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Con il termine nanoparticella si identificano normalmente delle particelle formate da
aggregati atomici o molecolari con un diametro compreso indicativamente fra 2 e 200 nm.

Per dare un'idea dell'ordine di grandezza:

Globulo rosso: 2’000 — 5’000 nm
2 —5 um (micron)
0.002 — 0.005 mm
2x10-6 — 5x10-6 m

1.00ky

Capello umano: 50°000 — 100’000 nm
50 — 100 pm (micron)
0.05-0.1 mm
Un atomo:
0.5x10-4 — 1x10-4 m 1—5 A (AngStiim
0.1-0.5nm
1x10-4 — 5x10-4 um
1x10-7 — 5x10-7 mm
2x10-10 — 5x10-10 m
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capello, largh,
~ 60-120 pm

globuli rossi e bianchi
~2-5 pm

DNA, diametro
~ 2,5 nm
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Fabbricare e combinare
tra loro mattondni di
materia in scala
nanometrica per
realizzare, per esempio
celle a fotosintesi,

per risolvere i

problemi energetici

(carbonio)
~0 diam. ~ 1 nm

~ 1,3 nmdi diametro

in cerchio su di una superfide di rame utilizzando un miaroscopio
a scansione a effetto tunnel (Stm); diametro del "redrto" 14 nm
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Proprieta dei sistemi nanometrici

Vaso di Licurgo (400 DC). La coppa da verde assume
colorazione rosso rubino se attraversata dalla luce grazie
alle nanoparticelle d’'oro e d’argento di 30-70 nanometri
all'interno del vetro (British Museum).
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Nanoscienza .
Nanotecnologia! | Mo

N\

Nanoscienza: € lo studio dei Nanoscienze |
fenomeni e dei materiali su scala
atomica, molecolare e U
macromolecolare, dove le proprieta N
differiscono rispetto ad una scala / \
piu ampia. / enze
. . Chimica ' dei 1
Nanotecnologia: € il progetto, la " . aoilE
materiali

caratterizzazione, la produzione e ‘ '
I'applicazione di strutture, dispositivi \ /

e sistemi che prevedano il controllo
della forma e della misura su scala
nanometrica.

Immagnini da Dott.ssa Elisabetta Lottini - LAMM
«Nanoparticelle per uso medico»



di Nanoma

Lf] ” . g - -
- 0P OJOWN" sintesi che porta alla creazione di struttur
pezzi piu grandi.

Bottom-up approach (approccio chimico)

Molecole
- Macromolecole
MNanomateriali

Micromateriali

Top-down approach (approccio fisico)




APPLICATIONS OF NANOPARTICL ES |

Anti-stain textiles ~Wound
Hea't mm s.«-doamng textiles dressing
uv blocking textiles Natural / synthetic textiies ) __._Bone growth
7 polymer hy'gtnid fibres Bio-composites
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Applicazione per uso medico

Nanopartic

Targetlng ke
agent =

olymer
Coat|/4

Fluorophore 1

. Targeted drug delivery
,-/._ ‘\\\

Optical

Molecular imaging & therapy

MRI

Nanoparticle Treated Untreated

Le nanoparticelle possono essere utilizzate allo stesso
\ /| tempo sia per la diagnosi e la localizzazione di masse
— : - tumorali sia per svolgere un’azione terapeutica.
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04 Febbraio 2015 - Sintesi di nanoparticelle di magnetite (Fe;0,)

Le nanoparticelle magnetiche rispondono all’'applicazione di un campo magnetico esterno

@ Cell control

Ipertermia : -

Drug release N

Le proprieta magnetiche dipendono:

1. dalla composizione

dalla dimensione

3. dalla struttura atomica e sono dovute al moto degli elettroni
attorno al loro “spin”: ogni atomo si pu0 considerare come una
microscopica spira percorsa da corrente che, quindi, genera in

piccolissimo campo magnetico.

Immagnini da Dott.ssa Elisabetta Lottini - LAMM
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Sintesi di nanoparticelle di magnetite (Fe304):

2FeClI3 + FeCl2 + 8NH40H - Fe304 + 8NH4Cl + 4H20

La sintesi prevede anche l'utilizzo di sostanze (tensioattivi) in grado evitare
I'agglomerazione delle nanoparticelle, che rimangono stabili in soluzione.




Strumentazione:

Reagenti: FeCl;-6H,0
FeCl,-4H,0
Acido oleico (tensioattivo)
NH,OH al 30%
Acetone
H,O

Cicloesano (solvente organico)

piastra riscaldante agitatrice
bagno a olio

pinze

termometro

pipette pasteur

ancorina magnetica

pallone a tre colli da 100 ml
cilindro graduato

imbuto

becker da 25 /50 ml
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Gorgogliare azoto in 50 ml di H,O, precedentemente posta
all'interno del pallone da 100 ml

Sempre sotto flusso di azoto aggiungere 7,0 103 mol di
FeCl, - 6H,0 e 3,5 103 mol di FeCl, - 4H,0




Sciogliere 2,5- 103 mol di acido oleico in 5 ml di
acetone




Aggiungere la soluzione di acido oleico (tensioattivo) in acetone alla
soluzione acquosa di Fe (Il) e Fe (lll) e agitare per 5 minuti.



Riscaldare a 85°C per
30 minuti, fino alla
formazione di un
precipitato nero che e
costituito dalle
nanoparticelle.

Aggiungere goccia a goccia 6 ml di NH,OH
al 30% e agitare per 30 minuti.




Disperdere il precipitato con 20 ml di H20 e 2 ml di NH4OH, quindi trasferire la sospensione
in due becker

Aggiungere HCl 1M fino a pH 2
nella sospensione

Separare il precipitato con l'aiuto di un magnete
e lavare con H20 per due volte.




Asciugare per 15 min in stufa il precipitato di uno dei
due becker e risospendere con cicloesano
(ferrofluido a base e organica)

All’interno dell’altro becker aggiungere poche gocce
di H20 e NH40H fino alla completa dissoluzione
(ferrofluido a base acquosa)




Un ferrofluido & formato da una matrice solida (NP di ossidi di ferro) dispersa in un
solvente. Poiché tali NP rispondono ad un campo magnetico orientandosi lungo le
linee di campo, e sono assimilabili ad un fluido, se si avvicina un magnete la
superficie forma spontaneamente una sequenza regolare di increspature, dando
luogo a strutture ben definite.

Ferrofluido collocato su una lastra di vetro, che lo separa da un magnete sottostante.



| ferrofluidi non presentano magnetizzazione in assenza di un campo applicato
esternamente, sono materiali paramagnetici, e si dice spesso che sono
“superparamagnetici' a causa della loro grande suscettivita magnetica.

Il paramagnetismo e una forma di magnetismo che alcuni materiali mostrano solo in
presenza di campi magnetici, e si manifesta con una magnetizzazione avente stessa
direzione e verso di quella associata al campo esterno applicato al materiale
paramagnetico stesso.

| materiali paramagnetici sono caratterizzati a livello atomico da dipoli magnetici che si
allineano con il campo magnetico applicato, venendone debolmente attratti.

Allineamento dei singoli dipoli magnetici in presenza di un intenso campo magnetico.



11 Marzo 2015

Caratterizzazione nanoparticelle magnetiche tramite

diffrazione a raggi x

trollare la forma

e con

\

L'obiettivo

delle nanoparticelle

immagine SEM

immagine TEM



Strumenti per analisi cristallografica

Diffrattometro a raggi x

spettrofotometro




Diffrattore a raggi X
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La macchina produce raggi X

| raggi X sono diffratti dal campione

Si registrano gli angoli in cui
I'intensita e max



Procedimento

Si prepara il campione

E si lascia lavorare!




Si ottiene un grafico intensita-angolo diffrazione
Lo si confronta con dati in rete e si controlla la natura della sostanza
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11 Febbraio 2015 - Sintesi di nanoparticelle di oro

L'oro colloidale € una sospensione colloidale di particelle d'oro di dimensione sub-
micrometrica in un fluido, in genere acqua. Il liqguido assume un intenso colore rosso
(per particelle di dimensione inferiore a 100 nm), o un colore giallo sporco (per
particelle di dimensioni maggiori). Le nanoparticelle d'oro possono assumere varie

forme; le piu frequenti sono sfere, bastoncini, cubi, e calotte.

Nanoparticelle d'oro (Northwestern University)

Conosciuto fino dall’antichita, gli

Nanoparticelle
d’oro osservate al
microscopio
elettronico a
trasmissione (TEM)

Egizi e i Cinesi, diversi secoli prima di Cristo,

utilizzavano l'oro colloidale per colorare il vetro. Nel corso del XVII secolo furono

addirittura usate sospensioni per il trattamento di alcune malattie.

Tuttavia lo studio sistematico delle nanoparticelle € cominciato solo nel XIX secolo con
Faraday, mentre le prime applicazioni alla biologia molecolare risalgono all’ultimo

decennio.



Si discute il metodo tutti insieme

bagno a olio

pinze

refrigerante a bolle
pallone da 50 ml e tre colli
cilindro graduato

pipette graduate da 1 ml e inferiori

Reagenti: citrato di sodio
HAuCl,- 3H,0 (acido tetracloroaurico triidrato)
H,O0 milliQ




Prelevare 5 mL della soluzione di HAuCl, 1 mM e trasferirli nel pallone

Collegare l'apparato per il riflusso
(refrigerante, tubi per lacqua) e
portare  ad ebollizione  sotto
agitazione magnetica.




Prelevare x ml della soluzione di citrato di
sodio 20 mM e trasferirli nel pallone
secondo lo schema:

0.125 ml
0.250 ml
0.375 ml
0.500 ml
0.615 ml
0.750 ml
0.875 ml -
1.000 ml

. 1.125 ml
10. 1.250 ml

ot #
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\ Dopo 15 minuti di agitazione, riportare a
temperatura ambiente la soluzioine.

Discussione dei risultati




Nanoparticelle d’oro: I'intensita della colorazione varia con la concentrazione



Caratterizzazione delle nanoparticelle d’oro

Beute con le sospensioni
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Assorbimento della radiazione elettromagnetica nelle regioni del visibile e del vicino ir

Absorbance

526 nm
524 nm
523 nm
521 nm
518 nm

Wavelength {nm)
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cit. 1.5 mL

cit. 1.75 mL
——c¢it. 2.0 mL
—ocit. 2.5 mL

cit. 3.0 mL

300 400 500 600
Wavelength (nm)




Proprieta ottiche

i Gli elettroni nei metalli hanno
b1 T liberta di movimento. Pero in
4 | A
uno spazio ridotto, di misura
A A nanometrica, il loro spazio e
limitato. La loro agitazione
| — —— provoca un'oscillazione unisona
| | nominata RISONANZA
s b | Y PLASMONICA. ~
\ v a2y
b J v v '
La risonanza plasmonica  facilita oY . ™)
I'assorbimento delle radiazioni luminose, 4 J 0
e dipende non solo dal materiale, ma ' __ ?
anche dalla forma e dalle dimensioni |\

delle nanoparticelle.



rieta impc

400 500 600 700 800 800 1000

Wavelength {nm]
Le particelle
assimo di assorbimento
520 nm a quasi 800 nm

-

G600 700 800 800 1000

Wavelength (nm




2. ESTERNA (microonde, radiofrequenze, ultrasuoni)

Locale
Regionale
Total body



COME LE NANOPARTICELLE RAGGIUNGONO |

TESSUTI TUMORALI
Le nanoparticelle
raggiungono il

luogo interessato
autonomamente IN | e
guanto gli endotel
del tessuto
tumorale sono
maggiormente
permeabili rispetto
a quelli sani.

u?“
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Tumor tissue

L
]
Normal
vasculature




ERTERMIA DANNEGGIA L
TUMORALI?

Temperature superiori a 4
danneggiano il citoscheletro,
membrana e il nucleo cellular
inducendo la apoptosi (mor

cellulare).
kilometre metre millimetre micron nanometre Vavelength in metres
10° 104 10 ! 10 10 10
1
. -0y
- e micro- " = | ultra- gamma
ULF radio and television ST infrared :g Vlaist X-rays rays
1 1 1 1 1 | 1 1 1 1 ||
102 104 106 108 1010 1012 1074 1076 1018 1020 1022

Frequency in hertz




Come si aumenta la temperatura
nelle cellule tumorali?

Tramite un campo magnetico alternato si riesce ad indurre
I'oscillazione delle nanoparticelle magnetiche.

Le cellule tumorali, non avendo
supporto muscolare,
presentano una distribuzione
non omogenea dei vasi
sanguigni, pertanto la loro
capacita di dissipare calore ne
risulta compromessa.

Malignant cell

Immagnini da Dott. Fulvio Ratto - Biophotonics and nanomedicine lab
«Nano oro attivabile con laser: nuove strategie per combattere i tumori»



Come si misura la proprieta ipertermica

Lo strumento riesce per mezzo di
un campo magnetico alternato a
indurre in un conduttore
corrente che, per effetto Joule, si
trasforma in calore.

magnetlca?

Nel caso della magnetite, i valori di campo ottimali
sono 17 KAmp - m! e 183 KHz di frequenza.



Termometro a fibre ottiche con
una punta cristallina di arseniuro
di gallio.

E’ possibile cosi valutare la capacita
g di rilasciare calore per unita di
massa delle nanoparticelle:

SAR Specific Absorbtion Rate




URA DEL CANCRO CO

Le caratteristiche che

rendono le particelle c
interagiscono con il NIR
adatte sono:

1.Biocompatibilita

1- 2.Efficienza e stabilita di
- - assorbimento ottico
3.Capacita di circolare n
sanguigni (non devono

ostruire i vasi)

4.Specificita per

nini da Dott.Fulvio Ratto - Biophotonics and nanomedici
ivabile con laser: nuove strategie per com



La luce del NIR
vicino) viene assc
tumore ed emette ult
si riscalda.

Gli infrarossi prendon
nome a seconda
lunghezza d’onda.

Il NIR o infrarosso vici
quindi una lu
d’onda piccola i
compresa tra 0.75

1,4 micron.

ott.Fulvio Ratto - Biophotonics and nanor

ove strategie




LE NANOPARTICELLE COME RAGGIUNGONO IL TUMORE?

Tessuto
sano

’---P

Crescendo un tumore produce
una vascolarizzazione difettosa
e un drenaggio linfatico

. carente.
; ‘ | Lesione
Vasi Q ‘
permeabili -
=

Il tumore trattiene ed

assorbe le particelle. ,/ - \
/

Drenaggio ¥ ‘ P

carente

Immagnini da Dott.Fulvio Ratto - Biophotonics and nanomedicine lab
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Enfatizzazione

Target molecola
alle mutazioni

Target molecolz
al microambie




| VETTORI CELLULARI

COATIN

anomalie del
ambiente tumorale
lamano diverse
lule immunitarie

cellule immunit

Le particelle
modificate per cari
cellule immunitari

L

.....

nagnini da Dott. Fulvio Ratto - Biophotonics and n
ivabile con laser: nuove strategi



11 Marzo 2015: SIMULAZIONE al CNR

Strumentazione:

Petto di pollo

Laser (NIR)
Telecamera termica
Nanoparticelle d’oro

Procedura:

Iniettare nanoparticelle d’oro
nel pollo.

Stimolare le nanoparticelle
d’oro con il laser (NIR).

Le particelle emettono
ultrasuoni e si riscaldano
(come si vede dalla
telecamera termica).

Per uccidere il tumore basta
alzare la temperatura a 43°C
quando le cellule muoiono
per apoptosi temperatura
maggiore per ottenere un
effetto visibile sul pollo.



Durante i laboratori sono state
adottate tutte le norme di sicurezza
del caso:

camice, occhiali, guanti di
protezione, uso delle cappe
aspiranti.....

e corretto smaltimento di tutti i
materiali.
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