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Estratto della tesi 

Il cancro è una delle principali cause di morte al giorno d’oggi, e, 

nonostante la ricerca oncologica stia compiendo passi da gigante, lo 

sviluppo di una cura efficace giace ancora sotto la lente 

d’ingrandimento della scienza. Questo lavoro di tesi ha come scopo la 

realizzazione e la caratterizzazione di micelle polimeriche 

nanoscopiche utili per l’incapsulamento e per il trasporto mirato di 

farmaci antitumorali, nello specifico di Paclitaxel, un principio attivo 

chemioterapeutico appartenente alla classe dei taxani, attualmente 

veicolato in una soluzione equimolare di etanolo ed olio di ricino 

poliossietilato. Importante sottolineare che con gli attuali sistemi di 

trasporto ci si imbatte spesso in un alto numero di effetti collaterali 

indesiderati, e, che la non-specificità cellulare dei farmaci 

chemioterapeutici come il paclitaxel rende necessaria la realizzazione 

di un sistema di “targeting mirato” del principio attivo. Le modalità di 

targeting sono due: attivo se si usano ligandi specifici per recettori 

specifici presenti sul tessuto tumorale, passivo se si sfruttano 

caratteristiche fisico-chimiche dell’ambiente tumorale. In merito a 

quest’ultima strategia, è stato verificato che il compartimento 

intracellulare è molto più riducente della matrice extracellulare, ed 

inoltre, molti studi hanno evidenziato come il tessuto tumorale sia 
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generalmente molto più riducente del tessuto normale. Infine, un’ultima 

constatazione di rilievo: la stragrande maggioranza dei farmaci 

chemioterapeutici sono di natura lipofila, quindi di difficile 

formulazione farmaceutica. 

Le micelle sensibili agli ambienti riducenti (Reduction-sensitive 

micelles) sono progettate per essere composte da un nucleo idrofobo in 

grado di ospitare il principio attivo chemioterapeutico di natura lipofila 

e di una corona idrofila che conferisce proprietà di “invisibilità” per il 

sistema reticolo-endoplasmatico (RES), che riduce l’assorbimento di 

biomolecole sulla superficie della micella, e che, oltre a ciò, è in grado 

di rilasciare il farmaco esclusivamente al presentarsi di determinate 

condizioni ambientali, quali, per l’appunto, l’ambiente riducente. Nel 

tentativo di realizzare un sistema di rilascio mirato è stata dunque 

indagata la natura dell’interazione -  (legame di tipo non covalente 

che si instaura tra molecole contenenti gruppi aromatici, come l’anello 

benzoilico) che, sulla base di studi precedenti, ha aumentato la 

ritenzione del farmaco da parte delle micelle e migliorato la stabilità 

delle stesse nella circolazione sanguigna e la natura del ponte disolfuro 

constatato che il legame S-S va incontro a rapida scissione in ambienti 

riducenti. Le micelle polimeriche in esame, la quale parte idrofila è 

composta da mPEG (methoxypoly(ethylene glycol)), si sono 

manifestate come agenti di solubilizzazione per farmaci idrofobici 

sicuri e biocompatibili con il corpo umano.  

In questo lavoro sono stati sintetizzati due monomeri: il primo HPMA-

Bz, chiamato anche N-(2-benzoyloxypropyl) methacrylamide, che 

fornisce alle micelle la possibilità di sfruttare l’impilamento - , ed il 

PDTEMA, chiamato anche N-[2-(2-
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pyridyldithio)ethyl]methacrylamide, prodotto tramite una reazione in 

due step e contenente l’anello piridinico, che fornisce l’impilamento -

 ed il legame S-S che fornisce la capacità di reagire agli stimoli. 

Dei monomeri sono state verificate le strutture chimiche molecolari 

tramite spettroscopia di risonanza magnetica nucleare sugli atomi di 

idrogeno (analisi H-RMN). Verificata la struttura dei monomeri, gli 

stessi sono stati utilizzati per la sintesi di polimeri anfifilici tramite 

polimerizzazione radicalica, utilizzando come macroiniziatore mPEG-

ABCPA. Sono stati sintetizzati tre polimeri: (A) mPEG-b-p-(HPMA-

Bz), (B) mPEG-b-p-(HPMA-Bz(70)-co-PDTEMA(30)) e (C) mPEG-b-p-

(PDTEMA). I polimeri sono stati caratterizzati in termini di massa 

molecolare media numerica (Mn) tramite cromatografia a permeazione 

di gel (GPC) ed il risultato verificato tramite una tecnica basata 

sull’analisi H-RMN del polimero, e poi in termini di massa molecolare 

media ponderale (Mw) e quindi indice di polidispersità tramite GPC, 

temperatura di degradazione tramite analisi termogravimetrica (TGA) 

e temperatura di fusione tramite analisi calorimetrica differenziale 

(DSC). La massa molecolare medio numerica dei polimeri è risultata 

essere compresa tra gli 8500 e i 18500 g/mol, l’indice di polidispersità 

passa dal valore di 1.2 per (A) a 1.75 per (B) a 2.3 per (C), la 

temperatura di degradazione risulta essere circa 150-155°C per tutti i 

polimeri, mentre la temperatura di fusione è risultata essere compresa 

tra i 51 e i 57°C.  

Le micelle polimeriche sintetizzate a partire dai tre polimeri sono state 

prodotte tramite metodo di nanoprecipitazione, e con lo stesso metodo 

sono state prodotte micelle caricate di farmaco. Le micelle prodotte 

sono state caratterizzate in termini di dimensioni e stabilità 
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dimensionale nel tempo tramite analisi DLS (Dynamic light scattering) 

in due differenti soluzioni: una soluzione tampone simulante le 

condizioni del sistema sanguigno circolatorio (PBS: pH=7.4 e T=37°C) 

e una soluzione tampone simulante un ambiente riducente (Soluzione 

10mM di DTT in PBS e T=37°C). Le dimensioni delle particelle 

oscillano in un range di 40-60nm e sono risultate stabili nelle soluzioni 

usate per il tempo di una settimana. Le micelle cariche di principio 

attivo sono state caratterizzate in termini di efficienza 

dell’incapsulamento e della capacità di carico nonché in termini di 

rilascio nel tempo tramite analisi UHPLC (Ultra high performance 

liquid chromatography) anche in questo caso usando le due soluzioni 

sopracitate. Dall’analisi è risultato che l’efficienza di incapsulamento 

oscilla da un valore minimo dell’87% per le micelle di tipo (C), 

passando al 93% delle micelle di tipo (A) per arrivare al 96% delle 

micelle di tipo (B), mentre la capacità di carico è per tutte circa il 9%. 

Infine, dallo studio del rilascio è risultato che le micelle di tipo (A) e di 

tipo (C) hanno un rapido rilascio nelle prime 6 ore, ma, mentre per le 

micelle di tipo (A) dopo le prime 24 ore il rilascio si è assestato intorno 

al 40-50% per poi continuare gradualmente ad aumentare fino al 60% 

circa al quinto giorno, per le micelle di tipo (C) alla soglia delle 24 ore, 

il rilascio è risultato essere quasi completo, inoltre per le micelle di tipo 

(A) e (C) non si presenta una sostanziale differenza, in termini di 

rilascio, tra soluzione con mezzo riducente e soluzione tampone 

standard.  

Diverso è il risultato ottenuto per le micelle di tipo (B), che non 

presentano un rilascio iniziale marcato, bensì un rilascio graduale nel 

tempo che si assesta dopo 5 giorni ad un valore del 60% in soluzione 
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tampone standard, mentre supera l’80% nella soluzione con mezzo 

riducente. 

In conclusione, tutte le micelle nanoscopiche risultano avere una 

buona stabilità in condizioni fisiologiche, inoltre, tutte le micelle 

presentano una elevata capacità di carico ed un’alta efficienza di 

incapsulamento del farmaco. Nonostante ciò, solo le micelle di tipo 

(B) hanno presentato un comportamento apprezzabilmente differente, 

in termini di rilascio, nelle due soluzioni (riducente e non) e questo 

potrebbe essere riconducibile al forte impilamento -  dell’HPMA e 

alla simultanea presenza dell’impilamento -  e del ponte disolfuro 

dovuto al PDTEMA, entrambi presenti nel polimero di tipo (B). 
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Abstract 

In recent years, a lot of attention has been devoted to stimuli-sensitive 

drug delivery systems. Generally, tumour tissue and intracellular 

compartment are highly reductive than normal tissues and extracellular 

matrix respectively, thus making redox sensitive drug delivery systems 

promising carriers for development of controlled release formulations.  

The aim of this dissertation is to develop redox sensitive polymeric 

micelles based on mPEG-HPMA-Bz copolymers by introducing 

PDTEMA as the reduction sensitive monomer. The polymers were 

synthesized using N-(2-benzoyloxypropyl) methacrylamide (HPMA-

Bz), N-[2-(2-pyridyldithio)ethyl]methacrylamide (PDTEMA) and 

(mPEG)2-ABCPA as the macroinitiator via free radical polymerization. 

Both monomers can stabilize the micelles using -  stacking while 

PDTEMA provides also disulphide bound which is sensitive to redox 

environment. The monomers were synthesized as reported in literature, 

and the molecular chemical structures were verified by nuclear 

magnetic resonance spectroscopy (H-NMR analysis). Three polymers, 

(A) mPEG-b-p-(HPMA-Bz), (B) mPEG-b-p-(HPMA-Bz(70%)-co-

PDTEMA(30%)) and (C) mPEG-b-p-(PDTEMA) were synthesized 

simply by changing the feed ratio of the monomers at constant 1:200 
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macrointiator/monomer ratio. The molecular weights (Mn, Mw) of the 

synthesized polymers were characterized by 1H-NMR and gel 

permeation chromatography (GPC). Polymers were also characterized 

in terms of degradation temperature by thermogravimetric analysis 

(TGA) and in terms of melting temperature by differential calorimetric 

analysis (DSC). The Mn of the polymers were 18500, 11500 and 8500 

g/mol with polydispersity index (PDI) of  1.2,  1.75 and 2.3 for (A) 

mPEG-b-p-(HPMA-Bz), (B) mPEG-b-p-(HPMA-Bz(70%)-co-

PDTEMA(30%)) and (C) mPEG-b-p-(PDTEMA) polymers respectively. 

Polymeric micelles were prepared via nanoprecipitation technique 

using THF as the organic solvent and HEPES-buffer as aqueous phase. 

The size and polydispersity of the micelles were determined by 

dynamic light scattering (DLS). Stability of micelles containing S-S 

bond was monitored incubating the micelles in both non-reductive 

(PBS pH=7.4 and T=37°C) and reductive phosphate buffer saline 

medium (PBS) containing 10mM dithiothreitol (DTT) at 37°C under 

physiological pH, so, micelles size over time was observed by DLS 

analysis.  

Furthermore PTX-loaded micelles were prepared using 30mg of 

polymer and 3mg of Paclitaxel. The encapsulation efficacy (EE%) was 

around 90% for all the micelles with loading capacity (LC) of 9%. The 

effect of reductive environment on the stability of PTX loaded micelles 

was studied by determining the concentration of encapsulated PTX 

overtime. (C) mPEG-PDTEMA micelles showed higher PTX release at 

earlier timepoints, if compared with (A) mPEG-HPMA-Bz micelles, in 

the 10mM PBS medium. Also, (A) mPEG-PDTEMA micelles showed 

the highest release overtime compared to the other formulations. This 
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can be due to lower efficacy of -  stacking between PDTEMA and 

PTX compared to HPMA-Bz. A different behaviour was observed for 

(B) mPEG-b-p-(HPMA-Bz-co-PDTEMA) which has showed different 

release in the two solutions, higher in reductive environment and similar 

to type (A) micelles in normal PBS. 

In conclusion, all nanoscopic micelles have a good stability in 

physiological conditions, also, all micelles present high EE and LC.  

Nevertheless, only type (B) micelles have an appreciable different 

behavior, in terms of release, in different environments (reductive or 

not) and that it’s due to the strong -  stacking between the polymer’s 

chains, and to the simultaneous presence of the disulfide bridge. 
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