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Prefazione

La chimica farmaceutica € una disciplina in continua evoluzione. Pud sembrare una “frase fatta’, ma in realta
questa affermazione ricapitola le difficolta e le responsabilita che gli autori si assumono nel condensare in unopera i
contenuti fondamentali della disciplina.

La chimica farmaceutica ¢ una disciplina derivata e largamente applicativa, per la quale non esistono leggi fon-
damentali e background matematico (sebbene la matematica sia alla base di modelli e simulazioni di cruciale utilita
nel processo di drug discovery). Essa ¢ finalizzata alla progettazione, alla sintesi, alla messa a punto dello scale-up
preindustriale e alla determinazione analitica di molecole attese produrre un effetto terapeutico nell'uomo o nell’ani-
male. Per raggiungere questo scopo, la chimica farmaceutica impiega le tecniche e i metodi pit attuali della chimica
organica di sintesi, della chimica computazionale, della chimica analitica quali-quantitativa, ma anche della chimica
fisica, della biochimica e della biofisica e li assembla in un insieme di strumenti, veri e propri “ferri del mestiere”.

Nel corso degli anni, questi strumenti hanno ampliato 'ambito di applicazione. Molecole progettate e sintetizzate
con uno specifico scopo terapeutico non solo possono aspirare a diventare dei futuri farmaci, ma possono efficace-
mente concorrere a meglio comprendere il ruolo e il significato biologico dei bersagli molecolari su cui agiscono,
nel contesto cellulare, di organo, o di organismo intero. Questo ¢ lo scopo della chemical biology, nuova disciplina
che si interseca sempre maggiormente con le finalita e con gli strumenti metodologici della chimica farmaceutica.

Questopera ha visto il contributo di numerosi autori, docenti universitari e ricercatori industriali, ciascuno dei quali
— cui va il sentito ringraziamento dei curatori — ha apportato specifiche competenze ed esperienza, che si intende mettere
a disposizione del lettore.

Questopera ¢, al momento della stampa, aggiornata allo stato dell’arte della disciplina. La premessa iniziale deve
avvertire il lettore che evoluzioni e novita possono sempre esser presenti. Per questo motivo, ¢ intenzione degli au-
tori, dei curatori, e delleditore, fornire strumenti metodologici piil che prettamente nozionistici, mettendo in grado
lo studente, futuro professionista, di utilizzare al meglio quanto appreso.

Questo testo universitario ¢ rivolto a tutti i corsi di Laurea che prevedono I'insegnamento della chimica farma-
ceutica, ma non ve dubbio che gli studenti di CTF (Chimica e Tecnologie Farmaceutiche) e di Farmacia saranno i
lettori privilegiati. La parte generale e metodologica dedica ampio spazio alle strategie di identificazione di un hit, al
processo hit-to-lead e allottimizzazione del lead basate sulle proprieta chimiche e chimico-fisiche. Inoltre, per la pri-
ma volta in un testo di questo tipo, ampio spazio ¢ dedicato alle tecniche analitiche e bioanalitiche e al loro impiego
nella drug discovery, inclusa la caratterizzazione dell'interazione tra farmaci e i loro bersagli molecolari e cellulari.

Nel momento in cui questopera vede la sua conclusione, in Italia € stata approvata la riforma delle classi di Laurea,
e le Lauree della classe Farmacia e Farmacia Industriale sono divenute abilitanti alla professione del farmacista. Questa
sta acquistando sempre maggiore rilevanza nel settore della salute pubblica e rappresenta un fondamentale punto di
riferimento per l'accesso ai servizi sanitari da parte del cittadino. Cio non toglie che, seppur non esplicitata nella pratica
giornaliera, la capacita di consigliare e vigilare sull'accesso ai farmaci richiede una profonda conoscenza dei meccani-
smi d’azione, delle possibili interazioni tra farmaci e tra farmaci e alimenti, delle caratteristiche chimico-fisiche che pos-
sono determinare effetti avversi o che guidano la bioequivalenza. Per questo motivo, alla parte metodologica si affianca
una estesa — onnicomprensiva, diremo - parte sistematica. Naturalmente, anche questa seconda parte & principalmente
rivolta agli studenti in Farmacia e CTF, ma ne potranno senzaltro beneficiare anche studenti di altri corsi di Laurea,
come esempi sullo sviluppo temporale e sperimentale di specifiche classi di farmaci per specifiche azioni biologiche.

Questa Chimica Farmaceutica ¢ unopera di notevole dimensione. Nonostante la grande attenzione posta dall'Edi-
tore e dagli Autori, errori e imprecisioni potranno sempre esser presenti. La responsabilita per questi va ai soli Curatori.

Gabriele Costantino e Gianluca Sbardella
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30.1 Farmaci cardiaci

30.1.1 Insufficienza cardiaca

L’insufficienza cardiaca resta, nonostante i numerosi recenti
progressi terapeutici, una delle principali cause di morte nei
Paesi industrializzati, costituendo quindi un problema me-
dico e socio-economico di primaria importanza. L’aumento
dell'incidenza di tale patologia ¢ dovuto principalmente al
progressivo invecchiamento della popolazione, all’aumen-
tato indice di sopravvivenza a seguito di infarto miocardico
e al complessivo miglioramento delle prospettive di vita dei
soggetti cardiopatici, il cui stato patologico viene sempre pit
frequentemente cronicizzato. L'insufficienza cardiaca é carat-
terizzata da una scarsa capacita da parte del cuore di generare
un flusso sanguigno sufficiente a irrorare in modo adegua-
to tutti i tessuti dell’organismo. Cio puo essere dovuto a vari
fattori: principalmente a una ridotta capacita contrattile del
miocardio, ma spesso anche a una serie di altre concause,
quali aritmie, valvulopatie, ipertensione arteriosa, patologie
coronariche (ischemia), diabete, insufficienza renale, anemia,
patologie polmonari e infezioni varie. Le manifestazioni pitt
evidenti che compaiono a seguito di insufficienza cardiaca
sono costituite dallo sviluppo di edemi che, quando si forma-
no a livello polmonare, possono portare a gravi crisi respira-
torie, dalla perdita di funzionalita renale a causa dello scar-
so afflusso di sangue nei reni e da un senso di affaticamento
fisico causato dal ridotto circolo sanguigno nei muscoli. In
alcuni casi di insufficiente gittata cardiaca si possono manife-
stare gravi casi di ipotensione, che possono portare al collasso
cardiocircolatorio.

L’estrema variabilita delle manifestazioni e dell’eziologia
di questo tipo di patologia necessita di accurate valutazioni
mediche prima di procedere con la scelta della terapia pit
adeguata. Per questo motivo esistono vari approcci terapeu-

acuradi S. Bertini, M. Macchia, e F. Minutolo

tici per I'insufficienza cardiaca, ciascuno dei quali deve essere

applicato a seguito dell'identificazione delle principali cause

scatenanti la malattia. Gli approcci farmacologici nel tratta-
mento dell'insufficienza cardiaca si dividono in due grandi
categorie:

« inibitori neuro-ormonali, come per esempio i beta-bloc-
canti, gli inibitori del sistema renina-angiotensina (ACE-i-
nibitori e AT2-antagonisti, vedi Capitolo 31) e gli antago-
nisti dell'aldosterone (Paragrafo 30.2.6);

« agenti inotropi (Paragrafo 30.1.2) che, mediante vari
meccanismi d’azione, migliorano la funzionalita contrat-
tile del miocardio.

Molti dei farmaci finora sviluppati possono portare degli
indubbi benefici a pazienti affetti da questa patologia, nono-
stante 'unica vera cura sia spesso rappresentata dal trapianto
d’organo.

E doveroso premettere che, data la frequente interconnes-
sione fra le patologie cardiache ischemiche e linsufficienza
funzionale del cuore, alcuni dei farmaci inotropi riportati in
questo capitolo trovano delle indicazioni terapeutiche anche
nelle patologie ischemiche (Paragrafo 30.1.3), cosi come alcu-
ni farmaci riportati in riferimento alle coronaropatie possono
essere impiegati nel trattamento di alcuni tipi di scompenso
cardiaco.

30.1.2 Farmaci ad azione inotropa positiva

Contrazione del miocardio e siti d’azione dei
farmaci inotropi

Farmaci dotati di azione inotropa positiva, ovvero della ca-
pacitd di aumentare la forza di contrazione del miocardio,
sono particolarmente indicati nei casi in cui si abbia una scar-
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sa funzionalita cardiaca, accompagnata da una ipoperfusione
periferica che non risponde all’'uso di diuretici o di vasodi-
latatori. Questi farmaci sono altresi indicati per stabilizzare
pazienti a rischio di progressivo collasso emodinamico. I
principali siti d’azione dei farmaci inotropi positivi descritti
di seguito sono rappresentati graficamente nella Figura 30.1.

Innanzitutto occorre fare delle considerazioni specifiche
sui principali eventi fisiologici che si manifestano all'interno
del cardiomiocita durante le fasi di sistole (contrazione) e
diastole (rilasciamento) del muscolo cardiaco. A seguito del
potenziale d’azione si ha un ingresso di ioni Ca?* attraverso i
canali del calcio di tipo L (LTCC), che sono anche definiti vol-
taggio-dipendenti, presenti nel tubulo T (o tubulo trasverso),
costituito da un’invaginazione del sarcolemma. La presenza dei
tubuli T facilita la penetrazione della depolarizzazione all'inter-
no della cellula, dove infatti, a seguito dello stimolo elettrico e
dell'ingresso di ioni calcio dal comparto extracellulare, un’altra
aliquota di Ca?* viene rilasciata dal deposito custodito all'in-
terno di un organello intracellulare, il reticolo sarcoplasmatico,
attraverso I'apertura di un canale ionico denominato recettore
rianodinico di tipo 2 (RyR,). Nel miocardio il RyR, ¢ costitu-
ito da un canale omotetramerico composto da quattro subu-
nita, ciascuna delle quali ¢ legata ad una proteina stabilizzante
denominata calstabina 2. A seguito della stimolazione sistolica,
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-1-=====!F 1E=====,

Ponti crociati

« . ~
/ Reticolo "~
7 ’sarcoplasmatico\,

l'aumento complessivo della concentrazione citoplasmatica di
ioni Ca?* porta, a livello delle miofibrille, alla formazione di
complessi fra questo ione e la proteina troponina C (TnC), con
cambiamento conformazionale delle altre proteine ad essa cor-
relate, come la troponina I (Tnl), e delle catene di tropomiosina
che avvolgono i filamenti di actina. Questi cambiamenti per-
mettono alle teste della miosina di combinarsi con l'actina e di
innescare il ciclo di ponti crociati actina-miosina che, in ultima
analisi, porta allo scorrimento dei filamenti e alla contrazione
muscolare con consumo di ATP. La fase successiva di rilascia-
mento avviene quando la concentrazione intracellulare di ioni
calcio [Ca?*]; viene nuovamente abbassata mediante:
o trasporto del Ca*" fuori dalla cellula da parte dello scam-
biatore ionico Na*/Ca?* (NCX1);
o sequestro del Ca®" nel reticolo sarcoplasmatico da parte
della pompa del calcio SERCA2.

L’azione della pompa sarcoplasmatica SERCA2 ¢ abbinata
dal fosfolambano (PL), una proteina cardiaca che nella sua
forma non fosforilata inibisce 'azione della pompa. A segui-
to di fosforilazione da parte della proteina chinasi A (PKA)
cAMP-dipendente, il PL perde il suo effetto inibitorio e la
pompa sarcoplasmatica aumenta l'uptake di Ca?* all’interno
del reticolo.

(+) Dopamina
Dobutamina
(agonisti B-adrenergici)

Amrinone
\ ) Milrinone
PDE3 |—+—— Enoximone
\ Bucladesina
AMP Pimobendano

i

-
-
~——————T

Mitocondrio/'

(+) Istarossima
Trasf. genico

2 .
Cazr Ranolazina

Trimetazidina
Etomoxiir

HNO-donatori
(es. CXL-1020)

(+) - .
; Otd <—{ Omecamtiv mecarbil
actina-miosina

Figura 30.1 Principali meccanismi coinvolti nella funzionalita del miocardio e punti d’azione dei farmaci inotropi.
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Figura 30.2 Composizione strutturale generale dei glicosidi cardiaci.

La pompa ATPasi Na*/K* serve invece a riportare fuori
dalla cellula gli ioni sodio, in modo che questi ultimi possano
essere reintrodotti dal’NCXI1 a scapito degli ioni calcio, con-
tribuendo ulteriormente all’abbassamento complessivo della
[CaZ*]..

L’effetto inotropo a livello microscopico si manifesta
come un aumento dei ponti crociati acto-miosinici attivati
per ogni evento cardiaco, che risulta quindi in una contrazio-
ne piu efficace del muscolo cardiaco. Tale azione puo essere
ottenuta sostanzialmente in tre modi differenti:

+ aumentando la quantita di ioni Ca?* disponibili a legarsi
alla TnG;

« modificando la conformazione della TnC, in modo da au-
mentarne l'affinita per il Ca?*;

« provocando alterazioni di vario tipo a livello del ciclo dei
ponti crociati acto-miosinici.

Si puo notare in Figura 30.1 come i siti d’azione delle va-
rie categorie di farmaci inotropi, nonostante convergano ver-
so un effetto finale comune, siano ben distinti fra loro. Essi
verranno discussi caso per caso.

Farmaci inotropi glicosidici

CARATTERISTICHE STRUTTURALI DEI GLICOSIDI CARDIACI

Molti farmaci dotati di effetto inotropo positivo sono di de-
rivazione naturale. In particolare, essi sono ben rappresenta-
ti dalla classe dei cosiddetti glicosidi cardiaci. Dal punto di
vista strutturale i glicosidi sono caratterizzati dalla presenza
di carboidrati legati mediante un’unita emiacetalica a una
porzione non zuccherina, definita aglicone. Si tratta spesso
di metaboliti secondari di origine vegetale, anche se in alcuni
casi vengono preparati per parziale sintesi chimica a partire
da precursori naturali. Nei glicosidi cardiaci, I'aglicone ¢ co-
stituito da un nucleo steroideo e varia a seconda della spe-
cie vegetale di provenienza (digitale, strofanto, scilla, etc.).
Le porzioni steroidee sono legate a dei carboidrati mediante
il loro gruppo ossidrilico in posizione 3 di configurazione {3
presente sull’anello A e il legame che si forma ¢ di tipo p-glic-
osidico (Figura 30.2).

La struttura degli agliconi ¢ sempre caratterizzata da nu-
clei steroidei portanti nella posizione 17 dell’anello D dei
gruppi lattonici di due tipi, che li classificano ulteriormente
in cardenolidi, nel caso in cui il lattone sia a cinque termini
con un’insaturazione, e bufadienolidi, quando invece il latto-
ne ¢ a sei termini e contiene due insaturazioni (Figura 30.3).

La denominazione degli agliconi ¢ spesso caratterizzata dal
suffisso -genina, come per esempio nei seguenti abbinamenti
aglicone/glicoside: digossigenina/digossina, digitossigenina/
digitossina, gitossigenina/gitossina, ouabagenina/ouabaina
(o strofantina G). Nonostante questa regola, esistono tuttavia
alcune eccezioni, come nel caso degli abbinamenti strofanti-
dina/strofantina K (o cimarosio), scillarenina/proscillaridina
e cannogenina/peruvoside.

Il primo elemento strutturale che va evidenziato in tutte
queste porzioni agliconiche consiste nel fatto che nel loro nu-
cleo steroideo, a differenza degli ormoni steroidei umani e dei
derivati del colesterolo, soltanto la giunzione fra gli anelli B e
C ¢ di tipo trans, mentre le giunzioni fra gli anelli A/B e C/D
sono di tipo cis (Figura 30.3). Questa peculiare stereochimica
fa assumere agli agliconi una particolare conformazione ri-
piegata (Figura 30.4) che é tipica di questi derivati ed ¢ fon-
damentale ai fini di un’efficace azione cardioattiva. Inoltre,
nella giunzione cis fra gli anelli C e D sono sempre presenti
due sostituenti, il metile in 13 e l'ossidrile in 14, che costi-
tuiscono un motivo strutturale comune a tutti i glicosidi car-
diaci attualmente impiegati in terapia, insieme al sostituente
ossidrilico in posizione 3 del nucleo agliconico, che funge da
punto di aggancio per le varie porzioni zuccherine.

L’unico aglicone appartenente alla categoria dei bufadie-
nolidi che si ritrova in questa categoria ¢ costituito dalla scil-
larenina (vedi proscillaridina), caratterizzata dalla peculiare
presenza nell’anello A di un’insaturazione in posizione 4,5,
elemento strutturale che non ¢ presente in alcuno degli altri
derivati. Nella scillarenina ¢ inoltre presente un sostituente
metilico in posizione 10.

La sottofamiglia dei cardenolidi &, invece, rappresentata
da sei differenti porzioni agliconiche. La digitossigenina pre-
senta delle analogie strutturali con la scillarenina, come per
esempio il sostituente 10B-metilico, mentre non & presente
I'insaturazione in posizione 4,5 e, ovviamente, cambia il lat-
tone in 17p. La digossigenina presenta in posizione 12 un
gruppo OH addizionale rispetto alla digitossigenina, mentre
la gitossigenina ha l'ossidrile aggiuntivo in 16f. Maggiori
differenze si riscontrano nella struttura della ouabagenina,
in cui sono presenti ben quattro ossidrili aggiuntivi rispet-
to alla digitossigenina e, pili precisamente, nelle posizioni
1B, 5B, 11a e 19 (ovvero sul metile in 14p), per un totale di
sei gruppi OH che conferiscono a questo aglicone un grado
di polarita nettamente pitl elevato rispetto ai suoi analoghi.
Nella strofantidina e nella cannogenina si ritrova un carat-
teristico gruppo aldeidico al posto del metile in 19, che li
distingue da tutti gli altri agliconi. Per il resto, la cannoge-
nina mantiene una struttura perfettamente sovrapponibile
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Figura 30.3 Strutture delle porzioni agliconiche presenti nei glicosidi cardiaci.

alla digitossigenina, mentre la strofantidina ha un ulteriore
gruppo ossidrilico in 5.

Le porzioni zuccherine presenti nei glicosidi cardiaci
sono riconducibili alle strutture di p-glucosio, p-digitosso-
sio, L-ramnosio, D-cimarosio e L-tevetosio (Figura 30.5) e
possono essere costituite o dai singoli monosaccaridi indicati
oppure da varie combinazioni degli stessi in unita oligosac-
caridiche. Tali porzioni si legano mediante il loro carbonio

A/B: cis

B/C: trans j Struttura
C/D: cis ripiegata

Figura 30.4 Struttura ‘ripiegata’ degli agliconi derivante
dalla stereochimica delle giunzioni.

anomerico con il 3-OH delle unita agliconiche generalmente
mediante dei legami B-glicosidici e, in alcuni casi particolari,
possono avere un gruppo acetilico (lanatosidi A-C, acetildi-
gitossina, acetildigossina) o metilico (metildigossina) a ma-
scherare uno degli ossidrili zuccherini.

DERIVATI DELLA DIGITALE

Le foglie delle specie vegetali Digitalis lanata e Digita-
lis purpurea costituiscono fonti ricche di alcuni dei gli-
cosidi cardiaci pit utilizzati, da cui infatti vengono
estratti. I lanatosidi A-C vengono estratti dalla Digitalis
lanata e contengono una porzione zuccherina comune co-
stituita da un’unita tetrasaccaridica composta da due mo-
lecole di p-digitossosio, una di 3-acetil-D-digitossosio e un
D-glucosio terminale (Figura 30.6).

I lanatosidi A-C differiscono fra loro per la porzione aglico-
nica, che & costituita dalla digitossigenina nel lanatoside A,
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Figura 30.5 Strutture delle unita monosaccaridiche presenti nei glicosidi cardiaci.
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Figura 30.6 Struttura dei lanatosidi A-C (la porzione zuccherina & identica in tutti e tre i casi).

dalla gitossigenina nel lanatoside B e dalla digossigenina nel
lanatoside C. Fra i tre, il lanatoside C ¢ quello maggiormente
impiegato come agente cardiotonico.

Inoltre, per blanda idrolisi alcalina del lanatoside C si ot-
tiene la rimozione del gruppo acetilico, che porta alla forma-
zione di un altro importante farmaco cardiaco, il deslanatosi-
de (Figura 30.7).

Dalla Digitalis purpurea vengono estratti dei glicosidi
simili ai lanatosidi della D. lanata, ma che non contengono
gruppi acetilici nelle porzioni zuccherine, costituiti dai co-
siddetti glicosidi A e B della purpurea (Figura 30.8).

Come il deslanatoside, anche questi due glicosidi possie-
dono una catena tetrasaccaridica formata da tre unita di di-
gitossosio e una di glucosio terminale. Differiscono, tuttavia,

0] O

OH —
Me

ve ’

OH

Figura 30.7 Struttura del deslanatoside (e evidenziato il gruppo ossidrilico che viene liberato per idrolisi della porzione

acetilica del lanatoside Q).
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Glicoside della purpurea A:R=H
Glicoside della purpurea B: R = OH

Figura 30.8 Struttura dei glicosidi A e B della purpurea.

Tri-digitossosio

HO 0.,

o < Ho

Digitossina: R = H

Digossina:

R =0OH

Figura 30.9 Struttura dei glicosidi ‘trisaccaridici’: digitossina e digossina.

per 'aglicone, che ¢ costituito da digitossigenina nel glicoside
A e da gitossigenina nel glicoside B.

Due fra i piu utilizzati glicosidi cardiaci sono rappre-
sentati dalla digitossina e dalla digossina (Figura 30.9).
Si tratta di composti in cui la parte zuccherina é ridotta
a un trisaccaride; rispetto ai glicosidi visti finora, I'unita
terminale di glucosio ¢ rimossa, lasciando una catena di
tri-digitossosio.

La digitossina e la digossina differiscono fra loro per la
porzione agliconica, rappresentata nel primo caso dalla digi-
tossigenina e nel secondo dalla digossigenina. Nell'uso clinico
¢ previsto anche I'impiego di derivati metilati o acetilati quali
lacetildigitossina (a o ), 'acetildigossina (a o ) e la metil-
digossina, in cui un gruppo ossidrilico dell’unita terminale di
digitossosio & “mascherato” da un gruppo acetilico o metilico
(Figura 30.10).

a-Acetildigitossina: R = H; R? = Ac; R®*=H
B-Acetildigitossina: R" = H; R = H; R® = Ac

a-Acetildigossina: R’

OH; R?=Ac;R*=H

B-Acetildigossina: R' = OH; R? = H; R® = Ac
Metildigossina: R" = OH; R? = Me; R = H

Figura 30.10 Struttura dei glicosidi ‘mascherati’: a/p-acetildigitossina, o/p-acetildigossina e metildigossina.



30.1+ Farmaci cardiaci 899

Gitossigenina formiato

Tridigitossosio tetraformiato

AN
a . IR

~

\\
HY\

Figura 30.11 Struttura del gitoformiato o pentaformilgitossina.

Un caso molto particolare ¢ costituito dal gitoformiato, al-  DERIVATI DELLO STROFANTO
tresi noto come pentaformilgitossina (Figura 30.11). Infatti,

. I semi derivanti dalle piante Strophantus gratus e Strophan-
tale composto & costituito da una catena trisaccaridica forma-

tus kombé vengono utilizzati per I'estrazione di glicosidi dello
ta esclusivamente da trigitossosio, legata ad un’unita di gitos-  s¢rofanto quali la ouabaina (o strofantina G), la cimarina (o
sigenina come aglicone, che vede ben cinque gruppi ossidrilici  strofantina K) e lo strofantoside K (Figura 30.12).

esterificati con gruppi formilici (quattro sulla porzione zucche-  La ouabaina (o strofantina G) ¢ il principale glicoside del-
rina e uno sull’ossidrile in posizione 16p dell’aglicone). lo Strophantus gratus e contiene una porzione zuccherina

Ouabagenina Strofantidina

Cimarosio

|

Me

Ramnosio

HO

“,,

Meo™"

Ouabaina Cimarina
(strofantina G) (strofantina K)

Me

OHC ’

OH

OH

-p-Gentiobiosio <

Strofantoside K

\

Figura 30.12 Struttura dei glicosidi dello strofanto: ouabaina, cimarina e strofantoside K.
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monosaccaridica, costituita da un’unita di L-ramnosio, legata
alla ouabagenina, uno degli agliconi piu polari riscontrabili
allinterno di questa categoria di farmaci. Come nell’oua-
baina, anche nella cimarina (o strofantina K), ottenuta dallo
Strophantus kombé, ritroviamo un gruppo monosaccaridico,
il D-cimarosio, che ¢ legato all’aglicone aldeidico strofanti-
dina. Lo strofantoside K ¢ un analogo della cimarina in cui
lossidrile libero del cimarosio ¢ legato a un’ulteriore porzione
disaccaridica del p-glucosio, il B-p-gentobiosio, altresi noto
come amigdalosio. In questo disaccaride molto particolare, le
due unita di glucosio sono legate fra loro mediante un carat-
teristico legame B(1S6) glicosidico.

DERIVATI DELLA SCILLA

Dalla pianta Scilla, della famiglia delle Liliaceae, si ottiene
il glucoscillarene A che, per idrolisi enzimatica controllata,
perde due unita terminali di D-glucosio e fornisce il glicoside
cardiaco proscillaridina (Figura 30.13), composto da scilla-
renina e un’unita di L-ramnosio.

La proscillaridina si distingue dai precedenti glicosidi
cardiaci in quanto contiene un anello lattonico a sei termi-
ni. Infatti, la porzione agliconica presente in questa molecola
(scillarenina) appartiene alla categoria degli agliconi bufadie-
nolidici (vedi Figura 30.3). Altra peculiarita della proscilla-
ridina consiste nella presenza del doppio legame nelle posi-
zioni 4 e 5 dell’aglicone, che fa variare in misura sensibile la
geometria della porzione agliconica, visto che in questo caso
la giunzione fra gli anelli A e B del nucleo steroideo non & piu
di tipo cis come per gli altri glicosidi cardiaci e, di conseguen-
za, fortemente angolata, ma assume una disposizione spaziale
leggermente piu1 planare.

DERIVATI DELLA THEVETIA

Un altro importante glicoside cardioattivo viene ottenuto
dalla pianta Thevetia neriifolia (o Thevetia peruviana), il pe-
ruvoside (Figura 30.14). Si tratta di un glicoside contenente
una porzione agliconica di tipo aldeidico denominata canno-
genina, con struttura simile alla strofantidina (manca soltan-
to il gruppo ossidrilico in posizione 5B). Per quanto riguarda
la parte zuccherina, & presente un monosaccaride tipico dei
derivati ottenuti dalla Thevetia, denominato L-tevetosio, che
non si trova in alcuno degli altri glicosidi sopra menziona-
ti. Questo monosaccaride € un esoso la cui struttura ricorda
quella dell’'L-glucosio, cui & stato tolto I'ossidrile in posizione
6 ed ¢ stato metilato quello in posizione 3.

MECCANISMO D’AZIONE DEI GLICOSIDI CARDIOATTIVI

I glicosidi cardioattivi manifestano la loro azione causando un
aumento della forza di contrazione delle fibre miocardiche,
che si manifesta quindi con un’aumentata gittata cardiaca (ef-
fetto inotropo positivo). A livello molecolare, questi farmaci
vanno a inibire selettivamente la pompa ionica ATPasi sodio/
potassio-dipendente (Na*/K*-ATPasi, Figura 30.1). Si tratta
di un enzima di membrana che é responsabile dell’espulsione
di ioni Na* nella fase di ripolarizzazione della fibra miocardi-
ca, con scambio concomitante di ioni K*, che vengono invece

Scillarenina

Ramnosio

Me

HO

HO™

O
Thne

H

Figura 30.13 Struttura del glicoside dellascilla: proscillaridina.

portati all'interno. Per ogni tre ioni sodio portati all’esterno
della cellula entrano due ioni potassio. Tale scambio ionico
richiede energia, che viene fornita dal’ATP, poiché viene
condotto contro i gradienti naturali (chimici ed elettrici) de-
gli ioni Na* e K*. Un’inibizione della Na*/K*-ATPasi porta
all’ottenimento di una maggiore concentrazione di ioni sodio
all'interno della cellula, ostacolando in questo modo 'azione
dello scambiatore sodio/calcio NCX1, con conseguente au-
mentata permanenza di ioni calcio nel citoplasma. Cio pro-
voca, in ultima analisi, un grado superiore di contrazione dei
muscoli cardiaci e si manifesta con un incremento sia della
forza sia della velocita di contrazione, garantendo quindi una
migliore funzionalita della pompa cardiaca. In realta I'inibi-
zione della pompa Na*/K*-ATPasi non sembra costituire I'u-
nico meccanismo d’azione dei glicosidi cardiaci, ma ci sono
evidenze a supporto della coesistenza di meccanismi accesso-
ri. Per esempio, i glicosidi aumentano il tono vagale coliner-
gico sul cuore, che si manifesta con un rallentamento della
frequenza dei battiti (effetto cronotropo negativo) e della ve-
locita di conduzione atrio-ventricolare dell'impulso elettrico
(effetto dromotropo negativo), con un prolungamento del
periodo refrattario.

Dal punto di vista delle interazioni che i glicosidi sono in
grado di instaurare con la pompa Na*/K*-ATPasi, va detto
innanzitutto che questi farmaci si legano alla faccia extracel-
lulare dell’enzima e, in particolare, alla sua subunita a. Tutta-
via, poiché questo enzima ha diversi siti di legame e di rilascio
di ioni e assume varie conformazioni differenti tra loro du-
rante il suo ciclo catalitico, & piuttosto complicato capire con

Tevetosio
Me

OH

Figura 30.14 Struttura del peruvoside.



esattezza quale porzione della proteina venga esattamente oc-

cupata dal farmaco. Dal punto di vista strutturale, sembra che

gli elementi essenziali per un’efficace interazione del glicoside
con la pompa ionica siano:

+ una porzione agliconica steroidea che contenga le caratte-
ristiche sopra descritte (soprattutto la giunzione cis fra gli
anelli C e D);

+ un anello lattonico insaturo a cinque o sei termini;

« almeno un'unita carboidratica legata alla posizione 3f
dellaglicone.

La perdita di una di queste tre caratteristiche ne com-
promette sempre l’attivita inibitoria. Inoltre, questi glicosidi
mostrano un’elevata affinita per la forma fosforilata dell’en-
zima legata al sodio. Cio pare sia dovuto al fatto che le por-
zioni lattoniche presenti in posizione 17f dell’aglicone van-
no a formare delle interazioni polari proprio con il gruppo
fosfato e il relativo ione Na* del sito fosforilato della pompa.
Data la mancanza di strutture tridimensionali adeguate ot-
tenute ai raggi X di tale enzima, ¢ attualmente difficile de-
scrivere in modo piu preciso le interazioni che i glicosidi
cardiaci possono instaurare con il loro bersaglio. Ad ogni
modo, leffetto risultante dal legame dei glicosidi cardiaci
nella subunita o della pompa Na*/K*-ATPasi sembra essere
il blocco del movimento dei domini transmembrana iden-
tificati nelle eliche H5 e H6, la cui mobilita ¢ invece fonda-
mentale per il trasporto dei cationi e per la produzione di
energia dall’ATP.

UsO CLINICO DEI GLICOSIDI CARDIOATTIVI

I glicosidi cardioattivi sono normalmente indicati nella ge-
stione preventiva e nel trattamento dell’insufficienza cardiaca
e della fibrillazione atriale. La digitossina e la digossina (e de-
rivati) vengono usate per il trattamento dell'insufficienza car-
diaca da circa due secoli e sono molto utilizzate ancora oggi.
Attualmente il glicoside cardiaco pill prescritto & senza dub-
bio la digossina, la quale ha un’emivita media nell’organismo
di circa 36 ore, a meno che il paziente non abbia la funziona-
lita renale compromessa. Grazie a questa sua proprieta, la di-
gossina puo essere somministrata tutti i giorni anche durante
la fase di mantenimento (0,125-0,375 mg/die per via orale),
senza necessita di sospensioni “disintossicanti”. Il suo parente
piu stretto, la digitossina, ha invece un’emivita molto piu lun-
ga (fino a 7 giorni) dovuta probabilmente al fatto che, essendo
priva dell’ossidrile in posizione 12 rispetto alla digossina, &
piu lipofila e, nonostante la sua azione sia pili lenta a compari-
re, risulta anche piu duratura. Purtroppo questa caratteristica
della digitossina tende a esacerbare i problemi di accumulo
del farmaco, che facilitano la comparsa della cardiotossicita
collaterale. Infatti, 'uso di digitossina prevede che, a regime,
venga somministrata per 5 giorni a settimana (0,1 mg/die per
via orale), con due giorni di pausa per limitare il fenomeno
dell’accumulo.

A differenza dei glicosidi digitalici, i glicosidi dello strofanto,
come per esempio la ouabaina e la cimarina, non possono
essere somministrati per via orale in quanto scarsamente as-
sorbiti. Nel caso della ouabaina, lo scarso assorbimento per os
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¢ probabilmente dovuto alla sua bassa lipofilia, visto che rispet-
to agli altri glicosidi cardiaci presenta un maggior numero di
gruppi ossidrilici, quindi polari, nella porzione agliconica.
La bassa lipofilia della ouabaina fa si che questo farmaco
abbia un’azione molto rapida, immediatamente dopo la sua
somministrazione endovena, seppur di breve durata a cau-
sa della pronta eliminazione da parte dell’'organismo, tanto
che il suo uso pit comune ¢ limitato al trattamento d’emer-
genza delle crisi cardiache. Invece, nel caso della cimarina il
problema della scarsa biodisponibilita orale & costituito dal
fatto che tale molecola presenta una funzione aldeidica, che
¢ metabolicamente instabile e molto probabilmente subisce
una rapida trasformazione una volta assorbita dall’apparato
digerente.

Purtroppo l'indice terapeutico di questi farmaci ¢ piutto-
sto ridotto e, pertanto, il loro uso non ¢ completamente privo
di rischi di tossicita cardiaca, che puo portare all'insorgenza
di aritmie in alcuni casi anche fatali. La cardiotossicita &
legata al loro stesso meccanismo d’azione e si verifica quan-
do Peffetto farmacologico viene esaltato da un sovradosag-
gio, da fenomeni di accumulo oppure dall'ipersensibilita
individuale del paziente nei confronti del farmaco. Infatti,
quando i livelli intracellulari di Na* e Ca?* diventano trop-
po elevati, s’innescano delle aritmie incontrollate che carat-
terizzano l'intossicazione da digitalici. La contemporanea
somministrazione di diuretici (Paragrafo 30.2) aumenta la
probabilita che i glicosidi cardioattivi provochino aritmie
ventricolari maligne oppure blocco atrio-ventricolare, a
causa dell'ipokaliemia e dell'ipomagnesiemia generate da
questi farmaci. I casi d’intossicazione possono essere trat-
tati, oltre che con la sospensione della terapia, sommini-
strando sali di potassio e di magnesio, nonché agenti an-
ti-aritmici (lidocaina, fenitoina). Pill recentemente ¢ stato
sperimentato 'uso di anticorpi monoclonali di derivazione
animale (pecora, topo, etc.) selettivi per la digossina; tut-
tavia, 'uso di queste proteine esogene porta con sé degli
alti rischi di reazioni immunitarie da parte del paziente.
Attualmente sono in fase di studio dei possibili antagonisti
sintetici dei digitalici da utilizzare nelle intossicazioni, che
vadano a occupare il sito extracellulare della pompa Na*/
K*-ATPasi, in modo da impedire il legame con il farmaco,
ma che non blocchino in modo rilevante I'attivita di scam-
bio ionico dell’enzima.

Studi epidemiologici condotti fino ad oggi sull’utilizzo cli-
nico di questo tipo di farmaci hanno mostrato che, fra i vari
glicosidi inotropi usati nel trattamento cronico dell'insuffi-
cienza cardiaca, soltanto la digossina ha mostrato un’effettiva
riduzione della mortalita.

A parte 'indicazione terapeutica principale limitata alle
patologie cardiache sopra menzionate, esistono tuttavia altri
tipi di potenziali applicazioni cliniche di questa categoria di
farmaci, che vale la pena menzionare. Per esempio, la digos-
sina ha mostrato delle interessanti proprieta di attenuazione
della funzione infiammatoria leucocitica, che ne lascia pre-
supporre un uso nel trattamento di alcune patologie di origine
autoimmune. Inoltre, alcuni di questi derivati possono trovare
applicazioni nei confronti delle patologie oncologiche. Infatti,
in passato alcuni glicosidi cardioattivi sono stati sperimentati
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Figura 30.15 Struttura dell’oleandrina.

anche nel trattamento di forme cancerose, in particolar modo
I'oleandrina (Figura 30.15), che si ottiene principalmente
dalle foglie dell’oleandro (Nerium oleander). Questo glicosi-
de contiene una molecole di oleandrigenina come aglicone,
un cardenolide molto simile alla gitossigenina (vedi Figura
30.3), con 'unica differenza rappresentata dall’acetilazione
dell’ossidrile in posizione 16p. L’aglicone ¢ legato a un’unita
di 2,6-didesossi-3-O-metil-a-L-arabino-esopiranosio. L’ole-
andrina presenta un’attivita cardiaca inotropa inferiore a
quella dei glicosidi digitalici, pertanto non viene usata per il
trattamento dell’insufficienza cardiaca, mentre ha suscitato
molto interesse la sua azione antitumorale, che & comunque
presente anche nei glicosidi digitalici. La capacita di questo
tipo di composti di contrastare la proliferazione cellulare e
di promuovere 'apoptosi sembrerebbe risiedere in mecca-
nismi d’azione che prescindono dall’azione inibitoria sulla
pompa ionica Na*/K*-ATPasi (nonostante vada riconosciu-
to che quest’ultima & comunque particolarmente attiva in
cellule tumorali in rapido accrescimento). Infatti, si ipotizza
che questi composti abbiano anche delle proprieta “alchilan-
ti” dovute alla presenza dell’anello lattonico in posizione 17,
in cui il C=0 a,B-insaturo costituisce un accettore di Micha-
el. Questa ipotesi & supportata anche dall’evidenza che molte
molecole dotate di azione antiproliferativa e pro-apoptotica
contengono nella loro struttura dei gruppi accettori di Mi-
chael. Tuttavia, I'oleandrina presenta una tossicita piuttosto
elevata, pertanto attualmente un altro glicoside cardioatti-
vo meglio tollerato dall’organismo, come la digitossina, ¢ in
fase di studio quale potenziale agente antitumorale, sebbene
la sua reale efficacia non sia ancora stata pienamente dimo-
strata mediante studi clinici avanzati.

Infine, la digossina e altri glicosidi, come la ouabaina e
la proscillaridina, hanno mostrato di possedere un efficace
potere inibitorio nei confronti dell’espressione della pro-
teina HIF-1a (Hypoxia Inducible Factor la), un fattore di
trascrizione che favorisce la sovraespressione di proteine in
grado di supportare I'insorgenza e la progressione di pato-
logie cancerose. Infatti, in studi in vivo ¢ stato osservato che
questi glicosidi portano a una notevole riduzione della cre-
scita tumorale e, pertanto, sono stati proposti come possibili
farmaci aggiuntivi da utilizzare durante i trattamenti chemio-
terapici.

\l Accettore
1 di Michael
/

Farmaci inotropi non glicosidici

INIBITORI NON GLICOSIDICI DELLA POMPA NA*/K*-ATPAsI

Al di fuori della categoria dei glicosidi cardioattivi, esistono
pochissimi altri esempi di composti in grado di svolgere il
loro effetto inotropo positivo mediante inibizione della pom-
pa Na*/K*-ATPasi. Uno degli esempi pit significativi & costi-
tuito dall’istarossima (Figura 30.16).

Si tratta di un derivato steroideo in cui il carbonile in
posizione 3 & coinvolto nella formazione di una funzione
ossimica, la cui isomeria geometrica non ¢ stata risolta (si
usa infatti la miscela E/Z), portante una catena etilenica con
una porzione amminica terminale. L’'unico elemento che
questa molecola ha in comune con i farmaci glicosidici ¢ la
presenza di un nucleo steroideo, che tuttavia presenta mol-
tissime differenze rispetto alle porzioni agliconiche viste in
precedenza. Infatti, dal punto di vista dei gruppi funziona-
li, sono presenti porzioni chetoniche nelle posizioni 5 e 17,
manca completamente 'anello lattonico, non sono presenti
i sostituenti ossidrilici degli anelli C e D, e in posizione 3, al
posto dei raggruppamenti carboidratici, c’¢ la porzione os-
simica. Inoltre, il nucleo steroideo dell'istarossima & di tipo
androstanico, ovvero tutte le giunzioni fra gli anelli A-D
sono di geometria trans, mentre come visto in precedenza
(Figura 30.4), nei digitalici le giunzioni fra gli anelli A/B e
C/D sono di tipo cis, mentre 'unica giunzione trans & quel-
la fra gli anelli B/C. A causa di tutte queste macroscopiche
differenze strutturali, si pensa che le modalita d’interazione
dell’istarossima con la pompa ionica transmembrana siano

Giunzioni

trans
\ Me

Figura 30.16 Struttura dell’istarossima.
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Box 30.1 Trasferimento genico del gene di SERCA2

Un approccio efficace nel trattamento dell’insufficienza cardiaca consiste nell'indurre un effetto inotropo e lusitropo, mediante
un aumento del riassorbimento degli ioni calcio all'interno del reticolo sacroplasmatico, in modo da correggere I'alterata contra-
zione che si osserva in tali condizioni patologiche. Un intervento farmacologico di tipo classico & costituito dall’'uso di molecole
in grado di aumentare I'attivita della pompa SERCA2, utilizzando listarossima oppure donatori di nitrossile. Pii recentemente &
stato ipotizzato che un approccio biotecnologico mediante terapia genica possa aumentare I'attivita della suddetta pompa sarco-
plasmatica (Figura 30.1). Infatti, un trasferimento genico del gene umano che codifica per la SERCA2 puo portare a un'aumentata
espressione della pompa ionica, con conseguente incremento della ricaptazione di Ca** nel reticolo. Cio & stato realizzato in uno
studio clinico, attualmente (2011) in fase Il (denominato CUPID), su alcuni pazienti affetti da insufficienza cardiaca grave, cui &
stato effettuato un trasferimento genico mediante infusione intracoronarica, utilizzando come vettore un virus adeno-associato
(AAV) in cui e stato inserito il gene della SERCA2. | primi risultati ottenuti in questo studio hanno mostrato che i pazienti sottopo-
sti a questo tipo di terapia genica presentano dei notevoli miglioramenti nelle funzionalita sistolica e diastolica, nonché una mar-
cata riduzione delle aritmie precedentemente associate al loro grave stato patologico. Quindi i primi risultati ottenuti con questo
nuovo approccio sono estremamente promettenti, sebbene sussistano alcuni problemi correlati alla terapia genica in modo
inscindibile. Per esempio, la somministrazione del vettore genico di origine virale pud innescare delle reazioni immunologiche
oppure pud causare degli effetti tossici. Inoltre, I'entita e la durata dell’espressione genica di SERCA2 indotta dalla terapia non
sono facilmente controllabili. Allo scopo di migliorare questi aspetti che sono emersi dalle prime sperimentazioni cliniche, sono
attualmente allo studio dei virus di nuova generazione da usare come vettori genici privi degli effetti collaterali sopra menzionati.

fondamentalmente diverse da quelle ipotizzate per i derivati
glicosidici.

Inoltre, € stato dimostrato che I'istarossima ha un doppio
meccanismo d’azione (Figura 30.1): oltre a inibire I'ATPasi,
ha anche un effetto stimolatorio sull’isoforma 2 della Ca?*-
ATPasi del reticolo sarcoplasmatico (SERCA2), una protei-
na deputata al riassorbimento di ioni calcio nel reticolo sar-
coplasmatico contro gradiente, che quindi consuma energia
(ATP). Questo secondo tipo di meccanismo d’azione, non
previsto per i digitalici, migliora anche la fase di rilassamento
diastolico del cuore (effetto lusitropo), oltre a potenziarne
la contrazione sistolica come gli altri farmaci inotropi. Com-
plessivamente, quindi, i due effetti combinati svolgono un’a-
zione sinergica nel migliorare la funzionalita cardiaca nelle
sue due fasi di sistole e diastole (Box 30.1).

Tuttavia, studi clinici di fase II sull'istarossima sono stati
sospesi nel 2009 per motivi non pubblicamente noti. Attual-
mente ¢ ancora molto attiva la ricerca di agenti inotropi sin-
tetici che presentino dei migliori indici terapeutici rispetto ai
derivati glicosidici.

INIBITORI DELLA FOSFODIESTERASI 3 (PDE3)

Le fosfodiesterasi (PDE) sono degli enzimi che catalizzano
I'idrolisi di nucleotidi ciclici, come PAMP ciclico (cAMP) e
il GMP ciclico (cGMP), per trasformarli nella loro forma li-
neare inattiva. I nucleotidi ciclici sono generalmente dei me-
diatori che trasmettono il segnale di attivazione di recettori
accoppiati a proteine G a livello intracellulare. Al momento si
conoscono 11 famiglie di fosfodiesterasi umane (PDE1-11), le
quali sono responsabili dei processi di trasduzione coinvolti
in numerose funzioni fisiologiche. Dal punto di vista terapeu-
tico, le classi di PDE attualmente utilizzate come target far-
macologico da parte di inibitori specifici sono principalmente
la PDES5 (disfunzione erettile) e la PDE4 (patologie inflamma-
torie), oltre ovviamente all'isoforma coinvolta nelle patologie
cardiache trattata in questo capitolo, ovvero la PDE3.

Nel cuore, la PDE3 promuove l'idrolisi del cAMP, a sua
volta prodotto dall’adenilato ciclasi (AC) attivata a seguito
della stimolazione del recettore (3,-adrenergico (p,-AR), per
formare il nucleotide lineare inattivo AMP. La frazione di
cAMP che rimane attiva porta alla stimolazione della pro-
teina chinasi A (PKA), la quale va a fosforilare il canale del
calcio LTCC, aumentando di conseguenza il flusso di ioni
Ca?* verso l'interno della cellula (Figura 30.1). Questa se-
quenza porta ad avere un aumento di [Ca2*]; che, come visto
in precedenza, aumenta l'efficacia della contrazione del mio-
cardio. Poiché la PDE3 va a idrolizzare il mediatore attivo
cAMP, farmaci in grado di inibire questo enzima possono
potenziare la funzionalita cardiaca grazie a un aumento del
cAMP disponibile a trasdurre il segnale adrenergico. Da
questo punto di vista, gli inibitori della PDE3 sono prefe-
ribili rispetto ai farmaci agonisti del recettore adrenergico
B;-AR, poiché I'effetto inotropo di questi ultimi prevede co-
munque un maggiore aumento del consumo energetico da
parte del miocardiocita.

Oltre all’aumento della gittata cardiaca, gli inibitori
della PDE3 generano anche una benefica riduzione della
pressione arteriosa, grazie al fatto che la PDE3 ¢ presente
anche a livello della muscolatura liscia vascolare, in cui il
cAMP causa un rilasciamento delle fibre muscolari. Infatti
questi farmaci, come anche i f;-agonisti, vengono chiamati
inodilatatori grazie alla loro duplice azione inotropa e va-
sodilatatoria.

Gli inibitori della PDE3 possono essere suddivisi in due
categorie:

« inibitori nucleotidici;
« inibitori non nucleotidici.

Alla prima categoria appartiene la bucladesina, un inibi-
tore della PDE3 che si comporta come mimico del substra-
to naturale cAMP. Infatti, questa molecola si ottiene grazie
all'inserimento di due raggruppamenti butanoilici rispettiva-
mente sull’ossidrile in posizione 2’ della porzione di ribosio e
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