SISTEMI DISPERSI

Colloidi



Sistemi dispersi

Soluzioni vere e proprie,
invisibili al micr. elettronico

Classe dimensioni esempi
Dispersioni <0,1nm Molecole di ossigeno
molecolari

1 nm- Solidi di Ag colloidale,

Dispersioni colloidali 3 1 ym

polimeri nat.e sintetici
liposomi

Dispersioni
grossolane

>1 um

Sospensioni e emulsioni

SisteMg enei



solution colloid suspension
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smallest « » largest




Fase continua o disperdente

FASE CONTINUA

0O
Oer®

Fase dispersa




A seconda delle dimensioni del materiale
disperso vengono classificati in maniera
diversa

Dispersioni colloidali Dispersioni grossolane

« Emulsioni (fase dispersa

» colloidi liofili (che amano |l liquida)

solvente)

« Sospensioni (fase dispersa
solida)

» Liofobi (che odiano il solvente)

» di associazione (tensioattivi
sopra CMC, liposomi,..)




Dimensioni fase dispersa

Limite dimensionale e spesso esteso:

- a volte le sospensioni ed emulsioni (ad es.
microemulsioni) hanno dimensioni inferiori al micron

- a volte i colloidi superano il micron (vedi certi liposomi)

Per questo ci sono proprieta dei sistemi colloidali che
vengono mantenute anche nei sistemi grossolani.

NB si noti che sospensioni di microorganismi, cellule
Isolate in coltura, sangue possono essere assimilate ai
sistemi colloidali



Laser light scattering

ring shaped

ronr Sebarha side detectors detector

fourier lens
small particle

intensity
scattering distribution
pattern

Per particelle colloidali si usa una variante che tiene conto anche dei
moti browniani tipici dei colloidi (dynamic light scattering)

Per forma e dimensioni (approssimative):
SEM, microscopio ottico



EQUAZIONE FONDAMENTALE dei sistemi dispersi :

AG= lavoro richiesto per aumentare I'area dell'interfaccia di una
guantita pari a AA

Ogni sistema tendera verso lo stato termodinamicamente
stabile di minima area interfacciale

CiO€ per una sospensione una singola grossa particella,
*Per una emulsione uno strato di olio sull’acqua,

*per un sistema colloidale quello in cui i colloidi si sono agglomerati a
formare una fase separata



[ Ragioni estetiche }




Dispersioni colloidal

- Sono costituiti da particelle da 1nm a 1micron
disperse nel mezzo liquido.

- Caratteristica dei colloidi e un‘area specifica di
superficie molto elevata (area superficiale per
unita di peso m4/g o di volume) e |'esaltazione
di tutti i fenomeni di superficie.

- In particolare va considerato il fenomeno
delladsorbimento in quanto le molecole
all'interfaccia possiedono forze di attrazione.




Dispersioni colloidali:
esaltazioni fenomeni superficiall

Sospensione
grossolana

Dispersione
colloidale




Stabilita fisica dei sistemi dispersi

Moti Browniani

Forze gravitazionali

Tendenza all'aggregazione

Potenziale zeta

Teoria DLVO e interazioni tra particelle
Forze non DLVO



Tendenza all'aggregazione

AG= lavoro richiesto per aumentare 'area
dell’interfaccia di una quantita pari a AA

Ogni sistema tendera verso lo stato termodinamicamente

stabile di minima area interfacciale

cioe

e per una sospensione una singola grossa particella

 Per una emulsione (coalescenza, fino a uno strato di
olio sullacqua) ROTTURA DELL'EMULSIONE

« per un sistema colloidale quello in cui i colloidi si sono
agglomerati a formare una fase separata (vd liposomi)



Forze gravitazionall

| fattori che influenzano la velocita di sedimentazione secondo la legge di Stokes
sono

+—0

| E influente per particelle con dimensioni

' V= dh/dt= velocita di sedimentazione - 1 superiori a 0,5 micron

' d= diametro delle particelle (o gocce) o
' 8,= densita della particella (o goccia) !

' 8,= densita del mezzo disperdente {}

' n= viscosita del mezzo disperdente |
' g= accelerazione di gravita COLLOIDI POCO INFLUENZATI



MOTI BROWNIANI

- Le particelle colloidal
SoNo soggette a urti

l’ '.: 2 1 casuali con il mezzo
'. @ disperdente:

Risultato:
I

percorso a zig zag
Irregolare
ultramicroscopio Microscopio ottico con illuminazione a campo oscuro, nel quale cioe
'osservatore riceve soltanto la luce diffusa dai corpuscoli osservati e non i raggi diretti

. (visibile
all’'ultramicroscopio)

provenienti dalla sorgente luminosa (che €& posta lateralmente rispetto all’oggetto),

capace di rivelare particelle di diametro fino a qualche nm (qualche decina di A)




Proprieta elettriche all'interfaccia

Molte superfici tendono ad acquisire una carica elettrica
superficiale quando in contatto con un mezzo acquoso




Perché

0 percheé si ionizzano |
gruppi superficiali (in
funzione del pH)

« A di costante dielettrica
tra mezzo disperdente e
particella.

Se e maggiore quella della

particella essa si carica

neg.

o perché ioni si
adsorbono

selettivamente sulla

superficie (OH")

particelle insolubili

In dispersione acquosa
sviluppano carica superficiale?

IONISATION OF BASIC GROUPS
IONISATION OF ACIDIC GROUPS

—
—

ANIONIC SURFACTANT
Cationic Surfactant




Le emulsioni, le dispersioni colloidali, le sospensioni sono
elettricamente neutri ma:

hanno una distribuzione di carica non omogenea!



Potenziale zeta | |
Particelle carica
negativamente

Negatively charged
Qz surface

Bulk solution

stemlayer Diffusionlayer  €lettroneutralita



Potenziale zeta

potenziale Zeta e
misurato al piano di

Particle with negative scorrimento
surface charge

1
i
| |
| 1
| i
b
Sternlayer; | Diffuse layer
001 |
| 1 Surace polental All'inizio il potenziale diminuisce
rapidamente, poi all’'aumentare della
distanza dalla superficie diminuisce piu

Swern potential
my
Zeta potential

Distance from particle surface




Il potenziale Zeta
rappresenta il potenziale ELETTROCINETICO
E una misura delle forze repulsive

Cio che governa l'interazione delle particelle
non e il potenziale elettrico alla superficie delle
particelle ma il potenziale effettivo della
particella e degli ioni ad essa collegati!




Double layer repulsion between the particles

Negative charge

e OoOPFEads &

Electrostatic °
repulsion



La grandezza del potenziale Zeta governa la mutua
repulsione elettrostatica tra particelle adiacenti!!!

Positive Zeta potential

-L STABLE

Omvj NOT STABLE

G-I Se i| valore del potenziale zeta &
elevato (negativo o positivo):

si ha repulsione tipo
ELETTROSTATICA

Se il valore del potenziale zeta
basso prevalgono le forze attrattive

Negativa Zeta potential

e quindi le particelle si uniscono!



Positive Zeta potential

-L STABLE

Omvj NOT STABLE—
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Il potenziale zeta governa il grado di repulsione tra
particelle adiacenti, disperse e di carica simile:

se il pZ e ridotto, le forze attrattive eccedono quelle
repulsive e si assiste al FENOMENO DI FLOCCULAZIONE
che avviene sia nelle dispersioni colloidali che grossolane.



-
E' possibile modificare il potenziale Z:

MODIFICANDO LA COMPOSIZIONE IONICA DEL
SISTEMA:

- Variando la conc. dell’elettrolita gia presente:

Se aumento conc. ottengo un aumento dell’effetto
schermante dei controioni e quindi diminuisce lo spessore de
doppio strato. Ho una caduta piu rapida con la distanza del
potenziale zeta.

- variando la valenza degli elettroliti pur mantenendo
costante la concentrazione, se l'elettrolita ha valenza
maggiore), diminuisce il potenziale zeta e con esso le forze
repulsive tra le particelle. Ho una caduta piu rapida con la
distanza del potenziale zeta

Na* Na® Na*
Na' 09 &7 Qo
ONCE) 7 (O, Nad
Nat® - S i él'o-o
Si puo anche ricorrere all'aggiunta oith. NS S8
di tensioattivi, in particolare: e <8
“O-¢ =0
= - - = o= - = Na' o 4 0.
I tensioattivi ionici TN ' T
(si comportano come elettroliti) w L0 d%ed

*
Water N Na®  Na'



Se abbasso Il potenziale Zeta:

- riduco la repulsione elettrostatica

- ottengo la flocculazione (la formazione di agglomerati)

-. Neutral i

gy ©
e OoPFES ©

No electrostatic °

e ° repulsfon

.
: ................................

: Neutral



Come sI misura il potenziale zeta?



Il potenziale p¢ veniva misurato con misure
elettroforetiche.

- Cell with elctrodes at either end to which a potential
is applied

- Early methods involved directly observing individual
particles using a microscope.




Oppure al giorno d’'oggi piu comunemente con
LASER DOPPLER VELOCIMETRY

Inside of the cell (measurement container)
Sliding surface

lon ditfusion layer containing
zela potential

O |
konic stationary bed
{lmhuﬂlqlrhd}“

Particles that are the object
of measurement




-
LASER DOPPLER VELOCIMETRY

Le particelle si muovono sotto I'influenza del campo elettrico applicato. Le
fluttuazioni dell'intensita del raggio laser sono legate alla mobilita delle particelle
stesse e al potenziale Zeta



DI solito lo stesso apparecchio misura:

- Dimensioni (diffrattometria laser)
- Potenziale zeta (Doppler velocimetry)

Figura 6.18 Cuvetta per electroforetic light scattering.

Con un unico apparecchio caratterizzo il
sistema.: stabilita e dimensioni!



Teoria DLVO e

DLVO Derijarguin, Landau,

Verwey, Overbeek

Interazioni tra particelle  (sviuppataperi colioidiiofon

ma vale anche se in misura
minore, diversa, per tuttii sistemi
dispersi)

- La curva di potenziale di una soluzione colloidale puo presentare
un’andamento differente a seconda del sistema, ma puo essere
schematizzato considerando il contributo di

2 fattori principali.

Energia potenziale

AG

Repulsive

\’

—_—— &
—"

,’ Attractive
!
I

Il primo contributo € di
natura Elettrostatica
ed ¢ Repulsivo

ReA=
PARAMETRI ADDITIVI

Il secondo e dovuto alle
mterazioni di Van Der Walls
ed e Attrattivo



Teoria DLVO e interazioni tra particelle

L
dertrostatic force

Q

% epulsiom ~Zona di . .

E repulsione

o : ReA=

o

p MasSiRo PARAMETRI ADDITIVI
(@)

B distanza T l d 5|

S Zona. di La linea verde € la

debole risultante tra le forze

van der Waal's force  BEXGEYAlo e

Minimo secondario
(distanza maggiore)

ARTTEHCTIOn

Zona di
Forte
attrazione

Minimo
primario




Diminuzione esponenziale della

repulsione con la distanza

Repulsion Electrostatic forc

van der Waal's foece

(Forze di dispersione a
lungo raggio)

Aumentano forze

attrattive

Aftraction



Diversi sistemi hanno diverse energie

4




Se le forze di repulsione sono maggiori di quelle di attrazione la risultante presenta un
massimo corrispondente a una barriera energetica che impedisce alle particelle di

aggregarsi e il sistema colloidale risulta stabile : :
Particelle disperse
le une dalle altre

Alta barriera energetica
(di repulsione) che
dipende dal doppio

En. strato elettrico

poten
Zlale

distanza



(b)

i Electirostatic
g repulsion

distanza [

, Wan der Waaly'
attraction

Megative resultant |




Come posso variare per aggiunta elettroliti il profilo dell’energia Potenziale:

Fotential energy (V+)

Distance

Potential
energy (V)

Potential energy (V)

b) Electrolyte added

Distance

(x)

;  Secondary minimum
U\J (weak flocculation)

Primary minimum

Energy bammer (Eg) decreases as
the electrical double layer is
compressed and is eventually

Distance neutralised
— _ (%)



Forze non DLVVO che concorrono a
stabilizzare

* Presenza di acqua polarizzata sulla superficie
(acqua legata)

- Polimeri o colloidi idrofili sulla
superficie fanno ingombro
sterico e impediscono che le
particelle si avvicinino fino a che
prevalgono VdW

* Anche i tensioattivi non ionici vengono adsorbiti creando una
barriera FISICA all'avvicinamento delle particelle (effetto sterico
non elettrostatico)




Il potenziale zeta Stabilizzazione sterica



Applichiamo le conoscenze alla
formulazione del prodotto

ANDIAMO AL SODO!



Dispersioni colloidali



Classificazione:

| colloidi possono essere distinti in tre grandi gruppi,

In base dell'interazione delle particelle della fase dispersa
con le molecole del mezzo disperdente:

1) colloidi idrofili (soluzioni colloidali o colloidi
pseudosolubili)

2) colloidi idrofobi,
3) colloidi di associazione



-
1) Colloidi idrofili

A causa dell'affinita per il mezzo disperdente le
dispersioni di colloidi liofili (sol) si ottengono
facilmente, di solito per semplice trattamento con
Il liquido disperdente (processo spontaneo).

Le molecole di guesti composti hanno dimensioni
comprese nei limiti delle particelle colloidali e
posseggono dei gruppi a pronunciato carattere
idrofilo (OH-, -COOH, -NH,) capaci di solvatarsi
formare del legami di idrogeno con le molecole di
acqua.



e
Colloidi idrofili sono:

o alcuni prodotti naturali (come le gomme vegetali, la
gelatina)

« alcuni prodotti sintetici (p.es. il polivinilpirrolidone- PVP)

« semisintetici (p.es. la metilcellulosa e la
carbossimetilcellulosa).




- Lo strato di solvente circonda le particelle e in gran parte
ne previene la collisione (anche se in una certa misura
conta anche qui il doppio strato elettrico)

Acqua che interagisce intimamente con
le particelle della fase dispersa,
formando un involucro di idratazione

O idratazione
L
O

Acqua di

O O Acqua
O "libera”



Forma asimmetrica delle particelle
solvatate!

che influenza anche
il comportamento
reologico!



- | colloidi idrofili aumentano notevolmente la viscosita
dell'acqua in conseguenza dei legami che si instaurano
fra fase dispersa e mezzo disperdente.

Conc. colloide




In opportune condizioni le dispersioni dei colloidi idrofili
possono ftrasformarsi in geli (gelatine); questo avviene
guando le molecole della fase dispersa, intrecciandosi fra
di loro, formano un reticolo nel cui interno restano
racchiuse le molecole di acqua. | geli si comportano come
solidi elastici e conservano la loro forma.
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I
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Se la dispersione di un colloide idrofilo viene evaporata in
modo da eliminare quasi tutto il mezzo disperdente ottengo
uno xerogel, a questo e possibile ottenere di nuovo un "sol"
per semplice aggiunta di acqua. Per guesta ragione |
colloidi idrofili sono detti anche "colloidi reversibili".



Si formano spontaneamente e sono
reversibili sol-gel

S{OIRVVAION[=R -SOLVENTE
SOINBVA[0]N[SM +SOLVENTE




Influenza dell'aggiunta di piccole quantita
di elettroliti

- Non influenza la dispersione dei colloidi idrofili

- Solo se la concentrazione di elettrolita e molto alta allora
per salting out (non c’e sufficiente acqua di solvatazione
disponibile per la stabilizzazione del colloide)



e
IMPIEGHI dei colloidi idrofili;

- sospendenti (viscosizzanti)

- gel

- rilascio modificato di API

- Sostituti del plasma

- Colloidi protettori (ingombro sterico e solvatazione, vd poi)
- Stealth liposomes




-
2) Colloidi idrofobi

Le particelle dei colloidi liofobi non si legano con il mezzo
disperdente ossia hanno scarsa affinita e scarsa attrazione con
Il mezzo disperdente e pertanto non presentano un
rivestimento di solvente attorno alle particelle.

Sono colloidi idrofobi quasi tutti i colloidi inorganici, come:
« | metalli (oro, argento, platino colloidali),

e gli ossidi

« ed i solfuri

« carbonio attivo

Oppure:

« Sospensioni di nanocristalli (di API)

« Emulsioni parenterali



ad es. ione argento come antimicrobico se
IMPIEGHI e ) _x%9%... .+ linforma colloidale meno irritante che allo
M e o ° | Stato cristallino.
PAAT5  Idem per lo iodio

o D

Un esempio di una particella d'argento

colloidale in contatto con un virus COLLOIDALE |




Altri esempi

- Platino colloidale usato come
catalizzatore

- Vaccini adsorbiti (adsorbiti su
idrossido o fosfato di alluminio
per aumentarne
'immunogenicita’)

- Carbonio attivo disintossicante NN | o compes 9

\ 5 tnccgw

Sin 1eth0ne

DI

to deg
l lIr scio di fferenz

3|

E()NE VEGET

_v_n‘iu}._L_

Ou antita 100 Cps
61 Bg 500mg




-
La preparazione dei colloidi liofobi

richiede metodi particolari che possono essere
suddivisi in due classi:

1) metodi di dispersione

riduzione alle dimensioni colloidali di particelle
piu grandi (far ricorso ai "molini per colloidi®);
ultrasuoni %
2) metodi di condensazione

sono basati su delle reazioni chimiche come:
riduzione, ossidazione, idrolisi, reazione di doppio
scambio.

Una dispersione colloidale di zolfo ("latte di zolfo")
pPUO essere ottenuta aggiungendo un acido diluito
ad una soluzione di tiosolfato sodico.

Na,S,0, + 2HCI -> H2503 + S + 2NaCl




e
Viscosita?

- Le dispersioni acquose di questi colloidi hanno
una viscosita di poco superiore a quella
dell'acqua!



- La stabilita delle dispersioni liofobe dipende, quasi
esclusivamente, dalla presenza sulle singole particelle di
cariche elettriche dello stesso segno

. ++. ‘+
+ +

+++ +

+++
++"' *
+++ +
++
+ +
+ +
+

+ + +

Hydrophobic colloids suspended in solution

- Percio basta aggiungere piccole guantita di elettroliti per
avere la precipitazione del colloide.



Negative charge

Electrostatic °
repulsion

: : e
PEde o

A
No electrostatic °
repulsion

tttttttttttttttttttttttttttttttt



Colloide idrofobo+ colloide idrofilo =

Si stabilizza colloide
idrofobo tramite strato
di rivestimento di
colloide idrofilo

Colloide protettore



Colloide protettore

Cio che lo stabilizza e lo
strato idratato

Diventa reversibile

Anche se aggiungo
elettroliti non varia la
stabilita

Ag + gomma arabica



Impieghi del colloidi idrofobl

- A scopo terapeutico (meno irritanti del corrispondente
cristallino)

- Vaccini adsorbiti
- Emulsioni parenteral

- Per aumentare biodisponibilita (nanocristalli di API)



megestrol acetato

~
Megace ES Has Improved Bioavailability

in Unfed Subjects vs. Original
Formula Megace®”

Mean C_,, bioavailability in both fed and unfed subjects

- 0%
- pi6th

h il i
]
Megace ES Megacs
625 mg/5 mL B0 mg /20 mi

o

"Between 2 separate studies: Megace in fed subjects

*Clinical significance unknown.

'The fed condition is achieved by subjects eating a
high-calorie (8001000 calories) and high-fat
{approximately S0% of total calories) meal. An example
would be two eggs fried in butter, two strips of bacon,
two slices of toast with butter, four cunces of hash
brown potatoes and eight ounces of whole milk."®

(n=32)4, and unfed subjects {n=38)."




-
3) Colloidi di associazione

Liposome micelle di tensioattivo

50-100 milc di tensioattivo

Le micelle sono in continuo
equilibrio dinamico con i
tensioattivi in soluzione.
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Concentrazione delle molecole
anfifiliche nell'interfaccia

Figura 6.20 Formazione di micelle. A) Tensioattivo come monomero all'interfaccia; B) saturazione dell'interfaccia; C) conseguente

formazione delle micelle.

Concentrazione delle molecole
anfifiliche nell'interfaccia
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| colloidi di assoclazione formeranno

Micelle ioniche Micelle non-ioniche

a

@ @ Hydrophilic head
@
I
n acqua
Gp @ @ Aquepus
solution
@ ® %(\ Negatively

PosiTtively szr:faag:it Hydrophobic tal

charged
counter ions

Stabilizzati come colloidi
idrofobi micelle fortemente idratate:
per legami —H
per molecole d’acqua racchiuse dalle
porzioni polari.
(cosiddetto strato a palizzata)



Reverse micelle

Hydrophilic head

Hydrophobic tail

Hydrophobic medium (organic solvent)



Association ionic colloids suspended in solution.

Liposomi con
carica
superficiale

\

+ amina a lunga catena
(stearilamina, cariche
positive)

[per veicolare il DNA
anionico]

OPPURE

Fosfato dicetilico
(cariche negative)



| tensioattivi inoltre
assumeranno forma sferica, o cilindrica o lamellare
a seconda della conc.

i---.--.._..-h-.--.--l-l.

Asimmetria

Viscosital



Liposomi

Vescicole sferiche chiuse costitui

- un nucleo acquoso e
- uno o piu strati di fosfolipidi
- separati da compartimenti acqu

J testa idrofila

. code idrofobe




Doppio strato fosfolipidico

- Puo essere costituito da lipidi anfipatici naturali o sintetici

t%— % O =

||||||||||||||||

|||||||||||||||

.................

catene di acidi grass

ma anche
-1

Di solito il COLESTEROLO
viene aggiunto per
migliorare la stabilita fisica
del liposoma e la capacita
di ritenzione degli API

CH3 CHp CHp CHy
SN N
CH CH, CH

CH
3
\CH3
CH3
HO



sfingolipidi / Al posto del
glicerolo
HO—*CH—CH=CH— (CH,),;o,—CH,; Acido grasso
Sfingolipide C||)
(formula CH—N—C
generale) |
H
'CH;—0—X
Nome dello sfingolipide Nome di X—0O Formula di X
Ceramide — —aH
I
Sfingomielina Fosfocolina — ]lP—O— CH 2—CH2—KI(CH 3)a




Interesse dei liposomi?

L'interesse dei liposomi e relativo alla
loro membrana (costituita da
colesterolo e fosfolipidi), la cui Y
struttura, composizione e proporzioni “=="
sono praticamente identiche alla Wi
membrana delle cellule dell’'ospite e e Wy T i,

q uindi semipto
- metabolizzablili per via enzimatica R g

* (pertanto) sicuri dal p.v. immunitario.

Proteina integrale di
membrana (Recettore)



Mimano la membrana cellulare
@ cuunaou
TEITAIOROFMA &
/ ° l‘ ,‘. ~ 2
l\ . ; n " ' ) Y-‘
\ ‘é.’/ J
A u
o o
-... Co oOPPIO
R STRATO
rosroLirioico
COOAIDROFOBA g §§
- \--\ ') J-J\-‘\ \
FOSFroLIPIOE
(FOSFOGLICERIDE)

MEMBRANA CELLULARE



ruolo del colesterolo

Il colesterolo ha una struttura anfipatica che
gli permette di inserirsi nel doppio strato
lipidico con I'OH (parte polare) orientato
verso la fase acquosa

ed il gruppo steroideo con la catena
alchilica (parte lipofila) adiacente alle
catene di acidi grassi dei fosfolipidi.

Colesterolo modula la permeabilita del
doppio strato e la mobilita dei fosfolipidi

HC =
Hac 3 /‘\<\ "‘|3
CH,

Colesterolo \

lllllllllll

llllllll
¢ CERID!

.........
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MEMBRANA CELLULARE



-
Micelle/liposomi: SIMILI MA DIVERSI

- In certe condizioni di temperatura e rapporto acqua/ lipidi i lipidi si
riorganizzano a formare strutture vescicolari a doppio strato.

- Diversamente dalle micelle (che si formano
spontaneamente) € necessario fornire energia
al sistema x ottenere la formazione del liposoma

- | liposomi, normalmente, contengono un nucleo
di soluzione acquosa (le micelle di tensioattivo
che si formano in acqua hanno core lipidico)




Diversi tipi di liposomi

| pit comuni tra i

orodotti approvat Compartimento acquoso
oer uso clinico plu grande dei SUV
. LUV

Scarso spazio nel
B ® - diversa
Dimensioni ) Small Large Giant preparaZione
Omogenee dl unilamellar unilamellar unilamellar ° dlversa

) | L
ordine nano! SUV capacita di drug
25-100 NANO Ollgnlamellar |Oading
Compartimento - diverse
acquoso Multilamellar dlmenSIOnl
limitato (scarsa MLV A
capacita di fungere . . |
da carrier x API 2onm thmo diametro 2o0wm

IDROFILI)

SUV= small unilamellar vesicles LUV= large unilamellar
vesicles..



® ® ® ® &

20-100 nm =100 nm 100-500 nm >500 nm
Lipid bilayer .\\\ ' ' fy
Aqueous C/
compartment

suvV LUV oLV MLV GUV

Figure 2. Visual representation of the different classes of liposomes based on size and lamellar-
ity. SUV: small unilamellar vesicle; LUV: large unilamellar vesicle; OLV: oligolamellar vesicle;
MLV: multilamellar vesicle; GUV: giant unilamellar vesicle; MVV: multivesicular vesicle.

Biomedicines 2023, 11, 435

N.B. saranno diversamente influenzati dalla legge di stokes!






-
Liposomi PEG-Ilati

- Nella terapia del cancroer lo piu sono liposomi «stealth»-PEGilati con superficie
derivatizzata

(eventualmente anche con carica superficiale NEG) per prevenire attacco opsonine.

- si gioca poi sulle dimensioni e composizione lipidica per direzionarli in modo passivo
dove serve.

PEG

i Inner coating
doxorubicina

Doxorubicin

Outer coating

influenza anche la stabilita fisica del
liposoma!



Nel vaccini Pfizer-Moderna

nucleic acid (mRNA)

cholesterol \/“@— PEG-lipid

a ; % ,.
@ R phospholipid ionizable/cationic lipid

J. Kim, Y. Eygeris, M. Gupta et al Advanced Drug Delivery Reviews 170 (2021) 83-112

Importanza della carica
superficiale per la stabilita!
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Impiego dei liposomi in
PHARMA
(in commercio)

Infezioni fungine
_sistemiche severe

N \\‘\\
. Fungal
infections

G 'w .%'Q. y /‘/

u‘g Cancer
kY
% A
 —

Influenza,
Covid, Epatite A

Liposomal }

'\ formulations |
/ & @ A"::
A @
o~ % 5
@i Ocular =
= | diseases ’a% ‘oﬂe anagesta
_ (\ 4 %0“0"3 '\\
maculopati - .
]' Bacterial

/

Meningite
neoplastica,
Sarcoma Kaposi
Carcinoma
mammario,
Ovarico,
osteosarcoma,
leucemia acuta
linfobastica
Adenocarcinoma del
pancreas...

N V4

Dolore acuto
post operatorio

. infection |
N/ ’ | . -
o e - micobatteri non tubercolari

+ Impiego dei liposomi
IN COSMETICA



Per ragioni di dimensioni vengono classificate come colloidi di
associazione anche le
MICROEMULSIONI

Oil
Water

Emusione Microemulsione
(1000 nm) (10-200 nm)



microemulsioni

Fase lipofila

o~
N
o~

\L

s Tensioattivo
- Co-tensioattivo



IMPIEGHI del colloidi di associazione

- drug delivery systems (liposomi, microemulsioni...)

- SOLUBILIZZAZIONE (steroidi o vitamine liposolubili in
acqua con polisorbati)

- COSMESI

m ROUG]

. Etaglycan/ge




Colloidi Liofili

Colloidi di associazione

Colloidi Liofobi

La fase dispersa consiste | La fase dispersa consiste di | La fase dispersa consiste di
generalmente di grosse molecole | aggregati  (micelle) di  piccole | particelle inorganiche, come oro o
organiche molecole (o ioni) organiche argento

Le molecole di fase dispersa sono | La porzione idrofila o lipofila della | Poca o nessuna interazione

solvatate, cioé sono associate con
le molecole del mezzo disperdente

molecola e solvatata a seconda che il
mezzo disperdente € acquoso 0 non
acquoso. La porzione idrofila puo

essere ionica.

(solvatazione) fra particelle e
mezzo disperdente.

Le molecole si disperdono
spontaneamente a formare la
pseudosoluzione colloidale.

Gli aggregati colloidali si formano

spontaneamente quando
concentrazione dell’amfifilo supera
CMC. (liposomi non esattamente)

la
la

| materiali non si disperdono
spontaneamente, per cui per
ottenere la dispersione colloidale
occorrono speciali procedure.

La viscosita del mezzo
disperdente e notevolmente
aumentata dalla presenza della
fase dispersa. A concentrazioni

La viscosita del

sistema aumenta

con I' aumento della concentrazione

dell’agente amfifilo, perché le micel

le

aumentano di numero e diventano

La viscosita del mezzo
disperdente & poco influenzata
dalla presenza di particelle

colloidali liofobe, che tendono ad

sufficientemente alte, il sol puo | asimmetriche. essere non solvatate e
diventare gel. La viscosita e la simmetriche.

formazione del gel sono legate ad

effetti di solvatazione ed alla forma

delle molecole, che di solito sono

molto asimmetriche.

Le dispersioni sono stabili in | In soluzioni acquose, la CMC e | Le dispersioni liofobe sono
presenza di elettroliti: Si pud avere | ridotta dall’aggiunta di elettroliti. Si | instabili in presenza di
separazione (salting out) con | puo avere salting out a piu alte | concentrazioni anche basse di
elevate concentrazioni di elettroliti | concentrazioni di sale. elettroliti, a causa della
solubili: Questo effetto € dovuto neutralizzazione  della  carica
alla desolvatazione delle molecole elettrice  superficiale. | colloidi
liofile idrofili  esplicano un effetto

protettivo.




APPENDICE: - Abelet®

DaunoXome"

LI pOSO m I I n Depocyt® Mepact® Ambisome"
commercio

Myocet”

Onivyde™

DepoDur™

/
\ Exparel®

Epaxal®

Inflexal®V /

Marketed
liposomes

Visudyne®



-
CHEMIOTERAPIA DEL CANCRO

- Per lo piu sono liposomi «stealth»-PEGilati con superficie derivatizzata
(eventualmente anche con carica superficiale NEG) per prevenire attacco opsonine.
- si gioca poi sulle dimensioni e composizione lipidica per direzionarli in modo passivo4

serve.
DOXIL*
PEG
i Inner coating
doxorubicina

Doxorubicin

Outer coating




Stealth liposomes (ALZA)

i DOXIL (anche
J‘\; Hanno un rivestimento che consiste di commer_C|aI|zz
o metossipolietileneglicole (mPEG) che: ato con il
i Aumenta la stabilita del liposoma, nome di
Riduce l'uptake dalle opsonine Cae|ix)
A Aumenta il tempo di residenza (anche
N . fino a una settimana)

Aumenta la conc. nel sito d'azione

(¥ 4 . 3 g
= Daunoxome™ : - ~
. . . -
" !
.
- 0 #
( . . ! A
-

L = .
Rispetto alla Doxorubicina, minore =~ —, "% i N
cardiotossicita, lunga permanenza 3 — | |
nell’organismo, target ai tumori per Ser injechan of radisacave STEALTHS hicsomes

effetto EPR Accumulo del farmaco sulle lesioni per effetto EPR

Migliora non l'efficacia ma si riducono gli effetti collaterali (si
riesce a non sospendere la terapia per effetti tossici...) terapia
piu targettata



CHEMIOTERAPIA DEL CANCRO

é

DaunoXome®

45nm resistente alle opsonine,
con colesterolo e lipidi stabili,
lunga permanenza nel sangue
(come una lenta infusione)

Daunorubicin

DaunoXome contiene una soluzione di
Daunorubicina (antitumorale)
incapsulata nel liposoma

Phospholipid Bilayer



-
INFEZIONI FUNGINE SISTEMICHE

("' [
"’g SuUV DIAMETRO
o CIRCA 80 nm
phospholipid bilayer Per ridurre effetti
collaterali

dell’anfotericina B

amphotericin B
molecules

Amfotericina si intercala
nel doppio strato,
essendo anfifilica



Amphotericine B binds
to ergosterol in the fungal cell membrane

Amphotericin B
molecules (free
and liposome
bound)

Pore formation

Liposomes with AmB
in membrane e

Fungal cell wall

Fungal cell
membrane






-
VACCINI

Si sfrutta la naturale tendenza ad essere

Catturn'l'i Aal fannerciti nar tarnotinAa a ~alhiilla

del s © nflexal V: virus dellinfluenza: subunita
antigeniche nel doppio strato lipidico
« Epaxal: virus epatite A subunita
antigeniche nel doppio strato lipidico

®

HAV Neuraminidase i

~150 nm

Hemagglutinin
w Liposomal membrane

¢ lecithin
 cephalin




VACCI N I Si sfrutta la naturale tendenza ad essere

catturati dai fagociti per targeting a cellule
del sistema immunitario

il primo vaccino contro la
MALARIA approvato al mondo

Plasmodium falciparum and hepatitis B
vaccine (recombinant, adjuvanted)



Comirnaty contiene m-RNA racchiusa in
nanoparticelle lipidiche- liposomi formati da ALC-
0315 e ALC-0159 per facilitare I'ingresso nelle
cellule.

Gli ingredienti inattivi sono:

((4-idrossibutil)azanediil)bis(esano-6,1-diil)bis(2-
esildecanoato) (ALC-0315)
2-[(polietilenglicole)-2000]-N,N-
ditetradecilacetammide (ALC-0159)
1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC)
Colesterolo

Potassio cloruro

Potassio diidrogeno fosfato
Sodio cloruro

Fosfato disodico diidrato
Saccarosio

Acqua per preparazioni iniettabili

A. Xhurang, P. Allawadht 1. Xwrona « d.

Namo Todzy 38 (2021) 101142

I mRNA-Based Lipid Nanoparticle |

[4]

lonizable Upid D4

L —
Cholesterol >
Negatively

Pfizer-BioNTech (BNT162b2)
Delivery vehicle: Lipid nanoparticle
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%s0000°
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MRNA

Platform: LNP-encapsulated
nucleoside modified RNA (mod RNA)

Moderna (MRNA-1273)

Delivery vehicle: Lipid nanoparticle
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MRNA

Platform: LNP-encapsulated mRNA
encoding S protein.

g 1. A) The general structure of lipid nanoparticle (LNF) showing the major components and the unique mENA cargo o, B) Pfizer-BioNTech, and C) Moderna vaccines.
Figure A) Reprinted (adspted) with permission from 151] and is Copyright (2021) of American Chemical Society. Figure B) and C) were created with Siofender com.



Moderna contiene una molecola denominata RNA messaggero racchiuso in piccolissime
vescicole (nanoparticelle lipidiche-liposomi).

Gli ingredienti inattivi (eccipienti) sono:

Lipide SM-102

Colesterolo

1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC)
1,2-dimiristoil-rac-glicero-3-metossipolietilenglicole-2000 (PEG2000 DMG)
Trometamolo

Trometamolo cloridrato

Acido acetico

Sodio acetato triidrato

Saccarosio

Acqua per preparazioni iniettabili




Nel vaccini Pfizer-Moderna

;VL\M nucleic acid (MRNA)

* cholesterol \/“@— PEG-lipid

phospholipid ~ionizable/cationic lipid

J. Kim, Y. Eygeris, M. Gupta et al Advanced Drug Delivery Reviews 170 (2021) 83-112




Table 2
Dosing profile, storage require ments, directions, and formulation com position of BNT162b2 and mRNA-1273,

Dose

Vacdne Storage
(Company) Edosagn Roquirmnis Directions for use Other Compositions of LNP formulation
ume)
2 o
1. Supplied as a frozen P NJ\{"\/‘}W'
HI°G o S0 apanson. Ho ™ o PR X
{6 months) W\L n=d4
protected from Must be thawed and OJ\C::\/V\ ALC-0159 = 2-|(polyethylene ghcoll=2000]N, M-ditelradeclacetamide
light. dilutesd with 1.8 mL -
of sterile , -
. The vaccine ALC-0315 = [{4-hydraxybutyliazanediylibis(hexane-6, 1-diylibis(2-hexyldecancate) A
BNT1 G2h2 [.f,?'g nl | Zcrsc e |z supplied ((hromound " et w
(Pfizer/BioNTech) ’ as a S«dose !
(5 days) (0.9%). vial o F |
protected from : MMDWD- P~
light. After dilution, the o 2
vaccine neads to ba Wﬂ
%T :‘-‘nzt j;fj &Eiﬁsﬁc DSPC = 1,2-distearoylsn=glycera=3=ahosphocholine Chalesteral
(2 hours) hours. Other ingredients: potassium chloride, moncbasic potassium phosphate, sodium chioride, dibasic sodium phosphate
dihydrate, and sucrose.
SMa102 (Propratary inizablkes Bpid)
1. Structure not disclosed
-15°C to -25°C (6
protected from Supplied as a frozen u"‘j"\n{‘vﬂ}/\o’
light SUS PENSion. o 44
B
; 5] _
mRNA-1273 100 pg %’C to 8°C iﬁmmmw LTL&C&M PEG2000=DMG = 1,Z=dmiyristoyferaceghyceroadematnoxy palyethylene glycokzoon \,\"
(Modema) (0.5 mL) (30 days) as a 10-dose
protected from Post-thawing, the vial. o E A_,
light vaccineg must be kept MWM_/\JLQ-'\_{A-Q« e
e winin & P /\/\/\/\/\/\Mi ! @
3. used within & hours o
?‘ (2: rt&_lz;]c DSPC = 1,2-distearoydsr=glycerc=3=phasphacholing Cholesteral

Other ingredients: tromethamine (Trs), tromethamine HCI, acetic acid, sodium acetate, and sucrose.

J. Kim, Y. Eygeris, M. Gupta et al

Advanced Drug Delivery Reviews 170 (2021) 83-112



Terapia fotodinamica

- Age-related macular degenerations(AH] light-sensitive drug, is
injected intravenously into the patient’s
arm. As the drug flows naturally
through the body’s vascular system, it
will pass into the abnormal blood
vessels in the macula at the back of
the gyg...lhe drug is then activated by

shinin ia non-thermal or “cold” laser
m&iﬁ%

Laser
attiva il
farmaco

for injection)

15 mg

ts Y& attiva il

pigmento ad
emettere dei
radicali liberi
tossici; questi
distruggono le
cellule endoteliali
vascolari dei vasi
neoformati senza
danneggiare la



Somministrazione topica
oftalmica

stabilizza lo strato
lipidico del film
lacrimale, regola e
corregge la
lubrificazione della
superficie oculare.

Fidia Farmaceutici S.p.A., Abano Terme, Italy




LIPOSOMI A RILASCIO PROLUNGATO
TERAPIAANTIDOLORIFICA

BUPIVACAINA I.V.

® MVV
pepodur EXPAREL
o s g S b (bupivacaine iposome injectable suspension)
Progress 1 os comrate fan o OPIOID FREE #éh
. MORFINA
ultivesicuiar SOLFATO L3 L4 LS

EPIDURALE '
LIPOSOMI MULTIVESCICOLARI \
e

per il rilascio prolungato di 2
antidolorofici (oppiacei, MORFINA e
non: BUPIVACAINA) nel dolore post
operatorio

(tramite iniezione epidurale, ma non
solo)

: Tt '. |.3

-aeas | L

|I - -
vt | LS




La carica netta del liposoma serve ad
1. evitare la fusione di piu liposomi insieme

2. Aumentare durata dei liposomi (Una

carica negativa superficiale riduce
'interazione dei liposomi con le proteine

plasmatiche che di solito recano una
carica negativa)

Ad es. + Fosfato dicetilico (cariche negative)






VIE DI SOMMINISTRAZIONE DEI LIPOSOMI:

epidurale, spinale...)

per lo piu via parenterale (e.v., i.m., ‘k

—= \\=
Via polmonare - .

via topica (ad es. oftalmica, ma anche cutanea)
Impiegati anche IN COSMESI

Altre vie di somministrazione non ancora in commercio



Recent advancements in liposome technology

. H‘;ﬁvs?ofﬁzi,? L : ( *Nucleic acids )
g -
+Pulsed jetting . *CRISPR/Cas9
-Poubllet emulsion R -IGas "
emplate *Immunotherapy
* Droplet emulsion « Stimulation of
transfer _ ) ~interferon genes
e rooynamic Liposome . +Cancer vaccines
ik RS production :
o Desdoe approaches
L 4
~ ®
+*Oral administration *Characterization
*Transdermal methods for size
administration and zeta potential
*Delivery across the * Quantification of
blood brain barrier Ilplosomgl dliug
release in plasma
\ 4




vantaggl

+ | liposomi sono biclogicamente inerti non immunogeni e
completamente biodegradabili

« Versatili (sia per farmaci lipo- che idrofili)

- come una microcapsula creano microambiente
protettivo (da enzimi e pH) e/o riducono gli effetti
collaterali del p.a.

« Possibilita di targeting passivo (sfruttando al naturale
tendenza delle cellule del Kupfer e magrofagi del RES a

fagocitare i liposomi)
+ Possibilita di rilascio prolungato (con stealth liposomes o MVV)
« Aftualmente producibili su ampia scala
« In cosmetica (ceramidi): apportano lipidi e antiossidanti



svantaggi

| liposomi presentano diversi svantaggi come vettori per |l
rilascio di farmaci in quanto sono soggetti

1. da un lato all'instabilita fisica (tendenza all’
aggregazione),

2. dall'altro all'instabilita chimica (tendenza all'idrolisi e
degradazione ossidativa): percio bisogna conservarli a
PH 4.5-6.5 e devono essere conservati e manipolati in
atmosfera di azoto, oppure LIOFILIZZATI ( e ricostituiti
da un tecnico).

3. Sono particolarmente costosi.
4. In vivo: sono soggetti ad opsonizzazione...



gliceralo — propionato

idralisi: trigliceridi p—
Perossidazione lipidica: substrati F H.O R
¥+ "OH _L, ¥ Lipid radical
Initiation )
Acidi grassi &
ho = NN Unsaturated ipid 02
ml MAW Prnpugatlnn
Trigliceridi H,c o)'\/\/\/\/ SN A
Fosfolipidi,
! 4
i ipidi G PP VG A e VL Te
Sfingolipidi Jm_o_g .
bod He ory
;—O0=P=0-— X H:.C
. HC Lipid peroxide Lipid perosxyl radical
o]
RJI\‘O
Esteri del colesterolo
H, CH,

Colesterolo

CH,
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