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Premessa

Negli ultimi anni, la ricerca ha focalizzato I'attaone sullo sviluppo di nuovi
biomateriali a base di polimeri, naturali e sirgigtiche siano fondamentalmente
biocompatibili e contengano siti funzionali che fmso essere sfruttati per
modificarne la struttura e, quindi, le carattecisé in base alle applicazioni richieste.
Il programma di questo lavoro di ricerca ha previbttilizzo della cellulosa, |l
polimero piu abbondante in natura i cui derivatigmon tossici, biocompatibili con
tessuti e sangue ed ottenibili ad un costo relaterge basso.

Mediante varie funzionalizzazioni della cellulosano stati sviluppati quattro diversi
argomenti che hanno permesso di sintetizzare bemmabtapplicabili in vari campi
(farmaceutico, biomedico, cosmetico, agricolo eéchahtare).

In particolare, sono state funzionalizzate le umitanomeriche glucosidiche della
cellulosa della fibra di ginestra, ottenuta dalientasse mediante un progressivo
impoverimento delle pareti cellulari.

Gruppi alogenati e gruppi polimerizzabili sono isticorati sulla fibra di ginestra
mediante legami covalenti, allo scopo di realizzaageriali compositi scarsamente
inflammabili ed aumentare la resistenza delle fibrigliorando I'adesione con la
matrice polimerica in cui sono inserite. Questi viumateriali, interamente ottenuti
da fonti rinnovabili, potrebbero essere utilizzatiagricoltura, nella realizzazione di
cordame o imballaggio péckaging) di prodotti naturali, oppure rimpiazzare i
contenitori a base di alluminio usati nella conagione dei cibifpod packaging).

Un approccio farmaceutico e’ stato sviluppato ezando un modello di profarmaco
a base di cellulosa in cui l'attivazione del farmamcorato al polimero avviene
mediante un modello che prevede una 1,4- oppure de@zil eliminazione. I
polimero e il farmaco sono legati mediante uno spaee, un idrossibenzilalcol che,
per idrolisi enzimatica o chimica del legame conpdlimero, libera il farmaco
mediante una veloce decomposizione molecolareoB3lidio preliminare di questo
carrier polimerico, ci proponiamo di studiare e progettaistemi analoghi che
abbiano una determinata velocita di idrolisi vadiaria natura del legame polimero-

spaziatore ed usando spaziatori benzilici con nwggingombro sterico. Questo



approccio offre un grande vantaggio nella speriamonhe e realizzazione @irug
Delivery Systems (DDS) che siano in grado di rilasciare una grareta di farmaci
tramite una farmacocinetica ottimale.

Poiché negli ultimi anni la ricerca ha focalizzatwlta attenzione sull’attivita di
molecole antiossidanti, che prevengono la formazidnradicali liberi responsabili
dello stress ossidativo, sono stati preparati dérivdella cellulosa legando
covalentemente molecole antiossidanti sulla cateolmerica. Gli antiossidanti
presentano un breve tempo di azione dovuto ad uoceremetabolismo e un
eccessivo assorbimento che produce effetti todslegame covalente della molecola
antiossidante ad un polimero ne migliora il tragpoe la stabilitd. Inoltre,
aumentando il peso molecolare di questi sistemiyvieae impedito il passaggio
attraverso la barriera ematoencefalica che puoeatgmnare le membrane cellulari.

| sistemi cellulosa-antiossidante realizzati possagssere applicati in campo
biomedico, per esempio per la preparazione di mangper emodialisi che sono
principalmente costituite da cellulosa e da suorivdé. Infatti, nei pazienti
emodializzati molti problemi derivano dallo stressidativo dovuto ad uno squilibrio
tra radicali liberi prodotti e sistema antiossidamti autodifesa. L'idea di legare
covalentemente gli antiossidanti alla cellulosanpdte di realizzare membrane dove
il sangue viene a contatto con agenti antiossideimti lo proteggono dallo stress
ossidativo.

La cellulosa € stata funzionalizzata con acido stf@nulico e acidoa-lipoico
mediante reazione di esterificazione, e astocoferolo (vitamina E) partendo dalla
6-carbossicellulosa. Dagli studi dell’efficienzatiassidante dei derivati sintetizzati,
valutata mediante [linibizione della perossidaziotipidica nelle membrane
microsomiali di fegato di ratto, e stato dedotte cjuesti sistemi preservano I'attivita
antiossidante dei substrati liberi, e sono pitcedfiti nel contrastare la formazione di
alcossi-radicali liberi indotti dal tert-BOOH.

Un secondo approccio ai sistemi polimerici che ekigo e rilasciano i farmaci

(DDS), ha riguardato la realizzazione di idrogelbase di cellulosa contenenti



molecole di acidarans-ferulico, il quale conferisce all'idrogel una buomittivita
antiossidante.

Sono stati inizialmente preparati diversi idrogkeé danno mostrano un’alta affinita
per 'acqua ed un elevato potere rigonfiante, iadgentemente dal valore di pH del
mezzo rigonfiante. Successivamente, sono statiraticesidui di antiossidante acido
trans-ferulico direttamente sui gruppi ossidrilitberi dell'idrogel cellulosico,
realizzando un biopolimero che potrebbe essereadtb in campo farmaceutico e
cosmetico per ridurre sostanzialmente il dannodasisio causato dalla formazione di
radicali liberi.

La valutazione dei test eseguiti sul biomaterigde determinare le sue proprieta’
antiossidanti, suggeriscono che il materiale feoulaossiede un’eccellente attivita
scavenger e antiossidante e potrebbe essere utilizzato miaecarrier capace di
proteggere, trasportare e rilasciare farmaci inistalbesposizione prolungata di aria

e luce, sia come profarmaco dell’acido trans-fenuli



Capitolo 1

La cellulosa: struttura e reattivita

Introduzione

La cellulosa é il polimero piu abbondante in natachi suoi derivati risultano
biocompatibili, non tossici ed ottenibili ad un costo relativamente basso.

La sua struttura ha una influenza piuttosto notwkcomplessa sul corso delle

sue reazioni chimiche ed e inoltre responsabilke dele proprieta macroscopiche.

1.1 Struttura della cellulosa

Al fine di dare una descrizione dettagliata di dqoepolimero e importante
definirne i tre livelli strutturali principali:

2 il livello molecolare della singola macromolecola;

2 il livello supramolecolare di impacchettamento e alidinamento delle
macromolecole;

2 il livello morfologico riguardante I'architetturaetle entita complesse.

1.1.1 Struttura molecolare

La cellulosa € un omopolimero sindiotattico lineacemposto da unita di D-
anidroglucopiranosio (AGU), legate tra loro da Iegaglicosidici f(1—4).
Assumendo come unitd base il dimero cellobiosio,cédlulosa pud essere

considerata come un polimero isotattico del cedistu (figura 1.1).

Cellobiosio
on HO o o [ HO =~ Ho ©
oio 0 HO 0 HO H
o HO 0 o |HO 0 OH
HO o HO OH| HO
n4

ESWQB””@ t Unita anidroglucosidica Estremita
non naucente n=grado di polimerizzazione riducente

Fig. 1.1. Struttura chimica della cellulosa



Il D-glucosio si puo ricavare dalla cellulosa carauesa quasi quantitativa dopo
un trattamento idrolitico con acidi acquosi.

Ciascuna unita AGU possiede gruppi ossidrilici é,GC-3 e C-6 capaci di subire
le reazioni tipiche note per gli alcoli primari ecendari.

| gruppi ossidrilici secondari vicinali rappresamtauna tipica struttura glicolica.

| gruppi ossidrilici ai lati terminali della catendella cellulosa hanno un
comportamento differente: il C-1 terminale ha piretr riducenti, mentre il
glucosio terminale con un C-4 libero, & non riddeerL’atomo di ossigeno
dell'anello e quello impegnato nel legame sono alin in interazioni intra- e
intermolecolari, soprattutto legami a idrogenoe#enreazioni di degradazione.

La conformazione di una unita AGU nella catenautedlica € generalmente una
conformazione a sedia, come deriva dall’'analisiaggi-X e da misure NMR. In
guesta conformazione i gruppi ossidrilici liberinso posizionati nel piano
dell'anello (equatoriale), mentre gli atomi di ideno sono in posizione verticale
(assiale).

Nel passaggio dal monomero “glucosio” al polimecellulosa”, la solubilita in
acqua decresce. Le differenze tra monomero e pairs@no messe in evidenza
attraverso gli spetti®C-NMR., riportati nella figura 1.2. Gli spettri sorsimili,
ma in quello relativo alla cellulosa mancano i sdigrdi splitting dovulti
all'equilibrio degli a- e dei -anomeri, visibili invece per il glucosio e il
cellobiosio?

Lo spettro della cellulosa non sostituita presesatasegnali corrispondenti ai sei
atomi di C dell’'unita anidroglucosica. Questo gpefiresenta alcune deviazioni
nel caso di campioni naturali che vengono sottoosliversi trattamenti, come
ad esempio I'estrazione di cellulosa da cotonea @alpa di legno, dovute alla
presenza di gruppi carbossilici o carbonilici. Laagtita di gruppi carbossilici
viene stimata mediante titolazione della forma aadattraverso un processo di

scambio-ionico con un campione opportuno.
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Fig. 1.2. Spettri *3C NMR del glucosio, oligoglucosio e cellulosa

La grandezza molecolare della cellulosa puo esiefinita dal suo grado medio
di polimerizzazione (DP). La massa molecolare médaata dal prodotto tra il
DP e la massa molecolare dell’'unita ripetitiva AGU.

Il valore del DP della cellulosa, che viene detmatd attraverso misure
viscosimetriche dopo dissoluzione del campioneoirenti acquosi complessati,
dipende dall’origine del campione e dal pretrattaroela cellulosa isolata da
fonti naturali € sempre polidispersa e si presectane una miscela di
macromolecole aventi catene di lunghezza diversa,cpi non € sempre facile

determinarne il DP.

1.1.2 Struttura supramolecolare

Le catene cellulosiche hanno una forte tendenzzggdegarsi in entita strutturali
altamente ordinate dovute alla loro costituzionienate e alla loro conformazione
spaziale.

La conformazione strutturale della catena é detwtai dagli angoli di legame,
dalla lunghezza del legame dell’ossigeno nel pagtitosidico e dalla torsione
degli angoli di questo ponte.

Generalmente si assume una conformazione strdtypgata e, sia per la

cellulosa nativa che per quella rigenerata, si uelecl I'esistenza di una



conformazione ordinata. Il C-6 pud assumere undocorazione trans-gauche o
gauche-trans, permettendo la formazione di legamigeno intramolecolare e
intermolecolare, dando origine alle due piu consinitture allomorfé.

In particolare, la presenza dei legami idrogenmmblecolari tra O-3 e O-Btra
0-2 e 0-6di unita glucopiranosiche adiacentiendono rigida la conformazione
di una singola catena e stabilizzano quella a idomlica della cellulosa
cristallina, mentre i legami idrogeno intermoleeblgono i responsabili della
coesione intercatena (figura 1.3). Tale coesiorfaverita dalla alta regolarita
spaziale del legame idrogeno e dal coinvolgimentatt e tre i gruppi ossidrilici

nella rete dei legami idrogeno.

Fig. 1.3. Legami ad idrogeno inter - eintra-molecolari nella cellulosa.*

L'ordine delle macromolecole nelle fibre celluldsicnon € uniforme nell'intera
struttura, nella quale si individuano delle regidnibasso ordine (regioni amorfe)
e di alto ordine (regioni cristalline), trascurangma quantita piuttosto piccola di
materia con uno stato di ordine intermedio.

La quantita di polimero nella regione altamenteirath viene definito grado di
cristallinitd ed esso dipende dall'origine del cémne e dal suo pretrattamento.
Inoltre esistono diverse modificazioni cristallihe cui differenze vanno ricercate

nelle dimensioni della cella elementare e nellap@ della catena.



Meyer, Mark e Misch’ proposero per la cellulosa nativa una cella eleatertdel
reticolo cristallino che e valida ancora oggi peo pratici. Questo modello
contempla una cella elementare monoclina con uppgrispaziale P12con due
segmenti di catena di cellobiosio antiparalleli awgrono in direzioni opposte

lungo I'asse della fibra.

1.1.3 Struttura morfologica

Morfologicamente la cellulosa puo essere descdttae un polimero con una
struttura ben organizzata di elementi fibrillésrmati a loro volta da entita piu
piccole dette microfibrille (figura 1.4).

Nel caso della cellulosa naturale le fibrille sodisposte in modo ordinato,
generalmente organizzate in strati, mentre nellalosa rigenerata sono presenti
networks fibrillari.

La morfologia della struttura € investigata con ntelse microscopiche
elettroniche (microscopia elettronica a scansioadrasmissione, figura 1.4) , ma
anche con il microscopio ottico, impiegato nellamar meta del secolo, che é
ancora oggi uno strumento indispensabile per wndiGgpreliminare.

Come detto, la fibrilla elementare & I'unitd modigica piti piccold”® , la cui
lunghezza puo raggiungere i micrometri e alla qsalattribuiva un diametro di
circa 3.5 nm'®, ma oggi, grazie a nuovi metodi di investigazionieroscopica
elettronica, le dimensioni del diametro, che dipmral dalla fonte cellulosica,
sono comprese tra 3-20 2

Le microfibrille si aggregano in entita piu grarchiamate macrofibrille, il cui
diametro & compreso tra 10-50 fin

Le micro- e le macrofibrille rappresentano le undastitutive delle parete
cellulare della fibra di cellulosa. La morfologia duesta parete cellulare,
caratterizzata da differenti strati nella tessitdedla fibra, viene illustrata nelle

figure seguenti relative alla fibra di ginestra.



L: lumen

51, 52, 53: parete rocendaria
P: parete primaria

LM: porcte divicoria

Fig. 1.4. Morfologia della fibra di cellulosa

Insieme alla struttura fibrillare, nella paretelalalre & presente un sistema di pori,
di capillari, di vuoti e di interstizi.

| pori non sono uniformi nella dimensione e nelania e le informazioni
riguardo il loro volume totale, la grandezza media, distribuzione sono
fondamentali per comprendere le reazioni chimidieeogenee della cellulosa. I
volume totale e la distribuzione dei pori &€ sensihi trattamenti di rigonfiamento
e di essiccazione del campione esaminato: I'essiento della cellulosa
comporta una riduzione irreversibile del volume piii, dovuta ad un fenomeno
definito ornificazione, consistente in una saldasione degli elementi fibrillari; il
rigonfiamento, invece, puo avvenire in acqua, dtaerd ammina e determina un
aumento del volume dei pori che pud essere consemtdizzando opportune
tecniche, come la liofilizzazione o lo scambio alvente.

L’area superficiale interna delle fibre cellulosgcgioca un ruolo cruciale per cio
che concerne l'accessibilita e la reattivita in lquehe sono i processi di
dissoluzione e di derivatizzazione del polimero.

1.2 Proprietd macroscopiche della cellulosa
La cellulosa & un polimero solido, inodore, incel@ non tossico. E insolubile

nelllacqua e nei comuni solventi organici e si nfia in molti liquidi polari



protici e aprotici. A causa della forte coesiore lx macromolecole dovuta alle
forze intermolecolari, soprattutto alla rete deydmi idrogeno, essa non puo
essere trasformata nello stato liquido. Inoltrer g sue catene polimeriche
lineari, I'alto ordine supramolecolare, la morfaldibrillare e la forte coesione
tra le macromolecole e considerato un polimera8brideale, che manifesta una
buona resistenza alla rottura e all’elongazione.eBempio la cellulosa seccata in
forno, che ha una forte igroscopicita, &€ molto fegoiché I'acqua esercita sulle
fibre della cellulosa un’azione di ammorbidimemntteragendo con il sistema dei
legami idrogeno. La cellulosa seccata all'aria,et®, & resistente all'impatto
meccanico e occorre spendere energia per demalistruttura macroscopica e
microscopica.

Ancora, la cellulosa dry € un buon isolante conneséstivita specifica di corrente
diretta (dc) di circa 1§ Q cm ed & stata utilizzata in forma di fibre o dglfo
come carta isolante nei condensatori elettrici; résistivita decresce con
'aumentare del contenuto di acqua e aumenta caomilenuto di ioni o siti ionici.
Tra le tante proprieta di questo polimero deveresaenoverata anche una buona
stabilita termica: la sua struttura e le sue pmigrimeccaniche rimangono
inalterate fino ad una temperatura di 200° C, aagira di questa soglia inizia la
decomposizione termica.

Essa, come molti altri polimeri organici, € inertgiindi, pud essere combinata
con altre classi di materiali, come per esempidapdlonitrile, poliuretani e

poliammidi.

1.3 Modificazione chimica della cellulosa

La cellulosa pu0 subire diversi tipi di degradaeionotevole rilevanza assumono
la degradazione chimica, meccanica, termica e adira.

Le reazioni chimiche che interessano la cellulossspno essere classificate in
due categorie, in base alle modificazioni che a@mar al polimero:
modificazione dello scheletro della cellulosa (dagione dei legami glicolici e
ossidazione della funzione alcolica primaria) e ifcakzione dei gruppi
ossidrilici.

1C



| siti interessati alla funzionalizzazione, quingpno esclusivamente i gruppi
ossidrilici in ciascuna unita AGU.

Le trasformazioni chimiche relativamente al C-11eCa4 riguardano invece i
processi degradativi e la chimica degli oligomegzildosici, questo per quanto
concerne i gruppi terminali riducenti.

L’atomo di ossigeno dell’anello e quello impegnatel legame glicosidico
giocano un ruolo fondamentale nell'interazione rimtelecolare ma non nella
derivatizzazione covalente. Il gruppo ossidrilicanmrio al C-6 e i gruppi
ossidrilici secondari al C-2 e al C-3 danno luofie sipiche reazioni note per gli
alcoli quali esterificazioni, eterificazioni e odazioni. Ma possono anche agire da
ligandi nella formazione dei complessi metalli@nte per esempio nei complessi
cuproammoniacalf>*6’

Tali gruppi possono dare anche composti di addi&zioon gli acidi e le basi.
Inoltre essi hanno una forte tendenza a formarenkgdrogeno che nella
cellulosa, come gia detto, ne influenzano la strattsupramolecolare e danno
anche origine a composti di addizione intermoletalan ammoniaca, ammine
alifatiche e altre sostanze appropriate.

La completa funzionalizzazione di tutti i gruppisaiilici € I'eccezione e non la
regola, infatti la maggior parte dei prodotti maittfirati su scala commerciale
sono composti cellulosici parzialmente modificathntenenti ancora gruppi
ossidrilici liberi.

Le reazioni sono caratterizzate da un grado ditsagine (DS) ossia dal numero
medio di gruppi ossidrilici modificati per AGU, cliegeneralmente compreso nel

range tra O e 3.

1.4 Attivazione e dissoluzione della cellulosa

Per poter funzionalizzare opportunamente la cedlcsono necessari dei
trattamenti che permettono di aumentare I'accdgailuiei gruppi ossidrilici e di
contrastare le forze intermolecolari tra le macr@moole portando ad un
indebolimento o0 ad una completa eliminazione dehattura supramolecolare.
Questo scopo pud essere raggiunto attraversooihfigmento o la dissoluzione

del campione in esame. Senza il rigonfiamento,ambiente di reazione, sarebbe

11



disponibile soltanto lo strato superficiale: essa modifica in modo irreversibile
la parte caratteristica delle particelle o dellerdi come invece avviene nella
dissoluzione che porta alla distruzione della siratsupramolecolare.

Tra i metodi di rigonfiamento sono annoverati l'imrsione del polimero in una
soluzione acida per un minuto seguita da filtragiomd essiccamento del
campione a 40° C; questo trattamento porta alkidiolosa di Girare'®, una
cellulosa parzialmente idrolizzata.

Ancora, un altro metodo €& l'immersione del campidaneuna soluzione di
ammoniaca per un’ord’ allo scopo di purificarlo ed eliminare gli acetatie
potrebbero esterificarlo. Inoltre, anche la memzazione della cellulosa in una
soluzione di idrossido di sodio al 18% da luogdgonfiamento della stes$a.

Per cio che concerne la dissoluzione della cellukisndividuano due categorie
di solventi: solventi derivatizzanti e solventi nderivatizzanti.

Impiegando solventi derivatizzanti € possibile fare intermedi di reazione in
situ introducendo nuovi gruppi funzionali medialegami covalenti, soprattutto
esteri che hanno una stabilita idrolitica piuttdséssa. Inoltre, € possibile isolare
guesti intermedi o sintetizzare composti simili ®iccessivamente, condurre
modificazioni omogenee partendo da polimeri dissolsolventi organici inertf*
Un esempio e rappresentato dalla cellulosa triflacetato dove la reazione tra la
cellulosa ed il sistema acido trifluoro aceticoidaide trifluoro acetica produce
un composto solubile che pud essere isolato ecradie nei comuni solventi
organici.

| solventi non derivatizzanti includono sia sistamdno che multicomponenti e,
sebbene in questi ultimi anni ne sono stati indidatersi, soltanto alcuni hanno
dimostrato buone potenzialita per la funzionalitzae controllata ed omogenea
dei polisaccaridi.

Le limitazioni sono dovute all’alta tossicita ettvita dei solventi, che portano a
prodotti di reazione collaterali indesiderati ecanma, alla perdita della solubilita
nel corso delle reazioni, rendendo le condizionn mmogenee a causa della
formazione di gel e paste che a stento possonceassscelate.

Nello schema seguente sono raggruppati i solvdrdi adomunemente vengono

utilizzati per dissolvere la cellulosa.
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OH
HO O--enn

OH

Dissoluzione con

Solventi non derivatizzanti Solventi derivatizzanti
Esempi
Ambiente acquoso Ambiente non acquoso 1. CF,COCH
2. HCOOH
3. DMF/ N,O,
Esempi Esempi
1. Complessi acquosi 1. Sote organico/ Sali inorganici
Inorganici (es. DMA/ LiCl)
2. Basiacquose Salvente organico/ ammina/ $O
(es. NaOH 10%) (es. DMSO/EIN/SO,)
3. Acidi minerali 3Ammoniaca/Sali di Ammonio
4. Sali inorganici idrati (es. NH/ NH,;SCN)

Fusi

In particolare consideriamo il sistema a due coreptincostituito da cloruro di
litio (LICl) e N,N-dimetilacetammide (DMA) che peette di ottenere una
soluzione omogenea della cellulosa. Esso si compodme un solvente
complessante: il litio permette di rompere i legagnogeno, che irrigidiscono la
struttura del polimero impedendone la dissoluzi@tgaverso la complessazione
degli ossidrili (figura. 1.5). La DMA permette lalgatazione del complesso

cellulosa-LiCl #*#limitando la degradazione del poliméfo.

Fig. 1. 5. Solvatazione ddla cdlulosain DMA/LICI
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Capitolo 2

Lefibredi vegetali: composizione ed applicazioni

Introduzione

Le fibre tratte da materiali esistenti in naturatdizzate in diverse applicazioni,
mediante lavorazioni meccaniche che non ne modifick struttura, sono di
origine vegetale, animale o minerale.

Tra le fibre di origine vegetale ritroviamo il co®, la canapa, la ginestra; tra
quelle animali rientrano la lana e I'angora, memtaeguelle minerali, 'amianto, il
vetro tessile ed i fili metallici.

Le fibre naturali hanno un ruolo ancora oggi matportante: il cotone, insieme
alla fibra sintetica poliestere, € al primo pos& consumi, mentre le altre fibre
naturali che finora hanno avuto una collocazionaidchia, stanno assumendo
un’importanza strategica notevole.

Tra di esse particolare attenzione merita la giaegtianta cespugliosa che nei
periodi primaverili colora di giallo il paesaggio editerraneo, i cui fiori

profumano intensamente.
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2.1 Composizione chimica delle fibre vegetali

Le fibre vegetali sono costituite da una matricelinperica formata da

polisaccaridi, principalmente da cellulosa ed ethit@sa, da lignina e da

costituenti non strutturali. Queste macromolecolen nsono distribuite

uniformemente nelle pareti celluthdella fibra e la loro concentrazione relativa

varia a seconda della posizione delle cellule medata (Figura 2.1).

5% 25-30 % 25-30 %
Estraibili Lignina Emicellulosa Celulosa

Fig. 2.1. Componenti della fibra vegetale

BN

La cellulosa e il costituente piu abbondante dedireti cellulari vegetali,
rappresentando circa il 40% del peso secco delica@p in alcuni casi anche |l
90-95%, come per le fibre di cotone. Essa oltra &lhzione di sostegno delle
piante, ha anche funzioni di immagazzinamento sdrva di sostanze nutritive;
si trova nelle piante come uno dei prodotti firtaila sintesi clorofilliana.

La cellulosa € materia prima fondamentale perchawlla costituzione di tutte
le fibre tessili vegetali naturali e perché dalle $avorazione si ottengono molti
prodotti di utilizzazione pratica, tra i quali larta, le fibre tessili artificiali, gli
esplosivi, il cellofan e le materie plastiche.

Uno dei primi materiali polimerici ad essere ughto come plastica, conosciuto
con il nome “celluloide”, & stato il nitrato di debsa parzialmente
funzionalizzato e miscelato con canfora come amidertie.

Esistono diversi metodi per ottenere la cellulosdledbiomasse. L’elemento
comune ée il principio del progressivo impoverimemwielle pareti cellulari dei

vegetali, che pud avvenire mediante trattamentmiciof o chimico-fisicd.
2.2 Lafibradi ginestra

La ginestra e nota fin dall'antichita per il suopiego come pianta da fibra. In

passato, in molti paesi dell'ltalia meridionalefdeniglie si approvvigionavano di
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notevoli quantita di ginestra per lavorarla e trasfarla in tessuto dal quale
ricavavano indumenti, tovaglie, sacchi e bianchiergenere.

Il futuro per la ginestra e invece tutto tecnolagim quanto la tendenza generale
di mercato & quella di sostituire i materiali siitieo di origine minerale,
altamente inquinanti e tossici, con le fibre digore naturali, in particolare
vegetali, per svariate applicazioni in diversi eett

Anche i sottoprodotti ottenuti dalla lavoraziondlaeianta di ginestra vengono
utilizzati in diverse applicazioni: le parti legmos cellulosiche vengono utilizzate
nell'industria pannellistica, i fiori nellindusticosmetica per produrre essenze e
coloranti, la sparteina, un alcaloide con attidiaretica, ed infine le fibre tessili
innovative per I'abbigliamento e I'arredamento.

L'utilizzo di fibre vegetali, come il lino e la géstra, € gia diffuso nel settore
automobilistico nella produzione di componenti izadti con una combinazione
di miscele plastiche e fibre. Infatti, questi matkrcompositi "ecosostenibili"
sono caratterizzati da elevate prestazioni, daobpeso specifico e costo ed, in
alcuni casi, da biodegradabilita e biocompatihiliunque le fibre naturali
rappresentano un elemento fondamentale per la ioreazdi autovetture

ecocompatibilft.

2.3 Materiali compositi a base di fibre naturali

| materiali compositi sono materiali di solito ngnesenti in natura e sono |l
risultato di una combinazione di almeno due madietia loro chimicamente
differenti, i quali mantengono la propria identiteel composto finale senza
dissolversi o fondersi completamente I'uno nelf@ltLa combinazione cosi
ottenuta vanta proprieta chimiche, fisiche e meicten non riscontrabili nei
singoli materiali che la compongono. Si ottengarwsi, materiali e strutture che
trovano applicazioni vaste e sempre piu humerose.

L'uso di fibre ad elevate proprieta meccaniche, eola fibre di carbonio,
aramidiche o di vetro, consente di impiegare maliegolimerici in varie
applicazioni (fabbricazione di aerei, automobitibiallaggi, ecc..)

La tecnologia dei materiali compositi € in contiresluzione, ed € sempre piu

orientata verso I'utilizzo di biocompositi, ossiatmci polimeriche rinforzate con
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fibre naturali, come fibre di canapa, juta e girest®’. Queste fibre, oltre ad
avere un basso costo, presentano il vantaggio siguere proprieta meccaniche
altamente specifiche e, soprattutto, rappresentamalternativa riciclabile ai
rinforzi sintetici piu comuni, quali le fibre di tt® che non sono biodegradabili
8910 Diverse sono le fibre naturali utilizzate comefarzo o riempimento, quali
fibre di lino, cotone e juta, comunemente usate np@orzare polimeri come

polistirene'*2 poliesteri, poliolefine'**°

e resine epossidicH&*’.

Anche la ginestra & una fibra che presenta moitiaggi poiché e abbondante in
natura, € biodegradabile, € a base di cellulosareiqopnon produce gas tossici
quando é sottoposta a combustione. Inoltre, prasam straordinaria resistenza
alla trazione e flessibilita, e viene percio conalténcon miscele plastiche per
produrre materiali composity.

In generale, le fibre vegetali usate nei composiigliorano il costo e le
caratteristiche specifiche dei singoli componeritisfici utilizzati in diverse
applicazioni, come nell'industria alimentare. Peed,causa della loro natura
chimica, presentano anche alcuni svantaggi, conmsedasa compatibilita verso
matrici polimeriche idrofobe, I'elevata affinita md’acqua e la scarsa stabilita
termica. Di conseguenza, si ha una debole intemaziaterfacciale tra le fibre e la
matrice, che si riflette nelle scarse proprietaccaeiche dei compositi risultanti.
Poiché il materiale composito viene progettato odmche le sue proprieta siano
specifiche e volute, in molti casi &€ necessariering materiali di rinforzo, come
le fibre, che devono essere modificati, allo scapampartire alla matrice

polimerica che le contiene proprieta genericamenggiori.
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Capitolo 3

Preparazione e caratterizzazione di derivati della

cellulosa da fibra di ginestra

Introduzione

Nell'ultimo decennio l'interesse per i biopolim@&riaumentato. Diversi sono stati i
tentativi di realizzare nuovi sistemi compositi &ago polimeri sintetici sullo
scheletro di biopolimeri. Spesso, la diversa natthanica dei materiali che
costituiscono il composito rappresenta uno svambagglla progettazione di un
materiale che deve possedere proprieta particélakicaso delle fibre vegetali, in
particolare le fibre di ginestra, che vengono usatene rinforzo di matrici
polimeriche. Le fibre, essendo costituite prinaipahte da cellulosa, presentano
una scarsa compatibilita con la maggior parte déeri sintetici utilizzati per
realizzare materiali compositi. Per questo motisiog¢ pensato di legare gruppi
alogenati e gruppi polimerizzabili alle fibre dngistra mediante legami covalenti
(figura 3.1), allo scopo di realizzare materialiasamente infiammaubili,
aumentare la resistenza delle fibre e migliorariaglesione con la matrice

polimerica in cui vengono inserite.

)
oH
)

Broom fibre

8
Broom fibre
by j:: ber bu ja
8
|  Broom fibre
!

Fig. 3.1. lllustrazione schematica di derivatizzazine della fibra di ginestra
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3.1 Funzionalizzazione della cellulosa da fibraginestra

In questo capitolo viene riportata la sintesi edaatterizzazione di derivati della
fibra di ginestra, utili a realizzare materiali qoositi degradabili e resistenti al
fuoco™.

Sono state funzionalizzate le unita monomericheagidiche della cellulosa,

costituente principale della fibra di ginestra ottt dalle biomasse (figura 3.2).

Fig. 3.2. Micrografia a scansione elettronica di bira di ginestra

La messa a punto di tali sistemi ha previsto, icoedo con quelle che sono le
reazioni tipiche dei gruppi ossidrilici delle unitglucosidiche, reazioni di
esterificazioni, eterificazioni, ossidazioni ed aazioni.

Gli esteri della cellulosa possono essere otteaufacendo reagire i gruppi
ossidrilici cellulosici direttamente con gli acicirbossilici o utilizzando i classici
derivati carbossilici (cloruri, anidridi). La rearie diretta porta a gradi di
sostituzione (DS) della cellulosa molto bassi angtikzzando grossi eccessi di
acido carbossilico.

Relativamente all’eterificazione della cellulosgortata per la prima volta da
Suida nel 1905, questa viene realizzata sostanzigémattraverso due procedure
sintetiche: la prima prevede la reazione dei gruggsidrilici con un alogenuro
alchilico in accordo con la sintesi di Williamsoedgdi eteri; la seconda consiste
nell'apertura, da parte degli stessi gruppi oskidrdi epossidi.

Le reazioni di ossidazione della cellulosa chesprcifiche condizioni, lasciano
inalterati i legami glucosidici, forniscono prodotbn nuovi gruppi funzionali,
vale a dire carbossilici, aldeidici e chetonici.
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In particolare, la cellulosa puo essere ossidatettdmente al C-6 fornendo 6-
carbossicellulosa. La procedura migliore prevedapiego di acido fosforico e
nitrito di sodio come agente ossidarftell contenuto di gruppi carbossilici
dipende non solo dal tempo di reazione ma anchgrdalo di polimerizzazione
del materiale cellulosico di partenza. Sorprendestge, la percentuale di
ossidazione aumenta con l'aumentare del peso matecalel materiale di
partenza®. Infine le ammidi della cellulosa possono essettenate mediante
reazione della 6-carbossicellulosa con opportunemiam in presenza di
dicicloesilcarbodiimmide (DCC) come agente condatesa

Le fibre di ginestra utilizzate sono state deligrife® mediante un pretrattamento
in sistemi acquosi alcalini, che permette di ottenigbre “pulite”, cioé private
delle emicellulose.

Dopo essiccamento a 80°C e pressione ridottabite fli ginestra pretrattate sono
state sottoposte a reazioni in fase eterogenear(sxt8.1) con acidi organici
perfluorurati. Gli atomi di fluoro inseriti sullabira conferiscono al materiale una
buona resistenza al fuoch e rappresentano un'alternativa ai comuni agenti
ritardanti di fiamma che sono tossici e contribaise alla diminuzione dello
strato di ozono. Per questi derivati & stato vabuih comportamento termico
mediante analisi termogravimetrica (TGA) e calotiiae a scansione
differenziale (DSC).

Inoltre, sulle fibre pretrattate sono stati inBegruppi polimerizzabili mediante
reazioni di esterificazione, eterificazione e amezidne.

Tutti i prodotti ottenuti sono stati caratterizzatediante spettroscopia FT-IR ed il
grado di sostituzione (DS) dei derivati € statedetnato mediante titolazione.

| derivati funzionalizzati con i gruppi polimeriZziéi sono stati, in seguito,
copolimerizzati con dimetilacrilammide e stiren@, Inodo da ottenere fibre
ricoperte da un film polimerico. Le fibre cosi tede, inserite come supporto in
una matrice polimerica, mostreranno una maggidsrazione interfacciale con la
matrice stessa, risultando in un materiale compasin una migliore resistenza

rispetto ai compositi realizzati con le fibre noattate.
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Per tutti i materiali realizzati e per le fibre nomodificate, e stata eseguita
un’analisi morfologica mediante microscopio ad altoluzione ottica (OM) e

microscopio a scansione elettronica (SEM).

3.1.1 Sintesi del trifluoroacetato di fibra di giséra (2)

L’acido trifluoroacetico (TFA, 40 ml) e le fibre djinestra pretrattate (1 g) sono
state posti a temperatura ambiente per 20 minutito sagitazione.
Successivamente €& stata aggiunta anidride trifacmtica (TFAA, 20 ml) e
lasciate a reagire per 4h. Si sono usate quantgadesso di TFA e TFAA al fine
di immergere completamente la fibra nel sistemeaesdk-reagente e garantire un
contatto omogeneo con tutta la fibra.

Il materiale ottenuto € stato filtrato, lavato atere etilico e essiccato sotto vuoto
a temperatura ambiente per 20h. Tracce di TFA eeetdilico presenti sul
prodotto vengono rimosse essiccando sotto vuo&DaClper 40 minuf.

Il legame estereo del derivato trifluoroacetico anfermato da analisi FT-IR
(schema 3.2) con la presenza del picco carattaristi stretching C=0 a 1786
cm®.
3.1.2 Sintesi dell’'eptafluorobutirrato di fibra djinestra (3)

Questo derivato e stato ottenuto mediante la proeedportata nel precedente
paragrafo, impiegando acido eptafluorobutirrico BAL: 20 ml), anidride
eptafluorobutirrica (HFBAA, 10 ml) e quantita cétiehe di acido solforico.
L’'analisi FT-IR conferma la presenza del legameerest del derivato
eptafluorobutirrico. Lo spettro IR non riportato @danalogo allo spettro del

derivato2.

3.1.3 Sintesi dell'acrilato di fibra di ginestra §4

Ad un sistema eterogeneo di fibre di ginestra ¢).1n 50 ml DMA e 3.3 g di
LiCl " in presenza di piridind, mantenuto in atmosfera inerte, & stato aggiunto
cloruro di acriloile (5 ml) in 30 min., e lasciasmtto agitazione a temperatura
ambiente per 1 notte. Dopo successiva agitazi@®@ per 6 h, il prodotto viene

filtrato, lavato con metanolo e piu volte con efanessiccato a 50°C sotto vuoto.
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L’analisi FT-IR conferma il legame estereo del datd acrilico (schema 3.2), con

la presenza del picco a 1729 tutella vibrazione di stretching C=0 dell’estere.

3.1.4 Sintesi del vinilbenzoato di fibra di gineat(5)

Il tionilcloruro (14.6 ml) é stato aggiunto a 1@&di acido 4-vinilbenzoico e la
miscela é stata agitata a 40°C per 2h. |l resid 0L € stato rimosso mediante
distillazione a pressione ridotta, mentre il p-laenzoilcloruro (6.2 g) € stato
raccolto ad una temperatura di 81°C e pressior tdrr. Quindi, alla fibra di
ginestra (0.8 g) posta in DMA/LIC] (36 ml/2.4 g) e 7 ml di piridina anidra, &
stato aggiunto il p-vinilbenzoilcloruro (5.2 g). $istema eterogeneo si lascia
reagire sotto agitazione per una notte e, sucassinte, per altre 6h a 30°C.
Dopo aggiunta di metanolo e lavaggi con etanol@rddotto & stato filtrato ed
essiccato a 50°C sotto vuoto. Il legame estereoddelato € confermato da
analisi FT-IR (schema 3.2) con il picco a 1722 araratteristico della vibrazione
del carbonile dell’estere. La presenza di picchi 3000 crit e 3100 crt &

assegnata alla vibrazione dei C-H aromatici.

3.1.5 Sintesi del vinilbenzil etere di fibra di gistra (6)

La reazione di eterificazione é stata realizzataiarge trattamento della fibra
(2.1 g), sospesa in una soluzione di DMA/LICI (50318 ¢), con 8.5 ml di
4-vinilbenzilcloruro in DMAJLICI e piridina anidrd, mantenendo la miscela sotto
agitazione a 25°C per 70h e a 30°C per 6h. Dopauatggdi metanolo e molti
lavaggi con etanolo, il prodotto e stato filtratd e@ssiccato a 50°C sotto vuoto.
L'analisi FT-IR conferma la presenza del gruppailido con il segnale di
stretching a 1655 cm (schema 3.2). La presenza di picchi tra 3000en8100

cm* & assegnata alla vibrazione dei C-H aromatici.

3.1.6 Sintesi del coniugato fibra ossidata- amminetitstirene (7)

La fibra di ginestra ossidat® (0.8 g equivalenti a 2.3 mmol/g COOH, il cui
contenuto dei gruppi carbossilici & stato determimaediante assorbimento di blu
di metilene*™ 3 & stata posta a reagire con 1.2 g di 4-aminostie¢ihe cloridrato

(AMS), in presenza dell’'agente condensante dicsiloarbodiimmide (DCC, 1.6
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g), sotto agitazione a temperatura ambiéhté’andamento della reazione & stato
monitorato mediante analisi HPLC della concentnagialel reagente AMS nel
mezzo di reazione.

Dopo filtrazione e lavaggio con metanolo, il prddoé stato essiccato a 50°C
sotto vuoto.

L’analisi FT-IR conferma il legame ammidico del idato con il picco a 1732
cm?, caratteristico dello stretching C=0 ammidico ol 3.2). La presenza di

picchi tra 3000 cr e 3100 crit & assegnata alla vibrazione dei C-H aromatici.
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Schema 3.1. Funzionalizzazione della cellulosa darfa di ginestra ad eteri, esteri ed
ammidi.
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3.2 Analisi quantitativa dei gruppi esterei dei deati 2-5 (DS).

Tra i principali metodi di preparazione di derivedillulosici, con sostituenti legati
mediante legame covalente, vi € la completa o parzsterificazione dei gruppi
ossidrilici. Una completa funzionalizzazione dititut gruppi ossidrilici della
cellulosa & piu una eccezione che una regola, maggior parte dei prodotti
presentano una grande quantita di gruppi ossidiittieri. Quindi, I'informazione
sul rendimento della reazione e sulla distribuziahe sostituenti € molto
importante ed é caratterizzata dal grado di sastitie (DS) che € compreso tra 0
e 3 e determina il numero medio dei gruppi ossdirinodificati per unita
anidroglucosidica (AGU).

Il DS e stato determinato facendo reagire 50 mgashpione in 5 ml di una
soluzione etanolica di NaOH 0.25 M a riflusso péh.1L’eccesso di soda € stato
determinato mediante titolazione con HCI 0.1 N guhto equivalente). Le moli
di acido usate tra il 1° e il 2° punto equivaleatgrispondono alle moli di estere

liberto. Il DS é stato calcolato secondo I'equagi@il.:

MM glucoseunit
gsample/nfreeester) - (MM freeester MM HZO)

DS= ( Equazione 3.1

N free ester=(V 2cep~ V1cep) * [HCI]; MM giucose unit Massa molecolare dell'unita glucosidica;
0 sample P€SO0 del CampioNeT see esier MOl di estere liberodMM fee esier: Massa molecolare di estere

libero; MM y,0: massa molecolare di acqua

Nella tabella 3.1 sono riportate le medie dei valoDS (misura in triplicato) dei

derivati esterei della fibra.

Tabella 3.1

Campione DS

0.82+0.09
0.37+0.05
1.70+0.10
0.71+0.07

abrwnN
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3.3 Determinazione del contenuto dei gruppi Vviniti®lico e
amminometilstirene dei derivati 6 e 7

Un metodo classico per ottenere informazioni sulppo vinilico é la
determinazione del numero di iodid | derivati 6 e 7 sono stati fatti reagire
separatamente con un eccesso di una soluziondidinmonocloruro (reagente di
Wijs) sotto controllate condizioni, in modo da adnare quantitativamente gl
alogeni al gruppo vinilico. La quantita di alogemin reagiti & stata determinata
tramite titolazione con tiosolfato. Il numero ddio, definito come i grammi di

alogeno assorbiti dai derivati, & stato determisatmndo I'equazione 3.2:

_ (bianco titolato — campione titolato, ml)(0,01268)0)
peso campione, g

n. iodio

0,01269 = g iodio titolati da 1ml di tiosolfato QML
Equazione 3.2

Nella tabella 3.2sono riportate le medie dei valori (misura in idpto)

determinati per i derivati della fibge7.

Tabella 3.2
Campione  n.iodio lodio/massa campione
(mmol/g)
6 17 0.65+0.05
7 26 0.98+0.06

3.4 Copolimerizzazione delle fibre di ginestra

La polimerizzazione é stata eseguita sul derivatdli@ 4, utilizzando N,N-
dimetilformammide (DMF) come solvente, azobisisaibanitrile (AIBN) come
iniziatore di polimerizzazione radicalica, N,N- ditilacrilammide (DMAA) o
stirene come comonomeér, lavorando in eccesso e in quantitd stechiomettica
comonomero. | materiali copolomerizzati con DMAAnsostati filtrati e lavati
inizialmente con acqua, per eliminare tracce di @oomero, e successivamente

con acetone. Al contrario, quelli copolimerizzatonc stirene sono stati
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inizialmente lavati con n-esano e successivamenieacetone. La preparazione
dei copolimeri dei derivab, 6e 7 e ancora in fase di studio.

Le condizioni sperimentali delle reazioni di copudirizzazione sono riportate
nella tabella 3.3.

Tabella 3.3

Derivato Comonomero Comonomero Iniziatore Solvente  Solventi di lavaggio
4 DMAA Stirene AIBN DMF H,0O n- acetone
) (9 ) (9) (m)  (ml) esano (ml)

(mi)

1.0 0.46 - 0.01 25.0 3x20 - 3x20
0.57 9.62 - 0.30 " 3x300 - 3x300
0.50 - 0.5 0.01 " - 3x20  3x20
0.51 - 7.13 0.22 " - 3x300 3x300

3.5 Microscopia ottica ad alta risoluzione e micompia a scansione elettronica
(SEM)

La caratterizzazione della superficie delle fibopaimerizzate e stata effettuata
inizialmente mediante indagine al microscopio otéd alta risoluzione (fig. 3.3).
L’analisi morfologica delle fibre é stata, inolt@seguita mediante microscopia a
scansione elettronica (SEM) che e la piu diffusa l& tecniche analitiche di
indagine superficiale. Questa tecnica, che fornist® immagine tridimensionale
delle caratteristiche superficiali, illustra chiar@nte, come il microscopio ottico,
che la superficie della fibra di ginestra non reagiig 3.4a) € meno omogenea di
quella copolimerizzata con quantita stechiometrdtiaDMAA (fig 3.4b) e
copolimerizzata con eccesso di DMAA (fig 3.4c). ffutlerivati hanno un aspetto
fibroso ed una superficie liscia paragonati a guedlle fibre non trattate. Le fibre
di ginestra acrilate e copolomerizzate con DMAAnm@ fornito un materiale che
mantiene la sua natura fibrosa ma ricoperto dilongolimerico.

Le micrografie delle fibre acrilate e copolimeriizaon eccesso e con quantita
stechiometrica di DMAA mostrano quanto finora dssu

30



Fig. 3.3. Micrografia ottica di fibra di ginestra acrilata copolimerizzata con a)
guantita stechiometrica di DMAA,; b) eccesso di DMAA

Fig. 3.4. SEM di fibra di ginestra: a) non reagita; b) copolimerizzata con quantita
stechiometrica di DMAA, c) copolimerizzata con eccesso di DMAA

Analogamente, la copolimerizzazione con quantitairaglare e in eccesso di
stirene ha fornito materiali fibrosi ricoperti drati polimerici di vario spessore,
che sono funzione della quantita di comonomerdzatita.

Sono in corso studi analoghi sulle fibre funziorzdite con gruppi stireniéie 6e

copolimerizzati con quantita equimolare ed eccesstirene.
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3.6 Analisi termogravimetrica dei derivati 2,3

Nell’analisi termogravimetrica (TGA) e riportata lperdita di massa di un
campione in funzione dell'incremento della temperat L'analisi TGA e stata
condotta riscaldando 5 mg dei campi@re 3 da 30°C a 600°C ad una velocita di
10°C/min, sotto un flusso di ossigeno di 30 ml/nhilesperimento € stato ripetuto
in doppio. Queste condizioni operative permettamatludio della degradazione
termo-ossidativa delle fibre di ginestra modificaten composti ritardanti di
flamma come gli acidi trifluoroacetico ed eptaflobutirrico. Nella figura 3.5
sono riportati i grafici relativi alla perdita diepo (fig. superiore) e la
corrispondente velocita di perdita di peso (fidefiore). La degradazione termo-
ossidativa della fibra non derivatizzata (curvangro) avviene in due stadi: il
primo di volatilizzazione tra 225°C e 400°C, conauwmelocita massima di
decomposizione a 357°C, che lascia un residuo narbo del 60% circalella
massa iniziale, mentre nel secondo stadio tra 4¥)%20°C, con una velocita
massima di decomposizione a 474°C, il residuo epdetaimente volatilizzato.

Il trattamento delle fibre con acidi polifluorurathodifica il comportamento
termo-ossidativo delle fibre di ginestra. Analogaieealla fibra non derivatizzata,
la perdita di peso per la fibra derivatizzata coid@ eptafluorobutiric@® (curva in
rosso) avviene in due stadi ben separati: il prémgpostato ad una temperatura
minore di velocita massima di decomposizione (3)9f@ntre il secondo stadio
avviene bruscamente come evidenziato dalla curdla delocita di perdita di
peso.

La fibra derivatizzata con acido trifluoroaceti2o(curva in verde) presenta tre
stadi di perdita di peso: i primi due, parzialmest&rapposti, da 225°C a 370°C
con velocita massima di 286°C e 306°C, il terza388°C a 420°C con velocita
massima di 405°C.

Il rilascio di alogeno derivati, che &€ fondamentaé& meccanismo di azione dei
ritardanti di fiamma a base di alogentftipuod spiegare la ridotta stabilita termica
delle fibre derivatizzate, evidenziata dallo sposato a piu basse temperature
dei primi stadi relativi alla perdita di peso. @Gltimi stadi di perdita di peso, a
474°C per3d e a 405°C pee rispettivamente, possono essere causati da uthorapi

collasso dello strato carbonioso protettivo formatorante i primi stadi di
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degradazione termo-ossidativa delle fibre chimicamemodificate, seguiti da
brusca ossidazione del residuo organico. Per cordpre pienamente il
meccanismo di degradazione chimica che porta apoot@menti termo-ossidativi
osservati, € necessario uno studio piu approfondito

00 -
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Fig. 3.5. Curve di analisi termogravimetrica(a) e derivata (b) di fibre di ginestra e
fibre funzionalizzate con acidi trifluoroacetico edeptafluorobutirrico

3.7 Conclusioni

Sono stati preparati derivati da fibre di ginestnatroducendo gruppi
polimerizzabili o residui polialogenati sulle fibpretrattate. La formazione di
tutti i derivati sintetizzati € stata confermataagtalisi spettroscopica FT-IR.

La stabilita termica dei materiali fluorurati e tetavalutata mediante TGA, i cui
risultati suggeriscono che la presenza degli atahifluoro modifica la

decomposizione termica delle fibre di ginestra.dirinuita inflammabilita delle
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fibore modificate con acido trifluoroacetico in comito al derivato
eptafluorobutirrico & principalmente attribuibil@#ferenti DS.

Relativamente alle fibre di ginestra derivatizzaten gruppi polimerizzabili, la
scelta di usare monomeri acrilamidici o stirenigtata dettata dalla necessita di
avere sulla superficie uno strato idrofilo o lipofi covalentemente legato alla
fibra. Con questa modifica, la fibra puo esseréizatita come riempimento in
materiali polimerici compositi che dovrebbero mastruna maggiore resistenza
di quelli realizzati con fibre non trattate.

L'idea e quella di realizzare, in futuro, derivfitiorurati da funzionalizzare con
gruppi polimerizzabili, in modo da ottenere matenlimerizzabili e alogenati,
quindi scarsamente infiammabili (fig. 3.6). Questiovi materiali, interamente
ottenuti da fonti rinnovabili, potrebbero esserdiaziati in agricoltura, nella
realizzazione di cordame o di confezioni di prodaedturali, oppure rimpiazzare i
contenitori a base di allumini&’*® usati nel confezionamento degli alimenti.
Infatti, I'lstituto Nazionale della Nutrizione, cheppartiene al Concilio Indiano
della Ricerca Medica, ha concluso che l'alluminioygniente da molti sorgenti &
all'origine di effetti nocivi sulla salute umanan modo particolare, I'alluminio
puo contribuire in modo significativo allo svilupplb malattie come I'Alzheimer

ed altri disturbi di natura nervosa

]

= ==
- =
| (J-cracR
i
—0—(CF,},CF3 =

Fig. 3.6. lllustrazione schematica di fibre alogerta e polimerizzate

Broom fibre
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Capitolo 4

Sistemi polimerici per rilascio di farmaci: i profarmaci

Introduzione

Negli ultimi anni, la ricerca nel settore farmacgeaitha focalizzato I'attenzione sullo
sviluppo di nuovi sistemi in grado di veicolardafrmaco nell’'organismo e rilasciarlo
in quantita e velocita controllata.

L’obiettivo principale € quello di migliorare I'edfto terapeutico di un farmaco
indirizzandolo esclusivamente verso I'organo o itb srecettoriale con dosaggio
adeguato e per il tempo necessario ad esplicawlazione.

4.1 Drug Delivery Systems (DDS)

In una terapia convenzionale il farmaco, nell'oppostuforma farmaceutica, e
somministrato attraverso un applicazione non spegitioé che non interessa il sito
in cui il farmaco deve agire, e periodica, cioéetyga piu volte nella giornata e ad
intervalli regolari. Quindi il farmaco, dopo somnstrazione, sara presente non solo
nel sito d'azione, ma sara trasportato dal fluseateo anche in altri tessuti. Questa
distribuzione incontrollata nell'organismo pud @we ad una diminuzione
dell'azione terapeutica e contemporaneamente puliogo ad effetti collaterali.
Nell'intento di ridurre la tossicita delle terapi@dizionalf, la ricerca si & orientata
verso l'utilizzo di sistemi a rilascio di farmaddiug Delivery Systems, DDS), forme
farmaceutiche in cui il farmaco viene miscelatmooirporato in prodotti, in genere
matrici polimeriche di origine naturale e sinteficdbiodegradabili e non
biodegradabili, che veicolano e rilasciano in mammtrollato il farmaco. Questi
sistemi, grazie alle loro proprieta intrinsechemauatano I'efficienza terapeutica del
farmaco mediante meccanismi che ne modificano lamdaocinetica, mediante un
rilascio al sito attivo specifico e la proteziorsd thrmaco da reazioni di degradazione
metabolica, permettendo anche la somministrazion@ridcipi attivi con breve

emivita o farmaci che danno luogo a effetti secongl#éossici di notevole entita.
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Ogni farmaco svolge la sua azione entro una detatai finestra terapeutica.
Somministrando forme farmaceutiche convenzionalg Wariazioni delle
concentrazioni plasmatiche, dopo somministrazioniddsi singole, seguono un
andamento pulsato con indesiderate punte di massiol® superano la
concentrazione minima tossica (CMT), oltre la qusilepossono verificare degli
effetti collaterali, e punte di minimo, inferiorila concentrazione minima efficace
(CME), in cui il farmaco non ha effetto.

Pertanto, al fine di mantenere un adeguato livédcapeutico, nelle classiche
somministrazioni di farmaci per via orale, parealero endovena, € necessario
aumentare la frequenza di somministrazione deldam{figura 4.1). Si raggiungono
cosi elevati livelli di concentrazione ematica dmconveniente dell'instaurarsi di

effetti collaterali.

CMT

T . A == = e

fiaestra
terapeutica

CME

Concentramions plasmatica

tempo

Figura 4.1. Andamento della concentrazione plasmatica del farmaco nelle terapie

tradizionali

| sistemi a rilascio controllato possono mantergengcentrazioni ottimali di farmaco
nel plasma, attraverso un rilascio con cineticardine zero o0 assai prossima, senza
apprezzabili fluttuazioni ed eliminando la necesslt somministrazioni ripetute di

singole dosi (figura 4.2).
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Figura 4.2. Andamento della concentrazione plasmatica del far maco nelle terapie con

DDS (linea nera) vsterapietradizionali (linea rossa)

Inoltre, questi sistemi possono localizzare ilsti@ del farmaco in un determinato
compartimento del corpo, migliorandone l'azioneigucendo gli effetti collaterali
dovuti ad elevati livelli sistemici, possono pragege principi attivi facilmente
degradabili e migliorare leompliance del paziente.

4.2 Profarmaci

Una molecola farmacologicamente attiva, benchétalala caratteristiche idonee a
produrre una certa risposta terapeutica, non nagasgente possiede le migliori
proprieta connesse alla sua struttura molecolaregsere trasportata intatta dal sito
di somministrazione al suo sito di azione. Geneeali® solo una piccola frazione
della dose somministrata raggiunge il sito bersagli poiché la maggior parte del
farmaco é libera di interagire con altri sistengetoriali presenti in altri siti non-
bersaglio, una limitata efficacia € il rischio miapspesso associato all'insorgenza di
effetti collaterali.
Sulla base di questa osservazione, per cercarglididuare una soluzione adattabile
alle lavorazioni tecnologiche di sostanze farmachat la ricerca si € orientata ai
profarmaci.

Il termine profarmaco pfo-drug) definisce un composto non dotato di una sua

intrinseca attivita farmacologica ma che diventdéivat dopo aver subito una
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biotrasformazione, di tipo chimico od enzimatical sito bersaglio. Il profarmaco
costituisce pertanto il precursore del farmacopragentato dal suo metabolita.
Dal punto di vista strutturale e funzionale, leataristiche di un profarmaco possono
essere cosi riassunte:
2 la parte attiva del profarmaco e legata ad un grupettore temporaneo
attraverso un legame covalente, degradabile in \dttcaverso una reazione
chimica o enzimatica;
2 il profarmaco e farmacologicamente inattivo o maft@no attivo del suo
prodotto di scissione metabolica o idrolitica;
2 il gruppo vettore, dopo la scissione, non deve gusie una propria attivita o

tossicita.

farmaco

. somminfgtrazione .

ﬁ%-*ﬁ-*ﬁ-p

gruppoe
vettore

Figura 4.3. Rappresentazione schematica del meccanismo di azionedi un

profar maco

4.3 Profarmaci polimerici

Tradizionalmente, i profarmaci sono stati utilizza¢r aumentare la solubilita dei
farmaci, migliorarne le proprieta di trasporto esngntarne la stabilita. |1 profarmaci
polimerici, sistemi in cui il farmaco e ancorato ada matrice polimerica, oltre a
queste caratteristiche presentano il vantaggio rdiupgare e mirare il rilascio
mediante meccanismi che alterano la farmacocineticaigliorano la specificita al
sito attivo. | principi e le potenziali applicaziodi tali sistemi, soprattutto in
chemioterapia, sono state recentemente stddiaté

Molti materiali polimerici possono essere utilizzatome composti ad attivita

terapeutica intrinseca o coroarrier, cioé come molecole in grado di trasportare un
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farmaco e indirizzarlo verso un sito specificoolimeri usati per la realizzazione di
tali sistemi devono essere chimicamente inerti, @evono influenzare I'attivita del
farmaco ma devono proteggerlo da possibili alterdzchimiche e/o enzimatiche,
devono essere biocompatibili e devono contenengpgfunzionali che permettano la
coniugazione chimica con il farmaco. Inoltre, digolimero che i suoi prodotti di
degradazione devono essere non tossici, non cayweroe non teratogeni,
immunocompatibili, e metabolizzati o escreti daipm

Un modello semplificato di un coniugato polimeroafi@co usato in molti
studi"®91% (fig. 4.4) consiste di un polimercarrier che porta sulla sua catena
laterale il farmaco ed una molecola che ha la fumzidi riconoscere il sito bersaglio
(homing device). Il carrier puo essere un polimero biodegradabile o inerte feahma
lo scheletro del sistema e protegge il farmacoadacv reazioni che lo degradano.

Biodegradable

Polvimer carrier

Homing device

Figura 4.4. Schema di un profarmaco polimerico

Il farmaco pud essere attaccatocatrier mediante uno spaziatore suscettibile a
degradazione enzimatica o idrolitica. La sceltarappata dello spaziatore permette
di controllare il sito e la velocita di rilascioldarmaco dal sistema e, quindi, la sua
attivazioné?. Il sito del rilascio del farmaco pud essere imoltontrollato da
un’opportuna scelta defloming device, per esempio un anticorpo che riconosce
come sito bersaglio gli specifici recettori nelpar

| polimeri utilizzabili per la preparazione di pasfnaci polimerici possono essere

classificati in base alla loro origine (naturalesiatetica), natura chimica (polimeri
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vinilici, acrilici, polisaccaridi, poliamminoacidiecc.) e alla loro stabilita strutturale
(stabili o biodegradabili. E’ stata studiata urpgnvarieta di polimeri, naturali e
sintetici, come albumina, chitina, destrano, pdéaglicole, acido poligalatturonico,
poli(N-(2-idrossipropilmetacrilammide- vinilpirol@he)) copolimero, acido poli(L-
aspartico), poli(L-lisina), poli(idrossietil-L-glatnina), acido poli(a-L-glutammico),
poli(stirene-anidridemaleica) copoliméfp  utilizzabili come  carrier
macromolecolari. Anche se molti di questi sistennics stati testati clinicamenife”™
con ottimi risultati, soprattutto nelle terapieiumorali'®, la ricerca continua verso la
sperimentazione di nuovicarrier macromolecolari per realizzare profarmaci
polimerici.
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Capitolo 5

Sintes e caratterizzazione di un profarmaco a base di cellulosa

Introduzione

Molti polimeri naturali, polisaccaridi come destoannulina e chitosano, proteine
come albumina serica boviha umana, tranferrina e glicoproteine, sono largaene
utilizzati nella realizzazione di DDS, quali matiieerti nei confronti del farmaco che
devono trasportafé*>

| vantaggi di utilizzare comearrier le macromolecole naturali sono dovuti alla loro
bassa tossicita, biodegradabilita e maggiore dibgia rispetto ai polimeri sintetici.
Inoltre, poiché presentano un elevato potenzialaatiumulo passivo in organi e
tessuti tumorali, conosciuto come effetto EPR’ (migliorata permeabilita e
ritenzione), pur non mostrando specificita ai rewetelle cellule tumorali, i polimeri
naturali sono molto utilizzati come matrici perlizzare profarmaci chemioterapici.
La scelta della cellulosa come matrice polimericstata guidata dal fatto che e |l
polimero piu abbondante in natura ed i suoi derivigultano biocompatibili con
tessuti e sangue, non tos§i@d ottenibili ad un costo relativamente basso.

Da ricerca bibliografica risulta che Ietilcellulms(EC) e spesso utilizzata come
matrice per forme di dosaggio a rilascio prolunyatanentre derivati come
metilcellulosa, sodio carbossimetil cellulosa (NaCMe idrossipropil metilcellulosa
(HPMC) risultano essere polimeri mucoade3jviproprieta interessante nella
progettazione di DDS che migliora ed aumenta ladibmonibilita di un farmaco
mediante un maggiore contatto fisico e prolungael tempo tra la forma
farmaceutica e la superficie di assorbimé&htinoltre, derivati della cellulosa con
gruppi amminici terziari, idrosolubili, sono staperimentati per il rilascio controllato
di farmaci a carattere acido e non ionico, utilira come mezzo di rilascio succhi
gastrici e intestino artificialf, mentre la 6-carbossicellulosa & stata utilizzatae
carrier per realizzare un profarmaco di farmaci ammfnici
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5.1 Profarmaco a base di cellulosa

Nel presente capitolo verranno descritte le reazienessarie alla realizzazione di un
carrier polimerico a base di cellulosa, su cui si pud sssivamente ancorare un
farmaco e studiarne il rilascio.

L'attivazione del farmaco da ancorare al polimeraene mediante un modello che
prevede una 1,4- oppure 1,6- benzil eliminazidmé HX. Il gruppo X & un buon
gruppo uscente (come un alogenuro, un carbossiat@nione carbammato, ecc.) e
viene eliminato velocemente, in ambiente debolmbaseco, dalla porzione benzilica
che porta un sostituente fortemente elettrondoedigmuppoorto- o para- ossidrile
oppureorto- o para -amminico), formando un quinone metide o un chimonine
metide.

Nello specifico, il polimero e il farmaco sono léigmediante uno spaziatore, un
idrossibenzil alcol che, dopo idrolisi enzimatica chimica del legame con |l
polimero, libera il farmaco mediante una veloce ategosizione molecolaté
secondo il seguente schema:

o
0O
Pol)Lo CH.X base or _q m C
2 . o CH,—OCNHR,
rate determining \_)
stey

[
e.g.. X =—0OCNHR
1,4- BenzilElimination| (rapid)

‘OHZ ‘OHZ
HO‘@CHZOH + CO, + RNH,

(drug)

Schema 5.1. Modello 1,4- Benzil Eliminazione.
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In letteratura sono riportati studi in vivo che texXmano che il residuo chinonico,
generato durante la rottura del profarmaco, risatibg@sico.

5.1.1 Sintesi della 6-carbossicellulosa (1)

Sulla base di questo modello, la cellulosa e staiaialmente funzionalizzata
mediante reazione di ossidazione dellOH prim&rid ottenendo la 6-
carbossicellulosa, un derivato biocompatibile ebswrbibile (schema 5.2):

oH
OH
Q  Ho o~ NNO/HPO,  Hooo OH
VY o 0 o
o 5°/-10°C, 10h o
oH
@

Schema 5.2. Reazione di ossidazione della callulosa

L’analisi FT-IR conferma la presenza del gruppoboasilico nel derivato con il
picco a 1734 ¢, caratteristico dello stretching C=0 dell’aniomehssilato.

Il contenuto dei gruppi carbossilici e stato deteato mediante assorbimento di blu
di metilené®*

5.1.2 Sintesi del coniugato cellulosa- spaziatore benzlico (3)

La funzione carbossilica inserita sulla catenaadekllulosa e stata sfruttata per
realizzare un legame estereo tra il polimero epbzmtore.

In ambiente basico, un anione fenolato ha un @mattucleofilo maggiore rispetto ad
un gruppo alcolico primario benzilico. Quindi, caleyando come reagente il
4-idrossibenzilalcof2), la reazione di acilazione con la 6-carbossicedlale favorita
sul gruppo OH fenolico e permette di ottenere €estidrolizzabile secondo il
modello BE (schema 5.3). L'uso di un largo ecceadmslocomponente fenolico guida
selettivamente la reazione tra I'acil e la porzione fenolica d€R), mentre se si
conduce la reazione con quantita equimolare deiger#a si ottiene una
bifunzionalizzazione dei due gruppi OH ed una niadeentrambi i tipi di esteri.
0,50 g di 6-carbossicellulosa (equivalenti a 0,28afig COOH) e stata posta a
reagire con 0,60 di 4-idrossibenzilalcol, usando un equivalente ssoedell’agente
condensante dicicloesilcarbodiimmide (DCC, 1,00 ig),presenza della base 4-
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dimetilaminopiridina (DMAP, 0,59 g), mantenendasi$tema sotto agitazione in 40
ml cloruro di metilene anidro e a riflusso per 24 h

HOOC o bee o o—< >—CH20H
! DMAP dry o)
HO O + Ho CH,OH
OH 2 —— - HO O“~~\

CH,Cl,dry OH
(1) 2 riflusso <)

Schema b5.3. Reazione di esterificazione dedla 6-carbossicdlulosa con 4-
idr ossibenzilal col

Il prodotto (3) & stato filtrato e lavato con 3 porzioni da 50 mintetanolo, per
eliminare I'eccesso del reagen® e della DCC non reagiti. Il prodotto umido &
stato, quindi, essiccato a 50°C sotto vuoto e tm@ratato mediante analisi FT-IR,
che conferma la presenza del gruppo estereo aayiiale di stretching a 1734 ¢m
(schema 5.4):

60

L 1 . 1 . .
10
4000 3000 2000 1000 400
Wyavenumber [cm-1]

Schema 5.4. Spettro FT-IR del coniugato cellulosa- spaziatore benzilico (3)
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Il gruppo OH-benzilico libero sullo spaziatore € gito reattivo su cui si puo
facilmente ancorare un farmaco modello mediantartegli vario tipo (etere, estere,

carbammato, ecc...).

5.2 Conclusioni

Lo studio del modello della Benzil-Eliminazione (BEa permesso di realizzare, in
guesto lavoro preliminare, uearrier a base di cellulosa da utilizzare nella
progettazione di profarmaci. In futuro, si posscstadiare e progettare sistemi
analoghi che abbiano una determinata velocita dligd variando la natura del
legame polimero-spaziatore ed usando spaziatodilm@ncon maggiore ingombro
sterico. Questo approccio offre un grande vantaggglla sperimentazione e
realizzazione di DDS che siano in grado di rilasciana gran varieta di farmaci

tramite una farmacocinetica ottimale.
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Capitolo 6

Attivita degli antiossidanti

Introduzione

Fisiologicamente dalle normali funzioni metabolicigoroducono dei metaboliti
di scarto che possono essere, per la loro elevtitda estremamente dannosi a
livello cellulare.

E’ stato dimostrato che specie pericolose, queddicali liberi, sono alla base di
numerose patologie. Una loro limitata e fisiologpraduzione & controbilanciata
da sistemi altamente specializzati, in grado dictdoe la loro reattivita o
facilitarne la rimozione. A volte pero I'equilibripersistente fra radicali liberi e
“sistemi difensivi” pende a favore dei primi, sojudto in particolari condizioni
come lo stress ossidativo.

La possibilita di introdurre, con fonti esogene,mgmsti antiossidanti puo
garantire il ripristino del perduto equilibrio penendo, cosi, condizioni di stress
ossidativo e le varie patologie ad esso correl&atgroprio per questo che negli
ultimi anni si sta manifestando un interesse senmpaggiore nei confronti di
varie classi di antiossidanti come acido ascorbitagoferolo, carotenoidi,
polifenoli, la cui presenza nell’alimentazione ddi@na fa presumere un ruolo
protettivo nei confronti della salute umana. Talstanze infatti, oltre a essere
dotate di proprietd fotoprotettiva cutanea, sonogmado di contrastare la
sovrapproduzione delle specie reattive dell’ossagenlei radicali liberi, derivanti
dall’eccessiva esposizione a raggi UV, e di riddagyravita dei danni da essi
indotti.

Nella cute, il fenomeno assume una particolar@aiiea poiché viene accelerato
il processo di invecchiamento con gravi alterazsginitturali, sia a livello estetico
che funzionale. L’'applicazione topica di antiossiilasembra rappresentare
un’efficace strategia per proteggere la pelle @ainil ossidativi cui & sottoposta.
L'utilizzo di tali sostanze e stato, per diversmfm, limitato a causa della loro
foto- e termo sensibilita. Oggi, fortunatamentesicavvale di forme cosmetiche

che permettono di veicolare, rilasciare e assieueastabilita del principio attivo.
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6.1 | radicali liberi
C’e un crescente interesse verso i radicali libetla ricerca biomedica, poiché

tali molecole, se non efficacemente contrastatée ddifese antiossidanti, sono
coinvolte in una serie veramente copiosa di patelogdalla semplice
inflammazione alla diminuita resistenza alle inéegj all'invecchiamento,
all'aterosclerosi, al cancro.

| radicali liberi sono molecole altamente instghii quanto possiedono solo un
elettrone invece di due (figura 6.1). Questo litpoa ricercare un equilibrio
appropriandosi dell’elettrone di altre molecole derguali vengono in contatto,
molecole che divengono instabili e che a loro voltarcano un elettrone e cosi
via, innescando un meccanismo di reazioni a catema&elocita e la selettivita di

queste reazioni dipendono dalla concentrazioneadiétale e dal sua stabilita.

T T
i

g q.i?,.g;"-i__ _ 00

10,10

Figura 6.1 Reazione a catena dei radicali liberi

La vita media di un radicale biologicamente at@évdell’ordine dei microsecondi.
In quest’arco di tempo, i radicali liberi reagisconon le molecole biologiche
(proteine, lipidi, DNA) e con le membrane cellujatanneggiandote

Le reazioni dei radicali liberi possono essere difmgte in: interazioni
intramolecolari, quando il radicale va incontro aecdmposizione o0
riarrangiamento prima di reagire con altre molecaleterazioni radicale-

molecola, quando il radicale interagisce con uresia insaturo (olefinico o
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aromatico); interazioni radicale-radicale, quaridadlicale & coinvolto in reazioni
di dimerizzazione o di disproporziche

Una delle reazioni radicaliche di maggiore integessjuella a danno dei lipidi, o
meglio conosciuta come perossidazione lipidica st 6.1). Gli acidi grassi
poliinsaturi, quali I'acido linoleico, linolenico arachidonico presenti nei sistemi
biologici in forma di esteri con fosfolipidi, trigleridi e colesterolo, sono

maggiormente coinvolti in questo meccanismo osisidat

M~ A

Malondialdehyde Endoperoxide Hydroperoxide
ROOH

Schema 6.1 Perossidazione lipidica

Nel primo passaggio, un atomo di idrogeno € saotiratall’acido grasso
poliinsaturo per I'azione dei ROS {Xgenerati nel sistema biologico ad opera di
iniziatori  radicalici  2,2-azobis(2-ammidinopropano)(AAPH) e terz-
butilidroperossido (TBOOH), o mediante reazioni atiarate da metalli di
transizione come ad esempio rame e ferro. Nel proaso, la presenza dell’
AAPH o del TBOOH permette una costante produzioneadicali liberi; nel
secondo, I'azione dei metalli di transizione prexech ciclo redox del metallo
catalizzatore.

Il radicale alchilico (R generato reagisce con I'ossigeno molecolare edarm
radicale perossilico (ROpDche pud successivamente strappare un idrogeno da
un’altra molecola di acido grasso generando lidrogsido corrispondente
(ROOH) ed un nuovo radicale alchilico-JRQueste ultime due reazioni a catena
rappresentano la fase di propagazione della petazssne lipidica.

L’idroperossido degrada successivamente in framimgnt piccoli: i radicali

alcossilici (RO) e le aldeidi.
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L’esposizione delle cellule alle aldeidi pud detigrane inibizione della crescita,
alterazioni delle attivita enzimatiche e inibiziodella sintesi proteica. Questi
effetti sono il risultato delle proprieta altamemgcleofile della aldeidi capaci di

reagire con siti elettrofilici, quali i gruppi amnici e tiolici di enzimi e proteine.

6.2 Radicali liberi di interesse biologico

| radicali liberi di interesse biologico sono prlardemente derivati reattivi
dell'ossigeno (ROS) e dell'azoto (RNS), che si fano regolarmente come
risultato delle normali funzioni degli organi maegtse prodotti in eccesso o in
ambienti inappropriati, possono diventare nocivDIRe RNS sono componenti
delle cascate trasduzionali dei segnali cellularineolti, in funzioni quali la
proliferazione, linfiammazione e I'adesichel radicali liberi sono anche
normalmente prodotti dai leucociti e macrofagi ¢ihetilizzano per distruggere
gli organismi patogeni durante la fagocitosi.

In qualunque sistema biologico deve essere marttenat equilibrio tra al
formazione di ROS e RNS e la loro rimozione. Lo sspmento di questo
equilibrio verso i radicali liberi induce allo s&® ossidativi, causa di numerose

manifestazioni patologiche

antiossidanti

proossidanti'

Figura 6.2 Equilibrio tra radicali liberi e antiossidanti

Uno stress ossidativo puo determinare I'ossidazideklipidi e proteine, con
variazione nella loro struttura e nelle loro fumdjce il danneggiamento del DNA
(rottura della doppia elica, modificazione dellsibformazione di legami crociati
tra DNA e proteine) con conseguente sviluppo didrnia lista dei disordini e
delle patologie in cui sono coinvolti i radicalbdéiri comprende, oltre al cancro,

patologie del cuore e del sistema cardiocircolatofaterosclerosi), patologie
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cerebraff (morbo di Parkinson e Alzheimer), patologie oduléetinopatie,

cataratte), patologie renali (nefrotossicita autoimi), patologie del tratto

gastrointestinale (pancreatine), problemi infiamoriato autoimmuni (artrite

reumatoide), deficienza dei globuli rossi (fauvismmalaria, anemie).

‘Radicali

liberi

Lipoproteine
a bassa
densita
(LDL)

CELLULA Acidi

Acidi grassi
polinsaturi

nucleici
Patologie
varie

Proteine

Schema 6.2 Azione dei radicali liberi sulla cellula

La tabella 6.1 riporta i ROS e gli RNS piu comuoncde loro caratteristiche

principali.

Perossido di idrogeno

Acido ipocloroso
Ozono
Ossigeno singoletto
Superossido
Idrossile
Perossile, Alcossile
Monossido d’ azoto

Diossido d'azoto

Perossinitrito

H,0; Reattivita selettiva
HOCI Si forma nei neutrofili presenti nei siti di una
infiammazione
Os Determina riduzione degli antiossidanti plasmatici
Vitamina D, Vitamina E ed acido urico
o, Potente agente ossidante
‘0,° Reattivita selettiva
OH Reattivita estremamente elevata
ROO] RO’ Intermedi durante lo stadio di propagazione della
perossidazione lipidica
NO" Viene formato apartire dalla L-arginina ad opertiade
nitrossido sintasi (NOS)
NO," Si forma quando 'N&reagisce con I'Q Si trova
nell’aria inquinata e nel fumo di sigaretta
ONOCO’ Ossida i grupi SH delle proteine

Tabella 6.1: ROS e RNS di natura neutra
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6.3 Gli antiossidanti

Per antiossidante si intende una sostanza chegserype in basse concentrazioni
rispetto a quelle di un substrato ossidabile, riisoe significativamente o ne
previene l'ossidazione. Con il termine substratsidabile si intendono tutte le
sostanze presenti nei tessuti viventi e nei cireoo lipidi, proteine, carboidrati e
DNA'.

Gli antiossidanti sono ampiamente utilizzati natidustrie; oltre a essere utilizzati
come additivi per cosmetici, bevande e cibi covatie contenuto di grassi, negli
ultimi anni si & largamente sviluppato I'utilizzotdli sostanze in campo medico e
farmaceutico.

Negli organismi viventi esiste una grande varieta adtiossidanti la cui
importanza dipende dal tipo di ROS e RNS genedstbluogo, dal modo in cui &
prodotto e dall’effetto misurato. Ad esempio, sdesita la capacita di inibire la
perossidazione lipidica indotta dagli ioni ferrol pasma umano, gli agenti
protettivi piu importanti sono la ceruloplasmindadrasferrina; quando il plasma
umano, invece, € esposto al diossido di azotoudlor principale e svolto
dall’acido urico. A parita di stress ossidativo, gpbssono ottenere risultati
differenti in base all’'effetto misurato. Per esempiacido ascorbico blocca la
perossidazione lipidica dovuta al fumo di sigarette non ha effetto sul danno
che il fumo provoca sulle proteine plasmatfch®uindi, & possibile che un
antiossidante abbia effetti protettivi in un sistera dannosi in un altro: ad
esempio, l'idrossianisolo metilato & un potentebitore della perossidazione
lipidica che pero, se assunto a elevate dosi @iméntazione, pud determinare

cancro allo stomaco per danneggiamento del DNA.

6.4 Classificazione degli antiossidanti

Non esiste una vera classificazione degli antigddic ma, ai fini esemplificativi,

si possono suddividere in tre categorie:

Antiossidanti di sistemga comprendono molti oligoelementi tra cui lo zindo,

selenio, il rame e il molibdeno, che fanno partesitemi enzimatici del nostro

organismo (superossido dismutasi e glutatione pefasi);
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Antiossidanti di membrana, rappresentanti tipici di questa categoria sono le
vitamine liposolubili A ed E. La loro azione antsidante € attuata soprattutto
nelle membrane cellulari ed intracellulari, dovéeddono in modo particolare le
lipoproteine sulle quali si fissano per la lorouratlipofila;

Antiossidanti di circolo, ne fanno parte la vitamina C, il coenzima Q10, i
bioflavonoidi. Queste sostanze sono idrosolubilibéquitarie ed intercettano i

radicali che sono in circolo fungendo stavenger (che cattura i “rifiuti”).

I meccanismi d'azione dei vari antiossidanti possdifferire in composizione,
proprieta chimico-fisiche, meccanismo e sito d’aeiol principali meccanismi

d’azione sono riportati nella tabella 6.2

Meccanismo d’azione Descrizione

Agenti che formano con i metalli di transizione quessi
senza attivita redox

Inibizione della produzione . . N
di radicali liberi Agenti che formano complessi con attivita redoxahe

sono essi stessi bersaglio dei radicali liberi ptthd

Agenti che riducono la concentrazione di idroparbss

Radicali liberi relativamente stabili

Blocco o stabilizzazione

dei radicali liberi Agenti riducenti

Stabilizzanti di radicali liberi

Regolazione dell'espressione genica

Meccanismo misto

Tabella 6.2: Meccanismo d’azione degli antiossidaint

6.4.1 Agenti chelanti

A catalizzare la produzione di radicali liberi calntiiscono il rame, il ferro, e altri

metalli di transizione in forma ionica, la cui veita di reazione dipende dalla
presenza in soluzione di agenti capaci di compiesgaesti metalli. Se tali agenti

complessanti non subiscono processi ossidoridutéivconcentrazione dei metalli
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cataliticamente attivi si riduce e viene inibitaftamazione di radicali liberi: € il
caso dei complessi Cu(l)-EDTA e Fe(lll)-acido lipoio ferulicd.

Una seconda possibilita prevede la formazione di complesso metallo-
antiossidante, che non inibisce I'ossidoriduzioakrdetallo.

| radicali liberi prodotti interagiscono esclusivamte con il complessante come
nel caso della complessazione del rame da parteldemina plasmatica che
genera radicali idrossilici. Tali radicali dannegygd esclusivamente I'albimina,
preservando le lipoproteine plasmatiche e le mengbdei globuli rossi e delle
cellule endoteliali dei vasi sanguidhi

Tra i vari complessati, vestono un ruolo primariovallo biologico quei composti
capaci di complessare il ferro. Tra questi paréiowlimportanza rivestono la
deferoxamina (DFO), idrossammati, catecoli, idnaissnidoni,
amminocarbossilati e idrossicarbossilati.

La loro efficienza antiossidante, come avviene émegale per tutti gli agenti
chelanti, dipende dalla stabilita del complesso e$& formano con il metallo. Il
catione F&" grazie alla sua elevata densita di carica, puéressassificato come
una specie hard (teoria di Lewjse forma legami molto stabili con ligandi hard,
come ad esempio sistemi contenenti atomi di oseigéh contrario, il catione
Fe?*, che ha una densita di carica inferiore, preferisicelanti contenenti atomi
soft come gli atomi di azoto.

Un ideale chelante del ferro dovrebbe avere urettséfa per il ferro talmente
elevata da minimizzare la chelazione da altri catinetallici essenziali, e quindi
evitare una loro deficienza, che é causa di numepagologie. | ligandi che
preferiscono il Fe(ll) presentano un’apprezzabifénigd per gli altri cationi
bivalenti di interesse biologico, come gli ioni @u(e Zn(ll). Al contrario, i
ligandi che preferiscono il Fe(lll) sono in gengs&l selettivi. Molti cationi
trivalenti, come ad esempio Al(lll), non sono essealn per le cellule viventi e
quindi, in ambiente biologico, il Fe(lll) é pratiante il bersaglio esclusivo di
questi chelanti. | chelanti del Fe(lll) presentamehe un’apprezzabile affinita per
il Cu(ll), tuttavia questo non rappresenta un peaid perché nei sistemi biologici

il rame € legato stabilmente a diverse proteine.
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6.4.2 Radicali liberi relativamente stabili

Nel valutare gli effetti di radicali liberi stabidiulla cinetica di ossidazione é stato
possibile rilevare che, in condizione di stressdags’o moderato e in particolare
in presenza di metalli di transizione ionizzati,egti radicali possono indurre
ossidazione in seguito all'interazione con gli agidassi poliinsaturi, mentre in
condizioni di stress ossidativi elevato possonedaee i radicali liberi attivi (RO

0 ROO) formando un prodotto non radicalico(NRP)

Un importante membro di questa sottoclasse di ssitlanti € il nitrossido (NQ)

un regolatore delle patologie vascolari, il cuiegid antiossidante € la probabile
causa dellinibizione dei processi aterosclerotitiradicale nitrossido ha un
comportamento analogo a quello di altri radicdleli relativamente stabili, ma
presenta la capacita di formare, in condizioni tdéss ossidativi estremamente
elevato, il perossinitrito (ONO{ che reagisce con gli acidi grassi poliinsaturi

formando idroperossidi.

6.4.3 Agenti riducenti

Molti degli antiossidanti di origine naturali, adeanpio le vitamine C ed E, sono
agenti riducent?. Questi antiossidanti naturali (AH) possono ingé con
radicali liberi (X), formando altre specie radicaliche stabili jAequazione 6.1),

o con metalli di transizione provocandone la ridng (equazione 6.2):

AH+ X —»  XH+A equazione 6.1

AH+M™ __, A+M®D*  equazione 6.2

In condizioni di stress ossidativo elevato, quagti@acidi grassi sono esposti ad
un flusso elevato di radicali liberi, il radicalisultante (A ) puo reagire con un
radicale libero lipidico bloccandolo (equazione)6.3

X+ A » X—-A equazione 6.3

X= RO, ROO
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In queste condizioni, ogni molecola AH pud bloccdree radicali liberi: uno e

bloccato mediante la riduzione da parte dell’asiesnte, I'altro dalla reazione
con il radicale stabile formatosi dalla prima reas.. Per questo motivo, questi
antiossidanti sono in grado di inibire la perossidiae lipidica indotta sia da
metalli di transizione sia da radicali liberi.

Contrariamente, in condizioni di stress ossidathaderato, il radicale libero (A

puo indurre una reazione a catena (equazione Wdghdo da pro-ossidante:

A-+RH R AH + R
R+0, — ROO equazione 6.4
ROO + RH—» ROOH +R

Un esempio di tale comportamento puo essere rimounella vitamine E o-
tocoferolo), il cui effetto pro-ossidante e dovwdtla formazione del radicale

tocoferrile in seguito alla reazione del tocoferoém un metallo di transizione.

6.4.4Stabilizzanti di radicali liberi

Uno stabilizzante di radicali libéfi (IH) pud reagire con radicale libero X
formando con esso un radicale stabile (HiIXche, decomponendosi
spontaneamente, forma radicali\Xppure (i).

In condizioni di stress ossidativo estremamenteatte il radicale (HIX) puo
reagire con un secondo radicale)(Xon formazioni di specie non radicaliche
(NRP).

Un effetto antiossidante & stato osservato neiiditla™ che, in presenza di un
antiossidante di origine naturale, quale il tocoler manifesta potere
antiossidante a concentrazioni nanomolari. Questgportamento non puo essere
spiegato esclusivamente con la chelazione dei nheliatransizione da parte
dell'estradiolo, ma con una possibile azione siwargdell’estradiolo e del

tocoferolo nel prevenire la perossidazione.
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6.5 Antiossidanti naturali

Come gia detto, gli agenti antiossidanti riportéiequilibrio chimico nei radicali
liberi grazie alla possibilita di fornire loro gdiettroni di cui sono privi.
L’organismo umano si difende naturalmente dai m@ditberi producendo degli
antiossidanti endogeni come la superossido disiusasatalasi e il glutatione.
Superata una certa soglia pero, per fronteggiafeventuale ossidazione dei
sistemi biologici, € necessario un apporto estdiramtiossidanti.

| principali antiossidanti naturali sono:

Pigmenti vegetalj quali polifenoli e bioflavonoidi;

Vitamine, come vitamina E, vitamina C e betacaroteni (geawina A);
Micronutrienti ed enzimi, tra cuiselenio, rame, zinco, glutatione, coenzima Q10,
melatonina, acido urico, ecc..

Gli agenti antiossidanti possono agire singolarmenin sinergia, proteggendosi a
vicenda nel momento in cui vengono ossidati.

Va tenuto presente che ciascun antiossidante t@annpo di azione limitato ad
uno o due specifici radicali liberi. Pertanto seoio'alimentazione completa ed
equilibrata puo garantire un’efficace azione asideativa.

Per garantirsi un sufficiente apporto giornalierb ashtiossidanti, gli esperti
consigliano un‘alimentazione equilibrata ed un ooms giornaliero di almeno 5-6

etti di frutta e verdura fresche e di stagione (eltiedi frutta e tre di verdura).

6.5.1 Polifenoli

Sono pigmenti vegetali presenti in natura (coldramaturali). Tra questi
ricordiamo la quercetina, I'epicatechina, i flavafiqcolore chiaro dall'avorio al
giallo), le anticianidine, le antocianine (colosso), ecc.

Esercitano una particolare azione protettiva dBfieproteine a bassa densita
L.D.L. (colesterolo che si accumula nelle arter#)e hanno ha un ruolo nella
distribuzione cellulare dei grassi e della colester

| polifenoli hanno proprieta antinflammatorie, atigrgiche e antivirali.
Proteggono particolarmente dalla cardiopatia isét@rfmalattie delle coronarie,

infarto) e dai tumori in genere.
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Per quanto riguarda le fonti naturali, tali pigiesono particolarmente presenti

nella frutta e verdura colorata (verde scuro, gjaltiola, rosso, arancione, ecc.) e

prodotti naturali da essi derivati:

- cavolo, carota, zucca, fiori di zucchina, spin@eperoni, porri, indivia, lattuga,
ecc.;

- mirtilli, more selvatiche, lamponi, ciliege, pmg albicocche, meloni, mele,
cachi, aranci, uva nera e i frutti in genere;

- fiori, il polline e derivati (es. propoli delle8.

Particolarmente presenti nei mirtilli sono le amome, antiossidanti che

preservano anche l'integrita dei capillari e prgtup la retina.

L'uva nera e ricca anche di resveratrol, princig@tiivo dotato di azione

preventiva sui tumori, azione svolta anche dal vieso, mentre le foglie del té

sono ricchissime di flavonoidi.

6.5.2 Vitamina C (acido ascorbico)

E’ la vitaminaidrosolubile con maggiore attivita antiossidantesiRte bene alla

luce ed agli acidi, mentre & scarsamente resistehtealore, alcali, tabacco,

antistaminici, barbiturici, contraccettivi, aspaincorticosteroidi.

Svolge molteplici funzioni biologiche, come il rigtinino della vitamina E dai

radicali tocoferolo e tocoferossili, prodotti dutara perossidazione dei grassi
cellulari. Stimola il metabolismo cellulare, agise®me catalizzatore nella
respirazione cellulare ed & essenziale per la foona del collagene (cemento
intercellulare del tessuto connettivo), fondamengar mantenere elastici i tessuti
cartilaginei, vasi sanguigni, ossa e denti. Coltakalla formazione del sangue ed
alla integritd dei vasi capillari. Disciplina ilcambio del ferro e ne esalta
I'assorbimento; agisce nel ricambio del calcio, mesjo e zinco.

Accresce la resistenza alle malattie infettive entglouisce al recupero da
stanchezza fisica; inoltre combatte anche le ratrowine (formate dai nitriti e

nitrati contenuti in alcuni alimenti industriali).

Non viene accumulata dall'organismo, pertanto ldazione e i due pasti

principali dovrebbero garantirne I'apporto gioreati costante.
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In una dieta carente di vitamina §l,avvertono sintomi come perdita di sangue
dalle gengive, fragilita dei capillari, dolori artilari, perdita di appetito e
debolezza generale.

Un eccesso di vitamina C puo indurre diarrea, atondalla diuresi, alterazione
nell’equilibrio dei minerali e calcolosi renale.

La necessita giornaliera dell’adulto e di circang.

Le principali fonti naturali di vitamina C sono:

- peperoncino rosso piccante, prezzemolo, pepeverdi, radicchio, spinaci,
cetrioli, piselli, rape, patate, cavoli, asparagpolle, carote, cavolfiori, zucche,
pomodori, vegetali rosso-arancio in genere;

- arance, mandarini, limoni, cedri, pompelmi, ribesirtilli, lamponi, fragole,

banane e frutta acidula in genere.

6.5.3 Vitamina E (tocoferolo)

E’ la principale, tra le vitamine liposolubili, a astrare un’elevata attivita
antiossidante. Le caratteristiche di questa vitansono la scarsa resistenza alla
luce (fotosensibilita), al calore (termosensibjlitagli acidi ed agli alcali, ai
contraccettivi.

Le sue funzioni biologiche si evidenziano nel castare, in sinergia con il
glutatione, la perossidazione degli acidi gradsiedlo cellulare. In questa azione
produce radicali tocoferolo e tocoferossili che g@mo neutralizzati dalla
vitamina C e che vengono successivamente utilizzatila rigenerazione della
vitamina E.

Interviene nello sviluppo della muscolatura e dessuto connettivo. Viene
definita anche vitamina antisterilita, in quantoisag sulla secrezione degli
ormoni sessuali maschili e femminili. Contribuisgéa formazione e salute dei
globuli rossi. In sinergia con la vitamina C, pgde la cute dall’azione dei raggi
solari UVA e UVB.

La carenza rende fragili i globuli rossi del sangugrocura sintomi di debolezza
muscolare, difficolta di concentrazione e apatia.

Non € tossica ma se assunta in eccesso pud deaeenmiausea, vomito, diarrea.

Inoltre interferisce con I'assorbimento intestindédle vitamine A, D e K.
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La necessita giornaliera dell'adulto & in relaziswprattutto all’assunzione di
acidi grassi polinsaturi. Normalmente ne occorroinca 10 mg.

Le principali fonti naturali sono:

- carne, latte e derivati, burro, tuorlo d’uovo;

- olio di germi di grano, arachidi, olio di olivdj germi di mais, di girasole e di
lino, riso e pane integrali;

- olive, noci, nocciole, frutti oleosi, foglie verdattuga, insalata, piselli.

6.5.4 Betacaroteni e Vitamina A (retinolo)

| precursori della vitamina A sono i carotenoidi @urotene, licopene, luteina,
ecc.), un gruppo di pigmenti di colore rosso, ai@ecgiallo presenti nel mondo
vegetale (frutta e verdura), ed il retinolo chersva nelle carni degli animali
erbivori. E’ proprio a livello epatico che avvienger opera dell’enzima
carotenasi, la scissione del betacarotene in dlecaie di vitamina A.

Il betacarotene € il pigmento colorato della frittdella verdura che agisce sulle
piante per difenderle dai raggi solari (la stesgsarge svolta dalla melanina sulla
cute umana).

I massimo della presenza del betacarotene com@paon il massimo della
maturazione del vegetale. Indipendentemente dareobiu il vegetale é scuro
tanto piu pigmenti contiene, quindi piu antiosstilan

| carotenoidi, in sinergia con la vitamina E ed silenio, prevengono la
perossidazione lipidica delle membrane cellulakbendo i radicali perossili.

La vitamina A e liposolubile e non resiste agliidasti, agli acidi e alla luce.
Resiste relativamente alle sostanze alcaline edcadbre. Viene distrutta
dall’alcool, dagli antiacidi, anticoagulanti e beuipici.

Assume diverse funzioni biologiche, promovendo ldarimione e la resistenza
della cute e delle membrane mucose, specialmengé dechi, intestino e
polmoni. Contribuisce alla sintesi delle proteiral’accrescimento di nuove
cellule, alla formazione dei pigmenti visivi e alimento della resistenza alle
infezioni. Impedisce I'ossidazione della vitaminaeCagisce in sinergia con le

vitamine del complesso B, con la vitamina E, cazaltio ed il fosforo.

65



L'utilizzo ottimale della vitamina A richiede la g@genza deléi-tocoferolo e dello
zinco.

Una dieta carente in vitamina A comporta difficaltgive crepuscolari, secchezza
e ruvidita della pelle, perdita di appetito, scaesistenza alle infezioni.

Diete invece ricche di vitamina A, causano un aagdonepatico della stessa che
risulta tossico (oltre 10 volte i livelli raccomaatf). Puo, infatti, comportare
vomito, diarrea, vertigini, debolezza, dimagrimeripercalcemia, ingrossamento
del fegato e della milza, ipertensione endocranica.

La necessita giornaliera dell’adulto é di circad. m

Alimenti ricchi di vitamina A sono:

- olio di fegato di merluzzo e di ipoglosso, fegdtovitello, tuorlo d’'uovo , latte,
burro, formaggi grassi, panna;

- carote, broccoli, spinaci, finocchi, bietole, zgemolo, radicchio, cavolo, verza,
insalata verde, mais, piselli, fagioli, pomodaaitliga, zucca;

- banane, albicocche, pesche, arance, mango, liegial@-arancio in genere.

6.5.5 Selenio

E’ un minerale-traccia, attivo sotto forma di sedeisteina. Invece, la sua
presenza come seleniometionina diventa dispondale se gli alimenti ingeriti
contengono metionina. L'assorbimento del selenioese nell’intestino tenue.
Svolge molteplici funzioni biologiche come la prex@ne della perossidazione
lipidica delle membrane cellulari, particolarmeise associato alla vitamina E.
Contribuisce a rafforzare il sistema immunitarioyeypene le malattie
cardiocircolatorie, protegge la cute, gli occhi eapelli, diminuisce i rischi di
insorgenza del cancro, soprattutto al colon, imespolmone e prostata.

I muscoli e il fegato provvedono a rifornire dieseio il cervello e le ghiandole
endocrine (ipofisi, tiroide e ghiandole sessudhtig d¢o utilizzano per svolgere le
loro funzioni.

Viene eliminato quasi totalmente attraverso leeaienle feci e, una parte minore,
con il sudore e la saliva.

Se carente pud comportare cardiopatie, debolezzscatare, alterazione dei

pigmenti dei capelli e della cute, danni al pansrea
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L’'eccesso € tossico e puo determinare dolori alede, diarrea, nausea,
irritabilita, stanchezza, dermatiti, alopecia. Wsgisale di eccesso di selenio si
evidenzia con un caratteristico odore di aglioquelore e nell’aria espirata.

Il fabbisogno giornaliero nell'adulto € di circa Btg.

E’ presente in concentrazioni elevate in divensnahti

- frattaglie, pesci, molluschi, carni, latte e dati;

- lievito di birra, germe di grano, pasta (speckite se di grano duro), riso;

- funghi, noci, aglio, frutta e verdure in genere.

6.5.6 Rame

E’ uno tra i tanti minerali essenziahe nell’organismo umano svolge molteplici
funzioni biologiche, tra le quali I'intervento nelzione dell’enzima superossido
dismutasi che trasforma i radicali liberi in peildss di idrogeno (acqua

ossigenata). E presente nella sintesi dei fosthlipiella produzione dell'acido

ribonucleico (RNA), nell'utilizzazione della vitama C e della tirosina. Favorisce
I'accrescimento 0sseo e lo sviluppo del sistemaaser.

E richiesto nel sangue ai globuli rossi per laesntdel ferro, indispensabile al
trasporto dell’emoglobina. E necessario per teneit collagene ed elastina, per
la produzione di melanina e per il metabolismo gegco.

La capacita di assorbimento del rame viene rididtia presenza di zinco.

La carenza di rame provoca sintomi simili a quadlicarenza di ferro, dei quali il

piu evidente & 'anemia.

Un eccesso produce irregolarita nelle mestruazpmrilita di capelli, insonnia ed,
inoltre, abbassa la quota di zinco presente.

Il fabbisogno giornaliero nell’adulto € di circa32mg.

Puo essere assunto dall’organismo attraverso hagsoe di:

- carne in genere;

- noci, cereali e pane integrale, legumi.
6.5.7 Zinco

Minerale presente nei muscoli e nel fegato, & pategrante delle ossa e dei

denti. Anche esso svolge diverse importanti funzioielogiche che rendono
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possibile I'azione di moltissimi enzimi. Insieme &me potenzia l'azione
dell’enzima superossido dismutasi, che trasformeadicali liberi in perossido di
idrogeno (acqua ossigenata). Interviene nella farome delle proteine, in alcune
funzioni ormonali e del sistema nervoso, nei precel accrescimento e di
riparazione dei danni ai tessuti e nella difesa imitaria. La sua presenza si
rende indispensabile per I'ottimale metabolismofdeforo, per la digestione dei
carboidrati, per la sintesi dell'acido nucleicoer passorbimento delle vitamine.
Dipende dallo zinco anche la formazione dello spemmaschile e dell'ovulo
femminile. Favorisce la formazione dell'insulina.

La mancanza di questo minerale porta a disturbheuseri a livello metabolico.
Possono provocare una carenza di zinco i farmaci sii\O, i corticosteroidi, i
diuretici ed altri. L'eccesso di alcol pud deterari@ una carenza di zinco in
guanto questo minerale fa parte dell'enzima indisgkile per scomporlo.
L’inalazione o ingestione di cadmio, come avvieme pfumatori, non permette
un’ottimale utilizzazione dello zinco.

Alcuni alimenti e minerali presenti nella dieta amcereali crudi, le fibre, la
caseina del latte, il ferro, il calcio e il ram&lucono la quantita di zinco assorbita
a livello intestinale.

Un eccesso di zinco puo impedire I'assorbimentdeded e del rame.

Il fabbisogno giornaliero nell’adulto € di circa By.

Ne sono ricchii cibi ad alto contenuto proteico in genere:

- carni, uova, formaggi magri, olio di pesce, msdiai;

- germe di grano, cereali integrali, legumi, semgénere;

- noci, nocciole e frutti con guscio in genere.

6.5.8 Glutatione

E’ una proteina prodotta nel fegato ed € compdat&re aminoacidi (tripeptide):
cisteina, acido glutammico e glicina.

Svolge numerose funzioni biologiche come la forraagj con il selenio, del
glutatione perossidasi, un enzima con azione asitiaste all'interno delle
membrane cellulari. Impedisce ai radicali liberilégarsi alle proteine fibrose,

salvaguardando cosi l'elasticita del collagene benefici per la pelle e per le

68



arterie. Specialmente a livello polmonare intereierel sistema immunitario e
contribuisce all’'utilizzo ottimale degli aminoacidisteina e cistina. Migliora
I'utiizzo e la biodisponibilita del ferro ingeritocon gli alimenti. Aiuta

'organismo a liberarsi dai metalli tossici comenilercurio, piombo, cadmio.
Tampona gli effetti tossici dell’alcool, degli atldi e sostanze chimiche ingerite
o inalate come i nitriti, nitrati, anilina, derivadal toluolo e dal benzolo, ecc.

Inoltre tampona dagli effetti tossici dovuti a r@oni e chemioterapici.

6.5.9 Coenzima Q10

E’ una sostanza simile per struttura alla vitanttnaappartenente al gruppo degli
ubichinoni. Viene sintetizzato dal nostro organismma la sua produzione
diminuisce andando avanti con gli anni.

Ha un'azione antiossidante superiore a quelle débanina E. Infatti, oltre alle
sue riconosciute proprieta di tonico cardiaco dvattire del metabolismo
cellulare, il coenzima Q evidenzia una spiccat&ititantiossidante in quanto, nei
mitocondri cellulari, partecipa alla produzioneediergia trasportando 'idrogeno
nelle catene di ossidoriduzione. Inoltre, ha dffdienefici sul sistema
cardiocircolatorio.

Il fabbisogno giornaliero per l'adulto € di circa rig, superiore quando si
oltrepassano i 35-40 anni.

Le fonti naturali sono:

- carne, pesce;

- cereali, soia, noci, vegetali in genere.

6.5.10 Melatonina

E’ 'ormone secreto dalla ghiandola pineale (epifisi) posteeaitro del cervello. E
il risultato di complesse reazioni biochimiche chedono come elementi di
partenza il triptofano (aminoacido) e la serotor{imaurotrasmettitore).

La formazione di melatonina avviene anche nellmaghell’intestino tenue, nelle
piastrine del sangue, ecc.

La produzione di melatonina varia quantitativamenédi’arco delle 24 ore. Il

picco massimo viene raggiunto di notte, tra I'urle einque (nella terza e quarta
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fase REM del sonno profondo). Questo permette umaaistoratore in grado
anche di migliorare la capacita di autoriparazianeautorigenerazione delle
cellule.

Intorno ai 40-45 anni diminuisce la sua secrezione.

Le sue principali funzioni biologiche, oltre a réme i cicli di sonno-veglia, sono
guelle di protezione del DNA cellulare dall’attacdei radicali liberi e di stimolo
del sistema immunitario. Contribuisce alla rigezeyae dei tessuti connettivi e
alla protezione del sistema cardiocircolatorio. dtagl tono dell’'umore, migliora
la capacita di affrontare lo stress e gli statbfmagici in quanto rafforza I'effetto
delle endorfine e abbassa il livello di aldostereneortisolo (detti “ormoni dello
stress”).

La sua azione antiossidante & particolarmenteae#icin quanto agisce su diverse
tipologie di radicali liberi, con una potenza valat del doppio rispetto alla
vitamina E, e di ben cinque volte rispetto al diotze.

L’integrazione di melatonina puo essere utile garsoffre di insonnia (0,3-0,5
mg.) e chi, cambiando fuso orario, deve recupeiagiusto ciclo biologico
sonno-veglia e la forma fisica (sindrome del jef}ldnoltre, per chi necessita di
un’azione normalizzante dell'umore negli stati dsia e di depressione.

Non é tossica e non da assuefazione, ma puo dat@msidi sonnolenza e
pesantezza del capo.

Le fonti naturali sono:

- riso, avena, mais;

- pomodori, rapanelli, prezzemolo, zenzero;

- latte bovino appena munto;

- cibi contenenti il triptofano in genere.

70



Bibliografia

! Cadoan, J. I. G.; Principles of Free Radical Cisémyii London:The Chemical Society,
1973

2 Perkins, M.;Radical Chemistry; London: Ellis Horwood; 1994.

% Aruoma, O.1.;Free Radical Biology and Medicine; 1996;20; 675-705

4 Halliwell, B.; Gutteridge, J.M.CMethods in Enzymology; 1990; 186; 1-85.

® Steinbrecher U.PBiochimica et Biophysica Acta; 1999; 1436; 279-298.

% Halliwell, B.; J. Neurochem.; 1992; 52; 1609-1623.

" Halliwell, B.; Free Radical Research Communications; 1990, 9; 1-32.

® Frei, B.; Forte, T. M.; Ames, B. N.; Cross, C. Bigchemical Journal; 1991; 247; 133-
138.

°Liu; Z. D. ; Hider ; C. Coordination Chemistry reviews, 2002 ; 232 ; 151-171.

10 Halliwell; B.; Biochemical Pharmacology; 1985; 37; 569-571.

" Pearson, R. G1 Am: Soc.; 1963; 85; 3535.

12 pinchuk, I.; Lichtenberg, DProgressin Lipid Research; 2002; 41; 279-314.

13 Kontush, A.; Meyer, S.; Finckh, B.; Kohlschutté:; Beisiegel, U.J. of Biol. Chem;;
1996; 271; 11106-11112.

14 Saadan, B.; Le tutour, B.; Quemeneur, [Rew J. Chem. ; 1998 ;22 ; 801-807.

5 Huang, M ; Li, J. P; Teoh, H.; Man, R. Y. Keree Radical Biology and Medicine;
1999; 27; 438-441.

71



Capitolo 7

Sintesi e caratterizzazione di derivati cellulosamin attivita

antiossidante

Introduzione

Come gia discusso, i radicali liberi sono specadtiee generate dagli organismi
viventi in molti processi metabolici e in grandeagtita durante malattie croniche
o0 acute. Queste molecole hanno un ruolo importaetesistema immunitario
perché agiscono da molecole “segnale” shilanciango equilibrio nella
regolazione di processi cellulari. Per tale motieojmportante mantenere nei
sistemi biologici un equilibrio tra la formazione la rimozione di queste
molecole. Eccessive quantita di radicali liberi g causare la distruzione e la
morte della cellula, mediante reazioni con comptinegllulari quali membrane
lipidiche, acidi nucleici e proteine, cause di n&a come arterosclerdsi
infiammazioné, carcinogene§i artrite reumatoide catarratta asmé&, morbo di
Parkinso®® e diabet¥.

Gli antiossidanti sono composti capaci di proteggeécorpo umano dai derivati
reattivi dell’'ossigeno (ROS) e dell’azoto (RNS) maimente generati durante le
normali funzioni degli organi o come risultato uccessivo stress ossidativo. I
sistema antiossidante naturale degli organismintiveecessita di un continuo
mantenimento perché proprio gli antiossidanti sdnbersaglio principale dei
radicali liberi. Quando [l'equilibrio tra la prodwuzie di radicali liberi e
antiossidanti naturali pende a favore dei primingcessario ricorrere all’'uso
terapeutico di antiossidanti. In virtu di questegh ultimi anni la ricerca si e
orientata verso lo studio e [lapplicazione di asgidanti in campo
medicd*****# Ci sono molti studi sul ruolo fisiologico di melgle antiossidanti
comeo-tocoferolo (vitamina EJ°, acido trans-ferulic, acido ascorbicd, acido
a-lipoico, proteine come la glutatione perossitfasi’acido mio-inositolo

esafosforicd”?%?*?% i suoi derivatf?*
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L’'uso terapeutico degli antiossidanti convenziomalne complemento al sistema
antiossidante naturale, pud essere condizionatodidersi fattori quali una
farmacocinetica sfavorevole, un breve tempo d'aia@ovuto ad una veloce
metabolizzazione e un eccessivo assorbimento dupe effetti tossici.

Legando la molecola antiossidante ad una matritempoca mediante un legame
covalente, si realizza un sistema che miglioraagporto e la stabilita metabolica
dell’antiossidante, ne riduce la velocita di degzdne assicurando una
persistenza maggiore rispetto alla molecola aridasse liberd>%°?"?%2% noltre,
questi sistemi ad elevato peso molecolare non sorgrado di attraversare la
barriera ematoencefalica e danneggiare cosi le meratzellulard®>:

Questi sistemi potrebbero essere impiegati in cabmpmedico, per esempio nella
preparazione di membrane per emodialisiche, ganerdk, sono costituite da
cellulosa o suoi derivati. Infatti, nei pazienti edmlizzati molti problemi
derivano dallo stress ossidativo risultante da seailibrio tra la produzione di
ROS e meccanismi di difesa antiossidante.

Recentemente sono state sviluppate nuove membrandiglisi rivestite di
vitamina B?>3 che presentano delle limitazioni dovute al fatte I'antiossidante
non € legato. Per ridurre questi inconvenienti,si@mo studiando gli effetti del
trattamento della emodialisi utilizzando membranecsi sono legate molecole
antiossidanti, quali vitamina E<T), acido trans-ferulico (FA) e acidelipoico
(LA), realizzate con polimeri antiossidanti dedtiit questo capitol. L’effetto
scavengedi queste membrane cellulosiche pud permettenmigfiore controllo
dello stress ossidativo intradialitico. La prep#&ag, il comportamento e le

proprieta di queste membrane verranno descriti ilavoro successivo.
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In questo capitolo si riporta la sintesi e la darézazione di biopolimeri a base
di cellulosa microcristallina e di suoi derivati sui sono stati ancorati gruppi
ferulici (MC-FA, 2), lipoici (MC-LA, 3) e a-tocoferulici (MC-T, 4). L'acido
trans-ferulico e lipoico sono stati direttamentgalé al polimero mediante un
legame estereo, mentre il derivato aotocoferolo e stato preparato partendo
dalla 6-carbossicellulosa (schema 7.1).
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Schema 7.1. Sintesi dei derivati cellullosici antgsidanti.

Reagenti e condizioni: a. (i) DMAC/LICI, 80°C, 30m, (ii) DCC, DMAP, FA, 40°C, 72 h; b.
Et,O anidro, Piridina anidra, SOCl,anidro,0°C, 10 min.; c. EtO anidro, Piridina anidra,

riflusso, 1 h.; d. (i) DMACc/LICI, 80°C, 30 min, (i) DCC, DMAP, a-LA, 40 8C, 72 h.; e.
NaNO,, H3PO,, -10°C, 10h f. (i) DMAC/LICI, 80°C, 30 min, (ii) 6carboxycellulose (iii) DCC,
DMAP, a-T, temp. amb., 72 h.

L'idea di legare li-tocoferolo sulla catena della cellulosa vienealstteraturd

in cui & dimostrata la capacita del residuo aniil@sge ancorato ad un materiale
polimerico di stabilizzare i radicali liberi. Inodt, gli esteri del tocoferolo sono
utilizzati come profarmaci per scopi terapedfici

| materiali sintetizzati sono stati caratterizzagidiante spettroscopia FT-IR€-

NMR ed il loro grado di sostituzione (DS) e stagtetminato mediante analisi
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volumetricd’. Inoltre, abbiamo valutato I'attivita antiossidandei derivati di
cellulosa nell'inibire la perossidazione lipidicelleé membrane microsomiali di
fegato di rattd® indottain vitro da due diverse sorgenti di radicali liberi: 2,2
azobis-(2-amidinopropano) (AAPH) che produce rddigeerossilici esogeni
mediante decomposizione termica, e il tert-butioperossido (TBOOH) che
produce radicali alcossilici endogeni mediante ireez di Fenton.

7.1 Pretrattamento della celluloga

La cellulosa microcristallinél) e stata pretrattata ponendo 10 g di campione in 50
ml di metanolo sotto agitazione per una notte apt¥atura ambiente e
successivamente filtrata. Si eseguono altre dueepkoe di rigonfiamento in
metanolo seguite da tre simili procedure in 50 mMNd\'-dimetilacetammide
(DMACc) che completa il processo di rigonfiamenttaeilita la dissoluzione della
cellulosa. Il polimero viene filtrato e essiccatB@C sotto vuoto per 48 h.

Dopo questa procedura, il campione contiene 0.4getlulosa per grammo di

campione rigonfio (cellulosa+solvente).

7.2 Funzionalizzazione della cellulosa

7.2.1 Sintesi omogenea di MC-FA (2)

9 g di LiCl sono stati solubilizzati in 125 ml diMIAc per 30 minuti a 80°C sotto
flusso di azoto. Dopo raffreddamento a 40°C, aliscala solvente LiCI/DMAc é
stata aggiunta la cellulosa rigonfiata (2g per bgainpione rigonfio, 12 mmol).
La soluzione é stata ulteriormente raffreddata 425 si sono aggiunti I'agente
condensante dicicloesilcarbodiimmide (DCC, 37 mmolqx base N,N’-
dimetilamminopiridina (DMAP, 0.4 mmol) ed infine F@7 mmol). La miscela
omogenea di reazione e stata mantenuta sotto agiéaper 72 h a 40°C. Il
polimero e stato precipitato in acqua, filtratoa@dto inizialmente con diverse
aliguote di metanolo caldo per rimuovere i residudicicloesilurea, e ed infine
con cloroformio e dietiletere. Dopo essiccamentitoseuoto, il prodotto ottenuto

(1.14 g) & stato caratterizzato mediante spettpiader-IR e**C-NMR.
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7.2.2 Sintesi eterogenea di MC-FA (2)

0.86 ml (12 mmol) di cloruro di tionile (SOgIsono stati aggiunti ad una
soluzione di 2 g di FA (10 mmol) in 120 ml di etextdico (E£O) e di 0.95 ml (18
mmol) di piridina, a 0°C. La miscela eterogeneaedizione & stata mantenuta
sotto agitazione a 0°C per 10 min. e, successiviaamnbeccesso di SOgé EtO é
stato allontanato per distillazione. Il solido ottéo é stato disperso in 150 ml di
EtO, a cui sono stati aggiunti 0.95 ml (18 mmol) didna e la cellulosa
rigonfiata (0.84 g di campione rigonfio pari a 0862 mmol). La miscela é stata
mantenuta a riflusso sotto agitazione per 1 h esessivamente, trattata con 150
ml di acqua distillata, filtrata e lavata inizialnte con E{O (50 ml), poi stesse
aliguote di metanolo e cloroformio. Dopo essiccaimesotto vuoto, il prodotto
ottenuto (0.54 g) & stato caratterizzato medigmeet®scopia FT-IR £C-NMR.

7.2.3 Sintesi di MC-LA (3)

Questo derivato é stato preparato solo mediantessiomogenea perché I'acido
a-lipoico € incline a omopolimerizzazioni in condimi drastiche di reazione,
dovute all’elevata instabilita del ponte zolfo prete nell'anello. Sono state
impiegate le stesse condizioni di reazione e lesstguantita di solventi e reagenti
(7.62 g, 37 mmol di LA) descritte per la sintesiaganea del derivato ferulico
(paragrafo 7.2.1). Le analisi spettroscopiche FTER’C-NMR del prodotto

ottenuto (3.67 g) hanno confermato il legame estded derivato lipoico.

7.2.4 Sintesi di MC-T (4)

La 6-carbossicellulosa e stata preparata mediardaenzione di ossidazione del
gruppo ossidrilico sul C-6 della cellul§8ae la determinazione del contenuto di
gruppi carbossilici & stata effettuata mediantersimento di blu di metilerfé

E stata preparata una miscela solvente mediasgeldzione di 1.73 g di LiCl in
24 ml di DMAc mantenendo la miscela sotto agitagigger 30 min. Dopo
raffreddamento a 40°C sono stati aggiunti 0.6 g Gdcarbossicellulosa
(corrispondenti a 0.47 mmgt* di COOH). La soluzione ottenuta & stata
ulteriormente raffreddata a 25°C e sono stati aggi0.28 mmol di DCC,

9.24102 mmol di DMAP ed, infine, 0.84 mmol d-T. La miscela di reazione &
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stata mantenuta sotto agitazione a temperaturaeamebper 72 h, poi precipitata
con metanolo, lavata con diverse aliquote di aaetdh polimero e stato
recuperato mediante filtrazione e essiccato sottotor Il prodotto ottenuto

(0.23g) & stato caratterizzato mediante spettrisdopIR e*C-NMR.

7.3 Analisi quantitativa dei gruppi estePéi(DS)

Il grado di sostituzione (DS) e stato determinatediante analisi volumetrica
dopo saponificazione degli esteri della cellulos#esizzati. Le misure sono state
eseguite in triplicato e in tabella 7.1 si ripoléamedia dei DS calcolati per i
derivati.

Brevemente, 50 mg di campione sono stati postagire in 5 ml di una soluzione
etanolica di NaOH 0.25 M a riflusso per 17h. L'exs® di soda € stato
determinato mediante titolazione con HCI 0.1 N guhto equivalente). Le moli
di acido usate tra il 1° e il 2° punto equivaleatgrispondono alle moli di estere

liberto. Il DS é stato calcolato secondo I'equagi@il.:

MM glucoseunit
gsample/nfreeester) - (MM freeester MM HZO)

DS= ( Equazione 7.1

N free ester=(V 2¢ep= V 10e.p) X[HCI; MM giucose unit Massa molecolare dell'unita glucosidica;
0 sample P€SO del CampioNe see esier MOl di estere liberodMM fee esier: Massa molecolare di estere

libero; MM y,0: massa molecolare di acqua

Tabella 7.1. Grado di sostituzione (DS)

Campione DS
MC-FA sintesi omogenea 0.56+0.05
MC-FA sintesi eterogenea 0.68+0.03
MC-LA 0.52+0.08
MC-T 1.00+0.05
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7.4 Caratterizzazione spettroscopica FT-IR*€-NMR

La formazione dei derivati della cellulosa e confata da analisi
spettroscopiche. Gli spettfC-NMR mostrano una considerevole variazione dei
valori dichemical-shifin confronto allo spettro della cellulosa di pada.

Le piu importanti informazioni ottenute dagli speET-IR nel caso del derivato
lipoico MC-LA & la presenza della banda a 52T atello stretchingdel legame
S-S, e l'assenza di bande tra 2560 e 2570 carnatteristica dellstretchingS-H
conferma che l'anello ciclico della porzione lippigesta intatto durante la
reazione.

Le strutture dei derivati sono riportate nello sole7.2. | risultati per le misure
spettroscopiche FT-IR (KBr) EC-NMR (DMAC/LICI, temp. amb.) sono riportati

in tabella 7.2 e 7.3 rispettivamente.

MC-FA (2)
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Schema 7.2. Strutture e numerazione degli atomi diarbonio dei derivati.

Tabella 7.2. Misure FT-IR (KBr)

Campione v (cm?)

MC-FA (2) 3347 (OH); 2930 (CH); 1728 (CO Estere); 1230 (COHEEE)
MC-LA (3) 3480 (OH); 2929 (CH); 1731 (CO Estere); 1240 (COHEER)
MC-T (4) 3434 (OH); 2927 (CH); 1734 (CO Estere); 1264 (COYEEe); 521 (5-9)
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Tabella 7.3. Misure'*C-NMR (DMAC/LICl, temp. amb.)

) n. di carbonio del ) n. carbonio ) n. carbonio )
Campione
sostituente (ppm) AUG* (ppm) AUG-s* (ppm)
1 126.22 1 104.0 1 101.1
2 111.57 2 73.6
3 148.36 3 76.4
4 149.53 4 81.3
MC-FA 5 116.07 5 74.9
(2) 6 123.30 6 59.8 6s 62.6
7 144.98
8 115.96
9 168.46
OMe 56.13
1 156.91 1 103.2 1 101.5
2 32.12 2 73.2
3 24.47 3 75.9
MC-LA 4 27.12 4 80.0
(3) 5 34.58 5 74.8
6 55.06 6 61.0 6s 63.7
7 38.91
8 36.87
1 39.89 1 102.04 1 100.09
2 21.72 2 72.67
3 37.49 3 74.02
4 32.79 4 75.17
4a’ 20.79 5 80.38
5 39.40 6 174.9 6s 168.83
6’ 24.95
7 37.61
8 33.52
8a’ 19.78
9 39.40
10’ 25.59
1r 40.05
MC-T (4) 12 28.80
12a’ 23.02
2 74.54
2a 24.48
3 31.53
4 21.09
4a 118.49
5 122.63
5a 12.24
6 141.60
7 125.88
Ta 13.18
8 127.42
8a 149.70
8b 12.31

* AUG: unita glucosidica; AUG-s: unita glucosidisastituita
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7.5 Preparazione della sospensione microsomiale

I microsomi di fegato di ratto sono stati prepamagéidiante omogeneizzazione del
tessuto con 5 volumi di ghiaccio, 0.25 M di sacear@onyenente 5 mM di acido
4,2-idrossietil-1-piperazinetansolfonico  (HEPES), .5-00°M di  acido
etilendiamminotetracetico (EDTA) a pH #5Le membrane microsomiali sono
state isolate mediante rimozione della fraziondeare a 8000 g per 10 minuti e
rimosse dalla frazione mitocondriale a 18000 g f@r minuti. La frazione
microsomiale e’ stata sedimentata a 105000 g pemiti, successivamente
lavata con KCI 0.15M e recuperata nuovamente ad®§(er 30 minuftf.

Le membrane sono state sospese in tampone fosidibaOpH 7.5 e conservate a

-80°C. Le proteine microsomiali sono state deteat@mmediante il metodo Bio-
Rad".

7.6 Addizione di MC-FA, MC-LA e MC-T ai microsomi

Ai microsomi sospesi mediante leggera omogeneiarazsono state aggiunte
varie aliquote dei tre derivati cellulosici nel gen di 0.5-6 mg-mi. Le
sospensioni sono state, quindi, incubate in un d®agn37°C sotto leggera

agitazione, in presenza di aria e al buio.

7.7 Formazione della malondialdeide (MDA)

La MDA e’ stata estratta ed analizzata come riporita letteratur®. Brevemente,

sono state miscelate aliquote da 1 ml di sospeesiitrosomiale (0.5 mg di
proteine) con 3 ml di una soluzione di acido thiokcetico (TCA) allo 0.5%, con
0.5 ml di una soluzione composta da 2 parti di @@ediobarbiturico allo 0.4%

(TBA) in 0.2M HCI ed una parte di acqua distillatag con 0.07 ml di

idrossitoluene butilato (BHT) allo 0.2% in metanald®5%. | campioni sono stati
incubati in un bagno a 90°C per 45 minuti. Doposgogempo di incubazione, é
stato estratto il complesso TBA-MDA con 3 ml didlesobutilico. L'assorbanza
dell’estratto e stata misurata mediante spettrafetoia UV a 535 nm ed il

risultato viene espresso come nmol per mg di pretgi= 1.56x106 [-m*.cm?).
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7.8 Proprieta antiossidanti dei derivati cellulosi®IC-FA, MC-LA e MC-T
L’abilita dei derivati cellulosici nel protegger®rmro la perossidazione lipidica
indotta da due diverse sorgenti di radicali libéristata esaminata incubando le
membrane microsomiali di fegato di ratto, in presedei derivati sintetizzati, con
0.25-10° M di TBOOH o con 25-18M di AAPH per 120 minuti a 37°C, all’aria
e al buio. Lo stesso esperimento e stato eseguiltm cellulosa microcristallina
commerciale per verificare le proprieta antiossidadel polimero non
derivatizzato. | dati ottenuti, non riportati, rigao che la cellulosa non ha attivita
antiossidante.

Le membrane microsomiali di fegato di ratto, costt da fosfolipidi ad elevato
contenuto di acidi grassi polinsaturi, rappresemihsubstrato ideale del processo
di perossidazione lipidica. Durante tale reazionftti, gli acidi grassi vengono
trasformati in metaboliti tossici come le aldeibhi. particolare la malondialdeide
(MDA) é generata in modo relativamente costantappresenta, quindi, un buon
indicatore della velocita di perossidazione.

Gli effetti dei derivati della cellulosa sulla pssidazione lipidica sono tempo-
dipendenti e mostrano un buon effetto antiossidamecome % di inibizione di
MDA che come produzione di MDA in nmol-mgli proteine (figura 7.1 e 7.2).

Il derivato ferulico MC-FA risulta un antiossidane efficace nel proteggere le
membrane rispetto ai derivati MC-LA e MC-T; in peolare, tutti i derivati
sintetizzati presentano un’attivita antiossidantaggiore nella protezione delle
membrane dalla perossidazione lipidica indotta TROOH rispetto a quella
indotta dal’AAPH, mostrando in entrambi i casi umassima efficienza per un
tempo di 30 minuti di incubazione, preservandotiVdé antiossidante fino a 2
ore.

Inoltre, il derivato ferulico con maggiore DS (0)68ibisce in misura maggiore la
produzione di MDA, indotta da entrambi i proossitldBOOH e AAPH, rispetto
all'analogo derivato con DS piu basso (0.56) (fayidr3).

Il comportamento del derivato MC-T é da considegaeché, nonostante il fatto
che il gruppo OH fenolico, riconosciuto come resabile dell’effetto
antiossidante della molecola, &€ impegnato nel legaon la catena polimerica

della cellulosa, presenta una buona attivita asitie;ite. Questo risultato € in
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accordo con dati di letteratura che riportano lpacéta del gruppa-tocoferilico

di stabilizzare i radicali liberi anche quando €@ato ad una matrice metacrilica
o copolimerizzato con idrossietilmetacrilato fordenun idrogef. Questa
capacita puo derivare dall’'azione della porziaam®coferilicain situ 0 anche dal
rilascio dello-tocoferolo dopo un’eventuale idrolisi del legamsteeeo in
condizioni fisiologich&®.

%4 of inhibition MDA
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Figura 7.1 Percentuale di inibizione di MDA formataper induzione nelle membrane

microsomiali di ratto da (A) TBOOH e (B) AAPH. I ri sultati rappresentano il valore
medio tI'errore standard di sei esperimenti eseguiitseparatamente.
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Figura 7.2 Effetto dei derivati cellulosici sulla poduzione di MDA formata per
induzione nelle membrane microsomiali di ratto da A) TBOOH e (B) AAPH. |

risultati rappresentano il valore medio tI'errore standard di sei esperimenti eseguiti

separatamente.
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Figura 7.3 Percentuale di inibizione di MDA formataper induzione nelle membrane
microsomiali di ratto da TBOOH e AAPH in presenza d cellulosa ferulata con DS
0.56+0.05 e 0.68%0.03, rispettivamente. | risultatiappresentano il valore medio

t'errore standard di sei esperimenti eseguiti sepatamente.

7.9 Conclusioni

Sono stati preparati derivati della cellulosa coreisi valori di DS introducendo

residui antiossidanti sulla catena polimerica edstata valutata [lattivita

antiossidante di questi sistemi attraverso le mamdmicrosomiali di fegato di

ratto. | risultati ottenuti suggeriscono che I'azians-ferulico, I'acida-lipoico e

I" a-tocoferolo legati al polimero mantengono la lotbnoa attivita antiossidante.

La struttura macromolecolare dei sistemi prepgmadi migliorare il trasporto e la
stabilita metabolica delle molecole antiossidadiiiaoltre, ridurne la velocita di

degradazione. Quindi, questi sistemi possono teowapplicazione in campo
chimico e biomedico.

Negli ultimi anni, molti studi si sono rivolti vess danni provocati da trattamenti
a lungo termine nei pazienti dializzati. Studi prhari che impiegano membrane

biocompatibili ricoperte con agenti antiossidanbme la vitamina E, mostrano
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miglioramenti significativi nella funzionalita deglorgani di tali pazienti,
migliorandone la qualita della vita.

Dati i risultati incoraggianti ottenuti in questavbro di ricerca, nel nostro
laboratorio stiamo utilizzando questi sistemi aebdscellulosa, su cui abbiamo
legato covalentemente le molecole antiossidanti; pEalizzare membrane
emocompatibili, in modo da permettere al sangugadeienti dializzati di venire a

contatto con gli agenti antiossidanti e garantuna migliore protezione contro lo

stress ossidativo.
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Capitolo 8

Sistemi polimerici per rilascio di farmaci: gli idvgel

Introduzione

Le strategie utilizzate per la veicolazione di faninmediantecarrier di natura
polimerica sono diverse. Un metodo per ottenereaminuo rilascio del farmaco
e l'uso di eccipienti polimerici, a carattere idiob ma insolubili in acqua, capaci
di assorbire e trattenere grandi quantita di aegtlaidi biologici, rilasciando il
farmaco attraverso una lenta diffusione.

Queste matrici polimeriche, grazie alle loro camagtiche, influenzano
I'assunzione, la distribuzione e 'eliminazione \imaco, aumentando da un lato
I'efficienza terapeutica e dall'altro diminuenddivielli di tossicita; inoltre, come
per i pro-farmaci polimerici, le matrici devono ess chimicamente inerti, non
tossiche, non cancerogene, e devono preservaeribto da possibili alterazioni

chimiche e/o enzimatiche.

8.1 Idrogel: definizione, classificazione e propide

Gli idrogel sono strutture polimeriche reticolategrado di assorbire un’elevata
quantitd d’acqua o fluidi biologiti Attraverso una valutazione strutturale si &
arrivati alla conclusione che un reticolo ideal®tsiene solo raramente. In figura
8.1 é riportato un reticolo macromolecolare idgdilgura A) in cui & possibile
distinguere punti di reticolazione tetrafunzion@linction). Tuttavia, in reticoli
reali €& possibile incontrare giunzioni multifunzédin (figura B) o
aggrovigliamenti molecolari dovuti alla presenza imlierazioni non covalenti

(figura C). Infine & sempre possibile imbattersidrogel con difetti molecolari.
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Figura8.1 (A) reticolo ideale; (B) e (C) reticoli reali.

Grazie alla natura idrofilica delle catene polimbd, gli idrogel risultano
termodinamicamente compatibili con l'acqua; questetteristica permette loro
di rigonfiare nei mezzi acquosi. La reticolaziorexel essere presente nell'idrogel
per prevenire la dissoluzione della catena poliogelidrofilica nell’ambiente
acquoso. | metoﬁliper preparare i reticoli sono svariati: reticdlimici, ottenuti
mediante polimerizzazione radicalica, polimerizeagi di addizione,
condensazione, reazioni con aldeidi, polimerizzazioad alta energia,
reticolazione mediante enzimi, e reticoli fisictestuti da interazioni ioniche, da
processi di cristallizzazione, da legami ad idragerda interazioni tra proteine.
Gli idrogel trovano molte applicazioni sia in campiomedic4 che farmaceutico
in quanto grazie alle loro proprieta risultano radgtmili ai tessuti viventi piu di
ogni altro materiale sintetiéomotivo per cui vengono utilizzati come lenti a
contatto, membrane per biosensori, materiali perrdalizzazione di pelle
artificiale e congegni per il rilascio modificatofdrmaci.

Gli idrogel possono essere classificati in basenatodo di preparazione, alla
carica ionica, e alle caratteristiche struttunaliliverse categorie.

Sulla base del metodo di preparazione possonoeesisessificati in: omopolimeri,
copolimeri, multipolimeri e strutture polimeriche eénterpenetrate. Gli
omopolimeri sono strutture polimeriche contenentitau ripetitive identiche,

mentre i copolimeri sono strutture reticolate itoge da comomoneri di cui
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almeno uno di natura idrofilica che renda idro-nfjabile il materiale. Gli idrogel
polimerici interpenetranti sono preparati sintedizdo un primo reticolo rigonfiato
in un monomero. Successivamente alla polimerizn&zg osserva la formazione
di una seconda struttura interna alla prima.
In base alla carica ionica, quindi a seconda depgjrfunzionali presenti sulla
catena laterale, gli idrogel si distinguono in meaifionici.
Un altra classificazione tiene conto della morfadodel reticolo polimerico, in
base alla quale gli idrogel si suddividono in amoskemicristallini, strutture
supramolecolari e aggregati colloidali. Inoltre stauttura del reticolo ci permette
di parlare di sistemi macroporosi, microporosip@ porosi.
Una delle piu importanti proprieta degli idrogekraltro molto sfruttata nella
costruzione di sistemi a rilascio modificato, € pigsentata dalla loro elevata
permeabilita. La performance del sistema polimerficajuesto campo di ricerca,
& in gran parte dipendente dalla struttura tridisi@malé (figura 8.2). | parametri
piu usati per la caratterizzazione di questa sappresentati:

» dalla frazione di volume polimerica nello statoondiatoV2,s

» dal peso molecolare del polimero tra i due punteticolazioneM,

« dalle dimensioni dei pog .

Y

Figura 8.2. Strutturatridimensionaledi un reticolo polimerico
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Il volume del polimero nello stato rigonfiatd2,s € una misura della quantita di
fluido inglobato nell'idrogel M. dipende dal grado di reticolazione della matrice

polimerica.

8.2 Idrogel come DDS

L'esistenza degli idrogel risale al 1960 quando Mécle e Lim per primi
proposero l'uso di sistemi idrofilici di poli (24idssietiimetacrilato) (PHEMA)
nelle lenti a contatto. Da allora l'uso degli idebge stato esteso a varie
applicazioni biomediche e farmaceutiche.

Gli idrogel possono essere considerati sempliceenenine dei sistemi polimerici
costituiti da legami stabili, sia di natura fisigdrogel fisici) che di natura chimica
(idrogel chimici), che rendono la struttura insalebn acqua ma che sono capaci
di rigonfiare in mezzo acquoso, pur mantenendoria $truttura tridimensionale.
E’ da sottolineare che questo comportamento emetatie reversibile: infatti, se la

matrice viene deidratata, ritorna alla propria @unfazione inizialé (figura 8.3).

Figura 8.3. Comportamento reversibile di una struttura reticolata di un idrogel.

Il comportamento degli idrogel € molto influenzatalla struttura chimica del
polimero, poiché la presenza di gruppi idrofilitiecinteragiscono con I'ambiente
acquoso permettono un rigonfiamenswélling maggiore rispetto agli idrogel
che contengono gruppi idrofobici. Questi ultimifaitti, collassano in ambiente
acquoso cosi da minimizzare la loro esposizione miblecole di acqua, con
conseguente contraziorgh(inking della maglia polimerica.

Un altro fattore che influenza il grado slivelling degli idrogel € il “rapporto di

legame crociato”, definito come il rapporto tranieli di agente reticolatacfoss-
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link) e le moli delle unita ripetitive del polimero:upé elevato questo rapporto,
piu l'agente reticolato € incorporato nella stredtudell’idrogel. Gli idrogel
estremamente reticolati hanno una struttura strettegonfieranno di meno
rispetto agli idrogel con un rapporto di legameca@to inferiore.
Gli idrogel sono stati utilizzati in maniera notévdn campo farmaceutico in virtu
della loro elevata biodisponibilita e della loro nsiilita nei confronti
dellambiente esterno. In questo contesto, sonotanapprezzati in quanto
possono essere progettati in modo da avvertirestinmlo, interno o esterno al
corpo, e rispondere a tale stimolo esibendo candméinmel loro comportamento
chimico o fisico, con conseguente rilascio con#tall del farmaco in esso
intrappolato. Fra gli stimoli usati per modulareilascio di un farmaco (figura
8.4) troviamo:

* latemperatura

* il campo magnetico

* il pH,

* le radiazioni luminose,

» laforza ionica

* gli ultrasuoni

* la concentrazione ematica di particolari sostaqaali glucosio e urea

radiazioni luminose
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Figura 8.4. Rappresentazione schematica della risposta di un idrogel a vari tipi di
stimoli
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Negli ultimi trent'anni le ricerche in questo campgd sono rivolte verso la
valutazione della risposta degli idrogel nei confrali stimoli conformi a quelli
fisiologici. Lo studio di questa tipologia di idregé stato molto importante
soprattutto per comprendere il comportamento di wwerminata forma
farmaceutica dopo somministrazione a contatto d¢tundi biologici.

In particolare, lo studio dei sistemi pH sensibifi riscontrato recentemente un
grande interesse, in quanto possono provvederepadi@zione dei farmaci nei
confronti di un ambiente potenzialmente ostile,ivello del sito di rilascio,
“conservandoli” nella rete in attesa dello stimalagilascio, infatti, in diverse parti
del corpo sono presenti variazioni di pH, cometregto gastrointestinale, vagina
e vasi sanguigni e cio puo essere sfruttato nebaidb di farmaci da sistemi pH-

sensibili.

8.2.1 Idrogel termo-sensibili

Numerosi sono i polimeri che in seguito a variazgirtemperatura mostrano una
transizione di fase. Per comprendere meglio que&stmportamento si fa
riferimento alla temperatura di soluzione criticd#eriore (LCST) che per un
sistema bifasico (polimero-acqua) rappresenta rfi@pégatura limite, al di sotto
della quale il sistema & completamente misciblldj aopra della quale le due fasi
sono invece immiscibili. Per i sistemi polimeriai LCST e quella temperatura al
di sotto della quale la matrice interagisce c@olente rigonfiandosi.

La temperatura critica superiore (UCST), riferimpre al sistema bifasico, é
guella temperatura al di sopra della quale i coraptirsono totalmente miscibili
e, viceversa al di sotto.

Quindi applicando il concetto ad un sistema bifagiolimero-solvente, si osserva
un rigonfiamentogwelling a valori superiori di UCST, e contraziorshiinking

a valori piu bassi.

| polimeri che possiedono una LCST esibiscono umpmrtamento noto come
swelling inverso o negativo dipendente dalla temperatuea.caratteristica di
guesti polimeri € quella di essere costituiti ddena che possiedono gruppi
moderatamente idrofobici o miscele di segmentifalvi e idrofilici, di modo

che a basse temperature si verifica idratazioreuaacdella formazione di legami
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a idrogeno tra i segmenti idrofilici e le molecalacqua. Ad alte temperature i
ponti a idrogeno diventano piu deboli motivo peii durisultato netto e la
contrazione dell'idrogel. La LCST pu0 essere mutambiando il rapporto tra i

segmenti idrofilici e quelli idrofobici del polimer

8.2.2 Idrogel sensibili agli enzimi

Molti enzimi sono stati utilizzati come strumentodtignosi al fine di monitorare
specifici cambiamenti fisiologici in organi specifi Per questo motivo, enzimi
specifici sono divenuti segnali utili per il rilascdi farmaci sito-specifico. In
seguito alla scoperta di polimeri biodegradabitiedla loro possibilita di essere

digeriti enzimaticamente sono stati preparati diglgtigel sensibili agli enzimi.

8.2.3 Idrogel sensibili agli antigeni

Gli anticorpi sono muniti di specifici siti di legee per gli antigeni mediante
interazioni non covalenti come legami elettrostatiegami a ponte idrogeno,
interazioni idrofobiche e interazioni di Vander WWaala principale funzione
degli anticorpi € legata alla difesa immunitari& miestro organismo nei confronti
di sostanze estranee. Gli idrogel sensibili agtigemi sono preparati usando il
complesso antigene-anticorpo legato a puntrass-linknell'idrogel.

In genere, le maggiori potenzialita degli idrogehsibili agli stimoli richiedono
un comportamento reversibile in risposta ai cambiatimdegli stimoli ambientali.
Nel caso degli idrogel contenenti antigene-antiooiptrappolati, I'anticorpo
trasuda dall'idrogel, mentre questo subisce rigonénto per risposta a uno
specifico antigene. Come risultato della perditdl’atgicorpo, I'idrogel, con
intrappolati antigene e anticorpo, non mostra ummartamento reversibile di
swelling-shrinkingn risposta ai cambiamenti in concentrazione tigane.

Quindi, gli idrogel devono essere costruiti perg$adi avere un idrogel sensibile
all'antigene reversibile. Per far questo, I'antpomrdeve essere immobilizzato
nella rete cosicché puo costruire un complessd’antigene innestato alla rete in
una soluzione tampone, senza la presenza di aatlipamo.

Un idrogel reversibile, sensibile agli antigeniOpesssere preparato per esempio,

con la fabbricazione di una struttura a rete paiioaesemi-interpenetrante,che
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consiste in un polimero lineare racchiudente diicanpi e una rete contenente gli

antigeni.

8.2.4 Idrogel pH sensibili

Tutti gli idrogel pH-sensibili sono formati da usgheletro polimerico a livello
del quale sono presenti gruppi funzionali ioniziabgruppi acidi (acidi
carbossilici e solforici) o basici (sali di ammohiache accettano o rilasciano
protoni in risposta a variazioni di pH nell’ambierircostante.

In mezzo acquoso, questi gruppi si ionizzano eupphno una carica nella rete
polimerica, creando delle forze elettrostatiche utgige responsabili dello
swelling o dello shrinking A piccole variazioni di pH corrispondono grandi
variazioni nella misura delle maglie della reteipelrica.

Ovviamente, il rigonfiamento permette al farmaco“shrigliarsi” dalle maglie
della rete polimerica, facilitando, per diffusiorierilascio dello stesso al sito
d’azione, affinché possa esplicare il suo effettapeutico.

Oltre alle caratteristiche chimiche del polimeroclae la natura del mezzo di
rilascio influenza la cinetica dwellingdegli idrogel pH-sensibili .

Se sono presenti gruppi anionici nella rete policge(idrogel anionico), questi si
ionizzeranno a valori di pH maggiore del pKa dedtesso gruppo ionizzabile, e
l'idrogel si rigonfia. Il contrario avviene per giidrogel cationici, i quali

rigonfiano a un valore di pH piu basso del pKagteppi ionizzabili (figura 8.5).

{a} b}
H* H¥HF HY ¢ 4 H
H" m H iz Im:qs—_ soluzione
/ L L vl LT | acida
= idrogel sgonfia = idrogel rigonfio
ldrogel Anionico ldrogel Cationico
\ \
D‘ _OH DHQH'OH‘
:: 4 5-:-Il.!zi-:-ne DH:':' OH_:__S.;.|uzi.;..-.E
onT —oy|  basiea DHCH' oH-| basica
idrogel rigonfio idrogel sgorfia

Figura 8.5. Comportamento di idrogel pH-sensibili (a) anionico e (b) cationico
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Quindi, a seconda del pH acido o basico del mezzilagcio, si assiste a un
differente ed oppostewellingdegli idrogel. Occorre comunque tener presente che
i valori delle costanti acide dei singoli monomgrbssono subire, a causa
dell'intorno chimico presente, piccole variazioni.

La maggiore applicazione dei sistemi pH-sensibilil glascio controllato di
farmaci che vengono somministrati per via oraleytsindo la differenza di pH
esistente tra lo stomaco e l'intestino.

Tuttavia, si stanno creando nuovi approcci periliazo di questi sistemi, ad
esempio sono stati studiati sistemi polimerici poaprieta bioerodibili sensibili
al pH.

Esempi di sistemi polimerici pH-sensibili sono sfabgettati per il rilascio di un
farmaco molto importante, I'insulifiagrazie alla produzione di idrogel a base di
idrossietilmetacrilato nel quale sono stati ingkbdlgii enzimi glucosio ossidasi e
catalasi. In questo caso, il rigonfiamento delbigel € innescato dalla diffusione
di glucosio al suo interno dove avviene la conwersj catalizzata
enzimaticamente, in acido gluconico . L'abbassameet pH nel microambiente
dell'idrogel genera il suo rigonfiamento con consegte rilascio di insulina.

Una diminuzione della concentrazione di glucosio risposta all'insulina
rilasciata causa la contrattura dell'idrogel comidiuzione della velocita di
rilascio dell'insulina. In questo modo un sistemailascio controllato segue la
necessita fisiologiche del corpo.

| polimeri ionici piu studiati per la sintesi dirmhel pH-sensibili comprendono
poli (acrilamide) (pAAm), poli (acido acrilico) (PX, poli (acido metacrilico)
(PMAA), poli (dietilaminoetilmetacrilato) (PDEAEMA) e poli
(dimetilaminoetilmetacrilato) (PDMAEMA)

8.3 Meccanismi e andamento di rilascio del farmaco

Come accennato, la cinetica di rilascio € influeamzdall'idrofilia della matrice
polimerica e dal suo grado di reticolazione ma andhlle proprieta chimico-
fisiche del farmaco (solubilita, massa molare, tifbanterazioni che puo stabilire
con il polimero), dalla tecnica utilizzata per Ewrporazione del farmaco

nell'idrogel e dalla quantitd che ne viene incogtdf. Affinché un idrogel possa
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essere utilizzato come sistema per il rilascicadinfaci € necessario che abbia un
opportuno grado di rigonflamento ed una certa pabiitga al farmaco
intrappolato, tale da consentire la sua diffusivade maglie del polimero.

La maggior parte degli idrogel ha consistenza eetroello stato deidratato ma,
venendo a contatto con acqua o con un altro fluidonodinamicamente
compatibile, si ha la penetrazione del solventera@tso le catene
macromolecolari. Nel momento in cui penetra unantjtéasufficiente di acqua, la
temperatura di transizione vetrosa del polimeroimliisce, la matrice assume
consistenza gommosa e si ha il rigonfiam&ntlh movimento delle molecole di
solvente avviene ad una velocita ben definita e gonsimultaneo aumento
dellampiezza delle maglie del reticolo polimericella regione idratata. I
rilascio del farmaco avviene per diffusione attragela maglie allargate. La
diffusione e il trasporto di sostanze attraverso iglrogel pud seguire
fondamentalmente tre diverse cinetiche:

1. diffusione normale (o legge di Fick,) quando laoedt di diffusione é
minore di quella di rigonfiamento, in cui il coefiénte di diffusione é il
parametro che controlla il processo;

2. trasporto lineare, in cui la diffusione € molto ae# ed il trasporto e
regolato dalla velocita del processo di rigonfiatoefo dall’erosione, per
sistemi erodibili).

3. diffusione di tipo anomalo (che non segue la ledgd-ick), dove la
velocita di diffusione € paragonabile a quellaigbnfiamento.

L’equazione proposta da Korsmeyer e Peppas ded@ivdamento complessivo

del processo:

Mt/Minf =K * Tn

dove:
M/Mins rappresenta la frazione di farmaco rilasciat@mipo T

K edn sono rispettivamente la costante e I'esponentgicm
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Il valore din fornisce informazioni sulla cinetica di rilascidern >0.5 si ha una
diffusione di tipo anomalo; per<0.5 si ha una diffusione normale; perl si ha

una cinetica di ordine zero.

8.4 ldrogel polisaccaridici nel rilascio modificato darmaci

| polisaccaridi sono una classe di composti motilizmata nella realizzazione di
Drug Delivery Systemgoiché sono polimeri molto diffusi, poco costosi e
disponibili in una variabilita di strutture e formeon diverse proprieta.
Un’importante caratteristica € quella di poter esséacilmente modificati
attraverso metodi chimici e biochimici, di essefléaraente stabili, atossici,
biodegradabili, idrofili e in grado di formare idyel.

La degradazione dei polisaccaridi naturali avvieeé colon ad opera di enzimi
microbici (come ad esempio destranasi, amilasitipesi etc.). Tutte queste
caratteristiche rendono i polisaccaridi ideali cdmase per lo sviluppo di sistemi a
rilascio controllaté’. Uno dei maggiori problemi legati all'utilizzo djueste
molecole e la loro elevata solubilita in acqua ¢h®, pero, essere modificata
mantenendo inalterata la biodegradabilita.

Numerosi sono i polisaccaridi di origine naturastati come prototipo nei
sistemi a rilascio modificato. Gli esempi piu sfggativi sono rappresentati dal
chitosan®®**°>  dall'acido ialuronic®®!"*® dalle ciclodestrine, le pectine,

I'inulina, I'amilosio, la gomma guat® il destrand"?**e la cellulos& 22
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Capitolo 9

Idrogel cellulosici con attivita antiossidante

Introduzione

Come precedentemente discusso, gli idrogel sontorstildiati quali matrici per
il rilascio controllato di molecole bioattive. Aneh polisaccaridi naturali come
alginato, chiosano, destano ecc.., sono utilizaati realizzare idrogf poiché
sono materiali non tossici, biocompatibili e biodetabili. Recentemente, sono
stati realizzati idrogel con derivati commerciaglld cellulosa che, svolgendo
un’azione di riempimento dello stomaco, possonceressitilizzati nella diete
ipocaloriche per la cura dell'obesita

Nell'ultimo decennio, molti ricercatori hanno fozaato [I'attenzione
sull'applicazione di antiossidaffi®’ e di polimeri antiossidanti, sia in campo
farmaceutico che cosmetico. Ad esempio, sono stalizzati idrogel con
proprieta antiossidanti &cavengedi radicali liberi a base di monomeri acrilici o
vinilici che contengono gruppi di vitamin&Ee monomeri vinilici di Eugenof8,
Inoltre, precedentemente abbiamo sintetizzato meistgolimerici a base di
cellulosa contenente residui ferulici, lipoicicetocoferulici che mostrano una
buona attivita antiossidarlfe Da questo nasce I'idea di ancorare, mediante
legame covalente, residui ferulici su un idrogelae di cellula, per realizzare un
carrier capace di proteggere farmaci instabili da utilieza formulazioni per uso

topico e somministrazione orale (schema 9.1).
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Schema 9.1. Sintesi dell'idrogel ferulato

In questo capitolo si riporta:

2 la sintesi di sei idrogel a base di cellulosa, raeti copolimerizzazione
radicalica dell'acrilcellulosa (AcrC) con N,N’-dirticrilammide (DMAA);

2 la caratterizzazione degli

idrogel

mediante misudé rigonfiamento

equilibriumswelling degree %) a vari valori di pH;
q g aeg p
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2 la reazione di ancoraggigrafting) dell'acido trans-ferulico sull'idrogel che

ha mostrato migliore grado di rigonfiamermnto

2 la valutazione della sua attivita antiossidante iam@e misura dell’'inibizione

della perossidazione lipidica nelle membrane mmali di fegato di rattt;

2 la valutazione del suo effettscavengingsul radicale stabile 1,1-difenil-2-
picrilidrazile (DPPH).

9.1 Sintesi dell'acrilcellulosa (AcrC) (1)

I monomero AcrC e stato ottenuto mediante unaesin'eterogené%\ con
acriloilcloruro. La cellulosa microcristallina é atd posta a rigonfiare in
acetonitrile a temperatura ambiente per 1 h; sso@®ente, e stata aggiunta una
soluzione diter-butossido di potassio in acetonitrile, manteneladmiscela sotto
agitazione a temperatura ambiente per 4h. Un emcdssacriloilcloruro in
acetonitrile si aggiunge goccia a goccia e si afximiscela a riflusso per 24h. I
prodotto ottenuto € stato filtrato e lavato abbeneaente con acqua, etanolo,
acetone ed etere etilico, poi essiccato a 50°Geasjone ridotta. L'analisi FT-IR
conferma il legame estereo del derivato acrilico Eassorbimento a 1721 ¢he

la presenza dei gruppi vinilici a 805 ¢m

Variando il rapporto molare tra i reagenti ed inf® di reazione (tabella 9.1),
sono stati ottenuti due derivati con differentedgrai sostituzione (DS, analisi in

triplicato), calcolato mediante analisi volumettfta

Tabella 9.1. Condizioni di reazione e grado di sagtizione (DS)

Rapporto molare

] o Tempo reazione (h) DS
Cellulosat-butossido/Acriloilcloruro
1.3:3 8 0.28+0.06
1:3:10 20 0.68+0.07

9.2 Sintesi degli idrogel cellulosici (2)
Gli idrogel sono stati preparati mediante polimeasizone radicalica del derivato
AcrC con DMAA (schema 9.1). Il monomero di cellldo® stato posto a

rigonfiare in un sistema acquoso di Nf30%)/Urea (12%), per 10 minuti sotto
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agitazione raffreddando a —5°C. Successivamersi@at@ aggiunto il comonomero
DMAA e l'iniziatore radicalico persolfato di ammaniriscaldando la miscela a
70°C per pochi minuti, fino a quando la miscelafgel e si ha la formazione del
reticolo. Quindi, gli idrogel formati sono stativiti rigonfiandoli in diverse
aliquote di acqua calda (50°C) sotto agitazione rifevati con acetone in cui si
“sgonfiano”, ed, infine, essiccati a 50°C sotto tauo

La caratterizzazione mediante spettroscopia FT-tRferma l'avvenuta co-
polimerizzazione, poiché si osserva una diminuzidgléintensita del picco a 805
cm-' caratteristico del doppio legame, e la comparsandi nuova banda a 1732
cm-' del legame estereo dovuto alla formazione detitigt tra AcrC e DMAA.

La reazione di co-polimerizzazione € stata condaiiehe utilizzando il sistema
solvente N,N-dimetilacetammide e Cloruro di liti®MA/LICI), ottenendo

idrogel con un basso grado di rigonfiamemto

9.3 Studio di rigonfiamento degli idrogel cellulms

L’idrofilia degli idrogel si determina mediantedaisura diswelling

Aliquote di 40-50 mg di drogel secco sono statetgp@s un filtro di vetro con
setto poroso da 5 ml (@ 10 mm; porosita G3), prevemente pesato. Il filtro,
contenente I'idrogel, & stato immerso in un beaketenente il fluido rigonfiante
(soluzione acida a pH 1, simulante del fluido gestrtampone fosfato a pH 6.8,
simulante del fluido intercellulare; soluzione fleasa pH 8, simulante il fluido
intestinale) e lasciato a rigonfiare. Dopo deteatiiperiodi di tempo (1, 4 e 24 h)
I'eccesso di acqua e stato rimosso per percolaadhfltro e stato centrifugato a
3500 rpm per 15 min e pesato. Successivamentata determinata la tara del
filtro bagnato. Dalla media dei pesi registratdaiersi tempi si calcola il grado di

rigonfiamento all’equilibrio ¢ %) (equazione 9.1):

(%) = \Ws — Wd) wa Wa) -100
d equazione 9.1

Ws: peso dell'idrogel rigonfio; Wd: peso dell'idgel sgonfio
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Le quantita del monomero e dell’agente reticolaritizzate per la preparazione
degli idrogel ed i relativi valori di % sono riportati nelle tabelle 9.2 e 9.3.

Ogni esperimento & stato eseguito in triplicatd adultati presentano un errore
standard di + 4%.

Tabella 9.2. Grado di rigonfiamento all’equilibrio % degli idrogel preparati da
AcrC con DS =0.28

Grado di rigonfiamento all'equilibrio a %

Rapporto molare AcrC/DMAA

pH 1 pH 6.8 pH 8
1:3% - - -
1:6 706 533 778
1:9 759 772 891

#Non si forma l'idrogel

Tabella 9.3. Grado di rigonfiamento all’equilibrio % degli idrogel preparati da

AcrC con DS = 0.68

Rapporto molare AcrC/DMAA

Grado di rigonfiamento all'equilibrio a %

pH 1 pH 6.8 pH 8
1:3 364 266 570
1:6 680 557 646
1:9 652 562 700

Dai valori di a ottenuti si evince tutti i materiali sintetizzatiostrano ottime
caratteristiche di idrogel. In generale, non stewziano sostanziali differenze di
swellingai vari valori di pH, mentre sono evidenti varngoortamenti dswelling
in funzione del DS del macromonomero AcrC e dellardita di co-monomero
DMAA utilizzato. In particolare, gli idrogel sintezati con AcrC a piu alto DS
mostrano valori din piu bassi, dovuti alla formazione di una rete meliica a
maggiore densita. A parita di DS, utilizzando giagdantita di co-monomero
aumenta la lunghezza dei segmenti dell’omopolinpeie DMAA, formando una
rete polimerica con minore densitd capace di figosi maggiormente (valori di

a piu alti).
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9.4 Sintesi dell'idrogel cellulosico contenente doitrans-ferulico

L’inserimento del gruppo antiossidante e stato ottedsull’idrogel gia formato
piuttosto che su un suo precursore, per evitard'@henescavengingui radicali
liberi dell'acido transferulico potesse inibire il processo di polime&azione
radicalica.

La reazione digrafting dell’'acido ferulico FA (schema 9.1) e stata cotalot
sull'idrogel che ha mostrato il maggior grado djomfiamentoa, sintetizzato da
AcrC (DS 0.28)/DMAA con un rapporto molare 1:9.

0.4 g di idrogel secco (corrispondenti a 3.3 mmiajrdppi OH liberi) sono stai
posti a rigonfiare nel sistema solvente DMA/LICL30°C per 2 h. Alla miscela,
mantenuta sotto agitazione e raffreddata a temparaimbiente, e stata aggiunta
una quantita catalitica di N,N-dimetilamminopiridinun eccesso di FA e i due
agenti condensanti dicicloesilcarbodiimmide (DCC) 4ddrossibenzotriazolo
(HBT). Il sistema é stato riscaldato a 100°C pér 4 lasciato poi a raffreddare a
temperatura ambiente per tutta la notte. Il solitenuto e stato lavato con acqua,
metanolo, tetraidrofurano ed acetone per rimuovesettoprodotti di reazione
come dicicloesilurea e acido ferulico non reagitafine, il prodotto e stato
essiccato sotto vuoto a 50°C e caratterizzato meslgpettroscopia FT-IR che ha

confermato la formazione del nuovo legame estevedl@icco a 1698 cih

9.5 Determinazione del contenuto dei residui feailhell'idrogel ferulato

Il grado di sostituzione dei residui ferulici étstaeterminato mediante il metodo
di Folin- Ciocolted®*®*’ un saggio colorimetrico che si basa sulla ridoeidei
metalli, presenti nel reagente, da parte del’OHofieo, con formazione di una
soluzione di colore azzurro-blu che viene analezdo spettrofotometro UV-Vis
a 725 nm.

La figura 9.1 mostra la retta di calibrazione mgéta per determinare il valore del
grado di sostituzione del residuo ferulico sullddel. La retta & stata ottenuta
utilizzando sei soluzioni di acidwansferulico nel range che va da 1.68x18
2.81x10° mol/l. Il risultato del saggio colorimetrico harfito un valore di

2.36x10° moli di residui ferulici per grammi di idrogel.
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Fig. 9.1. Retta di calibrazione dell'acidarans-ferulico

9.6 Attivitd scavenging dell'idrogel ferulico

E stata valutata la capacita dell'idrogel ferulismtetizzato di agire come
scavengerdei radicali liberi, utilizzando il metodo di Waligche prevede la
reazione con il radicale stabile DPPH. Questo eddiagisce estraendo il protone
fenolico dalla porzione feruli¢d riducendosi alla forma DPPH-H di colore giallo
che si saggia mediante spettrofotometria.

Diverse quantita di idrogel ferulico (2, 10, 20@mg/ml) sono state aggiunte ad
una soluzione etanolica 1.1X10M del radicale DPPH. Le miscele sono state
agitate vigorosamente e lasciate a reagire al pefo30 minuti. Quindi, & stata
misurata I'assorbanza di ogni soluzione medianéttsgotometro UV-Vis a 516
nm contro un bianco che non conteneva il DPPH. @gsura € stata eseguita in
triplicato ed é stata calcolata la media. La figra mette in relazione la % di
inibizione del DPPH in funzione della concentragat idrogel ferulico e mostra

I'ottima efficienzascavengedellidrogel sintetizzato.

107



100 —

90 —

80 —

70 H

60 —

50

% inhibition

40

30

20

10

5 10 20 30

Concentration (mg/ml)

Fig. 9.2. Effetto scanvenging dell'idrogel ferulato sul radicale libero DPPH. |
risultati rappresentano il valore medio l’errore standard di tre esperimenti eseguiti

separatamente.

9.7 Proprieta antiossidante dell'idrogel ferulico

Come per i derivati cellulosici antiossidanti désicprecedentemente nel capitolo
71 & stata valutata lattivita antiossidante detbigel ferulico nell’inibire la
perossidazione lipidica nelle membrane microsondiaiégato di ratttf.

Sono state utilizzate due diverse sorgenti di edtliiberi (25x10° M di AAPH e
0.25x10° M di ter-BOOH a 37°C) per indurrim vitro la perossidazione lipidica,
per un tempo totale di incubazione di 120 min. t&sso esperimento effettuato
sull'idrogel ferulico a base di cellulosa & statondotto, per confronto,
sull'idrogel non derivatizzato, il quale non ha rma attivita antiossidante, e
sull’acidotrans-ferulico commerciale.

Nella figura 9.3 sono riportati in grafico gli effiedell’idrogel ferulico sulla

perossidazione lipidica indottan vitro, espressa come formazione di
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malondialdeide (MDA nmol/mg di proteine) in funzendel tempo di

incubazione. | risultati rappresentano la media sdi esperimenti esequiti

separatamente.
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Fig. 9.3. Effetto dell'idrogel ferulico sulla prodwzione di MDA indotta da (A) ter-
BOOH e (B) AAPH
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Fig. 9.4. Inibizione della formazione di MDA indota da terr-BOOH e AAPH in

presenza dell'idrogel ferulato nelle membrane micreomiali di fegato di ratto.
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Dai risultati ottenuti risulta che l'idrogel ferath ha una maggiore azione
antiossidante nel proteggere le membrane dal pdzods ter-BOOH che

dall’AAPH (figura 9.4). Inoltre, in entrambi i cabidrogel mostra una massima
efficienza a 30 minuti di incubazione e preservaua attivita antiossidante fino a

2 h, confermando i risultati ottenuti precedenter@erfcapitolo 7).

9.8 Conclusioni

L'idrogel con proprieta antiossidanti a base diluesa € stato preparato
introducendo residui ferulici sulla catena polincaridella cellulosa, mediante
legame covalente.

Per una valutazione completa delle sue proprieti@ssidanti, sono stati eseguiti
su questo biomateriale due test: uno utilizzandmdicale stabile DPPH, che
permette di testare I'azione direttastiavengersui radicali liberi, ed il secondo
inducendoin vitro la perossidazione lipidica delle membrane micraabnche
permette di saggiare [Iattivita antiossidante. s$uliati suggeriscono che |l
materiale ferulato possiede un’eccellente attigtavengere antiossidante e
potrebbe essere utilizzato conmarrier capace di proteggere, trasportare e
rilasciare farmaci instabili all’esposizione progata di aria e luce. Inoltre, questo
idrogel pud trovare applicazione come profarmacdl’agdédo trans-ferulico,
permettendone il rilascio mediante una specificgrasi. Questo biopolimero
potrebbe, quindi, essere utilizzato in campo faenéico e cosmetico e ridurre

sostanzialmente il danno ossidativo causato datfadzione di radicali liberi.
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ALLEGATO A al Verbale del collegio di dottorato di ricerca in Metodologie per lo
Sviluppo di Moelecole di Interesse Farmacologico del 07 Ottobre 2008

Relazione del collegio dei docenti sull’ attivita svolta durante il corso dal dottorando

BLOISE Ermelinda

I Collegio dei Docenti ha valutato I’attivita di ricerca della candidata che si ¢
sviluppata nel campo POLIMERI NATURALI DA UTILIZZARE IN CAMPO
FARMACEUTICO, e ha preso in esame i risultati conseguiti, riportati in n° 4 lavori a stampa
0 in corso di stampa su riviste internazionali con referee a buon IF, n° 3 comunicazioni in
congressi internazionali ¢ n° 1 comunicazioni in congressi nazionali.

Il Collegio ha inoltre valutato:

- Pattivita svolta dalla candidata durante il periodo di stage condotto presso la PR Chimica
s.r.l. (Galatina -Lecce) dal FEBBRAIO al OTTOBRE 2007.

- attivita formativa della candidata che si & realizzata attraverso la partecipazione al 6° Corso
della Scuola Dottorale per la Formazione Avanzata in Discipline Tecnologico-Farmaceutiche,
Rende (CS), 09-15 Settembre 2006.

- Iattivita formativa della candidata che si ¢ realizzata a seguito della assidua frequenza
all’attivita didattica proposta dal Collegio.

Con riferimento a quanto sopra richiamato, il Collegio dei Docenti del corso di
Dottorato di Ricerca in Metodologie per lo Sviluppo di Molecole di Interesse Farmacologico,
giudica Iattivita della Dr.ssa Ermelinda Bloise positiva e la presenta con soddisfazione al

giudizio della Commissione.

e

Il Presidente e Segretario Verbalizzante

Prof. Bartolo Gabriele



