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Riassunto: Negli ultimi anni, lo sviluppo di nanoparticelle si è esteso ad 

un'ampia gamma di applicazioni cliniche. Le nanoparticelle sono state sviluppate 

per superare i limiti delle terapie in uso e superare le barriere biologiche, quali 

quelle sistemiche, microambientali e cellulari, che sono eterogenee nelle diverse 

popolazioni di pazienti e di patologie. Tuttavia, lo sviluppo di nanoparticelle 

continua a focalizzarsi sull'ottimizzazione delle piattaforme di somministrazione 

farmacologica alla ricerca una soluzione universale. Man mano che le 

nanoparticelle (ad esempio) a base lipidiche, polimeriche e inorganiche vengono 

progettate in modo sempre più specifico, si inizia a intravedere la possibilità di 

costruire piattaforme farmacologiche in modo sempre più personalizzato, entrando 

dunque nell'era della medicina di precisione. Gli approcci bottom-up nella sintesi 

dei nanomateriali prevedono l'assemblaggio di unità molecolari o atomiche più 

piccole in nanostrutture più grandi e complesse. Le strategie bottom-up offrono un 

controllo preciso su dimensioni, forma e composizione dei nanomateriali, 

rendendole ideali per la fabbricazione di strutture altamente ordinate con proprietà 

personalizzabili. In questa Tesi si vuole utilizzare tale approccio per progettare 

nuovi sistemi a base di nanoparticelle complesse utilizzabili come sistemi di 

somministrazione mirata di farmaci. In particolare, abbiamo preso in 

considerazione la combinazione fra nanoparticelle d’oro, nanoparticelle 

ferromagnetiche, nanoparticelle proteiche a base di BSA, carbon-dots, coacervati e 

liposomi. Si sono studiati e caratterizzati questi nanosistemi dapprima 

separatamente, e successivamente sono stati combinati come sistemi Matrioska per 

sfruttare appieno le singole caratteristiche delle varie componenti. Le nanoparticelle 

d’oro di 15 nm sono state selezionate per le loro proprietà plasmoniche, mentre 

quelle ferromagnetiche a base di ossidi di ferro per le loro proprietà magnetiche, in 

quanto è possibile direzionare il nanosistema a seconda del campo magnetico 

applicato. Le nanoparticelle a base di proteine per la loro versatilità di sintesi e la 

possibilità di inglobare le precedenti nanoparticelle inorganiche. I carbon-dots per 

le loro peculiari proprietà foto-fisiche. I coacervati si sono dimostrati efficienti nella 

concentrazione al loro interno dei precedenti nanosistemi, ed infine i liposomi per 

il completo incapsulamento in uno spazio confinato. I risultati di questo lavoro di 

Tesi mostrano la potenzialità della combinazione sinergica di tipo Matrioska di 

questi nanosistemi costruiti attraverso un approccio bottom-up, che ne permette la 

visualizzazione ed il delivery. 
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Abstract: In recent years, nanoparticle development has expanded to a wide 

range of clinical applications. Nanoparticles have been developed to overcome the 

limitations of current therapies and biological barriers, such as systemic, 

microenvironmental, and cellular barriers, which are heterogeneous across different 

patient populations and disease states. However, nanoparticle development 

continues to focus on optimizing drug delivery platforms in search of a universal 

solution. As nanoparticles, for example, based on lipids, polymers, and inorganic 

materials, become increasingly specifically designed, the possibility of constructing 

increasingly personalized drug platforms is emerging, thus ushering in the era of 

precision medicine. Bottom-up approaches to nanomaterial synthesis involve 

assembling smaller molecular or atomic units into larger, more complex 

nanostructures. Bottom-up strategies offer precise control over the size, shape, and 

composition of nanomaterials, making them ideal for the fabrication of  highly 

ordered structures with tailorable properties. This thesis aims to use this approach 

to design new complex nanoparticle-based systems that can be used as targeted drug 

delivery systems. Specifically, we considered combinations of gold nanoparticles, 

ferromagnetic nanoparticles, BSA-based protein nanoparticles, carbon dots, 

coacervates, and liposomes. These nanosystems were first studied and characterized 

separately and then combined as Matryoshka systems to fully exploit the individual 

characteristics of the various components. The 15 nm gold nanoparticles were 

selected for their plasmonic properties, while the ferromagnetic iron oxide-based 

nanoparticles were selected for their magnetic properties, as they can direct the 

nanosystem depending on the applied magnetic field. Protein-based nanoparticles 

were selected for their versatility in synthesis and the ability to incorporate the 

previous inorganic nanoparticles. Carbon dots were selected for their unique 

photophysical properties. Coacervates proved efficient in concentrating the 

previous nanosystems within them, and finally, liposomes were selected for a 

complete encapsulation in a confined space. The results of this thesis demonstrate 

the potential of the synergistic Matryoshka-style combination of these nanosystems, 

constructed through a bottom-up approach, which allows for their visualization and 

delivery. 

 



8 
 

I. Introduzione 

 

1.1 Le Nanoparticelle 

L'avvento delle nanotecnologie ha segnato un punto di svolta in settori come 

la teranostica, aprendo orizzonti inesplorati e offrendo soluzioni innovative in 

contesti di diagnosi e trattamento di patologie. Al centro di questa rivoluzione si 

trovano le nanoparticelle (NPs), aggregati di atomi o molecole unite per formare 

strutture con dimensioni comprese tra 1 e 100 nanometri (1). Questa dimensione è 

cruciale, poiché a questa scala emergono proprietà fisico-chimiche uniche che non 

si osservano nei materiali macroscopici. Le NPs sono costruite dall'assemblaggio 

di un numero variabile di atomi o molecole. Questo assemblaggio può avvenire 

attraverso legami chimici (covalenti, ionici, metallici) o interazioni intermolecolari 

(forze di Van der Waals, legami idrogeno). La disposizione degli atomi/molecole 

all'interno della nanoparticella determina la sua struttura e morfologia. Le NPs 

possono avere diverse forme, come sfere, bastoncini, tubi, filamenti o strutture più 

complesse. Una caratteristica fondamentale delle NPs è l'elevato rapporto 

superficie/volume. Ciò significa che una frazione significativa degli 

atomi/molecole si trova sulla superficie. Inoltre, a dimensioni nanometriche, gli 

effetti quantistici diventano dominanti. Questo può influenzare le proprietà 

elettroniche, ottiche e magnetiche delle NPs. Ad esempio, la quantizzazione 

dell'energia porta a fenomeni come la risonanza plasmonica di superficie e la 

fluorescenza (2-3). 
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1.1.1 Tipologie di nanoparticelle 

 

Esistono numerose classi di nanoparticelle che si suddividono in base al materiale 

di cui sono costituite, alle loro dimensioni e alle proprietà che posseggono (Figura 

1).  

 

Figura 1: Differenti classi di nanoparticelle e loro caratteristiche e proprietà 

principali (1).  

 

Nanoparticelle polimeriche 

Le NPs polimeriche possono essere sintetizzate a partire da materiali 

naturali o sintetici, così come da monomeri o polimeri preformati. Generalmente 

sono buoni vettori per la veicolazione di farmaci dal momento che sono 

biocompatibili e hanno semplici parametri di formulazione. Possono essere 

sintetizzate attraverso diverse tecniche come l’emulsione, la nano-precipitazione, 

gelificazione ionica o microfluidiche, in cui per ognuna di tali tecniche si ottiene un 

prodotto finale differente. Gli agenti terapeutici possono essere incapsulati nel core 

della nanoparticella, intrappolati nella matrice polimerica, coniugati chimicamente 

al polimero o legati sulla superficie. Questa diversità di coniugazione permette la 

veicolazione di composti sia idrofilici che idrofobici, di diverso peso molecolare 

(piccole molecole, macromolecole biologiche, proteine e vaccini), rendendo le NPs 

polimeriche ideali per il co-delivery (4). Le forme più comuni per questo tipo di 
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nanoparticelle sono le nanocapsule e le nanosfere, le quali possono a loro volta 

appartenere a diverse categorie, tra cui polimerosomi, micelle e dendrimeri. I 

polimerosomi sono vescicole artificiali con membrane costituite da blocchi di 

copolimeri anfifilici, molto simili ai liposomi, ma più stabili. Alcuni esempi di 

copolimeri usati per costruire polimerosomi sono il PEG (poly(ethylene glycol)) e 

il PDMS (poly(dimethylsiloxane)). Le micelle polimeriche, sempre costituite da 

copolimeri anfifilici, si autoassemblano per formare nanosfere con core idrofilico e 

rivestimento idrofobico. Infine, i dendrimeri sono polimeri iper-ramificati con 

complesse architetture tridimensionali che permettono un elevato controllo delle 

dimensioni, forma e chimica di superficie, possono essere usati anche per la 

delivery di piccole molecole come gli acidi nucleici. Nel complesso le 

nanoparticelle polimeriche sono ideali per la veicolazione di farmaci poiché sono 

biodegradabili, solubili in acqua, biocompatibili, la loro superficie può essere 

modificata facilmente le loro caratteristiche sono facilmente controllabili durante la 

sintesi. Alcuni svantaggi riguardano il rischio di aggregazione e tossicità (5). 

 

Nanoparticelle inorganiche 

Tra le NPs inorganiche ritroviamo quelle costituite da metalli come oro, 

ferro e argento e da altri minerali come il silicio. Questo tipo di nanoparticelle ha 

proprietà fisiche, magnetiche, elettriche e ottiche uniche. Ad esempio, le AuNPs 

hanno degli elettroni liberi sulla loro superficie che oscillando danno vita al 

fenomeno della risonanza plasmonica di superficie che permette di ottenere un 

effetto fototermico che si può sfruttare in terapia. Altre nanoparticelle inorganiche 

sono quelle derivate da ossidi di ferro, ottenute a partire da magnetite (Fe3O4) o 

maghemite (Fe2O3), esse posseggono proprietà superparamagnetiche. I quantum 

dots sono invece nanoparticelle costituite da materiali semiconduttori, utilizzate 

principalmente per applicazione di imaging in vitro, ma si dimostrano molto 

promettenti anche in applicazioni di diagnosi in vivo. Grazie alle loro proprietà 

magnetiche, radioattive e plasmoniche le nanoparticelle inorganiche sono le più 

qualificate per applicazioni in diagnosi, imaging e terapie fototermiche (6-8). Molte 

hanno buona biocompatibilità e stabilità, tuttavia alcune hanno bassa solubilità e, 

soprattutto per quelle basate su metalli pesanti come i quantum-dots, ci sono 

preoccupazioni riguardo la loro tossicità. Tra le NPs inorganiche possiamo 
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annoverare anche quelle basate sul carbonio come i carbon-nanodots, i quali 

possiedono proprietà molto simili alle loro controparti basate su semiconduttori, ma 

a differenze di queste ultime, hanno una tossicità estremamente minore, essendo 

costituiti quasi esclusivamente da carbonio e ottenuti da carbonizzazione di un 

precursore carbonioso. 

 

Nanoparticelle basate su lipidi 

Tra le lipid-based NPs sono incluse diverse tipologie di strutture, ma in ogni 

caso si ha sempre almeno uno strato lipidico idrofobico che circonda un 

compartimento interno acquoso idrofilico. Questo tipo di nanosistemi offre diversi 

vantaggi, tra cui la semplicità della formulazione, possibilità di autoassemblaggio, 

alta biocompatibilità e biodisponibilità, possibilità di trasportare grandi carichi di 

molecole e una ampia gamma di proprietà fisico-chimiche che possono essere 

controllate per modulare le loro caratteristiche biologiche (9). I liposomi sono le 

lipid-based NPs più usate in nanomedicina, essi sono tipicamente composti da 

molecole fosfolipidiche che vanno a formare strutture vescicolari uni- o multi-

lamellari. Questa caratteristica permette loro di trasportare farmaci e molecole 

idrofiliche, idrofobiche e lipofiliche e possono trasportare anche molecole 

idrofiliche e idrofobiche contemporaneamente. La loro stabilità dipende dalle 

dimensioni, carica di superficie, composizione lipidica, numero di strati lipidici e 

modificazioni di superficie. Queste ultime, come ad esempio la PEG-ilazione, sono 

utilizzate per estendere la loro circolazione, emivita e stabilità, dal momento che 

vengono facilmente digeriti dal sistema reticoloendoteliale. Differenti dai liposomi 

sono le lipid-nanoparticles con struttura micellare, utilizzate spesso per il trasporto 

di acidi nucleici poiché hanno una carica totale neutra a pH fisiologico, ma 

diventano cariche all’interno di compartimenti endosomiali, permettendo dunque la 

fuoriuscita degli acidi nucleici solamente quando ci si trova all’interno di questi 

compartimenti.  
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1.1.2 Modificazioni di superficie 

Affinché le nanoparticelle arrivino nel sito d’azione e svolgano la loro funzione 

terapeutica, spesso è necessario che subiscano diverse modificazioni di superficie  

(1). Gli scopi che hanno queste modificazioni possono essere molteplici: 

• Migliorare la Dispersione e la Stabilità prevenendo l’aggregazione delle 

NPs causata delle forze di Van der Waals e interazioni idrofobiche attraverso 

l’introduzione di repulsioni elettrostatiche o steriche (tramite polimeri o 

tensioattivi) e aumentando la solubilità in acqua delle nanoparticelle tramite 

l’aggiunta di gruppi polari o idrofilici; 

 

• Conferire Biocompatibilità e Ridurre la Tossicità evitando il 

riconoscimento da parte del sistema immunitario attraverso rivestimenti 

come il PEG che vanno a “mascherare” le NPs riducendo l’interazione con 

le proteine. Inoltre, è possibile ridurre la citotossicità di alcune 

nanoparticelle rendendone la superficie più bio-inerte, diminuendo gli 

effetti dannosi sulle cellule; 

 

• Permettere il Targeting Specifico attraverso ligandi per recettori cellulari 

come anticorpi, peptidi, aptameri o piccole molecole che si legano 

specificatamente a recettori sovra espressi dalle cellule. Alcune modifiche 

superficiali possono anche rendere le NPs responsive a stimoli esterni come 

variazioni di pH, temperatura, luce, campi magnetici e ultrasuoni, 

permettendo il rilascio controllato di farmaci o l’attivazione di funzionalità 

solo nel sito desiderato; 

 

• Abilitare la Sensoristica e l'Imaging tramite l’ancoraggio di molecole 

reporter come sonde fluorescenti qual ora la nanoparticella non possegga 

naturalmente questa proprietà ottica; 

 

• Modificare le Proprietà Ottiche ed Elettroniche tramite modificazione 

con metalli nobili che permettono di sfruttare la risonanza plasmonica di 

superficie per applicazioni in biosensing, imaging e PTT (photothermal 
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therapy), o con metalli conduttivi se lo scopo è quello di migliorare le 

proprietà elettroniche delle NPs; 

 

Tra le modificazioni di superficie più frequenti (osservabili nella Figura 2) vi sono 

molecole come polimeri e tensioattivi che si legano alla superficie tramite 

adsorbimento fisico grazie ad interazioni deboli come forze di Van der Waals, 

interazioni idrofobiche o elettrostatiche, gruppi funzionali specifici come gruppi 

amminici, carbossilici e tiolici vengono invece funzionalizzati alla superficie 

tramite legame covalente. La superficie delle NPs può poi essere modificata con 

biomolecole come proteine, peptidi, anticorpi, aptameri, oligosaccaridi e acidi 

nucleici come DNA e RNA, queste modifiche posso conferire specificità per il 

targeting biologico, migliorare biocompatibilità o permettere l’interazione con 

specifici analiti in applicazioni di biosensing. Un’altra modificazione è la 

metallizzazione in cui un sottile strato di metallo (ad esempio, oro, argento, platino) 

può essere depositato sulla superficie della NP per modificarne le proprietà ottiche, 

catalitiche o elettroniche. Infine, le nanoparticelle possono essere rivestite con un 

coating costituito da un altro materiale come un polimero, un lipide o un guscio 

inorganico (es: silice, carbonio), questo può proteggere la NP, modificarne la 

solubilità, controllare il rilascio di un carico incapsulato o fornire ulteriori 

funzionalità superficiali. 
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Figura 2: Rappresentazione schematica delle tipologie di modificazioni di 

superficie che può subire una nanoparticella e molecole che possono essere 

funzionalizzate sulla sua superficie e stimoli che possono essere utilizzati per 

indurre nella nanoparticella una qualche tipologia di risposta (1). 

 

1.2 Barriere biologiche 

Anche in normali condizioni fisiologiche, una biodistribuzione ed una 

veicolazione di farmaci efficaci sono difficili da ottenere dal momento che le 

nanoparticelle incontrano barriere sia fisiche che biologiche, incluse forze di taglio, 

l'adsorbimento da parte delle proteine e la rapida clearance che limitano la frazione 

di NPs somministrate che raggiunge il sito terapeutico. Queste barriere sono spesso 

alterate in stati patologici e perciò, nella maggior parte dei casi, ancora più difficili 

da attraversare (1). Le barriere biologiche proteggono organi e tessuti dai danni fisici, 

chimici e biologici e mantengono l'omeostasi all'interno dei tessuti. In questo 

contesto rappresentano anche importanti interfacce tra gli organi e il loro "mondo 

esterno", come l'aria o i fluidi corporei (ad esempio sangue e saliva). Tra le 

principali barriere biologiche vi sono quelle cellulari e intracellulari ossia la 

membrana cellulare, la membrana nucleare e gli endosomi, queste barriere separano 

i vari microambienti e compartimenti cellulari ed extracellulari che sono 

caratterizzati da variazioni di pH, carica e gradienti di concentrazione a cui le 

nanoparticelle devono essere in grado di adattarsi (10). Come accennato 

precedentemente i vari compartimenti del microambiente cellulare sono alterati in 

stati patologici, ad esempio, in cellule tumorali in cui solitamente si registra una 

maggiore ritenzione e permeazione (EPR effect), vi sono più proteine in circolo e 

stati infiammatori a causa di una elevata attività del sistema immunitario. Le 

barriere fisiche più esterne sono quelle epiteliali costituite dalla pelle e i vasi 

sanguigni, vi sono poi barriere più interne come biofilm e mucose che influenzano 

principalmente la distribuzione locale. 
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1.2.1 Biodistribuzione delle nanoparticelle 

Gli aspetti fondamentali che influenzano la distribuzione delle 

nanoparticelle e l’uptake da parte delle cellule sono la circolazione, la stabilità e la 

clearance (1). La prima è dipendente da fattori come l’escrezione, il flusso 

sanguigno, l’effetto corona che può essere dato dalle proteine circolanti nei vasi 

sanguigni e le cellule fagocitanti che possono ridurre la stabilità e la veicolazione 

delle nanoparticelle. Gli effetti specifici che ognuno di questi fattori ambientali 

hanno sulle NPs dipendono dalle loro proprietà fisiochimiche il che ha portato a 

una grande attenzione all’ingegnerizzazione e al design delle stesse al fine di 

manipolare tali caratteristiche in modo renderle il più inerti possibile. Le 

modificazioni di superficie permettono alle NPs di evitare il riconoscimento da 

parte di proteine plasmatiche e dai sistemi di clearance che porterebbero ad una 

rapida degradazione e instabilità. La stabilità, ossia quanto tempo le nanoparticelle 

rimangono stabili senza subire modificazioni che possono influire sulla funzione, è 

estremamente influenzata dalla composizione del nanosistema stesso e di come 

interagisce con l’ambiente. Ad esempio, le NPs polimeriche e lipidiche sono le più 

suscettibili ad instabilità ed aggregazione; perciò, per renderle più stabili si usano 

eccipienti come lipidi “helper”, colesterolo e lipidi PEG-ilati nel caso delle NPs 

lipid-based, mentre per quelle basate su polimeri si usano tecniche di cross-linking 

per rendere la matrice polimerica più robusta. Per quanto riguarda la clearance, 

ossia quanto le NPs rimangono nel torrente circolatorio prima di venire espulse, è 

influenzata principalmente dalle interazioni che esse hanno con il sistema 

reticoloendoteliale, il quale è caratterizzato dalla presenza di fagociti (macrofagi, 

monociti e cellule dendritiche) che possono internalizzare le NPs e accumularle in 

milza e fegato. La clearance tende ad essere più rapida in nanoparticelle più rigide. 

Per quanto riguarda la carica invece, quelle cationiche vengono espulse per prime, 

seguite da quelle anioniche, mentre quelle neutre hanno l’emivita più lunga. In 

aggiunta alla clearance, interazioni tra sistema reticoloendoteliale e NPs può 

causare tossicità dal momento che le cellule di tale sistema possono attivare una 

risposta immunitaria. Tale risposta è poi influenzata anche dalle caratteristiche 

proprie dei nanosistemi, inquanto dimensioni, forma, carica, rivestimento e 

targetizzazione sono aspetti che hanno un forte riscontro sulla distribuzione e 

capacità di attraversare le diverse barriere biologiche (Figura 3). Solitamente NPs 

di grandi dimensioni e sferiche rimangono più facilmente all’interno dei vasi 
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sanguigni durante la circolazione, mentre quelle a forma di bastoncino fuoriescono 

dai vasi più facilmente; le NPs non rivestite o cariche positivamente vengono 

eliminate più rapidamente dai macrofagi. In termini di distribuzione locale, in 

generale, le NPs a forma di bastoncino, neutre e targettizzate penetrano più 

facilmente nei tumori, mentre le NPs con carica positiva, più piccole e rivestite 

attraversano più facilmente le barriere mucosali. 

 

 

Figura 3: Fattori come le dimensioni, la forma, la carica e il rivestimento della 

superficie determinano il comportamento delle nanoparticelle in circolazione, 

compresa la clearance, e il modo in cui le NP interagiscono con le barriere locali, 

come il microambiente tumorale o gli strati di mucosa (1). 

 

Per quanto riguarda l’internalizzazione o uptake delle nanoparticelle da parte della 

superficie cellulare, essa può verificarsi secondo vari tipi di endocitosi come 

l’endocitosi mediata da caveolina, l’endocitosi mediata da clatrina e l’endocitosi 

indipendente oppure pinocitosi, tutto ciò attraverso interazioni non-specifiche come 

invaginazioni di membrana o specifiche tramite recettori di superficie (1, 11). 

Idealmente le nanoparticelle raggiungono solo le cellule/tessuti target, ma la 

presenza di off-target si può verificare, soprattutto in pazienti malati in cui il 
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metabolismo e il sistema immunitario sono alterati. Per ridurre le interazioni con 

off-target ancora una volta si può ricorrere alle modificazioni di superficie, attuando 

dunque un targeting attivo. Esiste anche il targeting passivo che avviene attraverso 

variazioni della circolazione, pH, gradienti di concentrazione e iniezione sito 

specifica. 

 

1.3 Applicazioni di nanoparticelle 

 

1.3.1    Teragnostica 

La grande versatilità delle nanoparticelle e la loro ricchezza di proprietà 

ottiche differenti, le rende un ottimo strumento per applicazioni in tecniche di 

teranostica dove la diagnosi, quindi l’identificazione e localizzazione della 

patologia, è integrata alla terapia stessa. L'utilizzo di nanoparticelle multifunzionali, 

quindi in grado di provvedere sia alla diagnosi che alla terapia, permette di superare 

i limiti delle tradizionali strategie diagnostiche e terapeutiche, offrendo approcci 

più personalizzati, efficienti e con minori effetti collaterali. Una singola 

nanoparticella può infatti essere progettata sia per agire come agente di contrasto 

per tecniche di imaging, che come vettore per il trasporto di farmaci terapeutici (12-

13). Un esempio sono le NPs di ossido di ferro superparamagnetiche funzionalizzate 

con un farmaco chemioterapico per il trattamento di tumori. In questo caso il core 

è costituito da ossido di ferro (tipicamente magnetite, Fe₃O₄, o maghemite, γ-Fe₂O₃) 

e possiede proprietà magnetiche in presenza di un campo magnetico esterno che 

possono essere sfruttate per usare queste nanoparticelle come agenti di contrasto 

per la Risonanza magnetica (MRI), permettendo di visualizzare la loro distribuzione 

all’interno del corpo e soprattutto nel sito del tumore. Un farmaco chemioterapico 

come la doxorubicina viene legato sulla superficie della particella attraverso legami 

covalenti o caricato all’interno di una matrice polimerica (ad esempio di PEG) con 

la quale si rivestirà la NP ferromagnetica. Il rilascio del farmaco può poi essere 

controllato in risposta a stimoli specifici presenti nell’ambiente tumorale (es. pH 

acido) o tramite stimoli esterni (es. applicazione di un campo magnetico alternato 

che genera calore). Un altro esempio di utilizzo di nanoparticelle in teranostica è 

rappresentato da nanoparticelle d’oro utilizzabili sia per l’imaging diagnostico, che 
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per la terapia, che in questo caso non è svolta dal rilascio di un farmaco, ma da un 

effetto fototermico che sfrutta una delle proprietà ottiche di tali nanosistemi. La 

diagnosi avviene o sfruttando le proprietà di scattering della luce delle AuNPs, 

oppure grazie alla fluorescenza di fluorofori funzionalizzati sulla loro superficie. 

La terapia invece, sfrutta la risonanza plasmonica di superficie (SPR), un’altra 

proprietà ottica dell’oro. Una volta che le nanoparticelle si sono accumulate nel 

tumore, l'area viene irradiata con luce nel vicino infrarosso (NIR), la quale penetra 

relativamente bene i tessuti biologici (12). Le nanoparticelle d'oro assorbono questa 

luce in modo efficiente a causa della loro risonanza plasmonica di superficie che 

consiste in una oscillazione degli elettroni di superficie, in risonanza con la 

frequenza della luce incidente, tale energia è riemessa nell’ambiente sottoforma di 

calore localizzato. Questo rapido aumento di temperatura distrugge selettivamente 

le cellule tumorali per ablazione termica, senza danneggiare eccessivamente i 

tessuti circostanti. Tale terapia prende il nome di terapia fototermica ed è 

rappresentata schematicamente nella Figura 4. 

 

 

Figura 4: Rappresentazione schematica del funzionamento della terapia 

fototermica: le AuNPs sono somministrate per via intravenosa o intra-tumorale, 

una volta che esse sono accumulate nel sito del tumore, vengono eccitate con una 

luce che ha la lunghezza d’onda nel range dell’infrarosso, le AuNPs convertono 

l’energia accumulata sottoforma di plasmone di superficie in calore che va ad 

indurre necrosi o apoptosi nelle cellule tumorali (12). 
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1.3.2    Medicina di precisione 

La grande versatilità e diversità che contraddistingue le nanoparticelle, le 

rende uno strumento estremamente valido per applicazioni in medicina di 

precisione, il cui scopo è quello di sviluppare un piano di trattamento personalizzato 

per ogni paziente. Questo tipo di approccio minimizza l'impatto dell'eterogeneità 

dei pazienti e consente una stratificazione più accurata degli stessi, una migliore 

specificità dei farmaci e strategie di dosaggio ottimizzate o combinatorie. L’utilizzo 

di nanoparticelle in terapie legate alla precision medicine ha finora trovato 

applicazioni cliniche principalmente in terapia tumorale, immunoterapia e editing 

genomico. 

Per quanto riguarda la terapia tumorale, l’utilizzo di nanosistemi migliora 

nettamente la veicolazione e trasporto di farmaci chemioterapici che sono quindi 

portati ad accumularsi maggiormente nel sito del tumore, meno soggetti al 

trattenimento da parte di barriere biologiche e inoltre diminuiscono le interazioni 

con off-target che normalmente possono causare tossicità, indurre resistenza 

adattiva e limitare quindi l’efficacia del farmaco. Per esempio, si è visto che 

incorporare membrane cellulari nelle NPs, migliora l’accumulo delle stesse nei 

tessuti del tumore, nanoparticelle rivestite con membrane di macrofagi o leucociti, 

trasportanti un determinato farmaco, hanno infatti specificità elevata e si è visto che 

mostrano una attività farmacologica da due a tre volte maggiore rispetto al farmaco 

libero. Un altro vantaggio di usare NPs in terapia tumorale è quello di utilizzare 

nanoparticelle in grado di rispondere a stimoli esterni, endogeni (shift metabolici, 

alta concentrazione di enzimi, ambiente acido e ipossico) o esogeni (luce, onde 

soniche, frequenze radio e campi magnetici), ciò permette di penetrare più 

facilmente all’interno del microambiente tumorale superando l'elevata pressione 

interstiziale e la densa ECM (matrice extra-cellulare) che tipicamente impediscono 

la permeazione delle NPs. Inoltre, è possibile funzionalizzare la superficie delle 

nanoparticelle con molecole come anticorpi, peptidi, ligandi di integrina, glucosio, 

transferrina e acido folico, le quali sono in grado di riconoscere i recettori e antigeni 

presenti sulla superficie delle cellule tumorali, al fine di aumentare 

l’internalizzazione delle NPs terapeutiche all’interno di tali cellule.  
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Figura 5: Rappresentazione schematica delle varie barriere biologiche che le 

nanoparticelle devono superare per giungere nel sito dove dovranno esplicare la 

loro funzione (anello interno) e diverse applicazioni in medicina di precisione che 

possono beneficiare dall’implemento di nanoparticelle (anello esterno) (1).  

 

In immunoterapia invece, le nanoparticelle possono incapsulare antigeni 

tumorali e adiuvanti immunologici (sostanze che potenziano la risposta 

immunitaria) e rilasciarli in modo mirato alle cellule presentanti l'antigene (APC), 

come le cellule dendritiche. Questo aumenta l'efficacia della presentazione 

dell'antigene ai linfociti T, innescando una risposta immunitaria antitumorale più 

forte e specifica. Oppure si possono progettare NPs che interagiscono direttamente 

con le cellule immunitarie, attivandole (ad esempio, linfociti T citotossici per 

uccidere le cellule tumorali) o inibendole (ad esempio, cellule T regolatorie per 
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sopprimere risposte autoimmuni). Inoltre, il microambiente tumorale spesso 

contiene cellule e fattori che sopprimono la risposta immunitaria, le nanoparticelle 

possono essere progettate per penetrare questo ambiente e rilasciare farmaci o 

agenti immunomodulatori in grado di neutralizzare i meccanismi di soppressione e 

ripristinare l'attività delle cellule immunitarie. A livello di applicazione le 

nanoparticelle possono migliorare l’efficacia di vaccini antitumorali fornendo una 

presentazione più efficiente degli antigeni alle cellule dendritiche e potenziando la 

risposta immunitaria a lungo termine contro il tumore oppure le NPs possono essere 

utilizzate per trattamento di malattie autoimmuni, veicolando agenti 

immunosoppressori in modo mirato ai tessuti infiammati riducendo gli effetti 

collaterali sistemici. 

Infine, la sfida principale che ci si pone nell’utilizzo di nanoparticelle nel genome 

editing è quella di veicolare in modo efficiente e specifico gli strumenti di editing 

(come la proteina Cas9 e l'RNA guida) all'interno delle cellule bersaglio, 

minimizzando gli effetti "off-target" (modifiche indesiderate in altre parti del 

genoma) e la risposta immunitaria. Le NPs possono proteggere le molecole di DNA, 

RNA e le proteine Cas dalla degradazione enzimatica e dal sistema immunitario, 

facilitare l’ingresso di queste molecole di editing all’interno delle cellule, evitare 

off-target grazie ad un targeting specifico ottenuto con modificazioni della 

superficie delle NPs e avere un rilascio controllato in risposta a stimoli specifici 

migliorando ulteriormente la precisione dell’editing. Le nanoparticelle più usate per 

il genome editing sono quelle lipidiche, molto efficaci per la veicolazione di acidi 

nucleici, e quelle polimeriche, in quanto sono facilmente modificabili per 

migliorare il targeting e il rilascio controllato (1, 14). 
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1.4 Nanosistemi utilizzati in questa tesi 

 

1.4.1 Nanoparticelle d’oro (AuNPs) 

Esistono diversi metodi per sintetizzare le nanoparticelle d'oro (AuNPs), 

classificabili principalmente in due approcci: top-down e bottom-up. La maggior 

parte dei metodi utilizzati rientra nel secondo, il quale prevede la costruzione delle 

nanoparticelle a partire da precursori atomici o ionici. Le AuNPs utilizzate in questa 

tesi sono state ottenute con un approccio di tipo bottom-up, detto sintesi di 

Turkevich che prevede la riduzione degli ioni oro (Au³⁺) contenuti nel 

tetracloroaurato di idrogeno (HAuCl₄), ad oro metallico (Au⁰) utilizzando il citrato 

di sodio come agente sia riducente che stabilizzante (15). Gli atomi d’oro così 

ottenuti, una volta raggiunta una determinata concentrazione di saturazione, 

iniziano ad aggregarsi formando piccoli nuclei, i quali crescono per deposizione di 

ulteriori atomi d’oro sulla loro superficie. Gli ioni citrato si adsorbono sulla 

superficie delle nanoparticelle d'oro, fornendo una carica negativa che porta alla 

stabilizzazione elettrostatica, impedendo l'aggregazione incontrollata delle 

particelle. Si ottengono così nanoparticelle del diametro medio di 13 nm e con un 

picco d’assorbimento UV-Vis a 520 nm. 

 

 

Figura 6: Grafico che mostra le diverse fasi per l’ottenimento di AuNPs attraverso 

il metodo di Turkevich. Si notano la concentrazione dell’oro sull’asse delle ascisse 

e il tempo in quella delle ordinate. Una volta raggiunta la concentrazione di 
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saturazione degli atomi di oro Au0 ridotti, si ha la nucleazione degli atomi d’oro 

che vanno a formare cluster che via via aumentano di dimensioni nel tempo 

determinando la formazione delle nanoparticelle (16).  

 

Altro metodo chimico (bottom-up) per la sintesi di nanoparticelle d’oro è il 

metodo di Bust-Schiffrin che utilizza il tetrabutilammonio bromuro (TOAB) come 

agente di trasferimento di fase per trasferire gli ioni oro dalla fase acquosa a quella 

organica (solitamente toluene), dove vengono ridotti con boroidruro di sodio 

(NaBH₄) in presenza di un tiolato (alcanotiolo) come agente stabilizzante. Oppure 

è possibile utilizzare agenti riducenti diversi dal citrato nella sintesi di Turkevich 

come il già citato boroidruro di sodio (NaBH₄), più forte del citrato, esso viene 

utilizzato per ottenere nanoparticelle più piccole e con una cinetica di reazione più 

rapida; oppure si può usare acido ascorbico come agente riducente, composto più 

green e meno tossico. Esistono poi metodi fisici (Top-down) per la sintesi di AuNPs 

come l’ablazione laser in cui un bersaglio d'oro massiccio viene irradiato con 

impulsi laser ad alta energia in un liquido (come acqua o un solvente organico). 

L'ablazione del materiale d'oro porta alla formazione di un plasma che si condensa 

in nanoparticelle. Altri metodi fisici sono lo Sputtering (polverizzazione catodica) 

che prevede il bombardamento di un bersaglio d’oro con ioni in un ambiente a bassa 

pressione, il che provoca l’espulsione di atomi d’oro che condensando su un 

substrato, formano nanoparticelle e l’irrorazione UV o IR in cui l'irradiazione di 

soluzioni contenenti precursori d'oro con luce UV o IR può indurre la riduzione 

degli ioni oro e la formazione di nanoparticelle. Infine, esistono metodi biologici 

(green synthesis) in cui si utilizzano organismi viventi come batteri, funghi o alghe 

per ridurre gli ioni oro per ottenere NPs. L'oro è generalmente considerato un 

materiale biocompatibile e non tossico, rendendo le AuNPs adatte a diverse 

applicazioni biologiche e mediche. Inoltre, a causa delle loro ridotte dimensioni, le 

AuNPs hanno un elevato rapporto tra superficie e volume, il che le rende ideali per 

la funzionalizzazione superficiale con diverse molecole (proteine, DNA, farmaci, 

ecc.) e quindi per il drug-delivery. Tuttavia, la proprietà ottica più distintiva delle 

AuNPs è la risonanza plasmonica di superficie localizzata (LSPR). Se una particella 

metallica è esposta alla luce, il campo elettromagnetico dell'onda luminosa induce 

un'oscillazione (chiamata plasmone) degli elettroni liberi sulla superficie del 
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metallo, causando una separazione di carica e la formazione di un dipolo (con carica 

opposta) lungo un campo elettrico opposto a quello della luce. La frequenza 

dell'oscillazione elettronica varia con la frequenza di risonanza della luce incidente 

e la carica netta presente sulla superficie della nanoparticella varia, dando origine 

al fenomeno della risonanza plasmonica di superficie. Questa proprietà può essere 

sfruttata oltre che in diagnostica, anche in terapia, ad esempio nella terapia 

fototermica dove l’energia accumulata dalle AuNPs viene convertita in calore, 

oppure nella terapia fotodinamica in cui l’energia viene convertita in potere 

ossidativo attraverso la produzione di ROS (12, 17-18). 

 

1.4.2 Nanoparticelle ferromagnetiche (MNPs) 

Le nanoparticelle ferromagnetiche sono state ottenute con il metodo della 

co-precipitazione che consiste nella precipitazione di ioni metallici (solitamente 

Fe²⁺ e Fe³⁺) da una soluzione acquosa alcalina. Nel nostro caso si è partiti da FeSO4 

e FeCl3 utilizzando ammonio idrossido come agente precipitante (19). Un altro 

metodo chimico (Bottom-up) spesso usato per la sintesi di MNPs è quello della 

decomposizione termica che prevede la decomposizione di precursori 

organometallici (come acetilacetonati, oleati o carbossilati di metalli) in solventi 

organici ad alta temperatura in presenza di tensioattivi stabilizzanti. Permette di 

ottenere nanocristalli monodispersi con un elevato grado di controllo sulla 

dimensione e sulla forma. Altri metodi chimici, ma meno utilizzati sono la sintesi 

idrotermale/solvotermale, il metodo della microemulsione e la riduzione chimica in 

soluzione. Infine, metodi fisici (top-down) come la macinazione meccanica, 

l'ablazione laser e lo Sputtering sono meno comuni per la sintesi primaria di 

nanoparticelle ferromagnetiche per applicazioni avanzate, a causa delle sfide nel 

controllo preciso delle dimensioni e della potenziale introduzione di difetti o 

contaminazioni. A differenza dei materiali ferromagnetici bulk, le MNPs possono 

presentare comportamenti magnetici unici a causa delle loro dimensioni ridotte e 

dell'elevato rapporto superficie/volume. Questa caratteristica di mostrare 

ferromagnetismo permette alle nanoparticelle di mantenere una magnetizzazione 

residua anche dopo la rimozione di un campo magnetico esterno. Questo è dovuto 

all'allineamento spontaneo dei momenti magnetici atomici all'interno di domini 
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magnetici. Inoltre, al di sotto di una certa dimensione critica (che dipende dal 

materiale e dalla temperatura), le MNPs possono diventare superparamagnetiche. 

In questo stato, l'energia termica è sufficiente a far fluttuare casualmente la 

direzione del momento magnetico, e la nanoparticella non presenta isteresi 

magnetica macroscopica. Tuttavia, in presenza di un campo magnetico esterno, 

mostrano una elevata suscettività magnetica. In alcune applicazioni, le MNPs 

possono anche essere combinate con nanoparticelle che mostrano un plasmone di 

superficie come quelle d’oro e d’argento per ottenere strutture ibride con proprietà 

sia ottiche che magnetiche combinate e potenziate (20). L’applicazione principale 

rimane la Magnetic Resonance imaging (MRI) che sfrutta le MNPs come agenti di 

contrasto.  

 

 

1.4.3 Nanoparticelle d’argento (AgNPs) 

Le AgNPs utilizzate in questa tesi sono state preparate con un metodo simile 

a quello usato per le nanoparticelle d’oro, ovvero una riduzione chimica in 

soluzione. Nel nostro caso specifico si è usato nitrato d’argento (AgNO3) come 

precursore per gli ioni Ag+ e boroidruro di sodio (NaBH4) come agente riducente 

che ha permesso di ottenere nanoparticelle con un diametro medio di circa 50 nm. 

Altri agenti riducenti comunemente usati sono il citrato di sodio, l’acido ascorbico, 

idrazina (N2H4) e polioli (come etilenglicole). Spesso sono necessari agenti 

stabilizzanti per prevenire l’aggregazione come ammine, tensioattivi (es. CTAB), 

polimeri (es. PEG, chitosano), citrato di sodio e polimeri sintetici (es. PVP, PVA). 

Esistono poi metodi di sintesi fisici, tra cui ablazione laser e Sputtering, come per 

le precedenti nanoparticelle, ma sono meno comuni. Come le AuNPs, presentano 

interessanti proprietà ottiche legate al fenomeno della risonanza plasmonica di 

superficie. Una delle caratteristiche più note delle AgNPs è la loro potente attività 

antibatterica, antivirale e antifungina. Il meccanismo d'azione non è completamente 

chiarito, ma si pensa che coinvolga il rilascio di ioni argento, l'interazione con le 

membrane cellulari microbiche, la generazione di radicali liberi e l'interferenza con 

i processi metabolici. La loro applicazione in biomedicina vede un ampio spettro di 

utilizzi, tra cui agenti antimicrobici in medicazioni, rivestimenti di dispositivi 

medici, sistemi di drug delivery, biosensori, diagnostica per immagini. Di recente 
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una loro funzionalizzazione con un rivestimento di albumina sierica bovina (BSA), 

ha visto una applicazione in terapia fototermica per il trattamento di tumori della 

pelle (21). 

 

1.4.4 Carbon-Nanodots (CNDs) 

I Carbon-Nanodots sono nanoparticelle a base di carbonio con dimensioni 

inferiori a 10 nm, hanno proprietà simili ai Quantum-Dots derivati da metalli 

semiconduttori inorganici. A differenza di questi ultimi, i CNDs non contengono 

metalli pesanti tossici e sono perciò molto più biocompatibili. Come per i 

nanosistemi citati in precedenza i metodi di sintesi con cui possiamo ottener i 

carbon-nanodots sono suddivisibili in approcci top-down e bottom-up. I più 

utilizzati rimangono i secondi per via della loro maggior scalabilità. In particolare, 

il più usato è la sintesi idrotermale/solvotermale in cui un precursore organico viene 

riscaldato in un solvente (acqua o solventi organici) a temperature e pressioni 

elevate. Questo processo induce la carbonizzazione, ossia la decomposizione del 

precursore e la formazione dei CNDs. Simili a questo metodo sono la pirolisi, in 

cui però vi è assenza di un solvente, ma il riscaldamento avviene in atmosfera inerte, 

e la sintesi assistita da microonde dove il riscaldamento è fornito tramite microonde, 

il che riduce significativamente i tempi di reazione. In questo studio i CNDs sono 

stati sintetizzati attraverso sintesi idrotermale partendo da acido folico come 

precursore organico, il quale è andato in contro a carbonizzazione ottenuta tramite 

riscaldamento a temperature elevate che ha comportato decomposizione termica del 

precursore con conseguente formazione di NPs di carbonio (Figura 7a). 

 

Figura 7: a. Schematizzazione del processo di sintesi dei CNDs attraverso 

decomposizione di acido folico. b. Dimostrazione delle proprietà fotoluminescenti 

di una soluzione di CNDs quando illuminati da una lampada UV (23-24). 

b a 
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I carbon-nanodots oltre ad avere bassa tossicità, hanno anche elevata foto-stabilità, 

ovvero mantengono le loro proprietà ottiche anche dopo una prolungata esposizione 

alla luce, il che è un vantaggio rispetto a molti fluorofori organici. La proprietà 

ottica più distintiva dei CNDs è la fotoluminescenza, ossia emettono luce quando 

eccitati da una specifica lunghezza d'onda. Il colore dell'emissione può variare dal 

blu al rosso, e persino nel vicino infrarosso, a seconda delle loro caratteristiche. Per 

questa ragione trovano applicazioni in bioimaging (grazie alla biocompatibilità), 

biosensori, drug-delivery, catalisi, optoelettronica, energia (celle solari, LED) e 

sensoristica ambientale. La loro bassa tossicità e facilità di funzionalizzazione li 

rendono particolarmente adatti alle applicazioni biologiche. 

 

Figura 8: Rappresentazione schematica della struttura tipica di un Carbon-

Nanodots (22). 
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1.4.5 Nanoparticelle proteiche di BSA (BSA-NPs) 

Si tratta di nanoparticelle di natura proteica con dimensioni generalmente 

comprese tra i 100 e i 500 nm costituite da molecole di albumina sierica bovina 

(BSA). L'albumina è una proteina naturale, abbondante, biocompatibile, 

biodegradabile, non tossica e non immunogenica, il che la rende un materiale molto 

interessante per diverse applicazioni, soprattutto in campo biomedico. Le 

nanoparticelle di BSA di per sé non presentano proprietà ottiche uniche, ma 

possono essere usate come matrici o carrier per altre molecole o nanoparticelle che 

possiedono proprietà ottiche, ad esempio possono incapsulare molecole fluorescenti 

per applicazioni di bioimaging quindi le proprietà dipenderanno dal fluoroforo che 

viene caricato. Oppure possono essere coniugate con nanoparticelle d'oro o 

d'argento per combinare la biocompatibilità e capacità di trasporto della BSA con 

le proprietà ottiche (SPR) dei metalli nobili con applicazioni nei campi di 

biosensing e terapia fototermica. La maggior parte dei metodi di sintesi per ottenere 

questo tipo di nanoparticelle rientra nell’approccio “bottom-up”, in cui le NPs si 

formano per auto-assemblaggio delle molecole di BSA. Il metodo più ampliamente 

utilizzato per la sua semplicità e versatilità e quello di cui ci si è serviti in questo 

studio è la desolvatazione (Figura 9). La BSA viene dissolta in una soluzione 

acquosa, a cui viene poi gradualmente aggiunto un agente desolvatante (come 

etanolo, acetone o isopropanolo) per diminuire la solubilità della proteina. Questo 

porta alla nucleazione e alla crescita di aggregati proteici, fino alla formazione di 

nanoparticelle. Le nanoparticelle vengono poi stabilizzate tramite cross-linking 

chimico, spesso con glutaraldeide, o tramite reticolazione termica. Infine, le 

nanoparticelle vengono purificate tramite centrifugazione e lavaggio, e spesso 

liofilizzate per la conservazione (25). Esistono altre strategie per l’ottenimento delle 

BSA-NPs come l’emulsificazione in cui una soluzione acquosa di BSA viene 

emulsionata in una fase oleosa. Le nanoparticelle si formano all'interno delle 

microgoccioline della fase acquosa e possono essere stabilizzate tramite 

reticolazione. Oppure si può ricorrere al metodo della gelificazione termica, nella 

quale la BSA può formare nanoparticelle tramite riscaldamento controllato a 

temperature specifiche, inducendo la denaturazione parziale e l'aggregazione delle 

proteine. Le nanoparticelle di BSA, dopo la sintesi mediante desolvatazione, sono 

state funzionalizzate con nanoparticelle d’oro, nanoparticelle ferromagnetiche, i 
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fluorofori rodamina e fluoresceina isotiocianato e infine incapsulate in coacervati 

polimerici. Tutto ciò con lo scopo di studiarne le proprietà e capacità di loading. 

 

 

Figura 9: Rappresentazione schematica delle fasi di sintesi per l’ottenimento di 

nanoparticelle di BSA tramite metodo di desolvatazione (26). 

 

 

1.4.6 Coacervati 

I coacervati sono aggregati spontanei di molecole organiche complesse, 

come proteine, lipidi e acidi nucleici, che si formano in soluzioni acquose. Si 

ottengono attraverso un processo chiamato coacervazione, ovvero la separazione di 

fase liquido-liquido di soluzioni colloidali che genera gocce costituite dalle 

macromolecole di partenza contenti acqua al loro interno, Bungenberg de Jong, 

1929 (27). Queste macromolecole interagiscono tra loro grazie a interazioni deboli, 

come interazioni elettrostatiche o legami idrofobici. Se le interazioni che guidano 

la formazione del coacervato avvengono tra due o più molecole, generalmente di 

carica opposta, allora si parla di coacervati complessi, viceversa se queste 

interazioni sono intramolecolari, cioè, hanno luogo all’interno di un’unica 

molecola, si parla di coacervati semplici (28). Questo processo può essere influenzato 

da vari fattori, come il pH, la temperatura e la concentrazione di sali. I coacervati 

possono formare microstrutture sferiche, simili a piccole goccioline, separate 
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dall'ambiente circostante, possono incorporare e concentrare diverse molecole, 

creando un ambiente interno distinto. Alcuni possono mostrare proprietà simili a 

quelle delle membrane cellulari, come la capacità di scambiare sostanze con 

l'ambiente esterno. In questo studio ci si è serviti sia di coacervati semplici basati 

sul tensioattivo DMEB ((1R,2S)-(–)-N-Dodecyl-N-Methylephedrinium Bromide) 

(29), sia di coacervati complessi ottenuti dalla combinazione due polimeri di carica 

opposta, ossia il poli-cloruro di diallildimetilammonio (PDDA, cationico) e l’ATP 

(anionico) (30). Nel corso di vari esperimenti i coacervati sono stati incapsulati con 

diverse tipologie di nanoparticelle, con lo scopo finale di rendere queste ultime più 

stabili, evitando la loro precipitazione, quando inserite all’interno di liposomi.  

Coacervati di PDDA/ATP sono stati funzionalizzati principalmente con FeNPs, 

CNDs, nanoparticelle di BSA nude e fluorescenti col fine di simulare 

un’applicazione di sensing tramite fluorescenza e drug-delivery. I coacervati di 

DMEB invece sono stati funzionalizzati con AuNPs modificate per assorbire la luce 

nell’infrarosso col fine di simulare un’applicazione legata alla terapia fototermica. 

Tutti questi coacervati funzionalizzati sono stati incapsulati in liposomi per favorire 

la veicolazione attraverso le barriere biologiche cellulari, in particolar modo le 

membrane cellulari. 
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Figura 10: a. Rappresentazione schematica della formazione di coacervati tramite 

miscelazione di policationi e polianioni. b. Un esempio di coacervati formati da 

poli-l-lisina e RNA. L’immagine di destra mostra i coacervati appena formati 

marcati con isotiocianato di fluoresceina (31). 

 

1.4.7 Liposomi 

I liposomi sono vescicole sferiche formate da uno o più strati fosfolipidici 

che racchiudono un compartimento acquoso centrale. Tali strati sono costituiti da 

molecole anfifiliche, caratterizzate da una componente idrofila e una idrofoba. 

L’esposizione di una regione idrofobica ad un ambiente acquoso fa sì che queste 

molecole si auto-assemblino in una struttura sferica, nella quale le porzioni apolari 

formano un nucleo idrofobico, mentre i gruppi polari presenti sulla superficie 

interagiscono con il mezzo acquoso. Oltre all’effetto idrofobico si affiancano 

interazioni elettrostatiche, legami a idrogeno e forze di Van der Waals, che 

stabilizzano ulteriormente la struttura lipidica (32).  I liposomi sono stati utilizzati, 

in questo lavoro, per incapsulare e veicolare coacervati carichi di nanoparticelle. I 

liposomi sintetizzati appartenevano alla categoria ULV, ossia vescicole 

unilamellari costituite perciò da un unico strato lipidico, ideali per studi morfologici 

e dinamiche di membrana mediante microscopia ottica (33). Nello specifico si sono 

utilizzati GUVs, liposomi/vescicole unilamellari giganti di dimensioni molto 

elevate, generalmente nell’ordine di grandezza dei micrometri (10–100 μm). I 

GUVs si possono preparare a partire da varie combinazioni di fosfolipidi con 

l’aggiunta facoltativa di colesterolo, utile per la fluidità della membrana; tuttavia, 

si possono ottenere anche molecole più semplici come acidi grassi, che sono 

costituiti da una singola catena idrocarburica apolare con un gruppo carbossilico 

COOH idrofilo all’estremità e hanno la capacità di autoassemblarsi in strutture 

diverse a seconda del pH. I liposomi in questo lavoro di tesi sono stati ottenuti con 

il metodo di idratazione gentile a partire da una soluzione lipidica di cloroformio e 

dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) (Figura 11). A tale soluzione è poi stata 

aggiunta la sospensione di microgocce di coacervato contente le nostre NPs di 

interesse così da ottenere delle GCVs, ossia delle vescicole giganti contenenti 

coacervati funzionalizzati (34). Il metodo di idratazione gentile consiste in una prima 

fase di preparazione del film lipidico in cui i lipidi desiderati vengono sciolti in un 
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solvente organico volatile (come cloroformio o metanolo), dopo di che la soluzione 

lipidica viene evaporata solitamente con un evaporatoratore rotante in modo da 

formare un sottile film lipidico sulla superficie interna di un contenitore di vetro 

come un matraccio a fondo tondo. L'ultimo residuo di solvente organico viene 

rimosso ponendo il film lipidico sottovuoto per un periodo di tempo sufficiente. 

Segue poi la fase dell’idratazione gentile vera e propria in cui una soluzione acquosa 

viene delicatamente aggiunta al contenitore contenente il film lipidico, è il volume 

della fase acquosa aggiunta a determinare la concentrazione finale dei liposomi. Il 

contenitore viene quindi lasciato idratare spontaneamente per un periodo di tempo 

prolungato, spesso a temperatura ambiente o leggermente superiore alla 

temperatura di transizione di fase dei lipidi utilizzati. Durante questa fase, il film 

lipidico assorbe gradualmente l'acqua, si gonfia e le lamelle lipidiche iniziano a 

staccarsi e a richiudersi spontaneamente formando vescicole liposomiche (35-36). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Rappresentazione schematica delle fasi di sintesi per l’ottenimento di 

liposomi tramite il metodo dell’idratazione gentile a partire da una soluzione 

lipidica di cloroformio e DPPC (36). 
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1.5 Scopo della tesi 

 

L’obbiettivo di questo progetto di tesi è la costruzione di sistemi nanoparticellari 

multivalenti organizzati secondo una struttura a matrioska che possono essere 

applicati in un contesto di teragnostica, quindi sia terapia che diagnostica. Per 

simulare l’applicazione in terapia si sono prese in considerazione le capacità 

nanoparticellari di loading e delivery di farmaci in ambienti fisiologici, oltre ad 

applicazioni che sfruttano proprietà ottiche di specifiche nanoparticelle come, ad 

esempio, la risonanza plasmonica di superficie delle AuNPs che determina una 

conversione di energia luminosa in calore che, se applicato in terapia tumorale 

prende il nome di terapia fototermica. Invece per quanto riguarda l’applicazione di 

questi sistemi in diagnostica si sono sfruttate le possibilità di funzionalizzare le 

nanoparticelle con fluorofori come la FITC, oppure ci si è serviti di proprietà 

fotochimiche intrinseche di nanosistemi, come i carbon-dots, in grado di dare una 

risposta di emissione di fluorescenza applicabile in studi diagnostici, come ad 

esempio la rilevazione di tumori. L’architettura dei sistemi ideali ottenuti al termine 

di questo lavoro è molto complessa, poiché sfrutta nanosistemi diversi sia in termini 

di dimensioni, che in termini di materiali di cui sono costituiti, organizzati in un 

sistema definibile “matrioska”. Ciò significa che il compartimento più interno sarà 

costituito da nanoparticelle di dimensioni molto ridotte, cioè nell’ordine dei 15 nm 

di diametro (come quelle d’oro, ferromagnetiche e carbon dots) e che determinano 

l’effetto terapeutico o diagnostico in maniera diretta o attraverso funzionalizzazione 

con molecole. Questi nanosistemi “effettori” e tendenzialmente a base di metalli 

possono essere internalizzati all’interno di nanoparticelle proteiche di 100 nm circa 

(nel nostro caso costituite da BSA), in modo tale evitare l’aggregazione e quindi 

precipitazione. Inoltre, le nanoparticelle di BSA si sono rilevate molto efficaci nel 

legare fotosensori come fluoresceina e rodamina e quindi un loro impiego 

diagnostico è stato preso in considerazione, l’unico svantaggio in questo contesto 

sarebbe la dimensione elevata. Le nanoparticelle effettrici, racchiuse o meno 

all’interno di quelle proteiche, sono poi state incapsulate all’interno di coacervati, 

ossia degli aggregati spontanei di molecole organiche (come proteine, lipidi e acidi 

nucleici) che si formano in soluzioni acquose. Si sono presi in considerazione sia 

coacervati semplici, a base del tensioattivo cationico DMEB, sia coacervati 

complessi costituiti dalla coppia PDDA-ATP e il loro scopo era quello di 
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compartimentalizzare le nanoparticelle che racchiudevano in modo da renderle più 

stabili e impedendone quindi la precipitazione e dispersione al di fuori del liposoma. 

Infine, i coacervati contenenti nanoparticelle sono stati inglobati in liposomi, nello 

specifico vescicole giganti unilamellari (GUVs), in modo da poter essere veicolate 

facilmente all’interno di ambienti extra- ed intra-cellulari dal momento che i 

liposomi sono costituiti da membrane lipidiche e quindi sono estremamente 

biocompatibili.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: a. Immagine schematica rappresentativa del sistema matrioska ideale 

costituito da nanoparticelle (strato interno), coacervati (strato intermedio) e 

liposoma (strato esterno). b. Prototipo di sistema matrioska ottenuto 

sperimentalmente in questa tesi. Immagine ottenuta al microscopio ottico a 

fluorescenza, luce gialla. Le zone più scure all’interno del liposoma marcato con 

Nile-Red rappresentano aggregati di nanoparticelle d’oro raggruppati all’interno 

di gocce di coacervati complessi di PDDA-ATP. 

 

 

 

 

 

b a 
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2 Materiali e metodi   

 

2.1 Materiali 

 

Solventi e reagenti 

 

-Alfa Aesar: NaBH4; 

-Amicon® Ultra-15: concentratori (membrane cut-off: 100 kDa; centrifugalfilter 

units), molecular porous membrane; 

-CARLO ERBA: ACN per HPLC; 

-Sigma-Aldrich: NaCl, AgNO3, ACN per sintesi, Etere di petrolio, Esano, Toluene,  

-acido folico, glutaraldeide, anidride glutarica, rodamina, ATP, PDDA, DPPC 

(dipalmitoilfosfatidilcolina), colesterolo, Nile-RED, DMEB, acido lipoico, 

dietiletere, TFA, Anidride acetica, Sephadex G-45, NaOH, BSA, EtOH, MeOH, 

citrato di trisodio biidrato, buffer fosfato (PBS), proteasi, curcumina, cloroformio, 

HAuCl₄·3H₂O (triidrato dell'acido tetracloroaurico (III)), fluoresceina isotiocianato 

(FITC), FeSO4, FeCl3, ammonio-idrossido, 

 

2.2 Strumentazione 

 

2.2.1  Spettofotometria UV-Visibile 

 

Gli spettri UV-Vis necessari per la caratterizzazione dei vari nanosistemi sono stati 

ottenuti con lo spettrofotometro Agilent Technologies Cary 100 UV-Vis. Alcune 

caratteristiche di questo strumento sono il design a doppio raggio che consente di 

misurare contemporaneamente il campione e un riferimento, garantendo una 

maggiore stabilità fotometrica e accuratezza, e riducendo gli errori dovuti alla 

deriva dell'strumento; un ampio intervallo spettrale, tipicamente da 190 a 900 nm. 

È dotato di un monocromatore Czerny-Turner da 0,278 m che assicura una buona 
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risoluzione spettrale, la quale è regolabile in base alle esigenze dell'applicazione, 

con larghezze di fenditura (slit widths) variabili da 0,20 a 4,00 nm con passi di 0,1 

nm. Infine, il controllo dello strumento avviene tramite un software basato su 

Windows, con un'interfaccia che facilita l'esecuzione di diverse applicazioni e 

l'elaborazione dei dati.  

 

2.2.2  Cromatografia liquida ad alte prestazioni (HPLC) 

 

Le misurazioni HPLC sono state ottenute con un apparato Agilent 1200 (Palo Alto, 

CA), dotato di un rivelatore UV/Vis (G1314A) a lunghezza d'onda variabile, una 

colonna cromatografica Agilent extend-C18 (5 μm, 4.6 x 250 mm), che può variare 

in base al tipo di analisi (fase inversa, normale, ionica), ed una colonna Phenomenex 

Jupiter 10u C4 300A (250 x 4.6 mm). La pompa (G1311A o simili) può essere 

quaternaria o binaria, per miscelare diversi solventi e ha una portata stabile (da 0,05 

a 10 ml/min). Tale strumento è inoltre dotato di un degasatore per la rimozione di 

bolle d’aria dai solventi per evitare interferenze.  Gli eluenti usati sono: eluente: A 

= 9:1 H2O/ACN, 0.05 % TFA; eluente B = 1:9 H2O/ACN, 0.05 % TFA. 

 

2.2.3  Microscopia a trasmissione elettronica (TEM) 

 

Le immagini di microscopia elettronica a trasmissione (TEM) sono state acquisite 

usando un microscopio FEI TECNAI G12. Si tratta di un microscopio di nuova 

generazione che opera a voltaggio variabile da 20 a 120 kV e fornisce ingrandimenti 

che variano da 120x a 300.000x. Questa strumentazione impiega un filamento di 

tungsteno che, riscaldandosi, genera un fascio di elettroni tramite effetto 

termoionico. Per preparare i campioni, una piccola quantità della soluzione in studio 

è stata depositata su una graticola di rame da 400 mesh, rivestita con una sottile 

pellicola di carbonio per il supporto. Tutte le osservazioni sono state condotte presso 

il Dipartimento di Biologia di Padova Vallisneri. 
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2.2.4  Microscopia ottica e ottica a fluorescenza 

 

Per quanto riguarda la microscopia ottica e ottica a fluorescenza, si è utilizzato il 

microscopio MAGUS Lum 400, dotato di obiettivi 4x, 10x, 20x, 40x e 100x, per le 

analisi in campo chiaro e fluorescenza in luce riflessa. La sorgente di luce riflessa 

è una lampada ai vapori di mercurio da 100W con filtri di eccitazione UV, V, B e 

G, per fluorescenza a diverse lunghezze d'onda. La luce trasmessa è invece una 

lampada alogena da 30W a 12 V, con condensatore Abbe e applicazione del metodo 

Köhler per immagini nitide e prive di artefatti. Il microscopio dispone di una testa 

trinoculare inclinata di 30° e ruotabile di 360°, con un tubo verticale dedicato al 

montaggio di una fotocamera digitale. Questo permette l'osservazione simultanea e 

l'acquisizione di immagini/video. La fotocamera MAGUS CLM è progettata 

specificamente per acquisizioni in fluorescenza e campo scuro. Il modello CLM50, 

che abbiamo impiegato, è compatibile con gli obiettivi menzionati in precedenza. 

Il suo sensore da 1,7 MP genera immagini di 1600x1100 pixel con una frequenza 

di 33 fotogrammi al secondo (fps).  

 

 

 

 

 

a b 

c d 
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Figura 13: Strumentazione scientifica utilizzata per analisi di nanosistemi in 

questo studio, tutte, eccetto il TEM, presenti all’interno del laboratorio del 

dipartimento di chimica di Padova dove si è svolta la parte sperimentale della tesi.  

a. Apparato per cromatografie Agilent 1200. b. Spettrofotometro Agilent 

Technologies Cary 100 UV-Vis. c. Microscopio elettrico a trasmissione FEI 

TECNAI G12 presente al dipartimento di biologia Vallisneri. d. Microscopio ottico 

a fluorescenza MAGUS Lum 400. 

 

 

2.3 Metodi 

 

2.3.1 Sintesi nanoparticelle d’oro con metodo di Turkevich  

 

Con il metodo di Turkevich si ottengono delle AuNPs sferiche con un diametro 

medio di 13nm. 

I. Si è partiti da una soluzione di HAuCl4-3H2O 1mM (41mg; 0,104 mmol in 

acqua 100,0ml) posta a riflusso sotto vigorosa agitazione magnetica. 

II. Quando viene raggiunta l’ebollizione, si aggiunge una soluzione di citrato di 

trisodio biidrato 38mM (114mg; 0,388mmol in acqua 10,0ml) 

III. La soluzione ottenuta è mantenuta a riflusso per 10 minuti, viene poi rimossa 

la sorgente di calore e mantenuta l’agitazione magnetica per altri 15 minuti.  

IV. Trascorso il tempo si fa raffreddare il pallone a temperatura ambiente e poi 

conservata in frigo a 4°C 

Il citrato, fungendo da agente riducente, dona degli elettroni agli ioni Au3+ del 

tetracloruro d’oro, riducendoli ad atomi d’oro metallici Au0 (Figura 14 a). Una 

volta ridotti gli atomi d’oro e raggiunta la concentrazione di saturazione 

(sovrasaturazione critica), essi iniziano ad organizzarsi in cluster che crescendo 

prendono il nome di nuclei (nucleazione), i quali agiscono come “semi” per la 

crescita delle nanoparticelle che avviene per l’aggiunta successiva di atomi d’oro 

rimasti dispersi in soluzione (crescita) (Figura 14 b).  
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Figura 14: a. Reazione di riduzione degli ioni Au3+ presenti nell’acido 

tetracloroaurico da parte del citrato di sodio che li riduce ad atomi Au0. b. Gli 

atomi di oro ridotti fungono da “semi” per la formazione di cluster d’oro che, 

attraverso aggregazione e deposizione sulla loro superficie degli atomi liberi in 

soluzione, portano alla formazione delle nanoparticelle. 

 

Questi nanosistemi riescono a rimanere dispersi in soluzione grazie alla forte 

repulsione elettrostatica che sussiste tra loro e che è dovuta ad un alto valore 

assoluto del potenziale Z, ossia oltre +30mV, o sotto I -30mV. Il potenziale Z 

corrisponde al potenziale elettrico che esiste a livello dello slipping plane, il quale 

è lo strato più esterno del doppio strato elettrico (EDL) che circonda ogni particella.  

Nello specifico la nanoparticella ha una carica negativa sulla sua superficie dovuta 

agli ioni citrato e quindi attira cationi che vanno a formare lo strato di Stern, il primo 

strato dell’EDL, il quale è circondato dallo slipping plane che contiene ioni anche 

negativi e in cui questi sono meno vicini tra loro, tutti gli ioni oltre questo secondo 

strato, non viaggiano con la nanoparticella. Il potenziale Z è la differenza di 

potenziale tra la superficie della NP e la superficie dello slipping plane e più elevato 

è il suo valore, più le particelle si respingono e quindi la dispersione è più stabile 

perché il rischio di aggregazione è inferiore. Quando due particelle si avvicinano, i 

loro doppi starti elettrici si sovrappongono, determinando repulsione elettrostatica 

tra loro. Se però le due particelle si avvicinano ancora di più, oltre il doppio strato 

elettrico, allora entrano in gioco le forze di Van der Waals, che sono più forti e che 

determinano aggregazione tra le due NPs e quindi coagulazione/aggregazione. 

b 

a 
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2.3.2 Caratterizzazione nanoparticelle d’oro 

Per valutare la stabilità delle nanoparticelle d’oro si è dapprima effettuato lo spettro 

UV-Vis della soluzione di AuNPs, la quale è stata diluita in una cuvetta e analizzata 

con lo spettrofotometro Agilent Technologies Cary 100 UV-Vis. Si ottenuto lo 

spettro UV della soluzione che mostra il picco di assorbimento a 519 nm (Figura 

15), dovuto al fenomeno della risonanza plasmonica di superficie tipica di queste 

nanoparticelle. 

300 400 500 600 700 800 900

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

A
b
s
o

rb
a

n
c
e

Wavelenght (nm)

 GNPs 

 

Figura 15: Spettro UV-Vis di una soluzione di AuNPs ottenuta con metodo di 

Turkevich, si può notare il picco d’assorbimento del plasmone di superficie a 519 

nm. 

 

Se una particella metallica viene esposta alla luce, il campo elettromagnetico 

dell'onda luminosa induce un'oscillazione (chiamata plasmone) degli elettroni liberi 

sulla superficie del metallo, provocando la separazione di carica e la formazione di 

dipoli (con carica opposta) lungo un campo elettrico opposto a quello della luce. La 

LSPR (risonanza plasmonica di superficie localizzata) è il fenomeno per cui la 

frequenza dell'oscillazione degli elettroni varia con la frequenza di risonanza della 

luce incidente e di conseguenza anche la carica netta presente sulla superficie della 

nanoparticella varia dando origine al fenomeno della risonanza plasmonica di 

superficie (variazione di carica dovuta all'oscillazione degli elettroni causata dalla 

radiazione incidente). 
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Si è poi valutata la stabilità della soluzione di AuNPs aggiungendo concentrazioni 

crescenti del sale NaCl, il quale va a neutralizzare la carica negativa sulla loro 

superficie, abbassando quindi il valore del potenziale Z e dunque abbassando la 

forza repulsiva che normalmente tiene separate le nanoparticelle, portandole quindi 

ad aggregarsi e precipitare. Per valutare ciò ci si è serviti di molteplici spettri 

d’assorbimento UV-Visibile in cui si è osservato come variava il picco 

d’assorbimento delle nanoparticelle (normalmente a 519 nm) che a concentrazioni 

elevate di NaCl è quasi del tutto scomparso (Figura 16). 

 

 

Figura 16: Spettro UV-Visibile di una soluzione di AuNPs a concentrazioni 

crescenti di NaCl. Si nota come il picco di assorbimento a 519 nm si perde 

gradualmente. 
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Figura 17: Immagini ottenute al microscopio elettrico a trasmissione della 

soluzione di nanoparticelle d’oro ottenuta con il metodo di Turkevich. 

 

2.3.3 Valutazione effetto corona con BSA  

Si vuole valutare come l’effetto corona dato da proteine che legano la superficie 

delle AuNPs, influenzi la stabilità d i quest’ultime. L'effetto corona (o "protein 

corona") consiste nella formazione di uno strato di proteine e/o altre biomolecole 

che si adsorbono spontaneamente sulla superficie delle nanoparticelle quando 

queste vengono introdotte in un ambiente biologico, come il sangue, il plasma o 

altri fluidi corporei (38).  

Tale fenomeno ha un importante impatto sulle interazioni tra NPs e sistemi 

biologici, infatti influenza aspetti come la biodistribuzione e targeting, 

l’internalizzazione cellulare, l’interazione con il sistema immunitario, la stabilità e 

aggregazione nanoparticellare all’interno dei fluidi biologici. Nel nostro caso si 

voleva valutare come la presenza di una corona proteica attorno alle nostre 

nanoparticelle d’oro permettesse loro di non aggregarsi e quindi non precipitare 

anche in conseguenza all’aggiunta di buffer fosfato (PBS) alla soluzione di AuNPs. 

Il buffer fosfato infatti agirebbe nello stesso modo dell’NaCl, ossia abbassando la 

forza repulsiva superficiale e determinando aggregazione e quindi precipitazione 

delle nanoparticelle metalliche. Aggiungendo alla soluzione di AuNPs e PBS, della 
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BSA (albumina sierica bovina), che va a disporsi sulla superficie delle 

nanoparticelle creando la corona proteica, si è infatti notato che le nanoparticelle 

non aggregavano, ma rimanevano ben disperse in soluzione. Ciò lo si è determinato 

facendo lo spettro UV-Vis della soluzione di AuNPs-PBS-BSA, se le particelle 

fossero precipitate, dovrei vedere un calo progressivo del picco di assorbimento a 

519 nm, che invece rimane stabile anche dopo diverse aggiunte di buffer fosfato 

(Figura 18). 
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Figura 18: Spettri di una soluzione di AuNPs funzionalizzate con BSA a 

concentrazioni crescenti di buffer fosfato. La stabilità è stata mantenuta grazie alla 

presenza della corona proteica che garantisce l’effetto delle forze repulsive di 

superficie. 

 

Come ulteriore prova della stabilità data dalla corona proteica, si sono ripetuti gli 

spettri UV-Vis della precedente soluzione alla quale si è aggiunto un enzima 

proteasi, il quale, andando ad idrolizzare la BSA, determina la perdita della corona 

e di conseguenza la aggregazione e precipitazione delle nanoparticelle. Questo 

poiché il PBS, non più bloccato dalla corona di BSA, scherma le cariche negative 

sulla superficie delle nanoparticelle, che di conseguenza non esercitano più forza 

repulsiva tra loro. Ciò lo si nota dagli spettri nei quali si ha un progressivo 

appiattimento del picco di assorbimento delle AuNPs a 519 nm. 
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2.3.4 Funzionalizzazione della BSA con curcumina 

L’albumina sierica bovina o BSA è una proteina globulare monomerica, 

normalmente purificata dal siero di bovino e molto utilizzata in saggi e analisi 

biologiche e biochimiche. È costituita da un’unica catena polipeptidica con struttura 

prevalentemente a α-elica, ha un peso molecolare di 66,5 kDa e un totale di 583 

aminoacidi. È eccezionalmente stabile a una vasta gamma di temperature e valori 

di pH. Possiede due domini (IIA e IIIA) che costituiscono delle tasche funzionali 

dove vi si possono legare molecole e farmaci idrofobiche insolubili in acqua. La 

BSA inoltre reca 58 residui di lisina, i quali forniscono dei gruppi amminici per 

legami con altre molecole come, ad esempio, fluorofori (es. fluoresceina 

isotiocianato). La BSA è stata funzionalizzata con monomeri di curcumina, che lega 

nelle sue tasche idrofobiche, in modo da simulare una drug-functionalization della 

proteina (39). La stessa proteina verrà poi usata per costituire la corona proteica su 

nanoparticelle d’oro. In questo modo si può fare drug delivery con AuNPs che 

trasportano curcumina legata alla BSA. La curcumina è un estratto dalla Curcuma 

longa utilizzato principalmente come colorante alimentare e considerabile come un 

integratore alimentare. È una molecola altamente idrofobica e quindi immiscibile 

in acqua, al contrario della BSA e infatti legandosi nelle due tasche idrofobiche di 

quest’ultima, può essere trasportata anche in ambienti idrofobici. La curcumina ha 

un peso molecolare di 368,38 g/mol (Da), un assorbimento in UV-Vis a 420-430 

nm e un’emissione a 510-530 nm. 

 

 

 

 

  

 

Figura 19: a. Formula di struttura del monomero di curcumina. b. BSA 

funzionalizzata con monomeri di curcumina nelle sue due tasche idrofobiche (39). 

 

b a 
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Per verificare la formazione del legame BSA-curcumina si è sfruttata la 

cromatografia liquida ad alte prestazioni (HPLC) a fase inversa. In una Reverse 

phase-HPLC la fase stazionaria è apolare e quella mobile è polare, ciò permette di 

separare i componenti di una miscela in base alla loro idrofobicità, con i composti 

più polari che eluiscono prima e quelli apolari successivamente. Dal momento che 

la curcumina è idrofobica e quindi apolare ci si aspetta che la BSA libera in 

soluzione eluisca prima di quella legata. Si è fatta dapprima correre una soluzione 

contente solo BSA, che ha restituito un solo picco, corrispondente appunto alla 

proteina in analisi. Quando poi è stata fatta correre una soluzione con BSA 

funzionalizzata con curcumina, si sono notati due picchi, uno per la proteina libera, 

eluita dopo 6,4 minuti, e uno per la proteina legata, eluita dopo 9,8 minuti. L’eluente 

usato per la fase mobile è acetonitrile (Figura 20). 
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Figura 20: a. Grafico HPLC della soluzione con solo BSA, eluizione avvenuta a 

6,4 minuti. b. Grafico HPLC della soluzione con BSA funzionalizzata con 

curcumina, si notano due picchi, corrispondenti alla proteina libera (6,4 minuti 

come la corsa precedente) e alla proteina legata (9,8 minuti). 

 

Infine, si è svolta una cromatografia ad esclusione molecolare (SEC) sulla soluzione 

di proteina legata per rimuovere la curcumina in eccesso. Questa tecnica separa le 

molecole in base alla loro dimensione, quelle di dimensioni maggiori vengono 

eluite più velocemente, mentre quelle di dimensioni minori più lentamente. La fase 

stazionaria è costituita da una resina composta da un polimero a base di destrano, il 

Sephadex G-45 e la fase mobile è costituita dalla soluzione di BSA- curcumina. Le 

molecole di BSA legata a curcumina vengono eluite per prime, avendo peso 

molecolare maggiore, mentre la curcumina libera viene eluita successivamente. 

 

2.3.5 Marcatura della BSA con fluoresceina isotiocianato  

Questo esperimento aveva l’obbiettivo di marcare con un fluoroforo, la fluoresceina 

isotiocianato (FITC), la BSA che poi sarebbe stata utilizzata per ricoprire le 

nanoparticelle d’oro. In questo modo le AuNPs si sarebbero potute impiegare per 

esperimenti di sensing e diagnosi. Questi ultimi prevedono l’iniezione di 

nanoparticelle intelligenti (capaci, cioè di legarsi ai markers tipici della patologia di 

interesse, come ad esempio antigeni) marcate con fluorofori che, se esposte ad una 

luce della lunghezza d’onda adeguata, emettono fluorescenza che permette di 

rilevare la presenza di tumori o altre patologie. La fluoresceina è un composto 

organico fluorescente capace di emettere luce visibile di colore verde quando viene 

eccitata da una fonte luminosa di lunghezza d’onda più corta. Il peso molecolare 

della FITC è di 389,38 g/mol, assorbe a 495 nm ed emette a 521 nm.  
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Figura 21: Formula di struttura del fluoroforo fluoresceina isotiocianato (FITC). 

 

Il legame tra BSA e FITC avviene grazie ad una reazione di sostituzione nucleofila 

(Figura 22) in cui si verifica un attacco nucleofilo da parte di un azoto di un gruppo 

amminico delle lisine della proteina, ricco di elettroni (nucleofilo), nei confronti del 

carbonio del gruppo isotiocianato del fluoroforo, che è parzialmente negativo. 

Questo attacco determina la formazione di un legame covalente tra azoto e carbonio 

e porta ad un intermedio instabile detto tiocarbammato. L’intermedio si riorganizza 

formando un legame covalente stabile tra l’azoto dell’amina della BSA e il carbonio 

del gruppo tiocarbammidico derivato dalla FITC portando alla formazione di un 

legame covalente di tipo tiourea (-NH-C(=S)-NH-) tra la molecola di fluoresceina 

e la catena polipeptidica della BSA. 

 

 

Figura 22: Reazione nucleofila che porta alla formazione del legame covalente tra 

BSA e FITC. Si nota l’ammina che reagisce con il gruppo isotiocianato per portare 

alla formazione dell’intermedio tiocarbammato, il quale dopo riarrangiamento 

genera la tiourea.     
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Anche in questo caso è necessario rimuovere la quantità di molecola libera in 

soluzione, non legata alla proteina. Per la rimozione della FITC in eccesso ci si è 

serviti di una membrana porosa per dialisi. Tale membrana permette il passaggio di 

molecole dalle dimensioni di massimo 12-14 kDa, mentre impedisce il passaggio 

di molecole di grandi dimensioni come le proteine. La BSA marcata con 

fluoresceina ha un peso molecolare complessivo di oltre 66 kDa e quindi rimane 

intrappolata all’interno della membrana, al contrario il fluoroforo libero in 

soluzione, pesando meno di 1 kDa, esce dai pori della pellicola porosa. In questo 

modo si è dunque ottenuta una soluzione di BSA marcata con FITC, completamente 

purificata dalle molecole non legate di quest’ultima, e utilizzabile per ricoprire 

nanoparticelle metalliche, con l’obbiettivo di applicazioni in sensing o imaging di 

patologie.  

 

2.3.6 Sintesi nanoparticelle ferromagnetiche  

Come secondo sistema nanoparticellare, sono state prodotte delle nanoparticelle 

ferromagnetiche derivate da ossidi di ferro: 

I. Si sono pesati contemporaneamente 2,70 g di FeSO4 (Solfato Ferroso) e 

3,54 g di FeCl3 (Cloruro Ferrico), che costituiranno i precursori per la sintesi 

degli ossidi di ferro; 

 

II. Si sono aggiunti 100 ml di acqua ultra-pura ad un pallone da 500 ml, e 

dopodiché messi in agitazione a temperatura ambiente; 

 

III. Al pallone si aggiungono i due Sali di ferro e si continua con l’agitazione 

magnetica; 

 

IV. Alla soluzione acquosa di Sali vengono aggiunti tramite titolazione 50 ml 

di ammonio idrossido, necessario a far precipitare gli ioni di ferro come 

ossidi in modo da ottenere magnetite, componente principale delle 

nanoparticelle; 
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V. Dopo la titolazione si è fatta scaldare la soluzione su una piastra a 80°C per 

30 minuti per favorire la formazione e crescita delle nanoparticelle; 

 

VI.  Dopo i 30 minuti si è spenta l’alimentazione di calore e si è messa la 

soluzione sotto azoto in modo da evitare l’ingresso di ossigeno e prevenendo 

dunque l’ossidazione delle nanoparticelle di magnetite; 

 

VII. Vengono fatti ripetuti lavaggi con magnete (le MNPs sono 

superparamagnetiche e quindi possono essere facilmente separate dal resto 

della soluzione con un campo magnetico esterno) per purificare e 

concentrare le nanoparticelle e per rimuovere l’eccesso di base 

(ammoniaca). Si concentrano le NPs sul fondo col magnete, si rimuove il 

surnatante e si aggiunge nuova acqua per risospenderle. Continuo finché il 

pH della soluzione è neutro (ho rimosso l’ammoniaca in eccesso) 

 

La fase cruciale di questa sintesi è l’aggiunta di NH4OH (ammonio idrossido), il 

quale funge da agente precipitante e controllore del pH: le soluzioni di Sali di ferro 

sono acide, per formare gli ossidi insolubili, come la magnetite (Fe3O4), è 

necessario aumentare il pH della soluzione. Gli ioni idrossido (OH−) forniti 

dall'ammonio idrossido reagiscono con gli ioni Fe2+ e Fe3+ presenti in soluzione, 

facendoli precipitare sotto forma di idrossidi di ferro (inizialmente) che poi si 

trasformano in ossidi. La reazione che ne determina la formazione è:  

Fe2+ + 2Fe3+ + 8OH−→Fe3O4↓ + 4H2O 

Senza una base come l'ammonio idrossido, gli ioni di ferro rimarrebbero in 

soluzione e non si formerebbero le nanoparticelle solide di ossido. 

L’aggiunta dell’ammonio idrossido è effettuata tramite titolazione, in modo che sia 

lenta e controllata e permetta di controllare la cinetica della formazione 

nanoparticellare. Ciò garantisce nucleazione e crescita delle nanoparticelle non 

eccessivamente rapide che determinerebbero polidispersità (particelle più grandi e 

con una distribuzione di dimensioni più ampia), in questo modo invece si ottengono 

NPs più piccole e uniformi, sia in termini di dimensioni, che di morfologia.  
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2.3.7 Caratterizzazione nanoparticelle ferromagnetiche 

Per la caratterizzazione delle MNPs e la valutazione della stabilità si è fatto lo 

spettro d’assorbimento UV-Vis sempre con lo spettrofotometro Agilent 

Technologies Cary 100 UV-Vis (Figura 23). Dallo spettro si nota un unico picco 

di assorbimento a 280 nm, tipico di questo tipo di nanoparticelle. Generalmente, 

infatti, lo spettro UV-Vis delle nanoparticelle di magnetite presenta una banda di 

assorbimento caratteristica nella regione tra 220 nm e 350 nm. La posizione esatta 

e l'intensità del picco di assorbimento possono essere influenzate dalle dimensioni, 

dalla forma e dalla cristallinità delle nanoparticelle. Particelle più piccole mostrano 

un leggero "blue-shift" (spostamento verso lunghezze d'onda più corte), mentre 

particelle più grandi o aggregati mostrano un "red-shift" (spostamento verso 

lunghezze d'onda più lunghe). 
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Figura 23: Spettro UV-Vis di una soluzione di MNPs, si può notare il picco 

d’assorbimento del a 280 nm. Questo assorbimento è attribuito principalmente a 

transizioni elettroniche all'interno della struttura dell'ossido di ferro, in particolare 

transizioni di trasferimento di carica e/o transizioni d-d degli ioni di ferro. 
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Per valutare le proprietà magnetiche di questi sistemi, si è osservato al microscopio 

ottico MAGUS Lum 400, il loro comportamento in seguito all’applicazione di un 

campo magnetico esterno. Le nanoparticelle di magnetite allineano il loro campo 

magnetico con quello esterno, dal quale sono attirate, muovendosi verso di esso e 

aggregandosi. Questo esperimento ha confermato capacità delle nanoparticelle 

ferromagnetiche di mostrare ferromagnetismo, una caratteristica che trova spesso 

applicazione nella Risonanza magnetica per immagini (MRI) che sfrutta le MNPs 

come agenti di contrasto in ottica di diagnostica per immagini. 

 

 

 

Figura 24: Immagini al TEM di aggregati di nanoparticelle ferromagnetiche 

ottenute con il metodo della coprecipitazione di Sali di ferro con ammonio 

idrossido. Per quanto riguarda le dimensioni, le nanoparticelle avevano, in media, 

dagli 8 ai 15 nm di diametro.  
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2.3.8 Sintesi mixed-nanoparticles (AuNPs-MNPs) 

Un primo sistema ibrido o multivalente che è stato sintetizzato è stato quello 

costituito da una combinazione di nanoparticelle d’oro e nanoparticelle 

ferromagnetiche, in modo da ottenere un prodotto che mostrasse sia proprietà 

ottiche, legate alla risonanza plasmonica di superficie delle AuNPs, che proprietà 

magnetiche, legate al ferromagnetismo delle MNPs. In questo le nanoparticelle 

ferromagnetiche sono state dapprima funzionalizzate con la BSA, in modo tale che 

quest’ultima, formando la corona proteica, aumentasse le forze repulsive, 

mantenendo le singole particelle più distanti tra loro e quindi evitare la formazione 

eccessiva di aggregati, che è frequente per questo tipo di nanosistema. 

 

I. Si è come prima cosa preparata una stock solution di BSA: 100 mg di BSA 

sono stati aggiunti a 10 ml di acqua ultra-pura; 

 

II. Alla precedente soluzione di BSA sono stati aggiunti 3l ml di MNPs 

preparati con il metodo della co-precipitazione di Sali di ferro con ammonio 

idrossido; 

 

III. Per rimuovere aggregati di magnetite di dimensioni maggiori di 0,2 µm si è 

praticata una filtrazione con siringa; 

 

IV. Sono poi stati aggiunti 3 ml di AuNPs ottenute con metodo di Turkevich, 

alla soluzione di BSA-MNPs, che dopo breve agitazione ha permesso di 

ottenere la soluzione di mixed nanoparticles; 
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2.3.9 Caratterizzazione mixed-nanoparticles 

Le due tipologie di nanoparticelle metalliche si sono combinate dando vita ad un 

composto bi-particellare, per verificarlo si è eseguito lo spettro UV-Vis sulla 

soluzione di mixed-NPs (Figura 25). Quello che si nota, è la presenza di due picchi 

di assorbimento, uno a 519 nm, dovuto alle nanoparticelle d’oro, e uno a 280 nm, 

dovuto a quelle ferromagnetiche. La presenza di entrambi i picchi in soluzione, mi 

conferma la natura bi-particellare del composto. Inoltre, come ulteriore 

dimostrazione di tale natura, se si osserva la soluzione al microscopio ottico, e si 

applica il campo magnetico esterno, si vede che le strutture particellari, rispondono 

allineandosi e spostandosi nella direzione di quest’ultimo. Il tutto mantenendo però 

una colorazione rossastra/violacea, tipica delle nanoparticelle d’oro. Queste 

caratteristiche osservate al microscopio ottico indicano il mantenimento del 

ferromagnetismo e del plasmone, confermando il comportamento bivalente del 

nanosistema.  
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Figura 25: Spettro UV-Vis della soluzione di mixed-nanoparticles. Si possono 

notare i due picchi, uno a 280 nm per le MNPs e uno a 519 nm per le AuNPs.  
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Infine, la soluzione contenente il sistema bi-particellare è stata osservata al 

microscopio elettrico a trasmissione per una ulteriore conferma (Figura 26).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26: Immagini al TEM della soluzione bi-particellare. Si notano le AuNPs 

più grandi ed isolate e le MNPs di dimensioni più ridotte e tendenti a organizzarsi 

in piccoli aggregati.  

 

2.3.10  Sintesi nanoparticelle d’argento  

Le nanoparticelle d’argento condividono alcune caratteristiche e proprietà ottiche 

con le nanoparticelle d’oro. Tra queste troviamo il fenomeno della risonanza 

plasmonica di superficie che è spesso impiegata in terapie legate all’effetto 

fototermico per il trattamento di tumori. In questa tesi le AgNPs sono state fin da 

subito funzionalizzate con una corona proteica costituita da albumina sierica bovina 

sempre con lo scopo di evitare l’eccessiva aggregazione nanoparticellare, e di 

conseguenza poterle osservare meglio al microscopio elettronico a trasmissione. In 

ottica di terapia, tuttavia, un legame con questa proteina favorisce la 

biocompatibilità e l’interazione con sistemi cellulari.  
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Le AgNPs sono state ottenute con il metodo della riduzione chimica in soluzione: 

I. Si disciolgono 100 mg di BSA in 30 ml di acqua deionizzata per la 

preparazione di una soluzione stock di albumina sierica bovina; 

 

II. Si aggiunge alla soluzione di BSA 1 mg di NaBH4 (boroidruro di sodio), il 

quale fungerà da agente riducente; 

 

III. Si mette la soluzione di BSA e NaBH4 in agitazione magnetica a 1000 rpm 

e a temperatura ambiente; 

 

IV. Si preparano circa 25 ml di una soluzione di AgNO3 (nitrato d’argento) 0,01 

M in acqua ultra-pura; 

 

V. Si aggiunge goccia a goccia, tramite titolazione con siringa, la soluzione di 

nitrato d’argento 0,01 M alla soluzione di BSA e NaBH4 (il boroidruro 

riduce gli ioni argento derivati dall’AgNO3 in modo che possano andare 

incontro a nucleazione e crescita, portando alla formazione delle AgNPs) ; 

 

VI. La soluzione così ottenuta viene fatta riposare per 30 minuti a temperatura 

ambiente; 

 

VII. Dopo i 30 minuti si rimuove il boroidruro di sodio e la BSA non incorporata 

sulle nanoparticelle con ultracentrifugazione (3000 rpm per 10 minuti); 

 

VIII. Dopo la prima centrifugazione, si è rimosso il surnatante, aggiunta acqua 

ultra-pura e centrifugato nuovamente nelle stesse condizioni per altre 3 volte 

in modo da purificare il più possibile le AgNPs dal NaBH4 e dalla BSA 

libera; 

 

IX. La soluzione di AgNPs è stata conservata in frigo a 4°C; 
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a 

2.3.11  Caratterizzazione nanoparticelle d’argento 

Anche nel caso delle nanoparticelle d’argento, per verificarne l’avvenuta sintesi e 

stabilità, si è effettuato lo spettro UV-Vis della soluzione di AgNPs e la si è poi 

osservata al TEM (Figura 27). La presenza di un picco di assorbimento a 440 nm 

circa, dovuto al plasmone di superficie delle AgNPs, ha confermato la purezza della 

soluzione nanoparticellare. 
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Figura 27: a. Spettro UV-Vis della soluzione di AgNPs, si nota il picco di 

assorbimento a 440 nm. b, c. Immagini al TEM della soluzione di AgNPs coniugate 

con la BSA. 

 

2.3.12  Sintesi Carbon-nanodots  

Successivamente si è passati a sistemi nanoparticellari a base di carbonio che si 

contraddistinguono per le loro proprietà ottiche foto-fisiche, in particolare la 

fotoluminescenza, ossia la capacità di emettere luce quando eccitati da una specifica 

lunghezza d'onda. Questi sistemi prendono il nome di Carbon-nanodots (CNDs) e 

sono stati ottenuti mediante sintesi idrotermale partendo da acido folico come 

precursore organico: 

I. Si sono inizialmente preparati 10 ml di una soluzione di NaOH 20 M in 

acqua deionizzata; 

 

II. Contemporaneamente sono stati preparati 10 ml di una soluzione di acido 

folico 0,05 M sempre in acqua deionizzata; 

 

III. Si sono aggiunti 800 µl della soluzione di NaOH a quella di acido folico; 

 

IV. La soluzione ottenuta nel passo precedente è stata messa a 90° C per 4 ore, 

il calore induce il processo di carbonizzazione, che si osserva dal momento 

che la soluzione cambia colore, dal giallo al marrone scuro. Il processo di 

carbonizzazione comporta decomposizione termica del precursore con 

conseguente formazione delle NPs di carbonio; 

 

V. Viene infine fatta una dialisi con una membrana semi-permeabile con pori 

da 500 Dalton, per separare i carbon-dots formatisi, dall’acido folico che 

non è andato incontro a carbonizzazione e dal NaOH; 

I CNDs così ottenuti avevano diametro inferiore ai 10 nm e mostravano 

fluorescenza se esposti a una luce UV, V o B. 
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2.3.13  Caratterizzazione carbon-nanodots 

Per verificare la purezza dei carbon-dots e differenziare questi ultimi dall’acido 

folico non reagito, sono state fatte delle corse HPLC in cui si sono prese in 

considerazione due soluzioni, una con solo acido folico e una con i CNDs, che 

presumibilmente conteneva anche acido folico non reagito (Figura 28). 

 

 

 

Figura 28: a. Grafico HPLC della soluzione con solo acido folico, eluizione 

avvenuta a 5,4 minuti. b. Grafico HPLC della soluzione con carbon-dots, si nota il 

picco corrispondente all’acido folico non reagito (5,4 minuti come la corsa 

b 

a 
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precedente), mentre tutti gli altri picchi ravvicinati tra loro che lo precedono 

corrispondono ai CNDs. 

 

Per ottenere carbon-dots puri, liberi dall’acido folico non reagito, si sono estratti 

solamente i primi picchi ottenuti dalla corsa HPLC e li si sono analizzati tramite 

spettri UV-Vis (Figura 29). I picchi di assorbimento dei carbon-dots osservati allo 

spettrofotometro possono variare, ma si trovano tipicamente in un intervallo che va 

da 280 nm a circa 350 nm. Il picco principale a circa 280 nm è molto simile a quello 

del precursore (l’acido folico generalmente assorbe a 282 nm). Spesso però, si 

osserva anche un picco secondario o una spalla nella regione del visibile, che è 

associata alla transizione elettronica n-π* dei gruppi funzionali superficiali 

ossigenati e azotati (gruppi carbossilici, carbonilici, amminici e idrossilici), tipici 

dei CNDs ottenuti tramite carbonizzazione di un precursore.  

 

Figura 29: Spettro UV-Vis della soluzione di carbon-dots, da cui è stato rimosso 

l’acido folico non reagito grazie ad HPLC. Si nota un picco principale intorno ai 

280 nm, simile a quello del precursore, e uno secondario, a 360 nm, associato alla 

transizione elettronica n-π* dei gruppi funzionali superficiali. 
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2.3.14  Sintesi nanoparticelle di BSA con metodo di desolvatazione 

Si è passati poi a nanoparticelle a base di proteine, nello specifico a base di BSA, 

ottenute tramite il metodo di desolvatazione: 

I. Si disciolgono 50 mg di BSA in 1 ml di acqua deionizzata per ottenere la 

soluzione stock di partenza; 

 

II. Si aggiungono 8 ml di etanolo goccia a goccia alla soluzione precedente, il 

tutto sotto agitazione meccanica (400 rpm) a temperatura ambiente. Il 

solvente organico serve a ridurre la solubilità della albumina, ciò lo si nota 

perché si verifica una separazione di fase, una acquosa e una organica; 

 

III. Iniziano a formarsi le nanoparticelle di BSA, che tuttavia non sono stabili e 

potrebbero tornare nella fase acquosa. Per aumentarne la rigidità e stabilità 

si aggiunge un agente cross-linkante (0,2% di glutaraldeide) che permette la 

reticolazione delle particelle. La soluzione viene fatta riposare per 24 ore. 

In alternativa al cross-linker, si possono denaturare le particelle di BSA a 

70°C per 30 minuti sempre sotto agitazione meccanica (reticolazione 

termica); 

 

IV. Infine, la soluzione di nanoparticelle proteiche viene sottoposta a cicli di 

centrifugazione e risospensione in acqua deionizzata al fine di rimuovere 

l’etanolo e la glutaraldeide in eccesso; 

 

La reticolazione sulle particelle desolvatate è un passaggio fondamentale nella 

creazione di nanoparticelle di albumina poiché influenza la durata, la 

biodegradabilità e il rilascio del farmaco dal sistema vettore. L'aggiunta di 

glutaraldeide come cross-linker provoca la condensazione del gruppo amminico sul 

residuo di lisina e del gruppo arginina sulla catena laterale guanidinica 

dell'albumina attraverso un processo di condensazione con il gruppo aldeidico della 

glutaraldeide. Grazie questo processo, le nanoparticelle di albumina continuano a 

mantenere la loro forma e il loro stato fisico anche se sottoposte a diversi cicli di 

centrifugazione e ricostituzione. Le nanoparticelle così ottenute hanno dimensioni 

che vanno dai 100 ai 500 nm. 
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2.3.15  Funzionalizzazione BSA-NPs con NPs e fluorofori  

Le nanoparticelle di BSA sono state utilizzate come vettori per altri nanosistemi 

come le AuNPs e le MNPs, in modo da costituire un primo livello compartimentale 

del nostro sistema matrioska. Inoltre, sono state funzionalizzate con anidride 

glutarica al fine di permettere un’ulteriore funzionalizzazione sulla loro superficie 

in quanto tale molecola si lega sulla superficie delle nanoparticelle di BSA (che 

diventano anioniche), in questo modo esse sono in grado di legare altre nuove 

molecole sulla loro superficie grazie all’ O- libero dato dall’anidride. Oltre a ciò, 

sono state marcate coi fluorofori rodamina (picco di emissione a circa 573 nm, luce 

arancione-rossa) e fluoresceina isotiocianato (picco di emissione a circa 521 nm, 

luce verde), in modo tale da essere osservate al microscopio ottico a fluorescenza e 

utilizzate in esperimenti futuri legati alla rilevazione della loro emissione di 

fluorescenza. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30: a-b-c. Immagini al microscopio elettrico a trasmissione di 

nanoparticelle di BSA usate per veicolare AuNPs. d-e-f. Immagini al microscopio 

elettrico a trasmissione di nanoparticelle di BSA usate per veicolare MNPs. 

a b c 

d e f 
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2.3.16  Sintesi e funzionalizzazione di coacervati di PDDA e ATP  

I coacervati sono il nanosistema il cui ruolo principale è la compartimentalizzazione 

delle nanoparticelle all’interno dei liposomi. Si formano spontaneamente attraverso 

l’aggregazione di molecole cariche di segno opposto. Sono stati utilizzati 

principalmente coacervati complessi a base di PDDA e ATP. Segue il procedimento 

per la sintesi di coacervati complessi contenenti nanoparticelle. 

I. Si preparano due soluzioni, una di PDDA (poli-cloruro di 

diallidimetilammonio) in acqua ultra-pura 40 mM e una di ATP 10 mM. 

Quest’ultima deve avere pH=8, perciò aggiungo NaOH goccia a goccia alla 

soluzione di ATP controllando il PH con una cartina indicatrice; 

 

II. Si aggiungono ad una eppendorf 400 µl della soluzione di PDDA e 25 µl di 

una soluzione di nanoparticelle a scelta; 

 

III. Si aggiungono alla eppendorf 400 µl della soluzione di ATP. Questo porta 

alla formazione delle gocce di coacervato contenenti le nanoparticelle; 

tuttavia, essi sono instabili e scoppiano per via della elevata carica negativa 

dell’ATP; 

 

IV. La eppendorf contenente soluzione instabile di coacervati e nanoparticelle 

è fatta centrifugare a 6000 giri per 5 minuti. 

 

V. Al termine della centrifugazione viene eliminato il surnatante e il pellet 

precipitato sul fondo viene risospeso in 500 µl di acqua ultra-pura; 

 

VI. La soluzione, ora stabile, è sottoposta a vigoroso mescolamento, dopo il 

quale posso osservare coacervati delle dimensioni di circa 10-30 

micrometri; 

 

Con questo procedimento è possibile incapsulare all’interno dei coacervati tutti i 

tipi di nanoparticelle visti e sintetizzati finora. La scelta dipende dallo scopo finale 

del costrutto nano-sistemico. Se l’obbiettivo ricade nel drug-delivery si 

sceglieranno AuNPs o BSA-NPs, per un impiego in terapia fototermica o 
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fotodinamica le AuNPs e le AgNPs, se invece l’applicazione è legata a una 

risonanza magnetica per immagini si useranno le MNPs, se infine si vuole 

perseguire un esperimento di diagnostica, si prenderanno in considerazione i 

carbon-nanodots o le BSA-NPs marcate con fluorofori. Tutte le varie soluzioni di 

coacervati sono state caratterizzate al microscopio ottico, inoltre, per quanto 

riguarda i coacervati contenenti MNPs, si è osservato che questi, come le MNPs 

isolate, subivano l’influenza di un campo magnetico applicato esternamente. 

 

Figura 31: a. Immagine al microscopio ottico a fluorescenza di coacervati di 

PDDA/ATP contenenti nanoparticelle di BSA marcate con fluoresceina 

isotiocianato, luce bianca. b. Immagine al microscopio ottico a fluorescenza di 

b 

a 
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coacervati di PDDA/ATP contenenti nanoparticelle di BSA marcate con rodamina, 

luce gialla. 

 

2.3.17  Sintesi di liposomi 

L’ultima tipologia di nanosistema ad essere stato sintetizzato e l’ultimo strato che 

andrà a costituire la struttura a matrioska finale è rappresentato dai liposomi. Nello 

specifico i liposomi in questione erano delle GUVs, vescicole unilamellari giganti 

di dimensioni molto elevate, generalmente nell’ordine di grandezza dei micrometri 

(10–100 μm). In questo progetto di tesi, i liposomi sono stati ottenuti con il metodo 

di idratazione gentile a partire da una soluzione lipidica di cloroformio e 

dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC). 

I. Si prepara una soluzione lipidica al cloroformio contenente 5 mg/ml di 

DPPC e 0,2 mg/ml di colesterolo; 

 

II. 50 μl della soluzione lipidica vengono aggiunti ad una beuta da 50 ml, alla 

quale erano stati precedentemente aggiunti 1ml di cloroformio e 0,4 ml di 

metanolo; 

 

III. Il campione viene distribuito rapidamente su tutta la superficie interna della 

beuta tramite un evaporatore rotante; 

 

IV. A questo punto la beuta contente il campione è stata fatta riposare per circa 

24 ore in modo tale che il solvente organico venisse rimosso tramite 

evaporazione, lasciando un film lipidico sulla superficie del contenitore; 

 

V. Dopo l’evaporazione del solvente organico e la formazione del film lipidico, 

quest’ultimo è stato pre-idratato con acqua satura di argon a 40°C per 30 

minuti e successivamente completamente idratato aggiungendo 20 ml di 

buffer fosfato 5 mM (pH = 7,4) a 45°C; 
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VI. La soluzione lipidica è stata lasciata riposare in stufa sempre a 45°C in modo 

da consentire alla miscela lipidica di gonfiarsi, portando dunque alla 

formazione di GUVs in alta concentrazione; 

 

 

2.3.18  Marcatura e osservazione di liposomi al microscopio ottico a 

fluorescenza 

Per verificare l’avvenuta formazione di liposomi, la soluzione ottenuta con il 

metodo di idratazione gentile è stata marcata con il fluoroforo Nile-Red e osservata 

al microscopio ottico a fluorescenza (Figura 32). Si sono prelevati circa 200 µl 

della soluzione lipidica e 1-2 µl di Nile-Red. Questo tipo di dye emette fluorescenza 

quando assorbe luce gialla e si dispone solamente sulla membrana esterna dei 

liposomi; perciò, si dovrebbe vedere solamente quest’ultima colorata di rosso al 

microscopio.  
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Figura 32: Immagini al microscopio ottico a fluorescenza dello stesso liposoma 

gigante marcato con Nile-Red esposto a luce gialla, a diversi tempi di esposizione 

e diverse regolazioni del colore. Si nota come sia solo la membrana lipidica a 

colorarsi ed esprimere l’emissione di fluorescenza del fluoroforo. 

 

2.3.19  Incapsulamento di coacervati all’interno di liposomi 

Per costruire il nanosistema multivalente matrioska ideale, i coacervati contenenti 

nanoparticelle devono essere inseriti all’interno di liposomi. Le GUVs sono state 

prodotte anche in questo caso a partire da dipalmitoilfosfatilcolina: 

I. Si prepara inizialmente una soluzione lipidica di DPPC in etanolo da 20 

mg/ml; 

 

II. Si preleva 1 ml di una soluzione di coacervati contenente nanoparticelle e 

lo si aggiunge a 25 μl della soluzione lipidica ottenuta nel punto precedente, 

in modo da ottenere un rapporto peso/peso del 5% (DPPC : coacervato); 

 

III. La soluzione così ottenuta è stata lasciata riposare per 12 ore a temperatura 

ambiente, dopo di che, si è potuta osservare una sospensione di microgocce 

di coacervato, veicolanti nanoparticelle, incapsulata in GUVs di DPPC; 

 

Come sospensione di coacervati sono state principalmente scelte quella contenente 

BSA-NPs marcate con fluoresceina isotiocianato e quella contenente carbon-dots, 

in modo da poter visualizzare il costrutto finale al microscopio ottico a 

fluorescenza. Sono poi stati fatti esperimenti anche con sospensioni di coacervati 

contenenti BSA-NPs veicolanti AuNPs e MNPs e AuNPs e MNPs nude, tuttavia in 

questi casi, non si ha emissione di fluorescenza e quindi l’osservazione al 

microscopio ottico risulta superflua. 

Infine, per verificare che i liposomi ottenuti non fossero semplicemente particelle 

di coacervato di grandi dimensioni, si è marcata la soluzione lipidica con il 

fluoroforo Nile-Red, il quale si lega solo alle membrane lipidiche. In questo modo 

se si fosse effettivamente trattato di liposomi, ci si sarebbe aspettato che solo la 
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parete esterna de nanosistemi avesse legato il Nile-Red e che quindi emettesse 

fluorescenza contraddistinta dal colore rosso tipico di questo fluoroforo. Colore che 

va in contrasto con quello emesso dalla fluoresceina, presente nelle BSA-NPs, e 

che quindi permetteva inoltre di distinguere i due tipi di nanosistemi. Ciò che ci si 

aspettava era, dunque, un involucro esterno principale colorato di rosso (il 

liposoma), con al suo interno compartimenti che raggruppavano più particelle 

colorate di verde (gocce di coacervato contenenti BSA-NPs marcate con FITC). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33: Immagini al microscopio ottico a fluorescenza di un primo esempio del 

sistema matrioska finale: un liposoma, la cui membrana è colorata con fluoroforo 

Nile-Red, contenente coacervati veicolanti nanoparticelle di BSA marcate con 

fluoresceina isotiocianato. Nella foto a. si è utilizzata luce V, nella b. luce bianca, 

nella c. luce UV e nella d. luce gialla.  

 

 

a b 

d c 
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2.3.20   Sintesi sistema matrioska per applicazioni in terapia 

fototermica 

Per poter sfruttare l’effetto fototermico, le nanoparticelle che lo inducono, devono 

poter assorbire la luce in una lunghezza d’onda che va dagli 780 ai 2500 nm circa, 

nel range dunque del vicino infrarosso (NIR). Per quanto riguarda le AuNPs, 

normalmente assorbono nell’UV-Visibile (520 nm), ma dopo un contatto con 

DMEB (dodecil dimetilammonio cloruro), un tensioattivo cationico, esse 

aggregano e subiscono uno shift del loro plasmone di assorbimento verso lunghezze 

d’onda maggiori tipiche del NIR. Per la veicolazione di queste nanoparticelle d’oro 

sfruttabili in terapia fototermica si può scegliere il nanosistema matrioska, in modo 

che i liposomi permettano una distribuzione ottimale all’interno di cellule e 

compartimenti cellulari, essendo estremamente biocompatibili, e i coacervati 

impediscano alle AuNPs di precipitare mantenendole stabili all’interno del 

liposoma. Si sono dunque prodotti liposomi contenenti gocce di coacervato 

veicolanti AuNPs: 

I. Si è preparata una soluzione costituta da 10 ml di AuNPs (ottenute con 

sintesi di Turkevich) e 1 ml di DMEB; 

 

II. Si è fatta riposare la soluzione per circa 24 ore in modo tale che le 

nanoparticelle d’oro aggregassero e quindi precipitassero sul fondo del 

contenitore; 

 

III. Dopo le 24 ore, si è rimosso il surnatante, costituito principalmente da 

acqua, e si è risospeso il pellet di AuNPs in 1 ml di acqua ultra-pura; 

 

IV. Si preparano 10 ml di una soluzione 10 mM di DMEB, alla quale si 

aggiungono 2,5 ml di una soluzione di NaCl 1 M, che dopo delicato 

mescolamento porta alla formazione di una soluzione di coacervati semplici 

basati sul DMEB; 

 

V. Della soluzione di AuNPs si sono prelevati 200 μl e li si sono aggiunti a 1 

ml della soluzione di coacervati di DMEB; 

 



69 
 

VI. Alla soluzione precedente sono stati infine aggiunti 40 μl di soluzione con 

liposomi marcati con rodamina (ottenuti con il metodo precedente di 

idratazione gentile e successivamente marcati), in modo da ottenere, dopo 

leggera agitazione con vortex, una soluzione di liposomi contenenti 

coacervati di DMEB veicolanti AuNPs; 

 

 

Figura 34: Immagini al microscopio ottico a fluorescenza a differenti tempi di 

esposizione di liposomi marcati con Nile-Red contenti AuNPs modificate per 

assorbire la luce a 785 nm, incapsulate in coacervati ed esposti a luce gialla. Le 

zone più scure all’interno dei liposomi rappresentano aggregati di nanoparticelle 

d’oro raggruppati all’interno delle gocce di coacervati basati sul DMEB. 
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3 DISCUSSIONE 

 

3.1 Proprietà ottiche delle nanoparticelle e applicazioni 

teragnostica 

In questo elaborato di tesi si sono prese in considerazione diversi tipologie di 

nanoparticelle con diversi potenziali utilizzi in teragnostica. Questo perché il 

sistema multi-stratificato nanoparticellare ottenuto sperimentalmente, può fornire 

importanti vantaggi in più applicazioni, dove l’applicazione dipende principalmente 

dal tipo di nanoparticella in uso. La specifica applicazione di un determinato 

nanosistema dipende strettamente dalle sue proprietà ottiche. In questo studio si è 

lavorato con nanoparticelle metalliche come quelle d’oro, d’argento e 

ferromagnetiche, nanoparticelle a base di carbonio come i carbon-dots e 

nanoparticelle a base di proteine.  

Le nanoparticelle d’oro derivano le loro proprietà ottiche dal fenomeno della 

risonanza plasmonica di superficie localizzata (LSPR), ossia l’oscillazione 

collettiva degli elettroni di conduzione sulla superficie delle NPs, che si attiva 

quando viene colpita da un’onda luminosa ad una specifica lunghezza d’onda. 

Questo fenomeno è legato a caratteristiche specifiche quali dimensioni e forma, le 

AuNPs utilizzate in questo elaborato erano sferiche e con un diametro tra i 10 e i 

20 nm. Ciò comporta un picco di assorbimento intorno ai 520 nm; tuttavia, 

all’aumentare di dimensioni il picco si sposta verso lunghezze d’onda maggiori. La 

LSPR è poi molto sensibile alla chimica superficiale delle nanoparticelle e al loro 

stato di aggregazione, entrambe queste proprietà possono comportare variazioni del 

picco di assorbimento. Queste proprietà ottiche possono essere sfruttate in 

diagnostica per immagini con tecniche come l’imaging fotoacustico (PAI) che 

sfrutta onde ultrasoniche date dalla conversione fototermica, l’imaging a risonanza 

magnetica (MRI) che utilizza AuNPs coniugate con agenti di contrasto e la 

spettroscopia Raman amplificata in superficie (SERS). In terapia invece le 

applicazioni principali riguardano la terapia fototermica (PTT) che sfrutta la 

capacità di conversione di energia luminosa in calore delle nanoparticelle per 

danneggiare selettivamente cellule tumorali, e il Drug-delivery mirato in cui la 
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superficie delle NPs è funzionalizzata con farmaci chemioterapici e con molecole 

di targeting che fanno in modo che queste si vadano a legare selettivamente alle 

cellule tumorali. Inoltre, le nanoparticelle d'oro possono anche essere utilizzate per 

il rilascio controllato del farmaco, che può essere attivato da stimoli esterni come 

la luce o il calore. 

Per quanto riguarda le nanoparticelle d'argento, esse condividono con quelle d’oro 

la manifestazione del fenomeno della LSPR, su cui si basano le loro proprietà 

ottiche; tuttavia, presentano importanti differenze nelle loro caratteristiche e quindi 

anche nelle loro applicazioni. La differenza principale sta nella diversa efficienza 

di eccitazione plasmonica; infatti, le AgNPs mostrano un picco di assorbimento 

nella regione del blu-ultravioletto, a circa 400 nm. Anche in questo caso la 

posizione precisa e l’intensità del picco dipendono dalla dimensione e forma della 

nanoparticella, lo stato di aggregazione e l’ambiente dielettrico, quindi le modifiche 

di superficie. L’argento è il materiale con la più alta efficienza di interazione con la 

luce. In diagnostica e terapia le AgNPs condividono diverse applicazioni con quelle 

d’oro, ossia vengono utilizzate nella spettroscopia Raman amplificata in superficie, 

sono usate come agenti di contrasto nell’imaging ottico, sono applicate in terapia 

fototermica e possono essere impiegate nel drug-delivery mirato. A differenza però 

delle AuNPs, le nanoparticelle d’argento hanno una spiccata attività antimicrobica 

e citotossica. Esse, infatti, rilasciano ioni argento (Ag+) che, in quanto agenti 

antimicrobici, possono agire contro un ampio spettro di batteri, funghi e virus. Per 

questo motivo vengono utilizzate per costituire rivestimenti per dispostivi medici e 

protesi per prevenire infezioni e anche in terapia antitumorale dato che l’effetto 

citotossico che manifestano sembra essere selettivo per cellule tumorali nelle quali 

vengono indotti stress ossidativo e apoptosi. 

Le nanoparticelle ferromagnetiche (MNPs) derivate da ossidi di ferro combinano 

proprietà ottiche e proprietà magnetiche uniche che trovano diverse applicazioni 

biomediche. Per quanto riguarda la LSPR, gli ossidi di ferro non sono plasmonici, 

ma se si combina un nucleo di ferro con un guscio di metallo nobile in una 

nanoparticella “core-shell”, allora si può sfruttare la risonanza plasmonica di 

superficie in terapia fototermica per esempio. Possono essere combinate anche con 

agenti fluorescenti come i quantum dots e i carbon dots, o con coloranti organici, 

per applicazioni in imaging diagnostico. Tuttavia, sono le proprietà magnetiche a 
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distinguere le MNPs dagli altri nanosistemi. Infatti, quando le nanoparticelle di 

ossidi di ferro hanno dimensioni tra i 10 e i 20 nm, diventano superparamagnetiche. 

Ciò significa che in assenza di un campo magnetico esterno, il loro momento 

magnetico complessivo è nullo (come i materiali paramagnetici), ma una volta 

applicato un campo magnetico esterno, si allineano istantaneamente, esibendo 

un'alta magnetizzazione. La mancanza di magnetizzazione residua (isteresi) in 

assenza di campo le rende ideali per essere iniettate nell'organismo, evitando 

fenomeni di agglomerazione e ostruzione dei vasi sanguigni. Un’altra proprietà 

detta ipertermia magnetica è invece basata sui rilassamenti di Nèel e Browniani, 

l’applicazione di un campo magnetico alternato, induce nelle nanoparticelle 

superparamagnetiche un riscaldamento dovuto ai due meccanismi di rilassamento. 

Il calore che viene prodotto nell’ambiente circostante le nanoparticelle può essere 

sfruttato per indurre morte cellulare selettiva sulle cellule tumorali. Un altro utilizzo 

in terapia riguarda il drug-delivery mirato in cui è possibile “guidare”, con 

l’applicazione di un campo magnetico esterno, le MNPs funzionalizzate con 

chemioterapici verso il sito del tumore, questo consente di rilasciare il farmaco in 

modo mirato e riducendone la tossicità sistemica. Infine, per quanto riguarda la 

diagnosi, l’applicazione principale è la MRI (risonanza magnetica per immagini) in 

cui vengono usate le SPIONs (superparamagnetic iron oxide nanoparticles) come 

agenti di contrasto. Grazie alle loro proprietà magnetiche, riducono i tempi di 

rilassamento dei protoni dell'acqua nelle vicinanze, migliorando la visualizzazione 

dei tessuti e delle lesioni, questo permette di localizzare con precisione un tumore 

o un'infiammazione. 

Come già accennato in precedenza, e validato sperimentalmente nel corso di questo 

progetto, è poi possibile combinare nanoparticelle con spiccate proprietà 

plasmoniche, come quelle d’oro e d’argento, con nanoparticelle 

superparamagnetiche. Quello che si ottiene è un sistema multivalente con le 

caratteristiche di entrambe. Caratteristiche che possono agire anche in modo 

sinergico migliorando prestazioni e semplificando il processo. È possibile, per 

esempio, sviluppare calore sia dai processi fototermici che da quelli legati 

all’ipertermia magnetica, in modo da poter avere un impatto più efficace sulle 

cellule tumorali nelle quali si vuole indurre apoptosi. Inoltre, si può applicare un 

campo magnetico esterno per direzionare le nanoparticelle sfruttando le loro 

proprietà superparamagnetiche. In questo modo, oltre al drug-delivery mirato, sarà 
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possibile anche applicare una terapia fototermica mirata, il tutto senza la necessità 

di funzionalizzare la superficie delle nanoparticelle. Si ha poi un miglioramento 

anche dell’applicabilità in diagnostica, dal momento che si sarà in grado di sfruttare 

sia la LSPR, che la risonanza magnetica per fare bioimaging e biosensing. 

 

 

Figura 35: Preparazione di nanoparticelle ibride a partire da un core di NPs 

superparamagnetiche di FeO4 e un rivestimento di NPs plasmoniche di Au o Ag. In 

questo articolo si è funzionalizzata la superficie delle FeNPs con PEI, elettron-

positivo, in modo da legarvi le Au o AgNPs, elettron-negative (40). 

 

A differenza delle nanoparticelle precedenti, i Carbon-Nanodots (CNDs) sono 

basati non su metalli, ma sul carbonio, sintetizzati a partire da precursori spesso 

economici. Proprio per questo motivo mostrano una bassa tossicità ed elevata 

biocompatibilità, al contrario della loro controparte basata su materiali 

semiconduttori, i Quantum-dots. La proprietà più distintiva dei CNDs è la 

fotoluminescenza che può essere modificata (varia il colore dell’emissione di 

fluorescenza, dal blu-verde fino al rosso) in base alle dimensioni delle 

nanoparticelle, attraverso funzionalizzazioni di superficie, oppure attraverso 

variazioni della lunghezza d’onda della luce eccitante. L’assorbimento invece, 

avviene nella regione dell’ultravioletto, con un picco tra i 260 e i 320 nm. Altre 

importanti caratteristiche di queste NPs sono la fotostabilità e resistenza al 

fotobleaching, ossia il calo della fluorescenza a seguito di una prolungata 

esposizione alla luce. Infine, i CNDs sono in grado di emettere luce a lunghezze 

d'onda più corte rispetto a quella di eccitazione. Questo fenomeno, detto up-

converted photoluminescence, li rende particolarmente utili per applicazioni che 

richiedono una maggiore penetrazione della luce, come l'imaging biologico in 

profondità che sfrutta i CNDs come agenti di contrasto fluorescenti per lo studio di 
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cellule e tessuti. Questa tecnica di diagnostica è l’ideale per la visualizzazione di 

processi biologici e per la diagnosi precoce di malattie. I carbon-dots possono 

trovare impiego anche nel drug-delivery attraverso funzionalizzazione della loro 

superficie con farmaci, nella terapia fotodinamica, in quanto dopo assorbimento 

della luce, generano specie reattive dell’ossigeno che sono tossiche per cellule 

tumorali e batteri, e infine nel bio- e chemo-sensing. Vengono dunque impiegati 

come sensori altamente specifici per il rilevamento di ioni metallici, molecole 

biologiche, contaminanti ambientali e agenti patogeni. Dimostrano inoltre la 

possibilità di essere applicati in terapia fototermica, ma hanno una conversione 

fototermica inferiore rispetto a nanoparticelle d’oro e d’argento. 

Infine, si sono sintetizzate e studiate nanoparticelle proteiche basate su albumina 

sierica bovina. Il vantaggio principale di queste NPs è che, essendo costituite da 

proteine, sono estremamente biocompatibili, riducendo significativamente la 

risposta immunitaria e la tossicità. Sono inoltre altamente biodegradabili, infatti 

vengono scisse in aminoacidi dall’organismo e di conseguenza la loro eliminazione 

è sicura e si evita l’accumulo nel lungo termine. Un altro loro vantaggio è l’elevata 

versatilità. Questo poiché le proteine, e in particolar modo l’albumina, sono ricche 

di gruppi funzionali che possono essere facilmente modificati chimicamente. 

Questa caratteristica permette di incorporare una elevata varietà e quantità di 

molecole attive, sia idrofile che idrofobe. Molecole come farmaci antitumorali, 

chemioterapici o anche fluorofori per l’imaging a fluorescenza. Queste 

nanoparticelle non hanno tuttavia proprietà ottiche o magnetiche significative, però 

possono essere utilizzate come piattaforme per integrarne altre che le posseggono. 

Possono incorporare, fungono quindi da guscio, per nanoparticelle plasmoniche, 

nanoparticelle superparamagnetiche, coloranti fluorescenti o nanoparticelle 

fluorescenti (quantum- o carbon-dots). Da sole, dunque, trovano applicazione 

principalmente nel drug-delivery mirato, se invece coniugate con altri nanosistemi 

possono essere impiegate in terapia fototermica, ipertermia magnetica e 

bioimaging.  
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3.2 Nanoparticelle impiegate come strumenti per 

funzionalizzazione e veicolazione di farmaci  

La prima strategia di applicazione terapeutica delle nanoparticelle presa in 

considerazione in questo elaborato e, al giorno d’oggi la principale applicazione in 

medicina, è il drug-delivery. Veicolare i farmaci tramite nanoparticelle presenta 

diversi vantaggi. Innanzitutto, permette un targeting mirato, si fa cioè, in modo di 

far accumulare le NPs trasportanti il principio terapeutico selettivamente nel sito di 

interesse, evitando interazioni aspecifiche. Esistono due tipi di targeting, il primo è 

passivo e sfrutta l’effetto di permeabilità e ritenzione potenziata (EPR) che si 

verifica in tessuti malati come quelli tumorali. In questi tessuti una combinazione 

tra vasi sanguigni anormali e più permeabili e un sistema linfatico danneggiato poco 

efficiente permettono un accumulo potenziato di nanoparticelle nel sito tumorale. 

Il secondo tipo di targeting invece è attivo e consiste nella funzionalizzazione della 

superficie delle nanoparticelle con molecole come peptidi e anticorpi che 

riconoscono i recettori specifici delle cellule danneggiate o malate, vi si legano e 

permettono quindi un rilascio del farmaco altamente localizzato. La possibilità di 

fare drug-delivery mirato consente una minore tossicità e una maggiore efficacia. 

Minore tossicità poiché il farmaco è veicolato direttamente nel sito d’azione e 

quindi oltre a minimizzare l’esposizione dei tessuti sani, riducendo effetti collaterali 

sistemici, è possibile anche ridurre la dose complessiva somministrata al paziente. 

Un altro vantaggio di questo tipo di delivery risiede nel fatto che la molecola attiva 

che viene trasportata è protetta dalla nanoparticella, che agisce da scudo e riduce la 

degradazione da parte di enzimi, e altre sostanze biologiche. Anche la solubilità in 

acqua del farmaco viene migliorata. È inoltre possibile avere un rilascio controllato 

di quest’ultimo, infatti si può ingegnerizzare le nanoparticelle per rispondere ad uno 

stimolo specifico (ad esempio variazioni di pH, aumento temperatura, esposizione  

a una fonte luminosa, ecc.), in risposta del quale esse rilasciano il carico terapeutico. 

La veicolazione mediata da nanoparticelle infine facilita il superamento di barriere 

biologiche da parte del farmaco. Infatti, alcune barriere come quella emato-

encefalica (BEE) sono quasi completamente impenetrabili per la maggior parte dei 

farmaci, ma non per alcune NPs opportunamente modificate.  
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Il drug-delivery mirato beneficerebbe dell’utilizzo del sistema matrioska, questo 

perché, in esso si ritrovano tutte le caratteristiche sopracitate. Si può funzionalizzare 

la superficie esterna del liposoma e delle nanoparticelle stesse con ligandi in modo 

da poter fare targeting attivo, il farmaco trasportato riceverebbe un’ottima 

protezione dalle altre molecole del torrente circolatorio, in questo modo si limitano 

le interazioni off-target e di conseguenza si migliora l’efficacia della terapia e si 

riduce la tossicità. Lo strato esterno liposomiale inoltre permette una semplice ed 

efficiente internalizzazione all’interno delle cellule grazie alla membrana lipidica. 

Per simulare un processo di questo tipo, ossia ingegnerizzare delle nanoparticelle 

per la veicolazione di molecole che poi andranno a costituire il “nucleo” del sistema 

matrioska, si è utilizzata la curcumina come farmaco da trasportare. I nanosistemi 

designati come trasportatori sono le nanoparticelle d’oro, le quali sono state 

ottenute tramite il metodo di Turkevich (vedi materiali e metodi). Non si esclude 

che altre tipologie nanoparticellari come AgNPs, CNDs e BSA-NPs avrebbero 

potuto ricoprire lo stesso ruolo. Sono state scelte le AuNPs per la loro elevata 

stabilità e tendenza a non formare aggregati e precipitare, valutata con esperimenti 

spettrofotometrici, le loro proprietà ottiche legate al fenomeno della LSPR, che 

possono essere sfruttate per altre applicazioni che si vedranno più avanti e la loro 

ottima biocompatibilità. Queste nanoparticelle sono state funzionalizzate con una 

corona proteica di albumina sierica bovina (BSA) tramite semplice miscelazione di 

una soluzione di NPs d’oro con una di proteina. Le molecole di BSA vanno a 

disporsi tutto attorno alle nanoparticelle rivestendole completamente. Il legame tra 

proteina e superficie nanoparticellare avviene principalmente grazie ad 

adsorbimento proteico dovuto a interazioni elettrostatiche, forze di Van der Waals 

e interazioni idrofobiche. Nel caso di interazioni elettrostatiche, si verifica 

attrazione tra le cariche negative sulla superficie della nanoparticella e le cariche 

positive possedute da alcuni gruppi funzionali presenti negli aminoacidi della 

proteina (come i gruppi amminici delle lisine). Le interazioni idrofobiche invece, si 

possono verificare tra la superficie tendenzialmente idrofoba delle nanoparticelle e 

alcune regioni, anch’esse idrofobe della proteina che cercano di sfuggire 

all’ambiente acquoso circostante. Infine, le forze di Van der Waals sono deboli 

forze attrattive che agiscono a brevissima distanza. 

 



77 
 

 

Figura 36: Foto scattate al TEM di due soluzioni di AuNPs, si nota come nella 

prima le nanoparticelle tendono ad aggregarsi di più, mentre nella seconda 

tendono a rimanere più isolate. Questo a causa del fatto che nella seconda 

soluzione le nanoparticelle presentano una corona proteica di BSA che aumenta le 

forze repulsive tra di esse e l’ingombro sterico, di conseguenza le fa stare più 

separate.  

 

Questo rivestimento proteico, oltre a poter essere facilmente funzionalizzato con 

altre molecole, fornisce anche una protezione dalla carica che può esercitare un sale 

in soluzione evitando dunque il rischio di aggregazione. Ciò è stato dimostrato con 

un esperimento in cui si è aggiunto dell’NaCl alla soluzione di nanoparticelle, le 

quali di conseguenza hanno iniziato a formare aggregati e quindi precipitare poiché 

il sale, una volta dissociato nei suoi ioni, va a schermare le cariche negative sulla 

superficie delle NPs. Tuttavia, se le nanoparticelle sono state precedentemente 

coniugate con BSA, esse non precipitano a causa del fatto che la proteina, carica 

negativamente, neutralizza le cariche positive dell’Na+. È presente poi anche 

l’ingombro sterico dato dal rivestimento proteico che aiuta le nanoparticelle a 

rimanere isolate. Una volta ricoperte le AuNPs con la BSA, si sono funzionalizzate 

le catene di quest’ultima con una molecola fungente da farmaco da trasportare in 

modo da ottenere nanosistemi ingegnerizzati per il drug-delivery. La molecola in 

questione è la curcumina, ed è stata scelta per la sua facilità di rilevazione e 

identificazione, effettuata tramite cromatografia ad alte prestazioni (HPLC) a fase 
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inversa, con la quale è stato possibile validare l’effettivo legame con l’albumina. 

L’interazione tra le due molecole è resa possibile dalla struttura della BSA, la quale 

presenta due tasche idrofobiche, dette dominio IIA e dominio IIIA, dove può andare 

a legarsi la curcumina, anch’essa idrofobica. La rimanente parte della struttura della 

proteina è però idrofila e questo consente il trasporto del farmaco anche in ambienti 

polari e soluzioni acquose. La soluzione di BSA marcata conteneva però importanti 

quantità di curcumina non legata, la quale è stata eliminata per evitare interferenze 

nelle analisi successive grazie ad una cromatografia ad esclusione molecolare 

(SEC). Nel corso di questa fase di purificazione le proteine funzionalizzate con la 

curcumina, avendo peso molecolare maggiore vengono eluite per prime, mentre la 

curcumina libera è trattenuta più a lungo. Una volta purificata, la soluzione di 

albumina marcata viene utilizzata per costituire il rivestimento proteico per le 

nanoparticelle d’oro come spiegato precedentemente, si ottiene così un nanosistema 

ingegnerizzato e pronto per essere impiegato nella veicolazione di farmaci. Questa 

è la prima strategia di applicazione che può usufruire dei vantaggi del sistema 

matrioska visti in precedenza, le AuNPs funzionalizzate con BSA legante 

curcumina dovranno essere dapprima internalizzati in coacervati e poi in liposomi 

per ottenere il sistema finale.  

 

 

3.3 Nanoparticelle impiegate come strumenti di sensing e 

diagnosi 

La seconda tipologia di applicazioni che può essere svolta dalle nanoparticelle 

inserite all’interno del macrosistema matrioska, riguarda le strategie di diagnosi, 

quindi principalmente biosensing e bioimaging. Nel corso di questo studio si sono 

prese in considerazione diverse strategie, alcune che prevedono l’uso di fluorofori 

funzionalizzati sulla superficie di nanoparticelle, altre che sfruttano la fluorescenza 

intrinseca di particolari sistemi nanoparticellari. La possibilità di effettuare 

esperimenti di diagnostica biomedica mediati da nanoparticelle offre una vasta 

gamma di vantaggi. Innanzitutto, NPs come i Quantum Dots e i Carbon Dots sono 

molto più fotostabili dei fluorofori organici tradizionali, che tendono a degradarsi 

rapidamente sotto un’illuminazione intensa (fotobleaching). Questa caratteristica 
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permette di monitorare processi biologici e cinetiche molecolari per periodi di 

tempo prolungati e con elevate intensità di luce, in modo da massimizzare il 

segnale, senza che però si danneggi la sonda. Oltre a ciò, si hanno tutti i vantaggi 

tipici delle nanoparticelle quindi bassa tossicità ed elevata biocompatibilità, 

facilitazione nell’attraversamento di barriere biologiche, limitazioni di interazioni 

off-target e quindi possibilità di fare targeting attivo in modo che il nanosistema 

diagnostico arrivi precisamente nel sito d’azione. Tendenzialmente rimane più 

vantaggioso usare nanoparticelle intrinsecamente fluorescenti perché così si evita il 

passaggio di funzionalizzazione in superficie con fluorofori. Tuttavia, usare ad 

esempio AuNPs coniugate con molecole fluorescenti amplierebbe lo spettro di 

applicazioni, in quanto, oltre all’aspetto diagnostico, si potrebbero sfruttare le 

proprietà ottiche di questi sistemi per altre funzioni. 

Ed è proprio dalle nanoparticelle d’oro che si è partiti. AuNPs sempre ottenute con 

il metodo di Turkevich che però non possono legare direttamente il fluoroforo 

scelto, la Fluoresceina Isotiocianato (FITC). Come nel punto precedente si è quindi 

sfruttata la proteina BSA, con la quale si sono rivestite le nanoparticelle generando 

la corona proteica. Prima è però necessario legare proteina e fluoroforo. Lo si fa 

semplicemente aggiungendo pochi µl di FITC ad una soluzione di BSA in acqua. 

Si verifica una reazione di sostituzione nucleofila in cui un azoto di un gruppo 

amminico delle lisine della proteina compie un attacco nucleofilo nei confronti del 

carbonio del gruppo isotiocianato del fluoroforo. Ciò porta alla formazione di un 

legame covalente tra azoto e carbonio e si forma un intermedio instabile detto 

tiocarbammato il quale si riorganizza in un legame covalente di tipo tiourea (-NH-

C(=S)-NH-) tra la molecola di fluoresceina e la catena polipeptidica della BSA. Una 

volta purificata la soluzione di BSA-fluoresceina dalla quantità di fluoroforo in 

eccesso, e possibile usarla per funzionalizzare le nanoparticelle d’oro. Le AuNPs 

ora dotate di corona proteica legante il fluoroforo, possono essere utilizzate come 

strumento di rilevazione di patologie in vivo.  
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Un’altra tipologia ti nanoparticelle marcate con fluorofori sono state quelle 

proteiche di BSA, in questo caso, essendo le NPs stesse costituite dalla proteina, 

non è stato necessario usare un intermedio per legarvi i fluorofori. Il legame 

avveniva sempre con reazione di sostituzione nucleofila, ma in questo caso 

direttamente sulla superficie nanoparticellare. In questo caso oltre alla FITC, si sono 

funzionalizzate le nanoparticelle anche con rodamina, in modo da avere emissione 

di fluorescenza a due differenti lunghezze d’onda e quindi colore della luce emessa.  

 

 

Figura 37: Formule di struttura della rodamina e della fluoresceina isotiocianato . 

La prima ha un picco di emissione di circa 573 nm con una luce arancione-rossa, 

mentre la seconda ha un picco di emissione di circa 521 nm con una luce verde. 

 

Le nanoparticelle di albumina sono state ottenute con il metodo della 

desolvatazione (vedi materiali e metodi) e sono poi state coniugate con rodamina e 

fluoresceina tramite semplice aggiunta e miscelazione. Hanno dimensioni 

nettamente maggiori rispetto le AuNPs, dai 100 ai 500 nm contro i 10-20 nm di 

quest’ultimo; perciò, ci si aspetta che possano penetrare con più difficoltà attraverso 

le barriere biologiche e inoltre non hanno spiccate proprietà ottiche da sfruttare per 

altre applicazioni. Tuttavia, hanno il vantaggio di essere costituite interamente da 

matrice proteica e sono quindi altamente biocompatibili, hanno infatti un tempo di 

permanenza molto inferiore nel torrente circolatorio e nei tessuti, rispetto a 

nanoparticelle basate sui metalli. Questo aspetto si sposa bene con la natura degli 

esperimenti a base diagnostica, in quanto una volta fatta la rilevazione, non è più 

Rodamina Fluoresceina Isotiocianato 
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necessario avere in circolo il sistema che dà fluorescenza. Le BSA-NPs vengono 

riassorbite fisiologicamente dai reni, non lasciando traccia e senza dare alcun 

problema di tossicità. Infine, questo tipo di nanoparticelle si può facilmente 

incapsulare all’interno di coacervati polimerici, il secondo strato del sistema 

matrioska, utilizzabili poi anch’essi per esperimenti di diagnostica. 

 

 

Figura 38: In queste immagini ottenute al microscopio ottico a fluorescenza 

MAGUS Lum 400 si possono vedere diverse tipologie di nanosistemi fluorescenti 

incapsulati in coacervati complessi a base di PDDA-ATP. Le immagini a. e b. 

mostrano dei coacervati contenenti nanoparticelle di BSA marcate con rodamina 

che, a tempi di esposizione differenti ed eccitata con luce gialla, mantiene sempre 

una colorazione arancione-rossa. Le immagini c. e d. invece, raffigurano 

coacervati contenenti BSA-NPs marcate con fluoresceina isotiocianato 

a b 

c d 

e f 



82 
 

caratterizzata dal tipico colore verde acceso emesso quando viene eccitata con luce 

bianca. Infine, nelle immagini e. e f. si notano dei coacervati contenenti Carbon-

Nanodots (CNDs) che a differenze dei due fluorofori precedenti, emettono 

fluorescenza quando eccitate anche con diverse tipologie di luce e quindi con 

diversa lunghezza d’onda, nell’immagine e. si è utilizzata una luce bianca, mentre 

nella f. una luce UV. 

 

L’incapsulazione delle nanoparticelle fluorescenti all’interno dei coacervati 

permette di compartimentalizzarle e proteggerle dalla degradazione nel caso in cui 

il liposoma, lo strato più esterno del sistema matrioska, dovesse danneggiarsi o 

fondersi con, ad esempio, la membrana plasmatica di una cellula. Permette inoltre 

di evitare la dispersione delle NPs, facendo in modo di concentrarle in 

raggruppamenti e di conseguenza avere un segnale di fluorescenza più intenso e 

stabile.  

Oltre alle nanoparticelle d’oro e di BSA marcate entrambe con fluorofori, si è 

utilizzato un altro nanosistema fluorescente, i Carbon-Nanodots (CNDs), i quali, a 

differenza delle prime, sono dotati di fluorescenza intrinseca e non serve quindi 

marcarli con alcun fluoroforo. I CNDs sono stati ottenuti a partire da sintesi 

idrotermale di un precursore carbonioso, l’acido folico, il quale è andato incontro a 

un processo di carbonizzazione che ne comporta la decomposizione termica con 

conseguente formazione delle NPs di carbonio. Essendo costituiti da carbonio sono 

estremamente biocompatibili, ma hanno dimensioni molto più ridotte rispetto alle 

BSA-NPs (diametro di circa 10 nm), si suppone perciò che possano attraversare 

barriere biologiche con più facilità. Una interessante proprietà dei CNDs è che la 

loro fluorescenza dipende dalla lunghezza d’onda di eccitazione (il picco di 

emissione si sposta verso lunghezze d’onda maggiori, all’aumentare della 

lunghezza d’onda della luce di eccitazione). I CNDs ottenuti in questa tesi 

mostravano tipicamente due picchi di assorbimento: uno molto intenso nella 

regione dell’ultravioletto (UV), intorno ai 280 nm, e uno meno intenso, o spalla, 

nella regione del viola (V), tra i 330 e i 360 nm. Quindi un altro vantaggio rispetto 

i fluorofori classici è che si possono usare diverse lunghezze d’onda di eccitazione 

per ottenere un’emissione di fluorescenza, ciò lo si è notato al microscopio ottico a 

fluorescenza, in quanto i CNDs rispondevano a differenti tipologie di luce (bianca, 
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ultravioletta e viola). Infine, come accennato precedentemente sono più resistenti 

al fotobleaching rispetto i fluorofori organici tradizionali e ciò permette di fare 

esperimenti di durata e intensità della luce maggiore. Come si può vedere nella 

Figura 38 e. e f., anche i Carbon Dots sono stati incapsulati con successo all’interno 

dei coacervati, in modo da poter essere compartimentalizzati e veicolati poi per 

mezzo di liposomi nei vari tessuti biologici.  

 

3.4 Nanoparticelle impiegate per applicazioni in terapia 

fototermica antitumorale 

Dopo un effetto terapeutico basato sulla veicolazione di farmaci e le tecniche di 

diagnostica basate su nanosistemi, si è considerata un’altra strategia terapeutica 

attuabile con nanoparticelle che può essere inclusa nell’ampio spettro applicativo 

del sistema matrioska multivalente. Tale strategia sfrutta le proprietà ottiche di 

alcune nanoparticelle basate sul fenomeno della Risonanza plasmonica di 

superficie, la quale permette di sfruttare l’effetto fototermico. Quando applicato in 

medicina di precisione tale fenomeno prende il nome di terapia fototermica (PTT) 

e, come spiegato nella parte introduttiva di questa tesi, rende le nanoparticelle 

eccitate in grado di indurre morte cellulare per apoptosi specificatamente nelle 

cellule tumorali, sfruttando un processo di conversione fototermica reso possibile 

dalla LSPR. L’oscillazione (plasmone) degli elettroni sulla superficie delle 

nanoparticelle è indotta dai fotoni del laser utilizzato per eccitarle, l’energia 

accumulata viene poi riemessa nell’ambiente esterno sotto forma di calore. 

Somministrando quindi le nanoparticelle plasmoniche nel sito di un tumore, ed 

eccitandole con una luce che emette nello spettro del vicino infrarosso, è possibile 

avere un rilascio di calore in grado di uccidere in modo specifico le cellule 

cancerose. Il tutto senza l’utilizzo di farmaci chemioterapici o antitumorali, che in 

molti casi determinano effetti collaterali molto gravi per i pazienti. Inoltre, si è 

recentemente scoperto che l’effetto fototermico è strettamente correlato con una 

specifica risposta immunitaria. Nello specifico le cellule danneggiate dal calore 

indotto dalle nanoparticelle, rilasciano molecole segnale dette DAMPs (pattern 

molecolari associati al danno), i quali vengono catturati da cellule dendritiche 

(DCs) e cellule presentanti antigene (APCs). Queste tipologie cellulari, una volta 
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legati i DAMPs, portano all’attivazione delle cellule T tumore specifiche (es. 

CD8+) e delle cellule T della memoria (es. CD4+). Le prime vanno a sopprimere la 

crescita del tumore attaccandone le cellule, mentre le seconde prevengono la 

ricorrenza e metastasi del tumore. 

Per avere tuttavia una penetrazione ottimale dei tessuti biologici da parte della luce, 

questa deve emettere nel vicino infrarosso (780-2500 nm), lunghezza alla quale le 

nanoparticelle utilizzate per indurre l’effetto fototermico devono invece assorbire. 

Più è alta la lunghezza d’onda alla quale le NPs possono assorbire la luce, più si 

riuscirà a penetrare i tessuti in profondità. Questo dato potrebbe rappresentare un 

problema dal momento che le nanoparticelle che possono utilizzate per la PTT in 

questo studio tendono ad assorbire la luce nello spettro dell’UV-Visibile, nello 

specifico le AuNPs assorbono a 520 nm e le AgNPs a 440 nm. È stato quindi 

necessario modificare lo stato di aggregazione delle nanoparticelle in modo da 

avere uno shift del plasmone verso lunghezze d’onda maggiori. Sono state scelte le 

AuNPs anche in questo caso, poiché il loro picco di assorbimento è già in partenza 

più spostato verso destra rispetto le AgNPs. Per ottenere lo spostamento del picco 

di assorbimento verso le lunghezze d’onda desiderate si sono miscelate le 

nanoparticelle d’oro con un tensioattivo, il DMEB (dodecil dimetilammonio 

cloruro) in concentrazione 6:1 (AuNPs: DMEB), il quale porta alla formazione di 

aggregati nanoparticellari che tendono a precipitare. Questo tensioattivo cationico 

è attratto dalla superficie carica negativamente delle nanoparticelle d’oro a causa 

delle interazioni elettrostatiche, gli ioni positivi del DMEB, infatti, vanno a legarsi 

agli ioni citrato negativi, riducendo la carica superficiale netta. Una volta che la 

repulsione elettrostatica tra le NPs viene meno, le forze di attrazione, in particolare 

quelle di Van der Waals le portano ad avvicinarsi e formare aggregati. Il Red-shift, 

ossia lo spostamento del picco di assorbimento verso lunghezze d’onda maggiori si 

verifica poiché quando le nanoparticelle sono vicine tra loro in un aggregato, i loro 

campi elettromagnetici si sovrappongono tra loro (accoppiamento plasmonico) e 

ciò fa sì che le oscillazioni degli elettroni richiedano meno energia rispetto alle 

nanoparticelle isolate. Una minor energia di necessaria ad eccitare le nanoparticelle 

e quindi a creare l’oscillazione elettronica determina uno shift del picco verso 

destra, ossia verso lunghezze d’onda maggiori e il colore della soluzione passa da 

rosso a blu o viola. 
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Figura 39: Variazione del colore della soluzione di 

nanoparticelle d’oro dopo l’aggiunta del tensioattivo 

cationico. Si nota la variazione del plasmone di 

assorbimento verso lunghezze d’onda maggiori dovuta 

all’aggregazione delle NPs. A destra la soluzione 

prima dell’aggiunta, a sinistra la soluzione dopo 

l’aggiunta. 

 

 

Facendo poi lo spettro della soluzione così ottenuta si è notato che la modifica dello 

stato di aggregazione ottenuta col tensioattivo ha effettivamente portato ad un 

cambiamento nell’assorbimento delle nanoparticelle. Si è infatti verificato uno 

shift, dai 520 nm di partenza si è arrivati a 785 nm circa.  

 

 

Figura 40: a. Spettro della soluzione di nanoparticelle d’oro originale, il picco di 

assorbimento si trova nella zona del visibile, a 520 nm. b. Spettro della soluzione 

di nanoparticelle d’oro dopo trattamento con DMEB, il picco di assorbimento 

rientra nella zona del vicino infrarosso, a 785 nm.  
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Gli aggregati di AuNPs tendono a disporsi sul fondo e a precipitare, perciò 

l’incapsulamento all’interno di coacervati, a loro volta inseriti in liposomi, permette 

di ottenere una distribuzione omogenea all’interno del macrosistema ed evitare una 

possibile fuoriuscita delle nanoparticelle d’oro. Così compartimentalizzate e 

concentrate all’interno dei sistemi matrioska, una volta somministrati nel sito 

d’azione ed eccitate con un laser dall’esterno, è possibile ottenere una maggiore 

efficienza di conversione fototermica rispetto alle singole NPs isolate. Il liposoma 

inoltre facilita l’internalizzazione in sistemi cellulari e rende il sistema nel 

complesso più biocompatibile. Le AuNPs concentrate e modificate per assorbire la 

luce nel vicino infrarosso sono state dunque prima incapsulate in coacervati 

semplici basati anch’essi sul tensioattivo DMEB e successivamente aggiunte ad una 

soluzione di liposomi marcati con Nile-Red ottenuti con il metodo dell’idratazione 

gentile. La marcatura col fluoroforo ha lo scopo di poter visualizzare al microscopio 

ottico a fluorescenza il costrutto matrioska così ottenuto. 

 

Figura 41: a. Aggregati di nanoparticelle d’oro compartimentalizzati all’interno 

di coacervati semplici basati su DMEB. b. Liposomi marcati contenenti coacervati 

con le AuNPs visti al microscopio ottico classico. c, d. Sempre liposomi marcati 

contenenti i coacervati con AuNPs visualizzati al microscopio ottico a fluorescenza 

a diversi ingrandimenti e sotto luce gialla. 

 

a b 

c d 
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3.5 Costruzione del sistema matrioska multivalente 

ideale  

L’obbiettivo finale di questo progetto di tesi è consistito nella sintesi e 

caratterizzazione di un sistema multifunzionale matrioska per la veicolazione di 

nanoparticelle. Matrioska poiché prevede più strati funzionali. Quello più interno, 

e che determina la funzione applicativa vera e propria dell’intero sistema, consiste 

nelle nanoparticelle stesse che, come è stato visto in precedenza, possono ricoprire 

principalmente tre funzioni: veicolazione di farmaci, diagnosi e terapia fototermica. 

Il secondo strato è costituito dai coacervati, il cui scopo primario è la 

compartimentalizzazione e il mantenimento del corretto stato di aggregazione delle 

nanoparticelle, evitando dunque il rischio di precipitazione e dispersione 

nell’ambiente di quest’ultime. Infine, il liposoma costituisce il terzo e ultimo strato, 

il cui compito è la veicolazione attraverso sistemi cellulari ed extra-cellulari, 

confinamento e quindi protezione del contenuto da interazioni aspecifiche e 

aumento della biocompatibilità dell’intero sistema. 

Per quanto riguarda la sintesi e la caratterizzazione nel dettaglio del sistema 

matrioska si fa riferimento alla parte sperimentale di questo progetto. Si sono 

dapprima prodotte le nanoparticelle da veicolare tramite sintesi chimica, ogni 

tipologia di NPs richiede un approccio specifico. Le AuNPs sono state ottenute 

mediante la sintesi di Turkevich, che prevede una riduzione chimica in soluzione, 

le MNPs tramite co-precipitazione di ioni di ferro con una base, le AgNPs con un 

metodo chimico simile a quelle d’oro, i Carbon-Nanodots attraverso sintesi 

idrotermale data da carbonizzazione, ossia decomposizione termica, di acido folico 

come precursore organico, infine le BSA-NPs sono state ottenute tramite il metodo 

della desolvatazione e crossliking con glutaraldeide. Le nanoparticelle così 

sintetizzate sono state poi inserite all’interno di coacervati polimerici, degli 

aggregati spontanei di molecole organiche complesse che si ottengono tramite una 

reazione di coacervazione ossia separazione di fase liquido-liquido di soluzioni 

colloidali che genera gocce costituite dalle macromolecole di partenza contenti 

acqua al loro interno. Si sono presi in considerazione sia sistemi di coacervati 

semplici, basati sul tensioattivo cationico DMEB, sia sistemi complessi, basati sulla 

combinazione di due polimeri di carica opposta, il PDDA e l’ATP. Ultima fase della 

costruzione del sistema matrioska è stata l’incapsulazione di coacervati veicolanti 
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nanoparticelle all’interno di liposomi, o meglio GUVs (vescicole unilamellari 

giganti), i quali sono stati prodotti attraverso il metodo di idratazione gentile a 

partire da una soluzione lipidica di cloroformio e dipalmitoilfosfatidilcolina 

(DPPC). 

Il fine applicativo del sistema matrioska è stabilito principalmente dalla tipologia 

di nanoparticelle che esso trasporta o dal farmaco specifico da veicolare. Un grande 

vantaggio che tuttavia offre questo sistema, è la possibilità di trasportare più 

nanosistemi diversi tra loro, in modo tale che possano essere adempite funzionalità 

anche diverse tra loro. Sarebbe infatti possibile veicolare nanoparticelle di natura 

differente all’interno dello stesso costrutto, questa caratteristica amplia 

notevolmente lo spettro di applicazioni che si può svolgere con un’unica 

formulazione. Soffermandosi ai nanosistemi studiati in questo elaborato, sarebbe 

possibile ingegnerizzare un sistema matrioska per il trasporto di nanoparticelle 

funzionalizzate con farmaci, nanoparticelle fluorescenti per il biosensing e 

bioimaging e nanoparticelle con capacità di conversione fototermica. Avere un 

unico strumento in grado di performare tutte queste funzionalità porterebbe notevoli 

vantaggi nel trattamento di patologie complesse come i tumori.  

Ma perché scegliere di veicolare questi diversi tipi nanoparticellari in un unico 

costrutto e non individualmente? Innanzitutto, si ridurrebbe drasticamente il 

numero di somministrazioni a cui sottoporre il paziente in quanto dal momento che 

si hanno tutte le diverse nanoparticelle racchiuse in un unico sistema, si 

eviterebbero problemi legati alla dispersione e separazione di queste all’interno 

dell’organismo. È molto più semplice riuscire a far arrivare al sito d’azione tutti i 

diversi tipi di NPs se essi sono concentrati; infatti, con modificazioni sulla 

superficie del liposoma sarebbe possibile effettuare un delivery mirato. Di 

conseguenza si avrebbero meno particelle in circolo con una riduzione importante 

della tossicità ed aumento della biocompatibilità dovuta anche ad un minore 

sovraccarico degli organi deputati alla degradazione come i reni. La possibilità di 

fare drug-delivery mirato, oltre a ridurre la tossicità data dai sistemi vettore, riduce 

anche la tossicità data dal farmaco, in quanto un minore numero di 

somministrazioni abbassa anche la quantità di principio attivo in circolo.  
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Un altro vantaggio di avere più tipi di nanoparticelle nello stesso vettore è la 

sinergia che si può instaurare tra di esse per il raggiungimento dello stesso fine, per 

esempio avere si AuNPs che MNPs veicolate assieme nello stesso sito d’azione 

permetterebbe di sfruttare sia l’effetto fototermico che l’ipertermia magnetica per 

indurre apoptosi in cellule cancerose. Inoltre, si potrebbe sfruttare un campo 

magnetico esterno per guidare le MNPs al sito d’azione, le quali, trasporterebbero 

con anche le AuNPs, ad esse coniugate. Altri effetti sinergici si possono riscontrare 

con le nanoparticelle per la diagnosi; infatti, all’interno dello stesso sistema si 

potrebbero veicolare sia NPs funzionalizzate con fluorofori come le AuNPs e le 

BSA-NPs viste in precedenza, che NPs intrinsecamente fluorescenti, come i CNDs, 

in questo modo si avrebbe la possibilità di usare luci a diverse lunghezze d’onda, 

alcune che penetrano più nei tessuti e altre meno, quindi in base alla profondità del 

sito d’azione posso usare una lunghezza d’onda diversa. Oltre a ciò, si avrebbe un 

segnale di fluorescenza in generale più duraturo e di una intensità maggiore.  

È inoltre possibile usare lo stesso tipo di nanoparticella per diversi scopi, come 

infatti è stato visto in questo studio, le AuNPs possono essere usate per il drug-

delivery, essere coniugate con fluorofori per esperimenti di diagnosi e infine essere 

usate per terapia fototermica. Ingegnerizzando diversi gruppi di AuNPs in modo 

diverso, ma veicolandole insieme si possono avere applicazioni diverse a partire 

dalla stessa nanoparticella di partenza. Avendo poi le diverse NPs all’interno del 

sistema matrioska oltre ai già citati vantaggi legati alla biodistribuzione, si avrebbe 

anche una drastica riduzione delle interazioni off-target e quindi un aumento 

dell’efficienza delle somministrazioni; inoltre si avrebbe una minore sollecitazione 

del sistema immunitario, il quale anzi potrebbe attivarsi in aiuto della terapia, 

attivato dal rilascio di DAMPs da parte di cellule tumorali danneggiate dall’effetto 

di un farmaco o dal calore prodotto da conversione fototermica.  

L’aumento della complessità del sistema porta ad un maggior numero di reazioni di 

sintesi chimica per l’ottenimento della formulazione finale, tuttavia l’efficienza 

aumentata, la riduzione di somministrazioni necessarie e l’uso di un minore 

quantitativo di materiali di partenza, determinerebbero un abbassamento dei costi 

totali della terapia. Quindi anche in termini economici si ritiene che un sistema 

multivalente e multistrato sia un’opzione altamente conveniente. 
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La terapia antitumorale è probabilmente il campo biomedico che più trarrebbe 

beneficio dall’impiego di un sistema come quello presentato in questa tesi. Il motivo 

è legato principalmente al fatto che con la somministrazione di una singola 

formulazione chimica si avrebbe la possibilità sia di fare una analisi diagnostica, 

che attuare un effetto terapeutico. La prima servendosi di rilevazione dell’emissione 

di fluorescenza consente di fare bioimaging e biosensing e quindi avere idea della 

posizione, profondità e dimensione della massa tumorale, oltre al fatto che sarebbe 

possibile capire se il tumore è entrato in metastasi poiché si andrebbero a rilevare, 

grazie a modificazioni di superficie che riconoscono markers tumorali, anche le 

cellule cancerose entrate nel circolo sistemico. L’effetto terapeutico invece, quindi 

l’induzione della morte cellulare specificatamente nelle cellule tumorali, è dato non 

solo dalla veicolazione di un farmaco antitumorale o chemioterapico, ma anche da 

una proprietà fisico-chimica, come l’effetto fototermico, indotta dalle 

nanoparticelle stesse. In questo modo si hanno nanoparticelle che possono in modo 

sinergico attaccare le cellule cancerose sia con l’effetto farmacologico, che con il 

calore ottenuto dalla conversione dell’oscillazione elettronica indotta dal laser. Il 

sistema matrioska dunque, oltre a garantire questa multifunzionalità, aumentata dal 

fatto che è in grado di trasportare nanoparticelle differenti, permette un targeting 

mirato grazie alle modificazioni che possono essere fatte sulla superficie del 

liposoma, una minore tossicità sistemica del farmaco che viene veicolato 

direttamente nel sito del tumore, un superamento delle barriere biologiche facilitato 

e soprattutto una protezione del carico terapeutico, sia esso il farmaco o le 

nanoparticelle, da tutte le interazioni aspecifiche che determinerebbero una 

dispersione all’interno del circolo sistemico e quindi una riduzione sostanziale 

dell’efficienza della terapia. 
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4 Conclusioni 

Lo scopo di questo elaborato di tesi magistrale è stato quello di produrre 

chimicamente un sistema multivalente e stratificato per la veicolazione di 

nanoparticelle attraverso ambienti fisiologici. Tale sistema si organizza in un 

modello definibile matrioska in quanto prevede uno strato più interno costituito 

dalle nanoparticelle, la componente che determina la funzione applicativa della 

formulazione, uno intermedio costituito da coacervati polimerici per la 

compartimentalizzazione e mantenimento della stabilità dello strato precedente ed 

uno esterno costituito da liposomi per la veicolazione attraverso ambienti cellullari 

ed extra-cellulari. Per l’ottenimento di tale costrutto si sono esplorati molteplici 

metodi di sintesi chimica al fine di riprodurre i nanosistemi sopracitati a partire da 

metodologie ricavate dalla letteratura. Questa parte sperimentale ha richiesto la 

maggior parte del lavoro totale svolto. Una attenzione specifica è stata posta nei 

riguardi delle nanoparticelle d’oro, per le loro proprietà plasmoniche, delle 

nanoparticelle ferromagnetiche, per le loro proprietà superparamagnetiche, dei 

Carbon-Nanodots, per le loro proprietà fotoluminescenti e infine delle 

nanoparticelle basate sull’albumina sierica bovina, per le loro ottime capacità di 

funzionalizzazione e loading. I medesimi nanosistemi sono poi stati caratterizzati e 

studiati mediante strumentazione scientifica di analisi, quali spettrofotometria UV-

Visibile e infrarossa per valutarne la stabilità attraverso l’osservazione del picco 

assorbimento della luce, cromatografia liquida ad alte prestazioni, per separare 

prodotti di scarto durante le sintesi chimiche, microscopia ottica a fluorescenza e 

microscopia elettrica a trasmissione per valutare l’effettivo ottenimento dei vari 

prodotti e studiarne la morfologia. Una volta sintetizzati i singoli componenti, li si 

sono assemblati chimicamente al fine di ottenere il macrosistema finale ideale, il 

quale è stato poi marcato e osservato attraverso microscopia ottica a fluorescenza. 

Si è infine discusso e ipotizzato di come il sistema matrioska possa essere utilizzato 

in teragnostica e medicina di precisione, fornendo vantaggi di cui le nanoparticelle 

isolate non possono disporre. Si è parlato principalmente di una applicazione in 

terapia antitumorale nella quale il sistema permetterebbe di eseguire una diagnosi 

della massa tumorale, veicolare farmaci specifici per combattere la crescita e 

metastasi del tumore e infine della possibilità di usufruire dell’effetto fototermico 

per indurre apoptosi nelle cellule tumorali. 
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