche aterosclerotiche mediante RM e imaging NIRF 93.  

 

Cellule infiammatorie 

I macrofagi sono i principali attori durante lo sviluppo dell'aterosclerosi, perché 

internalizzano  LDL  ossidate  e  si  trasformano  in  cellule  schiumose  a  livello 

subendoteliale.  A  causa  dell'assorbimento  dei  lipidi  e  dell'ipossia,  subiscono 

apoptosi  e  necrosi  secondaria,  formando  il  nucleo  necrotico.  La  crescita  del 

nucleo  necrotico  e  l'assottigliamento  della  capsula  fibrosa  possono  causare 

occlusione arteriosa, rottura della placca e trombosi94,95. Data la loro abbondanza 

nella placca e  la disponibilità ad assumere NPs,  i macrofagi sono  tra  le cellule 

immunitarie,  il  più  comune  bersaglio  dei  bio‐nanomateriali  per  accedere  alle 

placche aterosclerotiche. Il biomarker più comune per i macrofagi aterosclerotici 

è  il  recettore  scavenger,  espresso  in  forme  strutturalmente  diverse,  come  il 

recettore scavenger di classe A (MSR‐1) e il recettore scavenger di classe B (SR‐

BI o CD‐36), per riconoscere e internalizzare le LDL modificate che favoriscono il 

reclutamento del colesterolo96. 

 

Modelli animali nello studio dell’aterosclerosi 

I conigli sono uno dei primi modelli animali scelti per la ricerca sull’aterosclerosi, 

poiché hanno  il metabolismo delle  lipoproteine e una morfologia delle  lesioni 

simili  a  quelle  dell'uomo  e  possiedono  arterie  di  grandi  dimensioni,  utili  per 

determinare la composizione della placca mediante imaging 97. Tuttavia, l'elevato 

costo di mantenimento e la facilità di sviluppo dell'epatotossicità derivante dalla 

dieta  aterogenica  ne  distolgono  l’utilizzo.  L'uso  dei  conigli  è  stato  sostituito 

dall’utilizzo di topi geneticamente modificati95. 

I  maiali  e  i  primati  non  umani  sono  simili  all'uomo  in  termini  di  fisiologia 

cardiovascolare  e  suscettibilità  alle malattie  cardiovascolari98.  I maiali  a  dieta 

aterogenica  possono  sviluppare  rapidamente  le  placche  99,  ma  non  sono 



26 

 

facilmente  reperibili  nella  maggior  parte  degli  impianti  sperimentali  e 

comportano costi di mantenimento molto più elevati.  I ratti non sono modelli 

animali  comuni per gli  studi atero‐nano, anche  se possono essere utilizzati  in 

studi su lesioni vascolari senza formazione di placca. 

I topi sono i modelli animali più utilizzati nella ricerca atero‐nano a causa del loro 

rapido tasso di riproduzione e dell’ alta somiglianza di genotipo tra topi e umani 
100.  E’  consolidato  l’uso di due modelli di  topo  geneticamente modificati  che 

hanno  elevati  livelli  plasmatici  di  colesterolo  per  innescare  la  formazione  di 

ateroma,  topi  ApoE‐/‐  generati  dall'abbattimento  di  ApoE  per  prevenire  la 

clearance  di  lipoproteine  a  bassissima  densità,  e  topi  Ldlr‐/‐  101  generati 

dall'abbattimento  del  recettore  LDL  responsabile  della  clearance  di  LDL. 

Entrambi non solo hanno contribuito alla nostra comprensione dell'aterosclerosi, 

ma hanno anche contribuito allo sviluppo di numerose piattaforme di produzione 

di NPs per l’aterosclerosi. Oltre a studiare le placche nell'aorta, è stata eseguita 

anche una legatura parziale della carotide per studiare come il flusso sanguigno 

alterato con caratteristiche di basso e oscillatorio “wall shear stress” può indurre 

in maniera acuta l'aterosclerosi nei topi ApoE‐/‐ e Ldlr‐/‐102,103. 

Questi studi dimostrano come diversi percorsi patologici determinano la genesi 

di  lesioni aterosclerotiche senza  la necessità di creare doppi o tripli knockouts, 

spesso un compito difficile e che richiede tempo. 

 

Progettazione di bio‐nanomateriali per  il targeting di placche aterosclerotiche: 

proprietà dei materiali 

Data  l’elevata  variabilità  delle  proprietà  dei  bio‐nanomateriali  disponibili  (ad 

esempio  stereochimica,  gruppo  funzionale,  lunghezza  delle  catene  laterali  e 

composizione),  i  ricercatori  potrebbero  non  essere  a  priori  a  conoscenza  del 

parametro più  critico per  le NP per  il  targeting delle placche  atersclerotiche. 

Inoltre,  può  essere  costoso  e  richiedere  tempo  chiarire  sistematicamente 

l'effetto in vivo di ogni proprietà del biomateriale. Per indagare efficacemente lo 

spazio  di  ricerca,  gli  studi  emergenti  hanno  caratterizzato  la  costruzione  di 

librerie di NP per lo screening di esse con i materiali migliori per il targeting della 

placca in vitro prima di procedere a esperimenti in vivo. Nel 2016, Kamaly et al.87 
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hanno preparato una libreria di 24 tipi di NPs polimeriche per fornire IL‐10, una 

citochina anti‐infiammatoria, a macrofagi atero‐genici. Mentre tutti i tipi di NPs 

hanno un diametro idrodinamico di 80‐200 nm e una carica superficiale negativa 

(da ‐32 a ‐8 mV), i loro blocchi di costruzione polimerici sono costituiti da diversi 

tipi di polimeri,  gruppi  funzionali  e  lunghezze delle  catene. Alcuni  tipi di NPs 

contengono anche glucosamina,  che  stabilizza e  crioprotegge  IL‐10. Gli autori 

hanno anche analizzato la capacità dei diversi tipi di NPs di attivare il fosforilato 

STAT3, una molecola a valle attivata da  IL‐10. Nel 2015, Lewis et al.104 hanno 

preparato  macromolecole  anfifiliche  a  base  di  zucchero  con  diversi  tipi  di 

funzionalità e stereochimica. Queste macromolecole possono auto‐assemblarsi 

per  formare NP  con  una  dimensione  idrodinamica  di  130‐375  nm. Gli  autori 

hanno osservato che  le NPs a base di acido mucico  (M12PEG NPs) con gruppi 

carbossilati  possono  inibire  i  recettori  degli  scavenger  e  promuovere 

l'assorbimento di NP mediato dai recettori degli scavenger in modo più efficace 

rispetto alle NP contenenti  gruppi aminici o aromatici.  

Andando oltre lo screening in vitro si è recentemente assistito a studi di screening 

in  vivo  per  identificare NPs  con  le  caratteristiche  dei materiali  ottimali  per  il 

targeting delle placche. Nel 2016, Tang et al. 105 hanno preparato 15 tipi di HDL‐ 

NPs  (contenenti  peptidi  ApoA),  micelle  e  liposomi  con  diverse  dimensioni 

idrodinamiche  (da  7  a  >100 nm),  forme  (sfere  e dischi),  componenti  centrali 

(fosfolipidi, trigliceridi e polimeri) e composizioni  lipidiche.  Il  loro obiettivo era 

quello  di  capire  nei  topi  ApoE‐/‐come  la  distribuzione  nella  placca  in  vivo  e 

l'ingresso delle cellule  immunitarie dipendono da parametri  fisico‐chimici. NPs 

che  imitano  l'HDL  possono  accumularsi  all'interno  delle  placche  in modo  più 

efficace rispetto ai liposomi. Tutte le NPs testate riescono ad entrare nella placca 

indipendentemente da dimensioni, forma e composizione lipidica. 

 

Dimensione 

Un  attento esame della  letteratura atero‐nano  rivela un'ampia  finestra di NP 

utilizzate per il targeting di placche aterosclerotiche, che vanno da 2 a 500 nm. 

La scelta di dimensioni più diffusa scende sotto i 50 nm, ma le ragioni per la loro 

scelta sono controverse. Per esempio, quando alcuni ricercatori hanno utilizzato 

NP  diossido  di  ferro  sub‐20  nm  per  sfruttare  le  loro  proprietà 
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superparamagnetiche per  la risonanza magnetica 106, altri hanno scelto questa 

finestra  di  dimensione  con  la  premessa  che  le  NP  più  piccole  tendono  ad 

attraversare  l'endotelio per entrare più  facilmente nella placca107. Tuttavia,  la 

maggior parte della  letteratura atero‐nano fino a poco tempo fa non riportava 

l'emivita  di  circolazione  delle  NP  stesse,  né  quantificava  l'efficienza  di 

distribuzione nelle placche. Nel 2016, Tang et al.  108 hanno  sistematicamente 

chiarito l'effetto delle dimensioni sulla farmacocinetica iniettando 17 diversi tipi 

di NP  in topi ApoE‐/‐. Gli autori hanno anche osservato che  le NPs più piccole 

hanno emivita di circolazione più lunga (NP1: 7 nm; 5.0 h; NP10: 30 nm; 6.3 h) 

rispetto alle più grandi NPs come NP12 (≈400 nm; 0.71 h) e NP14 (70 nm; 0.67 

h). Un'eccezione al rapporto  inverso tra  la dimensione delle NPs e  il tempo di 

dimezzamento nel sangue è costituito da NPs anfifiliche a base di acido mucico, 

con un tempo di dimezzamento di ≈28 h nonostante il suo grande diametro di 

160 nm nei topi ApoE‐/‐ 104. Nella finestra delle dimensioni inferiori a 50 nm, è 

stato osservato che NPs più grandi (ad esempio, 17,7 h per l'ossido di ferro NPs 

con una dimensione di ≈38 nm) hanno una circolazione più lunga rispetto a NPs 

più piccole  (ad  esempio, 2,8 h per NPs  lipidiche  con una dimensione di  ≈8,6 

nm)109, coerentemente con l'idea che biomacromolecole110 o NPs111 più piccole 

di 10 nm abbiano una clearance renale in pochi minuti. 

Molti studi non hanno quantificato l'efficienza di somministrazione di NPs nelle 

placche,  impedendo  un’analisi  comparativa  dell'effetto  delle  dimensioni  sulla 

biodistribuzione.  Ad  esempio,  Taniguchi  et  al.  112  hanno  affrontato  in modo 

qualitativo  l'effetto  della  dimensione  delle  NPs  nel  2016,  iniettando micelle 

polimeriche  di  diverse  dimensioni  in  ratti  dopo  lesione  all'arteria  carotidea 

utilizzando un catetere a palloncino, hanno riportato che NPs di 40 nm possono 

accumularsi più abbondantemente e più persistentemente di NPs di 100 o 200 

nm, mostrando chiaramente  l'effetto della dimensione delle NPs sul  targeting 

della placca. In luogo dell'efficienza di distribuzione in termini di percentuale di 

dose iniettata (%ID) o %ID per grammo di tessuto (%ID g‐1), ci sono dati NIRF e 

di  imaging  confocale  per  confrontare  qualitativamente  l'efficienza  di 

distribuzione di NPs di dimensioni diverse. In effetti, un ostacolo fondamentale 

per  valutare  il  ruolo  della  dimensione  delle  NPs  confrontando  la  letteratura 

atero‐nano sta nell’incoerenza dei tempi selezionati in vari studi. L'efficienza di 

erogazione può differire drasticamente tra 1 e 24 ore dopo l'iniezione 112, ma la 
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maggior parte degli studi non ha offerto dati di biodistribuzione dipendenti dal 

tempo. Anche  se  le placche aterosclerotiche  si  localizzano  in diversi punti del 

sistema circolatorio, misure quantitative sull'aorta, uno dei principali siti per  le 

placche aterosclerotiche, sono validi per valutare la biodistribuzione di diversi tipi 

di NPs. Nel 2016, Tang et al. 108 hanno studiato l'effetto della dimensione delle 

NPs sulla distribuzione nell'aorta. Con l'imaging NIRF ex vivo, hanno osservato un 

rilascio più pronunciato di NPs per NPs  inferiori a 20 nm (NPs 1‐4, 9‐10, e 16) 

rispetto a quelle più grandi di 40 nm (NPs 12‐15 e 17). Per affrontare la selettività 

della somministrazione delle NPs, gli autori hanno riportato i rapporti di intensità 

di NIRF tra l'aorta e il fegato, una destinazione comune delle NPs iniettate per via 

endovenosa. E’ emerso che NPs più piccole di 20 nm hanno rapporti aorta‐livello 

fegato più alti rispetto a quelli più grandi di 40 nm. 

Tuttavia, a fronte di questi studi, bisogna considerare che particelle molto piccole 

tenderebbero  a  marginalizzare  meno  nel  vaso,  probabilmente  perchè 

verrebbero  intrappolate  dai  globuli  rossi  nella  zona  centrale  del  circolo 

sanguigno, riducendo così l’efficienza del loro legame con l’endotelio. Pertanto 

la dimensione di 200 nm sembra il miglior compromesso dal punto di vista della 

biodistribuzione nel cardiovascolare. 

 

Forma 

Negli ultimi anni l’effetto della forma sulla distribuzione delle NPs negli animali 

aterogenici è stato studiato molto meno approfonditamente e riportato in modo 

più coerente rispetto all'effetto delle dimensioni. Nel 2016, Tang et al.108 hanno 

preparato NPs discoidali e sferiche a base di HDL, composte da 1,2‐dimiristoil‐sn‐

glycero‐3‐phospho‐ choline (DMPC) o POPC. Un attento esame dei dati in vivo sia 

del DMPC‐  e  POPC‐based HDL NPs HDL  in  topi ApoE‐/‐  non  rivela  differenze 

consistenti tra le due forme nella farmacocinetica, nella distribuzione nell'aorta, 

e nell'associazione  ai macrofagi  aortici. Nel 2016,  Yi  et  al.  113 hanno  studiato 

l'effetto della geometria delle NPs sulla distribuzione a livello di organi e a livello 

cellulare, preparando NPs con la stessa chimica polimerica ma con forme diverse. 

Nei  topi  Ldlr‐/‐,  i  polimersomi  che  hanno  come  bersaglio  aortico  le  cellule 

dendritiche, sono più specifiche di micelle e filomicelle che nell'aorta si  legano 

più facilmente dei polimersomiai macrofagi, cellule B e cellule NK . I polimersomi 
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si accumulano maggiormente anche nell'avventizia  laminare di  topi Ldlr‐/‐ più 

che nei topi normali. 

 

Densità del ligando 

Il ruolo della densità del ligando nel bersaglio della placca è ambiguo per diversi 

motivi. Mancano indagini sistematiche sull'effetto della densità del ligando sulla 

farmacocinetica  e  sulla  somministrazione  nelle  placche  in  modelli  animali. 

Inoltre,  molti  studi  sul  targeting  di  NPs  hanno  quantificato  l'efficienza  di 

distribuzione nella placca  in  termini di %ID g‐1, ma non hanno quantificato  la 

densità  del  ligando  sulla  superficie  delle  NPs;  al  contrario,  altri  studi  hanno 

quantificato la densità del ligando bersaglio delle NPs, ma non hanno rivelato la 

loro efficienza di distribuzione. Alcuni bio‐nanomateriali come HDL e NPs a base 

di acido ialuronico (HA), possono naturalmente e preferibilmente entrare nella 

placca  senza  portare  ulteriori  ligandi  bersaglio.  Alcuni  autori  hanno  scelto  di 

riportare  il  rapporto  tra  i  vari  componenti  delle  NPs  (ad  esempio,  HDL  vs. 

polimero vs. lipide) al posto della densità del ligando. Sulla base di rapporti che 

hanno rivelato un valore per la densità dei ligandi, da un’analisi comparativa di 

Chan et al86 è evidente che il è il peptide il tipo più comune di ligando utilizzato. 

Nonostante l'ampiezza del range della densità dei ligandi riportato (da 4,2 × 10‐5 

a 0,24 peptidi per nm2 della superficie del NP), una densità tra 10‐3 e 10‐2 peptide 

nm‐2 è tipicamente sufficiente per  il targeting della placca, con un'efficienza di 

consegna tra 0,9 79 e 6,1% ID g‐1114. 

 

Applicazioni biomediche precliniche: Imaging 

RISONANZA MAGNETICA 

Per  le  applicazioni  di  risonanza  magnetica  sono  state  spesso  utilizzate  NP 

all’ossido di ferro, la cui dimensione è stata mantenuta al di sotto dei 20 nm per 

sfruttare le loro proprietà superparamagnetiche (SPIONs). Tali SPIONs, rivestite 

prevalentemente  da  destrano  sulla  superficie,  possono  legare  peptidi  115, 

anticorpi116, o proteine 117 per colpire vari componenti delle placche. Mentre per 

le NPs a base di Gd  i ricercatori sfruttano  il grande rapporto superficie‐volume 
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per incapsulare elevate quantità di ioni Gd3+ al fine di aumentare la sensibilità di 

rilevamento. Infatti, il caricamento di ioni Gd3+ nelle NPs (≈300 000 Gd/300 nm 

NP)  può  generare  segnali  RM  significativamente  più  forti  di  quelli  ottenibili 

coniugando a peptidi (≈4 Gd per molecola) o anticorpi (≈20 Gd per molecola). Le 

classiche  NPs  cariche  di  Gd3+  per  la  rilevazione  di  placche  aterosclerotiche 

mediante  risonanza  magnetica  includono  micelle  polimeriche  118  e 

lipoproteine107. Nel 2014, Bruckman et al.119 hanno studiato NPs modificate a 

base del virus del mosaico del tabacco e ioni Gd chelati per facilitare il targeting 

delle molecole VCAM‐1 espresse dalle cellule endoteliali e la visualizzazione della 

placca nei topi ApoE‐/‐. Nello stesso anno, Xing et al. 120 hanno iniettato per via 

endovenosa nanodots di NaGdF4 in conigli aterosclerotici. La piccola dimensione 

di  2  nm  conferisce  loro  un'elevata  dispersione  in  acqua  e  rilassamento 

longitudinale r1. Questa piccola dimensione facilita anche l'ingresso delle NPs in 

vasi più piccoli e la clearance renale senza ritenzione prolungata all'interno del 

corpo. Sorprendentemente, gli autori hanno osservato  l'accumulo di NPs nella 

placca dopo 3 ore di iniezione, delineando chiaramente l'aorta addominale e la 

vena cava  inferiore. Nel 2015, Palekar et al.121 hanno  iniettato fluorocarbonio‐ 

NPs per  risonanza magnetica  in  topi ApoE‐/‐ e hanno quantificato  il grado di 

permeabilità della placca e  il danno vascolare con  la spettroscopia MR. Hanno 

scoperto che  i topi con una dieta ad alto contenuto di grassi per 12 settimane 

sviluppano un endotelio più permeabile molto più velocemente. 

 

Biomateriali polimerici: l’acido ialuronico, HA 

Nel  2015,  Sanchez‐Gaytan  et  al.  122  hanno  combinato  peptidi  di  ApoA  con 

polimeri biodegradabili per formare NP che mimano le  HDL e hanno dimostrato 

che queste per iniezione endovenosa possono mimare i macrofagi nella placca. 

Infine, secondo le ultime indagini, i bio‐nanomateriali sintetici a base di zuccheri 

possono  colpire  le  placche  aterosclerotiche  e  mostrare  effetti  anti‐

aterosclerotici.  L'HA,  una  componente  chiave  della  matrice  extracellulare  e 

attualmente testato in studi atero‐nano, può riconoscere il CD44, un recettore 

dell'HA presente sui macrofagi attivati 123. CD44 contribuisce al rimodellamento 

vascolare  interagendo con cellule vascolari muscolari  lisce, cellule endoteliali e 

piastrine per promuovere l'aterogenesi. Nel 2015, Lee et al.124 hanno dimostrato 
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che le NPs a base di HA si accumulano in placche aterosclerotiche in modo più 

preferenziale rispetto all'aorta normale 24 ore dopo la loro iniezione sistematica 

in  topi ApoE‐/‐. Nel 2017, Beldman et al.125 hanno  fornito prove dirette delle 

proprietà ateroprotettive delle NPs basate sull'HA  in combinazione con  la  loro 

capacità di mirare  i macrofagi all'interno di placche aterosclerotiche126. Dopo 

aver  somministrato HA‐NPs  in  topi  ApoE‐/‐  per  12  settimane  consecutive,  le 

placche mostrano un numero ridotto di macrofagi e un contenuto di collagene 

maggiore rispetto ai topi non trattati o ai topi trattati con HA libero.  

NPs e terapia farmacologica 

Per quanto  riguarda  il  trattamento  farmacologico dell’aterosclerosi,  le  statine 

rappresentano la scelta di prima linea per abbassare i livelli di colesterolo LDL e i 

rischi di malattie cardiovascolari 127. Tuttavia, alte dosi di statine possono indurre 

epatossicità  e  miopatia,  inoltre  le  statine  assunte  per  via  orale  di  solito  si 

accumulano nel  fegato. Nel 2014, Duivenvoorden et al.128 hanno utilizzato NP 

HDL (rHDL) per aumentare la concentrazione locale di simvastatina consegnata 

a placche aterosclerotiche  in  topi ApoE‐/‐  . Sulla base dei dati della  risonanza 

magnetica, gli autori hanno concluso che un regime di trattamento a bassa dose 

di  statina‐rHDL  per  3  mesi  inibisce  la  progressione  dell'infiammazione  della 

placca. L'esame  istologico delle radici aortiche conferma  inoltre che un regime 

ad  alto dosaggio di 1  settimana  riduce  sostanzialmente  l'infiammazione nelle 

placche aterosclerotiche avanzate. In uno studio di follow‐up nel 2015, Tang et 

al.105 hanno inoltre illustrato che la combinazione di trattamento a base di NPs e 

trattamento  con  statina  orale  per  8  settimane  non  ha  indotto  epatossicità, 

mentre l'infiammazione della placca è comunque soppressa. I bio‐nanomateriali 

possono  anche  facilitare  la  somministrazione  di  altre  forme  di  statina  alle 

placche. Nel 2014, Katsuki et al.129 hanno preparato NP polimeriche caricate con 

pivastatina e  le hanno  iniettate  i.v.  in topi ApoE‐/‐. Gli autori hanno osservato 

l'inibizione della destabilizzazione della placca e della rottura associata ad una 

diminuzione dell'infiltrazione di monociti. I ricercatori hanno anche usato farmaci 

approvati per indicazioni relative all'aterosclerosi. Il Pioglitazone è utilizzato per 

il trattamento del diabete, una malattia spesso accompagnata dallo sviluppo di 

patologie  cardiovascolari.  Nel  2013,  Saremi  et  al.  130hanno  riportato  che  il 

trattamento con pioglitazone ritarda l'ispessimento dell’ intima della carotide di  

pazienti  con  prediabete.  Nel  2016,  iniettando  NPs  polimeriche  caricate  con 
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pioglitazone in topi ApoE‐/‐, Nakashiro et al.126 hanno osservato la ritenzione di 

NPs  nei monociti  circolanti  e  nei macrofagi  aortici.  Iniezioni  settimanali  in  4 

settimane riducono il cappuccio fibroso, un marcatore della rottura della placca. 

 

Interazioni in vivo atero‐nano 

Mentre  le  placche  aterosclerotiche  possono  essere  strutturalmente  meno 

complesse o eterogenee dei  tumori,  i  volumi delle placche  significativamente 

inferiori rispetto ai tumori ne rendono più complessa la somministrazione in vivo. 

In  linea  con  l'effetto  EPR,  studi  recenti  hanno  valutato  l'importanza  della 

permeabilità  vascolare  nella  somministrazione  di  NP  alle  placche.  Nel  2015, 

Lobatto et al. 131 hanno riportato una forte correlazione tra la permeabilità dei 

vasi  sanguigni  ,  accertata  dalla  risonanza  magnetica  e  l'accumulo  di  NPs 

liposomiali fluorescenti determinato dalla microscopia a fluorescenza nei conigli. 

Molti  aspetti  meccanicistici  delle  interazioni  atero‐nano  sono  ancora  senza 

risposta.  Come  interagiscono  le  NPs  iniettate  con  le  proteine  sieriche  in 

circolazione?  In  che modo  le  NPs  iniettate  influenzano  la marginalizzazione, 

l'uscita  dei  leucociti  circolanti  per  il  contatto  con  l'endotelio,  in  animali 

aterosclerotici?  Quali  sono  la  cinetica  di  diffusione  tissutale,  cellulare  e 

subcellulare  e  di  internalizzazione  all'ingresso  di NPs  nella  placca?  Se  le NPs 

sopportano  ligandi  che  prendono  di mira  una  particolare  componente  della 

placca,  in che modo  la natura dei  ligandi di targeting  influisce sull'associazione 

delle NPs  con diversi  tipi di  cellule e  componenti extracellulari delle placche? 

Quali percorsi o recettori regolano l'assorbimento di NPs da diversi tipi di cellule 

all'interno della placca? Qual  è  il destino delle NPs dopo  essere  entrati nella 

placca? Sono rilevate ed eliminate dalle cellule immunitarie (che innescano una 

risposta  pro‐infiammatoria),  o  rimangono  permanentemente  all'interno  della 

placca? 

Inoltre, è fondamentale sondare le interazioni atero‐nano in più specie animali e 

verificare se  i risultati di una specie sono traducibili da una specie all'altra. Nel 

2016, Perez‐Medina et al.109 hanno accertato la distribuzione di HDL‐NP iniettate 

per  iniezione  i.v.  in  topi  aterosclerotici,  conigli  e  maiali  mediante  imaging 

multimodale.  Gli  autori  hanno  costantemente  osservato  ii  miglioramento 
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dell'accumulo di NPs nelle placche ed il rene come sito primario di accumulo delle 

NPs.  

 

Traduzione clinica di nanomedicine aterosclerotiche 

Nonostante la prevalenza di bio‐nanomateriali nelle applicazioni precliniche per 

l'aterosclerosi, il loro uso clinico è evidentemente meno diffuso. Nel 2012, Alam 

et al. 132 hanno riportato uno studio clinico che ha coinvolto pazienti affetti da 

infarto  miocardico  acuto  che  hanno  ricevuto  l'infusione  di  SPIONs 

(NCT01323296). 48 ore dopo  l'infusione  le  risonanze magnetiche dei pazienti 

dimostrano  che  le  NPs  si  accumulano  preferenzialmente  nel  miocardio 

ischemico,  come  evidenziato  da  un  aumento  di  valori  di  relassività 

rispettivamente di 3 e 1,7 volte nell'infarto del miocardio e nel miocardio remoto. 

In uno studio clinico randomizzato riportato nel 2015, van der Valk et al. 133hanno 

utilizzato  liposomi  a  lunga  circolazione  per  la  somministrazione  sistemica  di 

prednisolone  a  pazienti  con  aterosclerosi  (NCT01039103,  NCT01647647685, 

NCT01601601106).  Il  prednisolone,  un  glucocorticoide  antinfiammatorio, 

presenta generalmente un profilo farmacocinetico scadente e non si accumula 

nella  placca  in  quantità  sufficientemente  elevate  da  produrre  un  risultato 

terapeutico favorevole 134. Con questa formulazione liposomiale, gli autori hanno 

fornito prednisolone  in quantità più elevate ai macrofagi all'interno di placche 

iliofemorali  e  con  prolungamento  dell'emivita  del  prednisolone  nel  sangue. 

Anche se il loro approccio liposomiale consente un rilascio specifico nella placca 

e può  superare gli effetti collaterali  sistemici, non  riduce  l'infiammazione o  la 

permeabilità della parete arteriosa.  

 

Conclusione 

Il  campo  della  ricerca  atero‐nano  è  in  forte  crescita,  come  confermato 

dall’aumento delle applicazioni precliniche dei bio‐ nanomateriali per il targeting, 

l'imaging e il trattamento dell'aterosclerosi negli ultimi cinque anni. La traduzione 

clinica  rimane  limitata,  in  parte  a  causa  della  mancata  comprensione  delle 

interazioni tra i bio nanomateriali e i vari componenti della placca. Sono necessari 

studi  sulla  progettazione  e  lo  screening  di  bionanomateriali  per modulare  la 
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progressione dell'aterosclerosi attraverso un targeting più specifico, una diagnosi 

sensibile e un trattamento efficace delle placche. 

 

TARGETING DELLE NANOPARTICELLE NELL’ATEROSCLEROSI 
La presenza di diverse barriere biologiche richiede l’utilizzo di carrier specifici per 

il trattamento e  la diagnosi dell’aterosclerosi. L’utilizzo di strategie di targeting 

efficienti  evita  l’eliminazione  rapida da parte di  filtri biologici  intrinseci  come 

fegato, reni e linfonodi ed evita la sistematica comparsa di effetti collaterali. La 

conoscenza  dei  marker  aterosclerotici  e  la  coniugazione  con  ligandi 

complementari  al  sistema  nanocarrier,  può  guidare  e  concentrare  l'agente 

terapeutico nel  sito d'azione135.  In alternativa,  l'infiammazione e  l'angiogenesi 

all'interno delle arterie malate consentono l'uso del targeting passivo attraverso 

l'effetto di permeabilità e ritenzione (EPR) potenziato136. La propagazione delle 

lesioni nell'aterosclerosi porta  alla neovasculogenesi  simile  a quella osservata 

nella crescita  tumorale cancerosa. L'elevata attività metabolica della  struttura 

della placca  richiede un elevato nutrimento e apporto di ossigeno alle  cellule 

sottostanti.  Per  soddisfare  questo  bisogno  nutrizionale,  le  cellule  endoteliali 

proliferano  rapidamente e  formano  vasi  sanguigni atipici  che  sono difettosi e 

immaturi. Questo stato modifica la dinamica del trasporto macromolecolare da 

e verso  la  lesione ed è noto  come effetto EPR. L'effetto EPR è  stato  studiato 

soprattutto  nel  cancro;  le  caratteristiche  dei  tumori  comprendono  i  vasi 

sanguigni permeabili, il cui endotelio è fenestrato con lacune tra 100 e 780 nm 

di dimensioni e drenaggio linfatico disfunzionale 137,138. La maggiore permeabilità 

della  vascolarizzazione  tumorale  anormale  consente  alle NP  lo  stravaso  nello 

spazio interstiziale del tumore, mentre il drenaggio linfatico inefficace provoca la 

ritenzione delle NPs all'interno del tessuto e consente loro di rilasciare farmaci in 

prossimità delle cellule tumorali 139,140. Sebbene non sia mai stato studiato a fondo 

nell'aterosclerosi,  il  targeting non  specifico basato  sull'effetto EPR può essere 

sfruttato  a  causa  della  maggiore  permeabilità  dell'endotelio  disfunzionale, 

dell'espansione angiogenica e della perdita dei neovessel del vasa vasorum 141. In 

generale, le NPs con diametro inferiore a 200 nm sono considerate le più efficaci 

per l'effetto EPR 138,142,143. 
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La vascolarizzazione alterata consente alle macromolecole o ai nanoassemblati 

di passare nel tessuto interstiziale, mentre un sistema di drenaggio linfatico non 

sviluppato  favorisce  l'accumulo,  e  quindi  una  maggiore  concentrazione 

terapeutica  locale135,144.  Oltre  alla  neovascolarizzazione,  l'infiammazione  dei 

tessuti provoca un continuo  reclutamento dei  leucociti attraverso  il  rilascio di 

citochine proinfiammatorie. Questa condizione aumenta anche  la permeabilità 

endoteliale  e  consente  l'erogazione  selettiva  di  carrier  terapeutici  nell'area 

infiammata 135,145. 

Per il targeting attivo, l'endotelio disfunzionale è una caratteristica patofisiologica 

chiave nell'aterosclerosi e serve naturalmente come candidato per il targeting in 

quanto esiste un ampio spettro di bersagli vascolari disponibili per la consegna 

mirata di  sistemi  terapeutici  sitospecifici per  stabilizzare e  regredire  la placca 

(Figura 2). Ad esempio,  le molecole di adesione cellulare (come  le molecole di 

adesione intercellulare 1 (ICAM 1) e le molecole di adesione cellulare vascolare 

1  (VCAM  1),  le  selectne  o  le  integrine  come  l'integrina  αVβ  rappresentano 

un'importante  classe  di  target  attraenti  per  il  rilascio  di  farmaci 

antiaterosclerotici  20,25, poiché queste molecole di  adesione  sono  tipicamente 

sovraespresse sull'endotelio angiogenico / attivato della parete luminale. 

Allo stesso modo, anche il recettore delle lipoproteine a bassa densità ossidato 

simile alla  lectina  (LOX‐1) presente nelle cellule endoteliali è un sito bersaglio 

dell'aterosclerosi.  Le  lipoproteine  ossidate  a  bassa  densità  (oxLDL) 

contribuiscono alla  formazione e alla progressione della placca aterosclerotica 

attraverso  l'induzione  di  disfunzione  endoteliale,  formazione  di  cellule 

macrofagi/cellule  schiumose, migrazione  e  proliferazione  di  cellule muscolari 

lisce,(SMC).  LOX‐1  è  il  principale  recettore  LDL  ossidato  (oxLDL)  delle  cellule 

endoteliali, ed è anche espresso in macrofagi e SMC 146. 

Inoltre,  i  macrofagi  rappresentano  un  altro  componente  importante  per  il 

targeting specifico di placche con nanoparticelle funzionalizzate. Ad esempio,  i 

recettori scavenger SR‐A1 e CD36, espressi prevalentemente sui macrofagi, sono 

entrambi obiettivi desiderabili per  le NPs.  Inoltre,  le  lipoproteine  come  LDL e 

lipoproteine  ad  alta  densità  (HDL),  sono  potenziali  candidati  per  il  targeting 

aterosclerotico. Queste lipoproteine interagiscono con le placche attraverso un 

condotto naturale, pertanto le nanoparticelle ingegnerizzate che possiedono le 
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proprietà  delle  lipoproteine  possono  accumularsi  nella  placca  attraverso  un 

targeting intrinseco 128,143,147. 

L'endotelio vascolare  funge da candidato naturale per  il  targeting  in quanto è 

strategicamente posizionato tra il sangue circolante e la lesione in crescita, oltre 

ai  suoi molteplici  ruoli nella patogenesi dell’aterosclerosi  148. Nelle prime  fasi 

della malattia, l'endotelio altera la sua superficie cellulare mediante l’espressione 

di proteine che a loro volta avviano il reclutamento delle cellule infiammatorie 

dal  flusso sanguigno all'intima.  I  ligandi che  riconoscono queste proteine sulla 

superficie  cellulare  proinfiammatoria  possono  quindi  servire  da  marcatori 

specifici  per  guidare  nuovi  sistemi  diagnostici  e  terapeutici.  Ad  esempio,  le 

molecole di adesione cellulare (CAM) sono di particolare interesse per il rilascio 

mirato  per  il  loro  importante  ruolo  nel  reclutamento  dei  leucociti  e 

nell'internalizzazione dei ligandi legati ai recettori attraverso l'endocitosi mediata 

da CAM 135,148,149. Attuali recettori della superficie cellulare che svolgono un ruolo 

nella patogenesi dell'aterosclerosi e anche esemplificare obiettivi interventistici 

adeguati sono illustrati nella Figura 4. 

 

 

Figura 4. Recettori bersaglio della superficie cellulare per applicazioni terapeutiche dell'aterosclerosi. Lewis et al 2011135 
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La molecola‐1 di adesione intercellulare delle cellule (ICAM‐1) è un membro della 

superfamiglia  delle  immunoglobuline  CAM  delle  glicoproteine.  L'ICAM‐1  è 

normalmente espresso sul lato luminale dell'endotelio e significativamente (~ 20‐

50  volte  150)  sovraregolato dopo  l'infiammazione.  L'analisi  immunoistochimica 

delle lesioni umane ex vivo ha mostrato una forte espressione dell'ICAM‐1 nelle 

cellule  vascolari  che  formano  l'ateroma,  stabilendo  così  il  suo  ruolo  nella 

progressione  della malattia  151.  Per  il  trattamento  di malattie  infiammatorie, 

compresa  l'aterosclerosi  sono  stati  impiegati  per  lo  sviluppo  di  strategie  di 

targeting anticorpi  135,150,152‐154 e piccole sequenze di peptidi  135,155 derivati da 

ligandi  endogeni  di  ICAM‐1,  analogamente  la molecola  di  adesione  cellulare 

vascolare (VCAM‐1), simile all'ICAM‐1. VCAM‐1 è espresso su superfici endoteliali 

in  condizioni  patologiche ma  anche  prima  dell'inizio  di  lesioni  visibili  135.  Le 

nanoparticelle coniugate a sequenze di peptidi che si legano a VCAM‐1 (ottenute 

mediante  fage display da  ligandi noti di VCAM‐1) hanno dimostrato di essere 

efficaci per imaging della progressione iniziale della malattia nei topi knock‐out 

ApoE 135,156. Inoltre, a parte gli usi terapeutici o diagnostici, i nanosistemi decorati 

con ligandi mirati CAM offrono un ulteriore vantaggio per l'aterosclerosi poiché 

tali  ligandi  possono  anche  attenuare  l'adesione  leucocitaria  all’endotelio  e  di 

conseguenza ridurre l'ateroinfiammazione135. 

Anche  i recettori di Selectin (E‐ e P‐selectin) sono considerati potenziali target 

endoteliali135,157,158  considerando  i  loro  ruoli  importanti  nell'infiammazione. 

Sfortunatamente,  la  loro  espressione  transitoria  e  la  bassa  densità  della 

superficie  cellulare,  anche  alla  massima  attivazione,  ne  limitano  l'uso  nel 

targeting dell'aterosclerosi.  Inoltre,  i carrier  terapeutici specifici per P‐Selectin 

potrebbero non essere  specifici per  l'endotelio delle placche  aterosclerotiche 

poiché questo recettore è anche espresso nelle piastrine attivate 159. Tuttavia, 

come bersaglio è  stato usato  il doppio  targeting di P‐selectina e VCAM‐1 con 

particelle  di  ossido  di  ferro  di  dimensioni micron,  strategia  di  successo  per 

l'imaging  della  RM  delle  placche  aterosclerotiche  nei  topi  knockout  ApoE.  In 

questo studio è stato dimostrato che il doppio targeting determina un aumento 

da 5 a 7 volte del legame dell'agente di contrasto alla lesione135,160. 
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Come  accennato  in  precedenza,  è  stato  anche  dimostrato  che  c’è  una 

neovascolarizzazione associata all'aterosclerosi135,161,162. Oltre a causare l'effetto 

EPR,  i  vasi  sanguigni di nuova  formazione  che  circondano  la placca mostrano 

anche  un  aumento  dell'espressione  dell'integrina  αvβ3.  Sono  state  utilizzate 

nanoparticelle  paramagnetiche  che  incorporano  un  farmaco  angiostatico  e/o 

sistemi  “teranostici”,  specifiche  per  l'integrina,  in  conigli  nutriti  con 

colesterolo135,163.  Questo  sistema  integrato  ha  dimostrato  il  potenziale  dei 

nanosistemi,  non  solo  di  fornire  un  effetto  terapeutico,  ma  anche  fornire 

contemporaneamente un mezzo di contrasto, fornendo così uno strumento per 

visualizzare la risposta locale della lesione aterosclerotica nel tempo. 

Oltre  alle  proteine  della  superficie  cellulare  endoteliale,  ci  sono  poi  recettori 

scavenger  specifici  dei  macrofagi  135,164,165,  epitopi  specifici  per  ossidazione, 

fibrina,  e  la  matrice  extracellulare  o  anche  le  proteine135  come  potenziali 

candidati per lo sviluppo di ligandi bersaglio. Ad esempio, il targeting dei recettori 

scavenger  endoteliali  o  dei  macrofagi  può  bloccare  l'inizio  della  attivazione 

infiammatoria  poiché  questi  recettori  mediano  l'assorbimento  di  oxLDL  e 

stabiliscono la cascata dell'infiammazione. I recettori scavenger di SR‐A1 e CD36, 

espressi  principalmente  sui  macrofagi,  sono  entrambi  partecipanti 

all'aterogenesi  e  all'ateroinfiammazione86,135.  LOX‐1,  un  recettore  scavenger 

endoteliale,  interiorizza  oxLDL  ed  è  stato  dimostrato  causa  disfunzione 

endoteliale  con  un'ulteriore  progressione  della  malattia  135,146.  I  residui  di 

ossidazione specifici della fosfocolina sono riconosciuti da CD36 e possono essere 

incorporati  nelle  micelle  per  indirizzare  i  nanosistemi  ai  macrofagi  delle 

lesioni.135,166. 

 

CD36, un recettore scavenger implicato nell'aterosclerosi 
Il CD36 è una glicoproteina di membrana presente su vari tipi di cellule, inclusi 

monociti, macrofagi, cellule endoteliali microvascolari, adipociti e piastrine167. Il 

CD36  del  macrofago  partecipa  alla  formazione  della  lesione  arteriosa 

aterosclerotica attraverso  la sua  interazione con  lipoproteine ossidate a bassa 

densità  (oxLDL),  innescando  la  segnalazione  di  cascate  per  risposte 

infiammatorie. Il CD36 funziona nella captazione di oxLDL e nella formazione di 

cellule schiumose, che è lo stadio critico iniziale dell'aterosclerosi. Inoltre, oxLDL 
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via CD36 inibisce la migrazione dei macrofagi, che può essere un meccanismo di 

intrappolamento dei macrofagi nelle lesioni aterosclerotiche. Il CD36 piastrinico 

promuove  anche  i  processi  infiammatori  aterosclerotici  ed  è  coinvolto  nella 

formazione di trombi dopo la rottura della placca aterosclerotica. Poiché il CD36 

è un componente essenziale dell'aterosclerosi, la definizione della sua funzione 

e  il  relativo  targeting  può  portare  a  una  nuova  strategia  di  trattamento  per 

l'aterosclerosi. 

Il CD36, un recettore della glicoproteina transmembrana di 88 kDa, è espresso su 

vari  tipi  di  cellule,  inclusi monociti  e macrofagi,  piastrine,  cellule  endoteliali 

microvascolari,  adipociti,  cellule  epiteliali  nei  miociti  renali  e  cardiaci168. 

Appartiene alla famiglia dei recettori scavenger di classe B. La proteina CD36 è 

composta da una singola catena peptidica di 472 aminoacidi ed è organizzata in 

due domini transmembrana: due domini citoplasmatici molto corti e un grande 

dominio extracellulare glicosilato. L'ampia glicosilazione di CD36 è necessaria per 

il passaggio intracellulare attraverso la membrana cellulare. Il legame con il CD36 

endoteliale inibisce l'angiogenesi inducendo l'apoptosi169.  

La formazione di cellule schiumose è  la fase critica  iniziale dell'aterosclerosi.  Il 

processo  aterogenico  inizia  con  la  trasmigrazione  dei monociti  circolanti  dal 

sangue all'intima arteriosa, dove si differenziano  in macrofagi170.  I macrofagi si 

legano e interiorizzano oxLDL attraverso CD36171. I macrofagi attivati secernono 

ossidasi, compresa la mieloperossidasi, che ossida LDL e quindi ingrandisce il pool 

di oxLDL. L'interazione tra CD36 e oxLDL induce anche la secrezione di citochine 

che  reclutano  infiltrati  di  cellule  immunitarie  nell'intima  arteriosa  e 

l'infiammazione  arteriosa  provocata  da  cellule  schiumose  induce  il 

restringimento  arterioso,  provocando  la  patologia  vascolare  aterosclerotica. 

L'interazione tra il recettore del fattore di attivazione piastrinica e il CD36 media 

anche l'assorbimento di oxLDL e la produzione di IL‐10. 

Pertanto, il macrofago CD36 si coordina con molti altri partner di segnalazione e 

funziona  come  una  molecola  di  segnalazione  che  promuove  l'aterosclerosi 

mediando la formazione di cellule espanse e il rilascio di mediatori infiammatori. 

La modulazione citoscheletrale mediata da CD36 induce il l’intrappolamento del 

macrofago nella placca aterosclerotica168. 
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Tipicamente,  l'infiammazione aterosclerotica non si risolve spontaneamente,  il 

che porta a un rimodellamento arterioso irreversibile. L'attivazione dei macrofagi 

è  un  attributo  tipico  dell'infiammazione  aterogena.  Contrariamente 

all'infiammazione  acuta,  in  cui  le  risposte  infiammatorie  sono  risolte 

dall'emigrazione  delle  cellule  immunitarie  infiltrate  nei  linfonodi  drenanti, 

durante  l'infiammazione aterogena,  i macrofagi  sono  intrappolati nelle  lesioni 

aterosclerotiche  e  continuano  a  propagare  la  risposta  infiammatoria  senza 

risoluzione.  

E’ stato isolato anche un isotipo CD36 non legato alle cellule dal plasma umano 

indicato come CD36 solubile (sCD36). Il  livello di sCD36 rappresenta  il livello di 

espressione di CD36 in vari tipi di cellule e tessuti nei modelli umani e roditori di 

insulino‐resistenza e portatori di diabete di tipo 2. In accordo con il ruolo di CD36 

nell'infiammazione  aterogena,  il  livello  di  sCD36  è  risultato  correlato  alla 

mortalità  cardiovascolare172,  anche  se  ci  sono  ancora  pochi  studi  sul  sCD36 

nell'uomo. Pertanto per le caratteristiche e le funzioni del recettore CD36, questo 

può essere considerato un ottimo bersaglio per il targeting attivo delle placche 

aterosclerotiche. 
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Capitolo 2: OBIETTIVO DEL PROGETTO DI 
DOTTORATO e CONDUZIONE DELLA CAMPAGNA 
SPERIMENTALE. 
Le  preparazioni  farmacologiche  convenzionali  soffrono  di  alcune  limitazioni 

come alte dosi e bassa disponibilità,  instabilità e bassa speicificità. Pertanto  la 

possibilità  di  veicolare  una  sostanza  attiva  nel  sito  di  interesse  utilizzando 

nanovettori funzionalizzati con ligandi specifici permette di avere un’azione più 

efficace. Come  indicato nella  sezione  introduttiva, un nanovettore  ideale per 

applicazioni di somministrazione di farmaci o di mezzi di contrasto deve essere 

biodegradabile e biocompatibile, in grado di riconoscere il sito target, possedere 

proprietà  biofisico‐chimiche  ottimali  per  il  caricamento  dei  farmaci/mezzi  di 

contrasto, avere  lunghi tempi di circolazione,  indice terapeutico  favorevole ed 

infine,  in relazione al costo effettivo, commercializzabile. L’obiettivo principale 

della  nanomedicina  è  racchiudere  queste  proprietà  in  un  nanocarrier173.  Per 

quanto  riguarda  l’imaging,  in  contrasto  con  i  tradizionali  approcci,  l'imaging 

molecolare  consente  di  valutare  le  caratteristiche  biologiche  delle  placche 

aterosclerotiche in vivo permettendo la prevenzione, lo screening, la diagnosi e 

il trattamento dei disturbi vascolari. Ad oggi mancano strumenti di imaging per 

la diagnosi precoce dell'ateroma clinico basato sulla biologia della placca. Infatti, 

nonostante  ci  sia  una  vasta  conoscenza  sull'uso  delle  nanotecnologie  nelle 

malattie  cardiovascolari,  l'uso di nanovettori per  applicazioni di  imaging nella 

pratica clinica rimane limitato, non solo per la sicurezza, ma anche per la natura 

eterogenea  delle  placche  aterosclerotiche  che  non  consente  una  corretta 

selezione dei diversi tipi di pazienti. Inoltre, è noto che la vecchia generazione di 

NPs 

 non  è  specifica  e  in  realtà  non  esiste  un  prodotto  commercializzato,  senza 

considerare che esistono diverse anatomie della malattia vascolare nell'uomo. 

In questo contesto, quindi,  la combinazione di specifici  ligandi e nanostrutture 

diventa un fattore chiave per  interagire e / o superare  le barriere biologiche e 

rendere specifica l’azione dei nanocarrier. In particolare, tra i ligandi, gli anticorpi 
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hanno  una  elevata  specificità  e  affinità  per  i  siti  bersaglio.  Inoltre,  grazie 

all'elevato rapporto tra superficie e volume dei nanovettori è possibile modulare 

la densità superficiale dei ligandi.  

L’obiettivo  della  seguente  attività  di  ricerca  è  rivolto  alla  produzione  e 

caratterizzazione  di  nanostrutture  biocompatibili  costituite  da  polimeri 

altamente idrofilici di origine naturale e molecole attive (in particolare mezzi di 

contrasto per RM), per la realizzazione di nanostrutture da impiegare in ambito 

clinico che, una volta funzionalizzate, consentiranno di migliorare  la specificità 

verso  il  target  (organo,  tessuto, ecc…).  In particolare,  scopo del progetto è  la 

progettazione,  produzione  e  caratterizzazione  di  nanoparticelle  per  l’imaging 

diagnostico dell’aterosclerosi. 

Per quanto detto in precedenza, essendo l’aterosclerosi una malattia evolutiva, è 

evidente che per una diagnosi precoce è  fondamentale  lo studio della “placca 

vulnerabile”, soprattutto da un punto di vista morfologico, e che  la tecnica più 

promettente è  la RM mediante  l’utilizzo di mdc.  Inoltre  l’ideale sarebbe poter 

somministrare il mdc in modo da migliorarne l’efficienza e garantirne l’accumulo 

nel  sito di  interesse per poterne  ridurre così  la dose di  somministrazione e di 

conseguenza gli effetti tossici collaterali. Per questi aspetti la Nanomedicina, ed 

in particolare le nanoparticelle, possono venire incontro con l’impiego di carrier. 

Infatti  il  nanovettore  da  una  parte  svolge  una  funzione  protettiva  contro  la 

destabilizzazione del Gd chelato, dall’altra offre  l’opportunità di  funzionalizzare 

ad hoc la superficie del nanovettore stesso in modo da veicolare attivamente il 

mdc per consentirne l’accumulo nel sito di interesse, nel caso specifico la placca 

aterosclerotica, e ridurne così come evidenziato, le dosi di somministrazione e di 

conseguenza  la  sua  tossicità  sistemica,  potenziando  allo  stesso  tempo  le 

prestazioni  del  mdc  nell’imaging  delle  placche  aterosclerotiche,  per  le 

caratteristiche  intrinseche  del  carrier  polimerico  legate  al  concetto  di 

Hydrodenticity2, cioè al miglioramento della  relassività del mdc  in presenza di 

strutture idrofiliche. 

 

PROGETTAZIONE DEL NANOVETTORE 
Molto importante è la scelta dei materiali e dei metodi per la progettazione del 

nanovettore,  in  quanto  da  essi  derivano  caratteristiche  di  esso  quali  forma, 
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dimensione,  carica  e  proprietà  superficiali  che  ne  influenzano  la  sua 

biodistribuzione e la relassività del mdc. 

 

DIMENSIONE 

La biodistribuzione di sistemi nanoparticolati iniettati per via intravascolare è di 

fondamentale  importanza  per  la  progettazione  razionale  di  sistemi  per  drug 

delivery. Una delle maggiori sfide nella progettazione di carrier per  il targeting 

dal lume del vaso è che questi devono essere in grado di muoversi nel sistema di 

circolazione  e marginarsi  o  localizzarsi  in  modo  efficiente  sull'endotelio  per 

interagire con i recettori target. 

Particolare  attenzione  è  stata  data  all’effetto  di  forma  e  dimensione  della 

particelle sulla loro biodistribuzione, in quanto recenti studi in letteratura hanno 

messo in evidenza una stretta correlazione tra esse174‐176. 

Premesso  che  le  caratteristiche  di  un  carrier  per  targeting  vascolare  devono 

essere: 

- avere dimensioni non superiori a 500 nm in modo da poter circolare nel 

sistema vascolare evitando di rimanere intrappolato nei capillari174.  

- evitare la fagocitosi da parte delle cellule del reticolo endoteliale, in modo 

da permetterne  la sua circolazione per un  tempo abbastanza  lungo da 

favorire l’interazione con il sito bersaglio 

- avere  la  capacita’ di  spostarsi  lateralmente  verso  le pareti del  vaso  in 

modo da poter interagire abbastanza a lungo con i recettori dell endotelio 

e rimanere legato ad essi il tempo necessario da permetterne l’azione del 

mdc o di essere internalizzato nell’endotelio senza essere trascinato via 

dal flusso ematico. 

Una volta iniettate in circolo, le particelle vengono trasportate lungo il sistema 

vascolare e si accumulano in vari organi attraverso diversi meccanismi (Fig. 5). Le 

particelle di dimensioni maggiori di 5‐7 μm rimangono intrappolate nei capillari 

più  piccoli  dei  polmoni  in maniera  abbastanza  rilevante, mentre  particelle  di 

dimensioni maggiori di 4‐5 μm vengono inghiottite dalle cellule fagocitiche negli 
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organi  del  sistema  reticolo‐endoteliale  (RES)  come  fegato, milza  e  polmoni, 

pertanto è sicuramente auspicabile utilizzare carrier di dimensioni inferiori a tali 

range174. A livello endoteliale la grandezza dei pori dei vasi normali è compresa 

tra 6 e 12 nm  ,  il che  suggerisce che  le nanoparticelle dovrebbero essere più 

grandi  di  questo  range  di  dimensione.  Inoltre,  l’eliminazione  dal  circolo 

sanguigno  avviene  mediante  filtrazione  renale  o  attraverso  il  sistema 

reticoloendoteliale nel fegato e nella milza. La clearance renale è molto rapida 

per particelle con diametro idrodinamico inferiore a 5–6 nm, mentre la clearance 

da parte del  fegato e della milza è  rapida per particelle di grandi dimensioni, 

superiori a 200 nm  in diametro. Per le nanoparticelle nell'intervallo da 6 a 200 

nm, gli studi hanno dimostrato che l'emivita del sangue diminuisce all'aumentare 

del diametro delle particelle, a condizione che la chimica superficiale rimanga lo 

stessa 177. Inoltre particelle molto piccole tenderebbero a marginalizzare meno 

nel  vaso, probabilmente perchè  le dimensioni nanometriche determinano un 

loro maggior intrappolamento da parte dei globuli rossi nella zona centrale del 

circolo sanguigno, riducendo così l’efficienza del loro legame all’endotelio, ma è 

anche  vero  che  le dimensioni nanometriche permettono una  circolazione più 

lunga nell’organismo perché vengono riconosciute meno dalle cellule fagocitiche 

del  RES  (sistema  reticolo  endoteliale  soprattutto  nel  fegato, milza,  polmoni) 

migliorando per questo l’azione farmacologica/diagnostica. 

 Per tali considerazioni  la dimensione ottimale dovrebbe essere  intorno ai 200 

nm176 (Fig. 5a). 

 

Figura 5a. Distribuzione delle particelle nei diversi organi in relazione a forma e dimensione176. 
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Figura 5b. Meccanismi di sequestro delle particelle dalla circolazione dopo  iniezione endovenosa: A)  intrappolamento  in 

piccoli  capillari  (5‐7 µm) B)  inghiottimento da parte delle  cellule  fagocitiche  (4‐5 µm) C)  stravaso attraverso endotelio 

fenestrato (max 500nm) D) escrezione attraverso i reni glomeruli e adesione alle pareti dei vasi sanguigni174. 

FORMA. 

Per quanto riguarda la forma, le particelle di forma allungata hanno un tempo di 

circolazione circa dieci volte più lungo delle loro controparti sferiche. Tuttavia le 

particelle allungate con diametri superiori a 10 nm non possono essere eliminate 

facilmente dalla rete vascolare177. 

Inoltre  sembra  che  la  forma  allungata  determini  una  fagocitosi  trascurabile 

rispetto alle particelle di forma sferica, in quanto l’internalizzazione da parte dei 

macrofagi avviene soltanto alle estremità per la forma allungata, mentre per le 

sferiche può avvenire ovunque, quindi le prime riescono a rimanere più a lungo 

in circolo. Inoltre ruotano meno (maggiore inerzia rotazionale) sotto l’effetto del 

flusso ematico, permettendo un tempo più lungo di interazione con il recettore 

dell’endotelio;  marginalizzano  di  più  lateralmente  verso  la  parete  del  vaso 

pertanto  determinano  una    migliore  interazione  tra  ligandi  e  recettori 

dell’endotelio per  la maggiore  superficie di  contatto  accessibile  (superficie di 

adesione) rispetto alla forma sferica175( Fig 6). 

Sebbene le prove attuali dimostrino che le microparticelle non sferiche mostrano 

una  maggiore  marginalizzazione  e  adesione  alle  pareti  vascolari  a  parità  di 

velocità di taglio, non si può concludere che queste particelle siano ottimali per 

il  rilascio di  farmaci nelle patologie  cardiovascolari  (CVD).  Inoltre, anche  se  le 

particelle con diametro sulla scala del micrometro hanno dimostrato di aderire 

in modo  più  efficiente  alla  superficie  delle  cellule  endoteliali,  tuttavia  sono 
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potenzialmente suscettibili di intrappolamento fisico nei capillari in vivo. D’altra 

parte le nanoparticelle sferiche hanno caratteristiche che le rendono interessanti 

per l'uso nella somministrazione di farmaci, compresa la loro facilità di sintesi e 

fabbricazione e la loro capacità di sottoporsi a endocitosi e transcitosi al contatto 

con l'endotelio175. 

 

 

Figura 6. Effetti della morfologia delle particelle sulla loro marginalizzazione e interazione175. 

HYDRODENTICITY:  la  presenza  di  una  struttura  polimerica  di  rivestimento, 

soprattutto  se  idrofilica,  ha  effetti  positivi  sulla  relassività  del  mdc,  quindi 

sull’efficienza  della  sua  azione,  per  un  effetto  definito  Hydrodenticity.  Le 

strutture scelte permettono il confinamento delle molecole di acqua all’interno 

della  loro  architettura  consentendo  un  irrigidimento  dei  protoni  con 

conseguente diminuzione dei tempi di rilassamento ed aumento della relassività 

del segnale di risonanza. E’ possibile traslare lo stesso principio da una molecola 

di Gd  chelato  a  una molecola  di Gd  “chelata  e  confinata”  all’interno  di  una 

nanostruttura  idrofilica,  con  il  vantaggio  che  a  parità  di  concentrazione  di 

Gadolinio  si  otterrà  un  aumento  della  relassività.  Pertanto  le  conoscenze 

acquisite sui sistemi mdc‐polimerici sono state utilizzate per applicare il concetto 

di  Hydrodenticity  alla  progettazione  di  NPs  polimeriche  a  base  di  Gd  con 

proprietà rilassometriche avanzate2. 
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CARICA SUPERFICIALE 
Infine, la chimica superficiale e la densità di carica giocano a ruolo cruciale per il 

trasporto  vascolare  delle  nanoparticelle. Maggiore  è  la  carica  delle  particelle 

(anionica  o  cationica),  maggiore  è  la  loro  eliminazione  dal  sistema 

reticoloendoteliale177  

Inoltre,  le  particelle  cationiche  inducono  opsonizzazione,  cioè  il  legame  delle 

proteine  plasmatiche  alle  loro  superficie  che  segnala  le  cellule  immunitarie. 

Quindi,  sarebbe preferibile per  la  formulazione delle nanoparticelle per avere 

una carica quasi neutra/anionica. 

 

FUNZIONALIZZAZIONE DELLA SUPERFICIE CON POLIETILEN GLICOLE  
Una  pratica  comune  di  funzionalizzazione  superficiale  è  la  passivazione  della 

particella  aggiungendo  uno  strato  neutro  di  polietilen  glicole  (PEG)  sulla  sua 

superficie177. Essa impedisce l'opsonizzazione e la fagocitosi da parte delle cellule 

del sistema reticolo endoteliale (ad es. Cellule di Kupfer, fagociti, ecc.) creando 

nanoparticelle  "invisibili",  permettendo  così  un  prolungamento  della  loro 

circolazione.  

Il peso molecolare e  la densità PEG del rivestimento sono fattori determinanti 

per l’efficienza della funzionalizzazione. PEG con peso molecolare compreso tra 

2000 e 5000 g/mol determina la massima riduzione dell'adsorbimento quando è 

stato applicato a particelle polimeriche di grandi dimensioni con un intervallo di 

dimensioni di 160–270 nm178. La densità ideale di PEG è fortemente dipendente 

dal materiale di  cui  la nanoparticella  è  composta. Oltre  al PEG,  altri polimeri 

idrofili e neutri sono stati usati per prolungare  i tempi di circolazione ematica, 

compresi i rivestimenti zwitterionici e di carboidrati177. 

In  conclusione,  nanoparticelle  funzionalizzate  con  PEG  con  un  diametro 

idrodinamico superiore a 12 nm ma inferiore oltre 200 nm in generale possono 

garantire una circolazione sufficiente177,179. 
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FUNZIONALIZZAZIONE SUPERFICIALE 
La capacità di rendere funzionale la superficie dei nanovettori con ligandi mirati 

gioca un ruolo chiave nella diagnosi in tempo reale delle malattie vascolari. Una 

varietà di peptidi mirati per l'ateroma sono stati già testati preclinicamente, ma 

è necessaria la ricerca di nuovi e performanti biomarcatori per discriminare un 

paziente a  rischio da un paziente che  invece deve essere monitorato solo nel 

tempo. Per questo motivo, viene selezionato un ligando specifico per l'imaging 

MRI delle malattie cardiovascolari. 

Dal punto di vista della bioingegneria, la prima fase del disegno sperimentale di 

nuova sonda consiste nella selezione di un ligando appropriato. 

La seconda parte della strategia prevede che le NP HA caricate, sintetizzate come 

riportato,  siano coniugate con  il  ligando  identificato utilizzando  la  strategia di 

funzionalizzazione convenzionale (reazione di ammidazione). Dopo questa fase, 

ci sono caratterizzazioni chimico‐fisiche, misure di rilassamento e valutazioni in 

vitro  /  in  vivo  eseguite  al  fine  di  stabilire  non  solo  la  sicurezza ma  anche  la 

potenziale efficacia diagnostica della nuova sonda. 

Infine,  la  sonda  viene  testata  per  esperimenti  ex‐vivo  utilizzando  lo  speciem 

carotideo  dell'endarterectomia  umana  (CEA)  al  fine  di  valutare  l'efficacia 

diagnostica  e  contemporaneamente  l'immunoistochimica  del  campione 

biologico. 

Il  legame efficace tra tessuto e sonda viene anche valutato mediante analisi al 

microscopio  elettronico.  Particolare  attenzione  viene  data  alla  morfologia 

ultrastrutturale di questi tessuti. 

Il ligando scelto è l’anticorpo anti CD36. 
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PIANIFICAZIONE SPERIMENTALE 
 

1° STEP: 

‐ Produzione di NPs  con  caratteristiche progettate ad hoc per  l’imaging delle 

placche aterosclerotiche (AP) ossia biocompatibili, di dimensioni circa 200 nm, 

idrofile. 

‐ Validazione e caratterizzazione delle loro proprietà (dimensione, forma, carica 

superficiale)  e  del  loro  effetto  sulle  proprietà  rilassometriche  del  mezzo  di 

contrasto. 

‐  Sperimentazione  ex‐vivo  mettendo  a  contatto  nanoparticelle  e  placche  e 

valutando  gli  effetti  della  veicolazione mirata  e  internalizzazione  nella  placca 

aterosclerotica,  intesi  come  miglioramento  delle  prestazioni  del  MRI  delle 

placche aterosclerotiche. 

 

2° STEP 

‐  Funzionalizzazione  superficiale  delle  NP  mediante  bioconiugazione  con 

l’anticorpo anti CD36. 

‐  Caratterizzazione  delle  placche  aterosclerotiche.  La  placca  aterosclerotica 

asportata è stata incorporata nella formaldeide al 2% per indagini sperimentali 

successive o in fisiologica al 4% per essere studiata appena prelevata. Le placche 

fibrose  e  ateromatose  sono  state  prelevate  dalla  carotide  umana mediante 

endoarterectomia,  procedura  di  trattamento  standard  per  la  malattia 

aterosclerotica dell'arteria carotide180 utilizzata tutt’oggi per ridurre il rischio di 

ictus. Esistono studi che ricercano le caratteristiche della placca181 e vari altri per 

la previsione di eventi cerebrobascascolari182 in base alla struttura della placca, 

attraverso  l’utilizzo della risonanza magnetica. La struttura  istopatologica delle 

placche  ateromatose,  comprese  le  placche  carotidi,  è  stata  ampiamente 

studiata.  Esistono  poche  informazioni  sulle  proprietà  ultrasutturali,  sulla 

composizione chimica e sulla componente minerale di questi materiali183. Oltre 
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alla  limitazione  legata alla  indisponibilità di dati di correlazione delle placche a 

pazienti  sintomatici  e  asintomatici,  la  principale  limitazione  dello  studio  è  il 

piccolo numero di campioni,  tuttavia confrontando  risultati simili ottenuti con 

diverse tecniche di microscopia ad alta tecnologia, è stato possibile raggiungere 

una  conclusione  sommaria  relativa  alla  composizione  ultrastrutturale  delle 

placche carotidee ateromatose. Sezioni di tessuto, ottenute sulla base dell'analisi 

morfologica  al  microscopio  ottico  e  del  diverso  spessore,  fissate  secondo  i 

protocolli riportati di seguito per la caratterizzazione al microsocpio confocale ed 

elettronico. 

‐Studio  ex‐vivo.  Sono  stati  utilizzati  12  prelievi  di  campioni  provenienti  da 

altrettanti  pazienti  sottoposti  ad  endoarterectomia  carotidea.  Tutti  i  soggetti 

indagati sono uomini (età media di 65 anni). Ciascuna placca aterosclerotica è 

stata  poi  classificata  in  base  all’anatomia  in  I,  II,  II,  IV,  V,  VI  secondo  la 

classificazione  AHA,  American  Heart  Association.  Tutti  i  campioni  (dopo 

l'intervento) sono immersi immediatamente in soluzione fisiologica (4 °C, 2 ore) 

e  sono  iniettati  con  soluzioni  di  particelle  sia  tal  quali  che  coniugate,  e 

successivamente  sottoposti a  studi di  risonanza magnetica nucleare al  fine di 

valutare l’interazione nanovettore‐placca aterosclerotica.  

 

Scelta dei materiali e dei metodi 

Anche se nella tecnologia farmaceutica sono utilizzati diversi polimeri sintetici, 

poli  (ossido di etilene)  (PEO), poli  (glicole etilenico)  (PEG), poli  (alcool vinilico) 

(PVA)  e  poli  (metilmetacrilato)  (PMMA)184  ed  è  molto  più  semplice  usare  i 

polimeri  sintetici  in  campo  biomedico,  tuttavia  negli  ultimi  anni  la  ricerca 

scientifica si è concentrata su biopolimeri, biomolecole prodotte da organismi 

viventi  (piante  verdi,  animali,  batteri  e  funghi)185.  Caratteristiche  come  la 

biocompatibilità,  la  biodegradazione  e  la  non  citotossicità  rendono  questi 

materiali  eccellenti  candidati  da  utilizzare  in  applicazioni  biomediche,  in 

particolare  per  lo  sviluppo  di  carrier  terapeutici  e  diagnostici.  I  principali 

biopolimeri utilizzati in campo biomedico sono il collagene, la chitina, il chitosano 

(CS)  e  l'acido  ialuronico  (HA)  184.  L’acido  ialuronico  (Hyaluronic Acid, HA)186in 

particolare, è stato ampiamente studiato nelle applicazioni di somministrazione 

di farmaci, in particolare con lo scopo di curare il cancro187. Come è noto, questo 



52 

 

è  un  polisaccaride  lineare  biocompatibile,  biodegradabile,  non  tossico  e  non 

infiammatorio ad alto peso molecolare prodotto di ripetute unità disaccaridiche 

di acido D‐glucuronico e N‐acetilglucosamina legate da legami glucosidici β (1,4) 

e  β  (1,3  )188,189,  è  biocompatibile  in  quanto  normalmente metabolizzato  nel 

nostro  organismo  così  come  i  relativi  prodotti  della  sua  degradazione,  che 

risultano quindi atossici.  Inoltre  l’HA è altamente  idrofilico  introduce pertanto 

l'effetto peculiare di Hydrodenticity della conformazione del polimero, ossia della 

formazione di compartimenti idrofilici stabili responsabili del potenziamento del 

segnale RM2, cioè di come  il confinamento delle molecole di acqua all’interno 

dell’architettura  delle particelle influenza l’irrigidimento dei protoni diminuendo 

così  i  tempi  di  rilassamento  e  aumentando  di  conseguenza  la  relassività  del 

segnale di risonanza del mdc. In condizioni fisiologiche, è ampiamente distribuito 

nella matrice extracellulare sotto forma di sodio ialuronato e mostra una carica 

negativa. Inoltre, grazie alla sua elevata capacità di trattenere l'acqua, gli idrogel 

a base di HA sono materiali promettenti non solo per l'ingegneria dei tessuti, ma 

anche per la nanomedicina190. La sua breve emivita, tuttavia, richiede modifiche 

chimiche e trattamenti fisici per migliorare la sua stabilità e mantenere le funzioni 

biologiche native191 . 

Gli  idrogel  reticolati  fisicamente  hanno  i  vantaggi  di  formare  idrogel  senza 

l'aggiunta  di  agenti  reticolanti,  ma  hanno  anche  limitazioni  in  termini  di 

dimensioni  dei  pori,  funzionalizzazione  chimica  e  tempo  di  degradazione.  La 

reticolazione chimica, invece, consente di realizzare una rete 3D con auspicabile 

proprietà  meccaniche  basate  sulla  natura  dei  reagenti  chimici  e  tempo  di 

degradazione controllabile192. Un esempio di agente di reticolazione chimica è 

rappresentato da divinilsolfone (DVS), che reagisce con  il gruppo  idrossile sulla 

spina dorsale di HA per creare una rete intramolecolare e intermolecolare186,193. 

Pertanto,  le  strutture  reticolate  chimicamente  hanno  giunzioni  permanenti  e 

queste modifiche possono essere introdotte per fornire un biomateriale con le 

proprietà  funzionali  desiderate189.  Inoltre,  l'uso  di  questi  biopolimeri  su 

dimensioni nanometriche consente di ottimizzare ulteriormente le loro proprietà 

a seconda dell'applicazione specifica.  

Al fine della produzione di nanoparticelle è stata scelta un’emulsione acqua  in 

olio (water in oil, W/O), la cui fase dispersa funge da “template” per controllare 

la  formazione  di  strutture  specifiche  e  per  ottenere  particelle  del  diametro 
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desiderato. Adoperando un agente reticolante,  il cui grado di reticolazione nei 

confronti della matrice polimerica può essere opportunamente modulato in base 

alle esigenze, in modo da variare il livello di idratazione della matrice polimerica 

e confinare all’interno della struttura polimerica  la molecola attiva (nel caso  in 

oggetto un agente di contrasto) ed ottenere conseguentemente una variazione 

delle proprietà rilassometriche dell’hydrogel.  

Alla fine, al fine di ottenere le proprietà di interesse, la modalità di preparazione 

gioca un ruolo essenziale. Al momento sono disponibili diverse tecniche per  la 

produzione di micro  e  nanoparticelle  a base di HA.  Tra questi,  il processo di 

emulsificazione194.  Il metodo di emulsificazione adoperato prevede un’elevata 

energia meccanica. Molti prodotti a base di emulsioni sono ampiamente utilizzati 

in campo  farmaceutico come precursori per preparare vettori per applicazioni 

diagnostiche e di somministrazione di farmaci. Diversi lavori scientifici riportano 

particelle a base di HA, preparate mediante processo di emulsione acqua‐in‐olio 

(W / O), in cui la reazione avviene all'interno delle goccioline acquose (contenenti 

HA) che vengono disperse in una fase organica continua con l'aiuto di tensioattivi 

liposolubili195. 

E’ noto che  le proprietà  funzionali e  il comportamento di  rigonfiamento degli 

idrogel  sono  influenzati  dal  grado  di  idratazione,  che  può  essere  modulato 

probabilmente  modificando  la  composizione  chimica  del  sistema196‐201  e 

conseguentemente il suo grado di reticolazione. 

In  questo  contesto,  l'HA  188  viene  scelto  e  utilizzato  come  polimero modello 

grazie alla sua biocompatibilità e alta idrofilia al fine di ottenere NP polimeriche 

che incapsulano Gd con proprietà rilassometriche migliorate. Qui, viene riportato 

un metodo  basato  su  un  singolo  sistema  di  emulsione  (w  /  o)  che  è  stato 

sviluppato per preparare NP‐HA con una struttura ben definita per applicazioni 

di risonanza magnetica. Le catene polimeriche sono confinate nelle goccioline 

acquose,  che  agendo  da  nanoreattori  di  una  nanoemulsione  acqua‐in‐olio, 

rendono possibile la reazione di reticolazione da parte di reagenti chimici (DVS). 

Il controllo della distribuzione e della  stabilità delle dimensioni dell'emulsione 

viene ottenuto mediante un'attenta scelta della composizione dell'emulsione e 

del  processo  di  emulsificazione.  Le  condizioni  della  reazione  di  reticolazione 

vengono modulate modificando  la  concentrazione,  il  tempo  di  reazione  e  la 
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modalità di aggiunta del DVS. Le proprietà delle NP risultanti vengono analizzate 

utilizzando una combinazione di tecniche chimico‐fisiche. Volendo realizzare un 

hydrogel,  si è utilizzato un agente  reticolante che conferisse  stabilità, quale  il 

divinil solfone per la reticolazione del polimero (crosslinking), perchè anche se di 

per se tossico, studi di tossicità  in vitro hanno dimostrato  la sicurezza dei suoi 

prodotti di reazione. 

Mentre  come  agente  di  contrasto  è  stato  utilizzato  Magnevist  (Gd‐DTPA 

dietilenetriamina  pentacetico  acido),  uno  dei  mezzi  di  contrasto  a  base  di 

gadolinio maggiormente utilizzato nella pratica clinica. 
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Capitolo 3: PARTE SPERIMENTALE 
 

PARAGRAFO 3.1: PRODUZIONE DELLE GD‐HA‐NPS E LORO 
CARATTERIZZAZIONE  
 

MATERIALI E METODI 
MATERIALI 

Tutte  le sostanze chimiche utilizzate presentano un grado di purezza elevata e 

vengono utilizzate senza ulteriori trattamenti. Sorbitan monooleato (Span® 80) 

(S80),  poliossietilenesorbitan  trioleato  (Tween®  85)  (T85),  olio minerale  (olio 

leggero,  0,8  gr/cm  a  25°C),  divinil  sulfone  (DVS,  118,15  Da),  acido 

dietilentriamminopentaacetico gadolinio  (III) diidrogeno  sale  idrato  (Gd‐DTPA, 

547,57  Da),  granuli  di  idrossido  di  sodio  (NaOH),  acetone  ed  etanolo  sono 

acquistati da  Sigma Aldrich Chemical  (Italia).  Il  sodio  ialuronato,  con un peso 

molecolare medio  di  850  kDa  (purezza  del  99%,  Hyasis®  850P)  e  42  kDa,  è 

rispettivamente fornito da Novozymes Biopharma e Bohus Biotech (Svezia) come 

polvere disidratata e utilizzato senza purificazione. Magnevist® (Bracco Imaging, 

Italia), un mezzo di contrasto disponibile in commercio, viene utilizzato in questo 

studio come controllo. L'acqua viene purificata per distillazione, deionizzazione 

e  osmosi  di  riserva  (Milli‐Q  Plus)  e  utilizzata  sistematicamente  per  la 

preparazione, la purificazione e l'analisi dei campioni.  

PREPARAZIONE DELL'EMULSIONE 

Le emulsioni acqua‐in‐olio  (water‐in‐oil, W/O)  sono preparate con due diversi 

rapporti acqua/olio (10/90 e 20/80 v/v). L'olio minerale viene utilizzato come fase 

oleosa (o fase continua, FC) e  le emulsioni W/O vengono prodotte variando  la 

concentrazione di  tensioattivi per FC e  fase acquosa  (o Fase Dispersa, FD).  In 

particolare, due tensioattivi non ionici, Span‐80 (S80) e Tween‐85 (T85), vengono 

utilizzati  per  preparare miscele  con  un  intervallo  da  4,3  a  7,65  di  valori  di 

Hydrophilic‐Lipophilic Balance (HLB). A seconda dell'HLB iniziale da utilizzare, le 

miscele di S80 e T85 sono pre‐disciolte nei rapporti di massa S80/T85 appropriati 

(da 50/50 a 75/25) rispettivamente  in FC e FD. Dovendo avviare  la reazione di 

reticolazione in condizioni basiche, viene fatta variare anche la concentrazione di 
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NaOH (da 0 a 0.2 M) nella fase dispersa al fine di valutare l’effetto del sale sulla 

stabilità dell’emulsione. La FD contenente T85 e NaOH, viene aggiunta goccia a 

goccia  alla  FC  e  le  emulsioni  W/O  vengono  preparate  utilizzando  un 

omogeneizzatore a elevata azione di taglio (Silverson L5M‐A, Silverson Machines 

Ltd, Waterside, UK). L'omogeneizzazione dell'emulsione viene eseguita ad una 

velocità compresa tra 5000 a 7000 rpm per 10 minuti a temperatura ambiente 

(25°C). 

 

DETERMINAZIONE DELLA STABILITÀ TEMPORALE DELL'EMULSIONE  

La stabilità delle emulsioni viene valutata, a intervalli di tempo regolari, mediante 

osservazione visiva, misurando  la separazione delle  fasi  in  funzione del tempo 

(Fig.7).  Inoltre,  una  caratterizzazione  ottica  della  stabilità  dell'emulsione, 

preparata utilizzando un turboemulsore, viene eseguita attraverso l’utilizzo del 

Turbiscan (Turbiscan LabThermo), mediante scattering multiplo statico (Multiple 

Light  Scattering,  MLS),  che  invia  un  raggio  di  luce  da  un  diodo 

elettroluminescente  (λ  =  880  nm)  attraverso  una  cella  cilindrica  di  vetro 

contenente  il campione. Due sensori ottici sincroni ricevono  la  luce  trasmessa 

attraverso il campione (180 ° dalla luce incidente) e/o la luce retrodiffusa dalle 

goccioline nel campione  (45  ° dalla  luce  incidente). La  testina di  lettura ottica 

analizza  l'altezza  del  campione  nella  cella  (circa  40 mm),  acquisendo  dati  di 

trasmissione e retrodiffusione ogni 40 μm. Le luci trasmesse e retrodiffuse sono 

monitorate ad una T costante di 25°C in funzione del tempo e dell'altezza della 

cella per un periodo di 24 ore ad intervalio di 30 minuti (Figura 8).  
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Figura 7. Osservazione  fotografica dell'aspetto delle emulsioni   W/O  (10/90) e  (20/80) a 25 °C dopo 12 ore.L’immagine 

mostra la stabilità della emulsione al variare della della concentrazione crescente di tensioattivi e NaOH, rispettivamente: 

TW85 (0‐ 0,5v/v), S80 (0,5‐ 1 v/v) e NaOH: [(a) 0 M; (b) 0,1 M; (c) 0,2 M] sulla stabilità dell'emulsione)  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.8. Spettri di trasmissione e retrodiffusione di emulsione W / O (10/90) (volume totale, 20 ml, 5000 rpm, 10 min) con 1% 

v/v di S80 senza (a) e con (b) 0,2 M NaOH 

 

PREPARAZIONE DI NANOPARTICELLE RETICOLATE CON DVS  

Sulla base di questi risultati preliminari,  il rapporto FD/FC  in  tutti  i campioni è 

impostato a 10/90 v/v.  In particolare, per  la preparazione di NP  reticolate,  la 

polvere di HA (Mw = 850 kDa) viene disciolta a diverse concentrazioni (da 0,1 a 

0,5%  p/v)  in  condizioni  alcaline  (NaOH  compreso  tra  0  e  0,2M  –  pH  12‐14) 

mediante vigorosa agitazione a Tamb per 4 ore fino ad ottenere una soluzione 
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omogenea.  Olio  minerale  e  S80  (dallo  0,5  al  2%  p/v)  vengono  mescolati 

separatamente per agitazione. La FD viene aggiunta goccia a goccia alla PC senza 

agitazione  e  tutti  i  componenti  sono  completamente  miscelati  per 

omogeneizzazione  in  vari momenti  (5‐15 minuti) e  velocità  (5000‐7000  rpm). 

Quindi, l'agente reticolante (DVS) viene aggiunto all'emulsione finale (40 ml), che 

viene tenuta in agitazione su ruota di laboratorio per 24 ore al fine di ottenere 

una distribuzione DVS omogenea nel PD. Per testare l’effetto del DVS, vengono 

esplorate  varie  condizioni  di  reazione  di  reticolazione:  (1)  a  diverse 

concentrazioni  di  DVS  (da  0,01  a  0,5%  v/v);  (2)  a  tre  tempi  dall’  inizio  della 

reazione (inizio, durante e post omogeneizzazione) e (3) a temperature diverse 

(4  e  25°C).  Le migliori  condizioni  sperimentali  per  la  produzione  di  HA‐NPs 

reticolate sono riportate nella Tabella 1 

 

 

FD / FC a)
HA  

[% w/v] 

NaOH 

[M] 

DVS  

[% v/v] 

S80 

[% w/v] 

10 / 90 

0.1 

0 

0.1 

0.2 

0.045  1 0.25 

0 

0.1 

0.2 

0.5 

0 

0.1 

0.2 

Tab.1 Condizioni sperimentali per la produzione di HA‐NP.  
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CARICAMENTO DI NPs HA CON MEZZI DI CONTRASTO  

Dopo aver identificato il protocollo per ottenere NPs, Gd‐DTPA viene scelto come 

mdc e miscelato nel FD prima dell'omogeneizzazione. Le NP HA caricate con Gd 

(NP HA‐Gd) vengono preparate utilizzando diversi rapporti di massa HA/mdc (1:1, 

1:2  e  1:5).  Il  DVS  viene  aggiunto  a  temperatura  ambiente  dopo  la 

omogeneizzazione  utilizzando  la  stessa  procedura  riportata  nel  paragrafo 

precedente. 

RACCOLTA E PURIFICAZIONE DELLE NANOPARTICELLE 

Il recupero delle NP e  la  loro separazione dal sistema di emulsione W/O viene 

effettuato mediante dialisi e/o ultracentrifugazione. Nella procedura di dialisi, 

l'emulsione  ottenuta  viene  posta  in  una  di membrana  in  cellulosa  prelavata 

(Spectra / Por®, cut‐off di 25 kDa). Le  impurità organiche (olio minerale e S80) 

vengono  rimosse  prima  per  dialisi  con  solventi  organici,  come  acetone  e/o 

etanolo,  ai  quali,  in  seguito,  viene  sostituita  gradualmente  acqua milliQ.  Le 

soluzioni  di  dialisi  sono  cambiate  a  intervalli  di  tempo  di  3  h.  In  caso  di 

ultracentrifugazione,  1 ml  dell'emulsione  viene  aggiunto  a  5 ml  di  etanolo  e 

miscelato per 2 ore. Quindi, questa miscela viene ultracentrifugata  (Beckman‐

Coulter OPTIMA MAX‐XP) a 55000 rpm per 20 minuti a 15 ° C. La procedura viene 

ripetuta 2 volte, a seguito della formazione del pellet. Il pellet risultante, infine, 

risospeso  in  acqua MilliQ.  La  sospensione  ottenuta  viene  sottoposta  ad  una 

seconda  fase  di  ultracentrifugazione  (70000  rpm,  10 min,  15  °  C)  al  fine  di 

ottenere NP purificate e concentrate.  

 

CARATTERIZZAZIONE DELLE NANOPARTICELLE 

Le reticolazioni chimiche del polimero ottenute mediante DVS sono identificate 

attraverso  l’uso della spettroscopia a  infrarossi  (Thermo).  I picchi caratteristici 

per DVS sono: 1310 cm‐1 (S = O vibrazioni di stretching asimmetriche), 1130 cm‐

1  (S  =  O  vibrazioni  simmetriche  di  stretching)  e  794  cm‐1  (S‐C  stretching 

vibrazioni) e attraverso il legame etereo a 1255 cm‐1 (vibrazioni di allungamento 

C‐O‐C). Per determinare la distribuzione delle dimensioni delle NP viene eseguita 

la misura  della  diffusione  dinamica  della  luce  (DLS)  a  25°C,  utilizzando  uno 

Zetasizer  S‐90  1000  HS  (Malvern  Instruments,  Regno  Unito).  L’operazione 
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consiste nel prelevare 100 uL di campione e ddiluirli (1:10) con acqua deionizzata 

per prevenire gli effetti della dispersione multipla. La morfologia e la dimensione 

delle NP  vengono  studiate utilizzando un microscopio a  scansione elettronica 

ULTRA  PLUS  a  emissione  di  campo  (Field  Emission‐  SEM,  FE‐SEM  Carl  Zeiss, 

Oberkochen, Germania) e microscopio a trasmissione di elettroni (Transmission 

Electron Microscope, TEM, TECNAI). Nel primo caso, i campioni sono ricoperti di 

uno strato di nanoparticelle di oro spesso circa 7 nm.. 

ANALISI DEL CARICO DI GADOLINIO ATTRAVERSO ICP‐MS 

La determinazione quantitativa del Gd‐DTPA caricato  in NP HA viene valutata 

mediante Spettroscopia di Massa Induttivamente Accoppiata (Induced Coupled 

Plasma‐ MS  (ICP‐MS, NexION 350, Perkin Elmer).  Il campione viene analizzato 

senza ulteriori  trattamenti di digestione per separare  il polimero dal mdc. Per 

tutti gli esami vengono utilizzate sospensioni NP purificate.  

RISULTATI E DISCUSSIONE 
Studio della stabilità dell’emulsione 

Confrontando le emulsioni ottenute ad un diverso rapporto W/O, 10:90 e 20:80, 

ma con  la stessa concentrazione di  tensioattivo,  la stabilità è maggiore per  le 

emulsioni  con  contenuto  di  acqua  inferiore.  In  particolare,  la  formulazione 

ottenuta con un rapporto di volume 10/90 W/O e contenente S80 (1% p/v) e T85 

(0,5%  p/v)  risulta  più  stabile.  Tuttavia,  anche  se  la  stabilità  dell'emulsione  è 

fondamentale per ridurre la polidispersione, è necessario un ambiente alcalino 

(aggiunta di NaOH) perché si verifichi la reazione di reticolazione. Infatti, Balazs 

e Leshchiner193 hanno dimostrato che  la reazione di reticolazione  inizia poco 

dopo  l'aggiunta  di  DVS  (5‐10  minuti)  e  che  1  ora  è  sufficiente  per  il 

completamento della reazione202,203.Sulla base di questi requisiti è stata scelta 

la formulazione con S80 (1% p/v) e NaOH (0,2 M) come il compromesso ottimale 

per ottenere un'emulsione stabile per almeno 3 ore (Figura 7 e 8), sufficiente per 

far avvenire la reazione del DVS.  

 

Preparazione di nanoparticelle reticolate con DVS con e senza CA. 

Sono  state  individuate  le  migliori  condizioni  di  processo  per  progettare 

nanostrutture  biocompatibili  basate  su  Hydrodenticity  e  controllare  i  loro 
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parametri  di  rilassamento  per  l'applicazione  nella  risonanza  magnetica.  In 

particolare,  viene  valutato  l'effetto  dell'omogeneizzazione,  del  ruolo  della 

reazione di reticolazione e della concentrazione di HA, testando diversi parametri 

e condizioni sperimentali. 

OMOGENIZZAZIONE. La miscelazione preliminare viene eseguita a due diverse 

velocità,  a  5000  e  7000  giri/min  per  10  minuti,  mantenendo  costante  la 

temperatura a 25°C. Si preferisce una velocità di 5000 giri/min per ottenere un 

controllo più efficace della temperatura. 

REAZIONE  DI  RETICOLAZIONE.  Dopo  l'omogeneizzazione,  viene  eseguita  la 

reazione di reticolazione a valori di pH elevati (12‐14) con formazione di legami 

sulfonil bis‐etilici tra i gruppi ossidrilici di HA 204. Questo metodo di reticolazione 

ha il vantaggio di verificarsi a temperatura ambiente, il che limita la degradazione 

di  HA  in  soluzioni  alcaline.  Inoltre,  anche  se  il  reagente  di  partenza  DVS  è 

altamente  reattivo  e  tossico,  la  biocompatibilità  degli  idrogel  HA‐DVS  è 

confermata dall'analisi istologica 205. 

Nel  nostro  protocollo,  uno  studio  delle  modalità  di  iniezione  dell'agente  di 

reticolazione in diverse fasi del processo di omogeneizzazione ha dimostrato che 

solo quando viene aggiunto DVS dopo la fase di omogeneizzazione si ottengono 

NP  sferiche.  Al  contrario,  quando  l'aggiunta  del  reticolante  viene  eseguita  in 

qualsiasi  altro  momento  della  fase  di  omogeneizzazione,  si  osserva  che  la 

sollecitazione di taglio della fase polimerica interferisce con la formazione di tali 

particelle.  Per  quanto  riguarda  la  concentrazione  di  agente  reticolante  da 

aggiungere,  la  migliore  condizione  sperimentale  per  la  produzione  di  NP 

reticolante viene raggiunta aggiungendo 0,045% v/v di DVS. 

CONCENTRAZIONE HA. E’ stato studiato l’effetto sulla produzione delle NPs di tre 

diverse concentrazioni di polimero HA, (a) 0,5% w/v; (b) 0,25% w/v and (c) 0,1% 

w/v (Figura 9). 
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Figura 9. Ottimizzazione della sintesi di HA NP. Immagini SEM di nanoparticelle reticolate (0,5% p / v HA; 18 µL (0,045% v/v) 

di DVS; 40 mL di emulsione W/O (10/90); 5000 rpm, 10 min, RT, usando omogeneizzatore ad alta forza di taglio) in varie 

condizioni: Concentrazione di HA, (a) 0,5% p/v; (b) 0,25% p/v e (c) 0,1% p/v. Tempi di aggiunta dell’agente reticolante (DVS), 

inizio (d), durante (e), a fine (f) omogeneizzazione. Concentrazione di DVS: (g) 18 µL e (h) 200 µL (0,5% v/v). 

 

Sulla  base  di  questi  risultati  (Tabella  1)  e  utilizzando  le  stesse  condizioni  di 

processo,  le NP  caricate  si  ottengono  aggiungendo  l’mdc  nella  fase  acquosa 

dell'emulsione., scegliendo di  incapsulare un Gd chelato, Gd‐DTPA  (9.13 mM), 

approvato dalla FDA. 

 

Purificazione e caratterizzazione di HA‐NPs  

Per purificare le NP HA si utilizza il metodo delll’ultracentrifugazione (UC) e dialisi. 

Per  valutare  le  dimensioni  delle  NPs  ,  le  sospensioni  acquose  diluite  (1:10) 

vengono analizzate mediante misurazioni Dynamic Light Scattering (DLS). Risulta 

che allo 0,25% p/v della soluzione di HA si ottengono NP senza CA con dimensioni 

più piccole  (217,57  ±  34,65 nm). Aumentando  la  concentrazione di polimero 

(0,5% p/v) la dimensione delle particelle aumenta (401,67 ± 77,65 nm), tuttavia 
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la formulazione con lo 0,1% p/v HA mostra un fenomeno inverso con particelle 

più  grandi  (760,15  ±  86  nm),  effetto  probabilmente  dovuto  ad  una minore 

stabilità dei nuclei delle NP ad una concentrazione di polimero troppo bassa, che 

pertanto tendono a coalizzarsi. Quando Gd‐DTPA viene aggiunto al processo, la 

dimensione delle particelle in HA 0,25% p/v è leggermente aumentata (258,77 ± 

15,65 nm) alle stesse condizioni di processo. Dopo la purificazione, le NP vengono 

studiate  mediante  tecniche  di  microscopia  elettronica  (SEM  e  TEM).  La 

morfologia delle NP osservate ha rivelato che le particelle sono di forma sferica 

e  monodisperse  (Figura  9).  Inoltre,  per  confermare  che  la  reazione  di 

reticolazione è stata completata con successo, vengono eseguite analisi  IR. Le 

modificazioni chimiche di HA sono identificate negli spettri IR delle NP HA per la 

presenza di picchi caratteristici per DVS che appaiono tra 1384 e 1280 cm‐1, che 

sono attribuiti al gruppo solfone (vSO2 = 1350, 1310 cm‐1). Capacità di carico 

(LC)  ed  efficienza  di  incapsulamento  (EE)  sono  ottenute  tramite  ICP‐MS 

confrontando  la  quantità  teorica  inizialmente  utilizzata  per  preparare  le 

particelle e il Gd incapsulato nel sistema dopo l'ultracentrifugazione. I risultati di 

incapsulamento più elevati corrispondono allo 0,25% p/v di HA (rapporto 1:2 in 

w/w HA/Gd‐DTPA). I risultati mostrano che probabilmente la natura ionica di Gd‐

DTPA influisce sul suo incapsulamento. Il valore potenziale corrispondente, con 

e senza CA, indica una superficie carica negativamente (‐37,4 ± 1,34 mV e ‐31,8 

± 0,88 mV, rispettivamente), a causa del gruppo carbossilico di HA. 

 
Figura 10. Immagini SEM di nanoparticelle di HA reticolato (0,5% p/v di HA, 1% p/v di S80, 0,045% v/v di DVS) senza (a) e 

con (b) agente di contrasto 
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CONCLUSIONI 
Sono state ottimizzate le condizioni per combinare un MdC con un biopolimero 

idrofilo,  identificate e  applicate  alla nanoscala, per produrre nanostrutture di 

interesse biomedico con alta relassività.  In particolare, sono state ottenute NP 

HA reticolate stabili che incapsulano Gd‐DTPA utilizzando un metodo che sfrutta 

l'uso delle nanoemulsioni W/O  come modelli.  Le gocce di emulsione acquosa 

rappresentano un buon ambiente per la formazione delle NP e sembrano limitare 

in  modo  efficiente  le  loro  dimensioni.  Le  NP  ottenute  dalle  goccioline  di 

emulsione mediante di purificazione hanno mostrato una dimensione di circa 

200 nm e una forma sferica. Le condizioni del protocollo utilizzato per produrre 

queste NP  biocompatibili  offrono  vantaggi  per  l'incapsulamento  di  un  ampio 

spettro di biomolecole e forniscono una potenziale via sintetica per progettare 

una vasta gamma di MdC a sistemi nanostrutturati altamente efficienti, lasciando 

disponibile  la  superficie  per  una  possibile  funzionalizzazione.  In  conclusione, 

questo lavoro dimostra che è possibile sviluppare una nuova generazione di mdc 

più efficienti. Può essere fatto usando MdC biocompatibili e già approvati nella 

pratica clinica. Inoltre, le dimensioni delle NP risultanti sono in un intervallo che 

le rende  idonee per  la diffusione nelle cellule e  la distribuzione  in determinati 

tessuti e a livello vascolare. Inoltre, si può ottenere un ulteriore aumento della 

relassività  può  essere  potenzialmente  raggiunto  scegliendo  la  combinazione 

biopolimero‐MdC ottimizzando la concentrazione e il grado di reticolazione della 

struttura. Da un punto di vista biomedico, la possibilità di migliorare le proprietà 

rilassometriche dell’MDC  controllando  i parametri  strutturali dell'idrogel, può 

aprire  la  strada  a  nuovi  progressi  nella  progettazione  di  nanovettori  per  la 

diagnosi e la terapia. Inoltre, studi preliminari sull’ acquisizione MRI, evidenziano 

il potente effetto delle nanostrutture prodotte per  l'applicazione nell'imaging 

clinico.  Nonostante  i  risultati  promettenti,  sono  necessari  ulteriori  studi  per 

condurre  un'indagine  più  approfondita  e  una  piena  convalida  della  nostra 

promettente ipotesi. 
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PARAGRAFO 3.2: FUNZIONALIZZAZIONE 
INTRODUZIONE 
La  nanomedicina  governa  il  modo  in  cui  i  nanomateriali  ingegnerizzati 

interagiscono con l'ambiente umano. In particolare, la modificazione superficiale 

delle NP gioca un ruolo chiave nelle scienze biomediche. Diversi risultati clinici 

hanno  suggerito  che  la  presenza  di  specifiche  funzioni  chimiche  di 

riconoscimento, garantisce l’accumulo della sonda nel sito di interesse, nel caso 

specifico la placca aterosclerotica. Questo riduce l'effetto collaterale di tossicità 

sistemica  legato  da  un  lato  ad  una  biodistribuzione  aspecifica  dell’mdc,  e 

dall’altro alla necessità di elevate dosi di somministrazione di mdc, che in questo 

modo possono essere ridotte. Per questo motivo, qui, viene riportato un esempio 

di  funzionalizzazione  di NP  di HA  funzionalizzate  con  un  biomarker  specifico, 

l’anticorpo anti CD36 (AbCD36) per il target della placca aterosclerotica.  

L'imaging  mirato  dei  macrofagi  come  possibile  mezzo  per  rilevare  e 

caratterizzare  l'aterosclerosi  è  stato  studiato  utilizzando  più  modalità  di 

imaging206,207.  L'uso  di  particelle  marcate  con  CD36  che  colpiscono 

specificamente  il recettore scavenger dei macrofagi per rilevare  l'aterosclerosi 

mediante risonanza magnetica è stato precedentemente studiato in un modello 

murino di aterosclerosi 165,208. Uno studio di Lipinski et al207 ha dimostrato che 

nanoparticelle a base  lipidica  caricate  con Gd destinate a CD36, un  recettore 

scavenger di classe B, hanno avuto un assorbimento significativo da parte dei 

macrofagi umani  in vitro, hanno migliorato  l'intensità del segnale della placca 

aterosclerotica  aortica  ex  vivo  e  hanno  dimostrato  di  legarsi  ai  macrofagi 

residenti nella placca aterosclerotica su confocale microscopia. 

Il CD36 ha dimostrato di avere un ruolo nello sviluppo dell'aterosclerosi e ed è 

coinvolto nel  legame e nell'assorbimento del 75 ‐ 90%   di  lipoproteine a bassa 

densità  mediato  dai  macrofagi  209.  Numerosi  studi  hanno  messo  in  luce 

l'importanza del CD36 per lo sviluppo della placca dimostrando una significativa 

riduzione dello sviluppo a breve e  lungo termine dell'aterosclerosi nei topi con 

knockout Apo‐E e knockout CD36 rispetto ai topi knockout Apo‐E 210,211. Inoltre, 

il trapianto di cellule staminali con CD36 nei topi knockout doppi (CD36 ‐ / ‐, Apo‐

E  ‐  /  ‐) ha determinato un aumento dello sviluppo dell'aterosclerosi. Tuttavia, 
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Moore  e  colleghi212  hanno  scoperto  che  i  topi  knockout Apo‐E  privi  di  CD36 

avevano uno sviluppo maggiore dell'aterosclerosi del seno aortico rispetto ai topi 

knockout  Apo‐E.  Questo  studio  dimostra  il  potenziale  utilizzo  della  RM 

molecolare  con  NP  rivolte  a  CD36  per  migliorare  il  rilevamento  e  la 

caratterizzazione  della  placca  aterosclerotica  e  può  servire  come modo  per 

studiare  il  ruolo  del  CD36  nella  progressione  o  nella  regressione 

dell'aterosclerosi. 

Le particelle utilizzate in questo studio sono le nanoparticelle di acido ialuronico 

reticolate  realizzate  in  microfluidica45,213.  Questa  tecnica  di  produzione  ha 

permesso di modulare  finemente  la struttura del nanovettore, garantendo un 

controllo preciso sulla reticolazione dell’hydrogel. In particolare, il controllo sulla 

reazione tra acido ialuronico e divinil sulfone permette di raggiungere un grado 

di reticolazione ottimale, che, creando “maglie” di hydrogel attorno al Gd‐DTPA, 

permette di migliorarne il grado di idratazione concentrando le molecole d’acqua 

nel suo intorno2,213. Ne consegue un miglioramento dell’efficacia dell’agente di 

contrasto per effetto dell’hydrodenticity. 

LIMITI:  Una  limitazione  nell'uso  di  particelle  che  colpiscono  CD36  è  che  la 

somministrazione  endovenosa  di  questo  agente  di  imaging  subirà  l'effetto  di 

primo  passaggio  nel  fegato  legandosi  parzialmente  ai  recettori  scavenger 

espressi  sulla  superficie delle cellule di Kuppfer  206. Mancano anche dati  sulla 

tossicità per la piattaforma particellare a base lipidica, tuttavia gli studi indicano 

che l'assorbimento epatico delle particelle marcate con gadolinio può limitare la 

traduzione  clinica  214.  Allo  stesso  modo,  questo  studio  ha  valutato  solo  la 

colocalizzazione  con  i macrofagi  e  non  ha  valutato  il  legame  delle  particelle 

targetd anti‐CD36 con altre cellule che esprimono CD36 come cellule endoteliali, 

cellule muscolari  lisce, adipociti e piastrine. Un'ulteriore  limitazione di questo 

agente nella sua forma attuale è  l'uso di anticorpi di coniglio destinati al CD36 

umano.  Questi  anticorpi  probabilmente  comporteranno  una  risposta 

immunitaria  contro  la  porzione  di  anticorpo  dell'agente  di  imaging  e  quindi 

limiterebbero l'uso di questo agente nel tracciare la progressione / regressione 

della  placca  aterosclerotica.  Gli  studi  futuri  dovrebbero  includere  anticorpi 

abbinati  agli  isotipi per  testare ulteriormente  la  specificità del  targeting degli 

anticorpi.  Infine,  il  ruolo  dell'imaging  con  nanoparticelle  destinate  al  CD36 

rimane da validare per il rilevamento della placca aterosclerotica in vivo. 
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MATERIALI E METODI 

Materiali 
(3‐Dimethylaminopropyl)‐N′‐ethylcarbodiimide  hydrochloride  EDC 

( 8 17 3∙ ;  =191,70  / ),  N‐Hydroxysuccinimide  NHS  (formula 

4 5 3;  =115,09  / ), Streptavidina‐atto633 (1 mg/ml), il kit di analisi 

QuantiProTM BCA,  l’anticorpo anti CD36  sono  stati acquistati da Merck KGaA 

(Germany).  

PRODUZIONE E CARATTERIZZAZIONE 
Coniugazione  diretta  e  indiretta,  determinazione  del  numero  di  gruppi 

carbossilici 

Caratterizzazione morfologica: TEM, BCA, confocale, Minispec, ICP 

 

FUNZIONALIZZAZIONE DELLE NP HA 

La strategia di funzionalizzazione delle NP prevede le seguenti fasi: 1) modifica 

chimica  delle  NP  HA;  2)  legame  covalente  dell’anticorpo  Ab‐CD36  per 

coniugazione  indiretta o  coniugazione diretta; 3)  formazione di  coniugati  "HA 

NPs‐biotina‐AbCD36"  o  "HA NPs‐AbCD36";  4)  caratterizzazione  dei  prodotti  e 

analisi dei punti critici di controllo. 

QUANTIFICAZIONE DEI GRUPPI CARBOSSILICI SULLA SUPERFICIE DELLE NP‐HA  

Per quantificare  in maniera diretta  i gruppi carbossilici presenti sulla superficie 

delle NP è stato utilizzato Il metodo della titolazione. 0,1 mg / ml di NP vengono 

dispersi in soluzione di NaOH (20 ml di 0,01 M) e HCl (0,01 M) viene usato come 

agente titolante. La concentrazione molare dei siti carbossilici è ottenuta dalla 

differenza di concentrazione al punto di equivalenza tra HCl e NaOH45. 

CONIUGAZIONE DIRETTA DI NP HA 

Le  NPs  cariche  di  Gd  vengono  raccolte  e  caratterizzate  morfologicamente 

mediante  analisi  SEM.  La  superficie delle NPs è  stata  attivata utilizzando una 

reazione di ammidazione con EDC (0,02 M) e NHS (0,01 M) in soluzione acquosa 

sull'agitatore  rotante189.  Dopo  10 minuti  5  μL  di  anticorpo  AbCD36  (0,0025 

μg/mL)  vengono aggiunti direttamente al  campione  lasciato  in agitazione per 

ulteriori 4 ore. Successivamente si procede alla rimozione dei reagenti in eccesso 
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mediante centrifugazione mediante l’utilizzo di tubi da centrifuga tipo corning da 

50 KDa alle seguenti condizioni: 3000 RPM 4°C 20 minuti.  

CONIUGAZIONE INDIRETTA STREPTAVIDINA‐BIOTINA‐ANTICORPO 

La superficie delle NP è stata attivata utilizzando una reazione di ammidazione 

con EDC (0,02 M) e NHS (0,01 M) per 10 minuti in soluzione acquosa sull'agitatore 

rotante189. Successivamente, 25 μg di Streptavidina (25 μg/mL) sono aggiunti e 

lasciati reagire per un’ora sull'agitatore rotante. Dopo aver rimosso i reagenti in 

eccesso con  il metodo della centrifugazione utilizzando tubi da centrifuga tipo 

corning (Corning® Spin‐X® UF Concentrators) da 50 KDa  a 2000 RPM  4°C per 10’, 

10  μL  di  anticorpo  (0,005  μg/mL)  da  coniugare  sono  aggiunti  alla  soluzione 

risultante.  La  reazione  viene  condotta per 4 ore  su agitatore  rotante e  infine 

un'ulteriore purificazione viene effettuata per rimuovere l'eccesso di anticorpo 

(tipo corning da 50 KDa alle seguenti condizioni: 3000 RPM 4°C 20 minuti). 

DOSAGGIO ACIDO BICINCONINICO  

Il  dosaggio  dell'acido  bicinconinico  (saggio  BCA,  sensibilità:  0,5  μg/ml),  noto 

anche come saggio Smith, viene utilizzato per  la quantificazione della proteina 

totale  in un campione,  in questo caso consente di misurare  la concentrazione 

dell’anticorpo sulla superficie del NP HA. Si basa sul principio che  in condizioni 

alcaline  gli  ioni  rame  Cu+2  formano  un  complesso  con  legami  peptidici  di 

proteine e vengono ridotti a Cu+1. Inoltre, la presenza di uno specifico composto 

chimico (colore viola) consente di quantificare  la quantità di proteine presenti 

nel campione di interesse. La variazione di intensità è determinata dalla misura 

dell’assorbanza con uno spettrofotometro a 562 nm (Enspire Multimode Plate 

Reader PerkinElmer) 150 μl della sospensione di HA NPs vengono fatti reagire 

con una quantità uguale di  soluzione di  reagente di  lavoro e  la miscela viene 

incubata a 60°C per 1 ora. I risultati sono confrontati con una curva di calibrazione 

dell'albumina  sierica  bovina  (BSA)  e  il  valore  di  concentrazione  viene  quindi 

estrapolato da una linea retta di calibrazione costruita utilizzando campioni BSA 

di concentrazione nota (0 ‐ 30 μg / mL). Tutte le misure sono eseguite in duplice 

copia 
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RISULTATI E DISCUSSIONE 
Quantificazione dei gruppi carbossilici sulla superficie delle NP HA reticolato 

Il  primo  passo  per  la  funzionalizzazione  delle  NP  è  rappresentato  dalla 

valutazione  del  numero  di  gruppi  ‐COOH  presentati  sulla  superficie  delle NP 

attraverso  l'applicazione  della  retrotitolazione  con  HCl‐NaOH,  i  cui  risultati 

riportano la presenza di gruppi ‐COOH di circa 26 nmol / ml di soluzione NP. 

 

Ottimizzazione streptavidina NPs 

Due diversi tipi di coniugazione delle cHANPs con l’anticorpo Ab‐CD36 sono stati 

oggetto  di  studio  In  questo  lavoro:  Coniugazione  indiretta,  mediata  dalla 

formazione di un  legame per affinità biologica, e coniugazione diretta mediata 

dalla formazione di un legame chimico di natura ammidica. 

La prima strategia, in particolar modo, prevede una reazione di coupling indiretto 

mediato, dalla presenza di uno strato di rivestimento di streptavidina sulle NPs 

capace di interagire con la porzione biotinilata dell’anticorpo Ab‐CD36.  

Per  ottimizzare  il  processo  di  bioconiugazione  senza  intaccare  la  stabilità 

strutturale e funzionale delle NPs alcuni importanti parametri sono stati valutati:  

- Quantità di streptavidina da coniugare alla superficie carbossilata  

- tempi di contatto,  

- metodo di purificazione post reazione da applicare per concentrare 

le  NPs,  mantenendo  integra  la  struttura  ed  il  carico  di  Gd,  e 

contestualmente allontanare l’eccesso di materiale non reagito  

A  seguito  della  quantificazione  dei  gruppi  carbossilici  disponibili  effettuata 

mediante una semplice titolazione acido‐base è emerso che il numero di COOH 

esposti in superfice si trova in un range tra le 7‐ 10 nmoli.  

Per questo motivo in uno studio preliminare abbiamo deciso di lavorare con un 

leggero  eccesso  di  streptavidina  investigando,  in  particolar modo,  tre  punti 

sperimentali: 100, 50 e 25 ug/mL.  

Per quanto riguarda  i tempi di contatto, da uno studio di  letteratura è emerso 

che, data l’elevata affinità biologica del legame streptavidina‐biotina, i tempi di 
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contatto necessari per un’interazione stabile ed efficiente non sono superiori alle 

24h.  

Anche in questo caso abbiamo scelto tre punti sperimentali. 4‐8‐24 h testati per 

le tre differenti concentrazioni stabilite.  

Le  analisi  SEM,  TEM,  DLS  hanno  dimostrato  in  tutti  i  casi  il mantenimento 

dell’integrità strutturale delle particelle ma un eccesso di materiale non reagito 

nel caso delle più alte concentrazioni di streptavidina (50‐100 ug/mL).  

Nello specifico, la quantificazione del legame peptidico formatosi post reazione 

ha infatti rivelato che tra le 4, 8 e 24h non c’ è una variazione della quantità di 

streptavidina  legata  che  infatti,  indipendentemente  dalla  concentrazione 

utilizzata e  già  a partire dalle 4h di  contatto,  si  attesta  sempre  intorno  ai 25 

ug/mL.  

 

Coniugazione diretta con anti‐cd36 

Nel  caso  di  coniugazione  diretta  con  l’anticorpo  anti‐CD36  da  un’analisi 

morfologica mediante microscopia a trasmissione (TEM), i risultati mostrano che 

le NPs di HA hanno mantenuto la loro morfologia e stabilità dopo la reazione (Fig. 

11b). 

 

Figura  11.  Caratterizzazione  morfologica  delle  NP  Ab‐CD36‐HA.  Immagini  TEM  che  mostrano  a)  il  controllo;  b)  la 

coniugazione diretta con l’anticorpo Anti‐CD36. 
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Coniugazione indiretta con l’anticorpo anti cd36 

Le NP HA  sono  state  sottoposte  anche  alla  coniugazione  indiretta.  Anche  in 

questo caso, i risultati mostrano che la morfologia dei nanovettori è preservata. 

Come mostrato nell’immagine, dopo solo 1 ora di reazione è visibile la presenza 

del rivestimento STR mediante analisi TEM (Figura 11b) 

La  via  di  coniugazione  alternativa  e  aspecifica  basata  sull'  interazione 

streptavidina‐biotina  può  essere  utile  per  superare  le  limitazioni  legate  alla 

bioconiugazione sintetica. 

Le superfici ricoperte con streptavidina si presentano infatti come uno strumento 

potente ed universale per legare ogni tipo di molecola biotinilata: la streptavidina 

è una proteina tetramerica (P.M. 60.000) con un'altissima affinità per la biotina 

(Ka = 10 15M‐1) comunemente usata per la sua piccola dimensione che non altera 

le funzioni dei ligandi. La loro interazione biologica è il più forte legame di tipo 

non covalente che si conosca. Lo svantaggio di questo metodo è che può causare 

immunogenicità per la presenza della proteina esogena sulla superficie e anche 

perché la streptavidina può legare la biotina in modo polivalente. 

Le  NPs  rivestite  con  streptavidina mostrano  interazioni    complementari  con 

ligandi biotinilati215. Il protocollo che abbiamo messo a punto si basa quindi sulla 

formazione del legame peptide‐streptavidina. L’interazione avviene tra il gruppo 

biotinico  legato  al  carbossile  terminale  della  cisteina  presente  nella  catena 

amminoacidica del petide e la streptavidina. 

La  concentrazione di  anticorpo  sulla  superficie delle NP HA  viene  valutata mediante 

saggio BCA  (Figura 20). Nel caso di coniugazione  indiretta, viene eseguita una doppia 

quantificazione (la coniugazione con streptavidina e coniugazione con l’anticorpo). Nel 

caso della coniugazione con  STR, la resa del processo è di circa il 96% . 
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Figura 12. Caratterizzazione morfologica delle NP Ab‐CD36‐HA Immagini TEM   coniugazione indiretta con proteina STR. a) 

NP‐HA non rivestite (controllo); b) NP‐HA dopo 1 h di reazione STR; c) NP HA dopo coniugata post coniugazione indiretta 

 

 

Caratterizzazione delle NPs 

Scanning Electron Microscope (SEM) 

Una  prima  caratterizzazione  morfologica  delle  Nps  viene  effettuata  con  un 

microscopio elettronico a scansione (Carl Zeiss UltraPlus Field Emission Scanning 

Electron Microscope). 

100  μL dei  campioni purificati  sono depositati  su membrane  in policarbonato 

(cut‐off:  0.05  μm)  mediante  un  sistema  di  ultrafiltrazione  da  vuoto  e 

successivamente ricoperti con uno strato metallico (oro, 7 nm ) per sputtering. 

 

Transmission Electron Microscope (TEM) (Fig.12) 

Una  seconda  analisi morfologica  viene  eseguita  con  l’ausilio  del microscopio 

elettronico a trasmissione (TEM Tecnai FEI® transmission electron microscope). 

I  campioni  sono  preparati  in  modalità  dry  disponendo  su  dei  retini 

Formvar/Carbon 200 mesh Cu Agar®20 µl della sospensione di HA‐NPs. 
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Confocal Laser Scanning Microscope 

Per rilevare  la fluorescenza delle NPs dopo bioconiugazione con Streptavidina‐

atto633  (λex/λem  =  630/651)  è  stato  utilizzato  un  microscopio  confocale 

(Leica TCS SP5 Confocal Laser Scanning Microscope). 

Per  la visualizzazione al microscopio, 10 μl della sospensione di NPs sono stati 

depositati su Fluorodish (25 mm di diametro) . 

 

CONCLUSIONI 
In questa sezione, è dimostrato che le NP HA possono essere funzionalizzate con 

successo senza comprometterne la struttura e la stabilità. Infatti, la presenza di 

un gruppo carbossilico  sulla  superficie consente di  rendere  funzionanti questi 

nanovettori con biomarcatori idonei al fine di garantire la specificità tissutale e 

l'azione di mdc. In conclusione, il nuovo nanocarrier consente potenzialmente di 

rilevare  in  vivo  una  patologia  specifica,  come  l’aterosclerosi,  sfruttando  il 

targeting attivo. 
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PARAGRAFO 3.3: CARATTERIZZAZIONE PLACCA 
ATEROSCLEROTICA 
MATERIALI E METODI 
PREPARAZIONE CAMPIONI PER MICROSCOPIA ELETTRONCA  

Le placche sono state fissate in gluteraldeide 2.5% in tampone sodio cacodilato 

0,1 M e tenute a 4°C overnight. Una volta rimosso il fissativo sono stati effettuati 

3  lavaggi da 10 minuti nel  tampone cacodilato di sodio 0,1M a 4°C. Al  fine di 

stabilizzare  i  fosfolipidi  e  quindi  le  membrane,  i  campioni  sono  stati 

successivamente  post  fissati  in  tetrossido  di  osmio  1%  (OsO4)  in  tampone 

cacodilato in presenza di 1% potassio ferrocianide utilizzato  come coaudivante 

della riduzione dell’OsO4. Dopo una incubazione di 1 ora al buio a 4°C i campioni 

sono  stati  lavati  abbondantemente  in  cacodilato  di  sodio  sempre  a  4°C  ed 

incubati  per  circa  3  minuti  in  una  soluzione  acquosa  acido  tannico  0.15%. 

Successivamente a 3  lavaggi da 5 minuti  in acqua bidistillata,  le placche  sono 

state trasferite in acetato di uranile 1% e conservate in frigo a 4°C overnight al 

fine di ottenere uno staining “en‐bloc”. Il giorno successivo i campioni sono stati 

lavati abbondantemente in acqua e sezionati in pezzi più piccoli prima di iniziare 

la disidratazione in una serie ascendente di etanolo. Nello specifico  30, 50 e 70%, 

1 ora a 4 ° C; 95% (due volte) e 100% (tre volte) EtOH, 1 ora a 4 ° C. Una volta 

arrivati  nell’ultimo  step  di  disidratazione  in  etanolo  assoluto  ciascuna  placca 

viene divisa  al fine di procedere con la preparativa TEM e SEM. 

Per  la Preparativa TEM,    i campioni vengono  tenuti  in una miscela di etanolo 

assoluto‐  resina  Spurr    nel  rapporto  di  2:1  per  circa  2  ore.  Successivamente 

vengono  trasferiti  in  in miscela  etanolo/resina  1:1  overnight  a  temperatura 

ambiente.  Il giorno successivo  la miscela è stata sostituita con resina assoluta, 

nello specifico 1: 2 Epon/EtOH 2 ore; 1: 1 Epon/EtOH overnight; 2: 1 Epon/EtOH 

e due ulteriori passaggi (3 ore), Epon overnight, Epon due ulteriori lavaggi (3 ore), 

prima dell'incorporazione. Dopo polimerizzazione  in stufa a 70°C per 48 ore,  i 

campioni  sono  stati  sezionati  utilizzando  un  cryoultramicrotomo  EM  UC7‐

FC7Leica e sono state prodotte fette da circa 80 nm di spessore. Le fette sono 

state ottenute utilizzando un  coltello diamantato  e  sono  state  recuperate  su 

retini di rame da 300 mesh e lasciate ad asciugare a temperatura ambiente per 

un minimo di 12 ore. L’osservazione dei campioni così ottenuti è stata effettuata 

al microscopio elettronico a trasmissione (Tecnai G2‐20_Fei) ad un voltaggio di 
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120 KV. Le immagini TEM sono state acquisite con telecamera CCD 2K‐HS _Eagle 

ad una risoluzione di 2048 x 2048. 

Per  la microscopia  elettronica  a  scansione  (Field  Emission,  FE  SEM, Ultraplus 

Zeiss),  vengono analizzati piccoli blocchi di  tessuto della  regione di  interesse. 

Tutti  i campioni sono  trattati secondo  lo stesso protocollo  riportato sopra per 

l'analisi  TEM.  Dopo  le  fasi  di  disidratazione,  viene  applicata  la  procedura  di 

asciugatura a punti critici (CPD Leica) al fine di preservare la struttura superficiale 

dei campioni per la successiva analisi. Una volta disidratati, i campioni sono stati 

trasferiti  nella  camera  del  critical  point  drying  (CPD_EM300)  riempita 

preventivamente con etanolo assoluto al fine di procedere con l’eliminazione del 

solvente dal campione preservando  la struttura e  la morfologia dei  tessuti. Le 

placche così trattate vengono ancorate a stub di alluminio mediante dello scotch 

grafitico  e  ricoperti  da  uno  strato  di  20  nm  di  oro  (sputter  coating  HR208, 

cressington)  al  fine  di  renderli  conduttivi  all’osservazione  al  microscopio 

elettronico  a  scansione.  L’imaging  è  stato  effettuato  con  microscopio  field 

emission  sem  (ultraplus‐zeiss)  ad un  voltaggio  tra 10‐15  kV  con detector per 

elettroni secondari del tipo SE ed InLens con una magnification fino a 1 mm. 

INDAGINE DI CONTROLLO SULLE NANOPARTICELLE 

I  diversi  reagenti  chimici  utilizzati  durante  la  preparazione  dei  protocolli  per 

l'analisi al microscopio elettronico, sono testati su NP HA non caricate al fine di 

stabilire se la loro morfologia e stabilità sono preservate durante gli esperimenti 

ex‐vivo. 

In  particolare,  5  aliquote  (500  μl)  di  NP  HA  scaricate  in  soluzione  acquosa 

vengono incubate per 1 ora con le seguenti sostanze: sodico cacodilato (0,1 M), 

Gluteraldeide (2,5% v/v), tetrossido di osmio (1% v/v) e paraformadehyde (4% 

v/v). 

Quindi, vengono eseguiti tre lavaggi rapidi con soluzione acquosa (RT, 5 minuti). 

I campioni risultanti vengono filtrati, rivestiti con 10 nm di oro e osservati al SEM 

(Fig. 13). 
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Figura 13. Immagine dell'elettrone di scansione delle NP HA non caricate testate con reagenti chimici per 1 ora a RT: A) 

controllo delle NP NP; B) paraformadeide (4% v / v); C) Gluteraldeide (2,5% v / v); D) osmio tetrossido (1% v / v) ed E) 

sodico cacodilato (0,1 M). 

 

RISULTATI E DISCUSSIONI 

Caratterizzazione della placca aterosclerotica 

Il  processo  aterosclerotico  è  attivato  da  alterazioni  delle  cellule  endoteliali. 

Pertanto, è necessario utilizzare la microscopia per visualizzare l'intera superficie 

intimale e per comprendere meglio la fisiopatologia di questa malattia. 

In questo lavoro, l'analisi microscopica a scansione viene eseguita sulla 

superficie luminale della parete del vaso carotideo umano (Figura 14a). L'esame 

mostra che lo strato endoteliale è preservato anche se è possibile notare 

un'architettura non regolare. Diverse piastrine e leucociti aderenti all'endotelio 

(Figura 14b) e fibre di collagene (Figura 14c) sono visibili in tutti i campioni. 
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Figura 14. Immagini SEM di placca aterosclerotica umana. a) Immagine SEM dsezione trasversale dell'arteria carotide 

umana che mostra come lo spessore delle pareti vari nello stesso tessuto Immagine della superficie subendoteliale – è 

visibile il cappuccio fibroso formato da fibrina e fibre di collagene. b) Immagine SEM della superficie dell'endotelio ‐ sono 

visibili piastrine e leucociti che aderiscono all'endotelio 
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PARAGRAFO 3.4: STUDIO EX‐VIVO INTERAZIONE Gd‐HA‐
NPs/PLACCA ATEROSCLEROTICA 
INTRODUZIONE 
In uno studio di Lipinski et al 207condotto sulle nanoparticelle di natura lipidica a 

base di Gd funzionalizzate con un anticorpo anti‐CD36, un recettore scavenger di 

classe B, si è avuto un assorbimento significativo da parte dei macrofagi umani in 

vitro,  un miglioramento  dell'intensità  del  segnale  della  placca  aterosclerotica 

aortica ex vivo e hanno dimostrato di legarsi ai macrofagi residenti nella placca 

aterosclerotica  tramite  microscopia  confocale.  Tale  studio  ha  dimostrato  la 

potenziale  applicazione  di  nanoparticelle  funzionalizzate  con  l’anticorpo  anti‐

CD36 nel targeting attivo delle placche aterosclerotiche. Queste evidenze hanno 

creato le premesse per implementare uno studio ex‐vivo delle nanoparticelle di 

acido  ialuronico  contenenti Gd‐DTPA, bioconiugate  con  l’anticorpo  anti CD36 

(Gd‐HA‐NPs‐anti CD36) su placche aterosclerotiche umane mediante imaging di 

risonanza magnetica.  

MATERIALI E METODI 
In questo studio di  ricerca sono state utilizzate particelle Gd‐HA‐NPs di  forma 

sferica,  dimensione media  di  141.8  nm  e  relassività  r1 =  0,44  s‐1,  (Figura  15) 

corrispondente ad una concentrazione di Gd‐DTPA libero di circa 69 µM. Il loro 

contenuto di soli 12,3 µM di Gd‐DTPA, rivela un miglioramento delle proprietà 

rilassometriche di oltre 5 volte. Le Gd‐HA‐NPs sono state utilizzate sia nude che 

funzionalizzate  in  superficie  con  l’Ab  anti  CD36.

 

Figura 15. Caratterizzazione delle HA‐NPs‐Gd loaded. a)  La misura di Dynamic light scattering che riporta la distribuzione 

della dimensione delle particelle; b)Misura con relassometro da banco (1,5T) per ottenere  la d   istribuzione dei tempi di 

rilassamento longitudinali T1 delle particelle nude e funzionalizzate. 
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Le  placche  aterosclerotiche  sono  state  ottenute  per  endoarterectomia  da 

pazienti  con  aterosclerosi da moderata  a  grave  (grado di  stenosi pari  al 70% 

asintomatici  o  del  50%  sintomatici).  Le  aorte  sono  state  utilizzate  appena 

espiantate o dopo scongelamento progressivo nell’arco di 24 ore circa, da azoto 

liquido, a ‐80°C (10h), a ‐20°C (12h), a +4°C (2h) in soluzione fisiologica isotonica 

(NaCl 0,9%). Prima dell’imaging,  le placche rimosse dalla fisiologica, sono state 

pulite, tamponate e  immerse  in FOMBLIN®  (perfluoropolietere; Sigma Aldrich) 

per la risonanza magnetica. Il Fomblin® è stato utilizzato al fine di preservare il 

tessuto biologico dalla deidratazione con  il vantaggio di non avere segnale RM 

residuo  o  interferenza  con  il  segnale  del  tessuto  biologico  stesso.  Ogni 

esperimento di risonanza è stato condotto con i seguenti parametri: TR = 2500 

ms; TE = 12 ms; TI = 50, 100, 200, 400, 800, 1100, 1800 ms; FOV= 180x146 mm; 

slice  thickness  =  4 mm,  acquisition matrix  =  360x292.  L’acquisizione  è  stata 

effettuata  contemporaneamente  su  6  campioni  di  placca  aterosclerotica, 

suddivisi in tre gruppi. Il primo gruppo (1) è stato studiato utilizzando Gd‐DTPA 

libero in soluzione acquosa (10 µM) come controllo, il secondo gruppo (2) è stato 

trattato  invece con Gd‐HA‐NPs non funzionalizzate,  il terzo gruppo (3) con Gd‐

HA‐NPs‐Ab‐antiCD36. Le particelle nude o funzionalizzate sono state concentrate 

ed  iniettate  in bolo  (150 µL – contenenti una concentrazione di Gd di 12 µM) 

nella  parte  luminale  della  placca  e  successivamente  sottoposte  a  risonanza 

mantenendo le stesse posizioni della risonanza di controllo, ossia delle placche 

senza  il bolo del mdc. Questo ha permesso di  individuare  l’enhancement del 

segnale di  risonanza magnetica dovuto  alla  sola  inizione di NPs o mdc  libero 

rispetto  al  segnale  del  tessuto  non  trattato.  In  tabella  2  sono  riportati 

schematicamente gli esperimenti condotti e  in  tabella 3  i  risultati dello studio 

MRI ex vivo.  
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Tabella 2‐ Pianificazione sperimentale degli esperimenti ex‐vivo 

 

    Numero di 

Placche 

Agente di 

Contrasto 

Gd‐DTPA 

iniettato [µM] 
Volume di 

iniezione [mL]    

Esperimento 1  6 

 Gd‐DTPA

12  150 µL HA‐NPs‐Gd

Ab‐HA‐NPs‐Gd

Esperimento 2  6 

 Gd‐DTPA

12,3  150 µL HA‐NPs‐Gd

Ab‐HA‐NPs‐Gd

 

 

Successivamente le placche, opportunamente sezionate per isolare il tessuto in 

corrispondenza del punto di iniezione, come mostrato in Figura 16, sono state 

sottoposte al protocollo per l’analisi alla microscopia elettronica a trasmissione 

(TEM) descritto in precedenza. 
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                      Figura 16. Sezionamento delle placche e isolamento dei campioni per la microscopia elettronica. 

 

 

RISULTATI E DISCUSSIONI 
Ex‐vivo imaging – risultati preliminari 

Le  placche  aterosclerotiche  sono  caratterizzate  da  un’elevata  variabilità 

anatomica che ne determina la vulnerabilità9. Pertanto una tecnica diagnostica 

come  la  risonanza  magnetica  nucleare,  che  permette  lo  studio  della 

composizione della placca, è certamente una auspicabile tecnica di elezione per 

la diagnosi e  la prevenzione degli eventi clinici correlati all’aterosclerosi. A tale 

proposito è stato condotto uno studio preliminare ex‐vivo in cui le Gd‐HA NPs, 

funzionalizzate e non,  sono  state  iniettate  in placche  aterosclerotiche umane 

ottenute  per  endoarterectomia  carotidea  di  soggetti  aterosclerotici,  e 

successivamente sottoposte a risonanza magnetica. La prima fase dello studio è 

stata  dedicata  alla  ottimizzazione  della  sequenza  di  osservazione  per  la 

visualizzazione delle placche alla risonanza. Successivamente, è stato individuato 

il volume di iniezione adeguato del mezzo di contrasto, in modo da garantirne il 

trattenimento  e  la  permeazione  nel  tessuto  stesso  senza  danneggiarlo.  Per 

minimizzare gli effetti della  variabilità  intrinseca delle placche  legata alla  loro 

composizione, ciascuna iniezione è stata condotta in duplice copia. Così in ogni 

esperimento sono state utilizzate n.6 placche nelle quali a gruppi di due sono 

state iniettate soluzioni acquose di Gd‐DTPA libero, Gd‐HA NPs, Ab‐Gd‐HA NPs. 

Successivamente  sono  state  sottoposte  a  risonanza magnetica  nucleare  ed  è 

stato  indirettamente  valutato  l’aumento  di  relassività  indotto  dal  mezzo  di 
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contrasto  tramite  la  misura  di  T1  “pesata”215  all’interno  di  una  regione  di 

interesse  (ROI)  quando  sottoposta  a  sequenze  di  inversion  recovery.  Per 

l’acquisizione delle immagini delle placche prima dell’iniezione è stata utilizzata 

una  sequenza  volumetrica  con  sottrazione  del  segnale  lipidico,  in  grado  di 

restituire  un’immagine  tridimensionale  della  placca  al  fine  di  ricostruirne 

l’anatomia. A seguito dell’iniezione e per i successivi 30 minuti, le placche sono 

state sottoposte a sequenze bidimensionali che hanno permesso di migliorare la 

risoluzione spaziale dell’immagine ed osservare la distribuzione del mdc iniettato 

all’interno del tessuto in maniera tempo dipendente. Le acquisizioni sono state 

sottoposte a post‐processing ed è stata valutata l’intensità dei pixel all’interno di 

una ROI opportunamente scelta Figura 17. 

 

Figura 17: Ex‐vivo MRI delle placche aterosclerotiche umane. a) Posizionamento campioni; b) Ricostruzione 

tridimensionale delle placche tramite RM; c) Post‐processing delle intensità. 

La tabella 3 riporta i valori di T1 misurati prima e dopo le iniezioni rispettivamente 

di: Gd‐DTPA libero, Gd‐HA‐NPs e Ab‐Gd‐HA‐NPs.  

L’elevata eterogeneità anatomica delle placche si è perfettamente  riflessa nei 

valori  di  intensità misurati  per  le  stesse  a monte  dell’iniezione,  i  quali  sono 

caratterizzati da variabilità nell’ordine delle centinaia di punti. Pertanto, tutti  i 

confronti  tra  le  placche  trattate  con  i  diversi  agenti  di  contrasto,  sono  stati 

effettuati su valori di intensità normalizzati al valore ottenuto delle placche pre‐

iniezione. I valori normalizzati sono riportati in tabella 4. All’esame dei valori di 
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intensità media  nella  ROI  a  seguito  dell’iniezione  si  evidenzia  un  andamento 

prevalentemente  parabolico  per  quasi  tutti  i  campioni  analizzati.  Questo 

andamento  suggerisce  che  come  atteso,  l’agente  di  contrasto  diffonde 

all’interno del tessuto, entrando ed uscendo dalla ROI per cui, a seguito di un 

iniziale  incremento attribuibile all’iniezione stessa,  il segnale medio subisce un 

decremento. Tale ipotesi è ulteriormente validata dall’aumento della deviazione 

standard della misura, indice di una distribuzione non omogenea dell’agente di 

contrasto nella ROI stessa. La diffusione, e quindi la velocità con cui l’agente di 

contrasto diffonde  all’interno del  tessuto,  risulterà  influenzata non  solo dalla 

dimensione  della  molecola  in  questione  (molecole  di  Gd‐DTPA  libero  o 

nanoparticelle), ma anche dall’ambiente circostante e quindi dalla composizione 

della placca stessa. Pertanto,  le placche prevalentemente fibrotiche offriranno 

una resistenza alla diffusione maggiore di quelle a principale componente lipidica 

o trombotica, con conseguente variazione dell’intensità meno evidente. Inoltre 

è  possibile  supporre  che  la meno  spinta  variazione  in  intensità  nelle  placche 

trattate  con  nanoparticelle,  ed  in  particolare  con  Ab‐Gd‐HA‐NPs  rispetto  al 

bianco,  sia dovuto ad un preferenziale accumulo delle NPs  in una particolare 

regione della placca, la regione target ricca di macrofagi. Per confermare questi 

ipotesi derivanti dall’osservazione e dall’analisi dei dati di Risonanza magnetica, 

si rendono necessarie indagini di microscopia al fine di valutare la localizzazione 

di  eventuali  accumuli  di  nanoparticelle  in  regioni  specifiche  del  tessuto  e 

confrontarne la diversa distribuzione rispetto a quelle non funzionalizzate. 

 

 

Tab 3 Intensità pixel nella ROI a seguito dell’EX‐VIVO IMAGING 

Esperimento 1  Gd‐DTPA 

10 uM 

Gd‐DTPA 

10 uM_2 

HA NPs‐Gd 

(12 uM)  HA NPs‐Gd_2 

Ab‐HA 

NPs Gd 

Ab‐HA        NPs‐

Gd_2 

Intensità Pre‐iniezione  1175,75  979,89  964,05  485,24  783,48  419,71 

St Dev  259,53  593,86  196,37  141,05  247,85  65,66 

Intensità Post‐iniezione  1346,45  903,48  773  733,62  782,6  480 

St Dev  317,1  641,49  281,84  264,06  144,94  62,75 

Intensità 15 min Post‐

iniezione  1142,45  875,81  831,05  604  754,45  480,22 
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St Dev  245,65  573,13  262,04  182,16  109,38  63,77 

Intensità ‐ 30 min Post‐

Iniezione  1137,4  1117,43  816,05  668,95  746,4  479,67 

St Dev  332,94  471  261,43  231,12  255,17  47,94 

 

 

Esperimento 2  Gd‐DTPA 

10 uM 

Gd‐DTPA 10 

uM_2 

HA NPs‐

Gd 

HA NPs‐

Gd_2 

Ab‐HA NPs‐

Gd 

Ab‐HA      

NPs‐Gd_2 

Intensità Pre‐iniezione  378,17  893,8  1431,25  711,55  1210,74  516,1 

St Dev  50,11  215,61  258,2  457,91  420,38  93,65 

Intensità Post‐iniezione  347,68  810,94  1500,39  1156,11  1118,95  704,59 

St Dev  86,4  387,64  470,06  296,72  371,42  234,77 

Intensità 15 min Post‐

iniezione  378,68  734,5  1024,17  1031,37  1221,86  643,91 

St Dev  129,78  394,05  567,68  366,27  350,97  170,93 

Intensità ‐ 30 min Post‐

Iniezione  370,11  872,2  1196,67  907,26  1347,81  635,64 

St Dev  130,21  387,87  546,8  478,34  280,94  167,78 

       

 

 

Tabella 4. Valori normalizzati di intensità all’interno delle ROI 

  Gd‐DTPA 10 

uM 

Gd‐DTPA 10 

uM_2  HA‐NPs‐Gd  

HA‐NPs‐

Gd_2 

Ab‐HA‐NPs‐

Gd 

Ab‐HA‐NPs‐

Gd_2 

Intensità 

Pre‐

iniezione  0  0  0  0  0  0 

Intensità 
Post‐

iniezione  0,080625116 ‐0,092705303 0,048307424 0,624776896

‐

0,075813139 0,365219919 
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Intensità 
15 min 

Post‐

iniezione  0,0013486  ‐0,178227791 0,284422707 0,449469468 0,009184466 0,247645805 

Intensità ‐ 

30 min 

Post‐

Iniezione  0,021313166 ‐0,02416648 ‐0,16389869 0,275047432 0,113211755 0,231621779 

Caratterizzazione interazione placca aterosclerotica umana‐NPs‐Gd 

Come anticipato, per ricevere conferma delle nostre  ipotesi abbiamo eseguito 

degli  studi  sulla  localizzazione delle Ab‐HA‐NPs‐Gd, quindi  sulla  loro  abilità di 

veicolare  specificamente  l’agente  di  contrasto  verso  i macrofagi  della  placca 

aterosclerotica.  

A seguito dell’osservazione  in Risonanza Magnetica,  le stesse placche  iniettate 

con  Ab‐HA‐NPs‐Gd  sono  state  trattate  seguendo  il  protocollo  riportato  nel 

paragrafo  “Ex‐VIVO  Imaging”  sulle  placche  tal  quali.    Indagini  di microscopia 

elettronica sono state condotte al fine di verificare e localizzare l’accumulo del 

mdc  nella  placca  se  veicolato  con NPs  funzionalizzate  o  non,  con  l’anticorpo 

specifico  per  il  recettore  CD36  dei  macrofagi  presenti  nella  placca 

aterosclerotica. 

Dall’osservazione delle immagini TEM a seguito l’iniezione di Gd‐HA‐NPs Figura 

18 e Ab‐Gd‐HA‐NPS Figura 19, si evidenzia la scarsa presenza di NPs nelle placche 

trattate con Gd‐HA‐NPs, ossia NPs non  funzionalizzate con  l’anticorpo. Questa 

osservazione  potrebbe  essere  il  risultato  di  una  scarsa  interazione  tra NPs  e 

tessuto,  in  quanto  i  numerosi  lavaggi  necessari  nella  fase  preparativa  del 

campione per la microscopia elettronica potrebbero aver allontanato gran parte 

delle particelle iniettate che non hanno interagito con il tessuto. Diversamente, 

a seguito dell’iniezione con  le particelle  funzionalizzate, se ne osserva una più 

elevata  presenza  nel  tessuto  con  una  quasi  esclusiva  localizzazione  a  livello 

cellulare. Pertanto è possibile ipotizzare che le Ab‐HA‐NPs‐Gd, rispetto alle HA‐

NPs‐Gd  non  funzionalizzate,  presentano  un  accumulo  preferenziale  nella 

componente  cellulare  della  placca  aterosclerotica,  indice  di  una  interazione 

specifica, ossia di un potenziale targeting attivo della placca.  
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Figura 18. Immagine TEM Gd‐ HA‐NPs e placca aterosclerotica 

 

Figura 19. Immagine TEM interazione Ab‐HA‐NPs‐Gd e placca aterosclerotica 
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Fig. 18. Immagine TEM placca aterosclerotica non iniettata (controllo) 

 

CONCLUSIONI 

In  questo  paragrafo  sono  stati  riportati  i  risultati  ottenuti  a  seguito 

dell’osservazione  in  Risonanza  Magnetica.  I  dati  di  microscopia  elettronica 

evidenziano  un  accumulo  soltanto  delle  nanoparticelle  funzionalizzate  con 

l’anticorpo specifico per il recettore CD36 in distretti della placca che ne hanno 

permesso anche la detection in RM.  
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CAPITOLO 4: CONCLUSIONI E PROSPETTIVE FUTURE 
In  questo  lavoro  di  tesi  è  stato  progettato  un  nanovettore  per  applicazione 

nell’imaging  delle  placche  aterosclerotiche.  Sul  prodotto  ottenuto  è  stato 

eseguito eseguito un Imaging in RM ex vivo per valutare la sua interazione con 

una “aorta umana”  rimossa chirurgicamente per endoarterectomia. A  seguito 

dell’ottimizzazione del nanovettore e delle sue proprietà di Imaging, lo studio è 

stato condotto iniettando le Nanoparticelle semplici e funzionalizzate all’interno 

della  placca.  Lo  scopo  è  stato  quello  di  valutare  l’abilità  di  targeting  delle 

nanoparticelle e la loro specificità per il CD36. Ciò ha permesso di osservare che 

le NPs funzionalizzate si accumulano in specifici distretti della placca rispetto alle 

nanoparticelle  non  funzionalizzate.  Queste  osservazioni  devono  essere 

confermate da ulteriori indagini di microscopia e di confronto con la letteratura 

al fine di caratterizzare in maniera più dettagliata la natura delle cellule sulle quali 

viene  osservato  l’accumulo.  La  specificità  delle  nanoparticelle  prodotte.  va, 

ovviamente,  confermata  attraverso  studi  pre‐clinici,  quindi  in  vivo,  per 

somministrazione  endovenosa  delle  nanoparticelle.  Infatti,  l’uso  per  via 

endovenosa di questo  tipo di nanovettore specifico per  il CD36 e applicazioni 

diagnostiche, potrebbe subire l'effetto di primo passaggio nel fegato legandosi ai 

recettori scavenger espressi sulla superficie delle cellule di Kuppfer206 così come 

il legame con altre cellule che esprimono CD36 come cellule endoteliali, cellule 

muscolari  lisce, adipociti e piastrine, pertanto  lo studio  in vivo permetterà una 

valutazione  della  biodisponibilità  dell’agente  di  contrasto  somministrato  in 

questo modo. 
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