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o L'analisi strumentale nel controllo del farmaco "
=

£ Listtiviti analitics svolge un ruolo Fondamentale in tutte le fasi della realiz
ne di un farmaco: nella ricerea e nello sviluppo di una nuovs entith chimica,

1) Mentinh ¢ wrttura chiica;

2) omogeneitk e purezza finchisa It camteerizsarione dello sato salido);

3) meswdi di determinazione quantitativa;

A) sudi di seabilitd,

“Tuttl questi aspect] (ad della determinssione i sruttura) vengono

" nmulmunwgmﬂuammawm.mnmw

detti documenti di « Chemistry » da fornize alle sutorith sanitarie per otre-

e Pantorizzasione alla sperimentazione. elinica ¢ 1t

nmminnmuqumamomwnwmuw
u dispasizione la. stromentazione
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() oo L i e 1 sl e i bl et i
raclis del socio. Dimenien Mot Romss, 1413 Dicembee 1967,
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Per quanta riguards 1 pontl 2) € 3) s b il prodomiio delle recaiche cro-
matografiche, ingicme ai metodi - spettrofotomes potenziometricl ¢ & analisi
ermica. Pec detcrminare la puresza di un princigio auivo & ulle basacsi snche
sulla valitazioar quantitativa. el conteruto delle impurcase e sulls loro natura.
'A questo propesito & not s grunde Importanza che le sutorich sanitaric del pacsd
« Ingielsione. g evalota attrbolscono alls costaras del profily dele impucze
Yea 1 Jout d farmaco usati per lc prove farmeccrtossicologiche < quelli vt in
linka. Misogaa quindi verficare queni datl con. il massimo rigore, In questo
“ampo ha assuto wna premineaie fmportaniza |a cromurognaia liquida 4 presta-

Sanaesso 1a sostiuzione del saggio di tomicitl per aleuni farmacl antirumonali,
tta cal I dosorubicina, con Fanalisi HPLC, pid sccuraia e riproducie (11.
Quindi Vanallsi HPLC potscblic essere wata come unica metodo analitco;
infattl cssa costinuisce il sapgio d'identificasione (misora del tempo di ditenzione
in confronto a quello di uno sundand) ¢ permene In deseraninasione del contenar
10 di mpunezze € del titolo n confroato ad uno sundard di riferimenta  ttolo
noto, Qucsia i deve essere evitato, perché pub sssere Incautn o
Ia camiterizzazione analiiea su di un solo metoda, La
per ewsere. probante, deve risultare dallesame compar
insiemse, contribuiscono ul quadro complessive delle carnteristiche di una sestin-
2, Cost Uidentith, descrminata in base al tempo di ritenrione HPLG deve esscre
oasulidia da quella ottenar mediante le tecniche spettroscopiche; In patua
e il livello delle kmpurcrse, ouenute medinnte HPLG devano essere convalidate
wodinnte Puso di i metodi coomatografici, come cromatografis s atrilo sar-
dle (TLC, con fone  quamitarien e fia 10
carta, elettroforesi o amalisi termica; il titobo, determinato mediante HPLG contro
mdard, deve essere pasgonatn a quello ottenuto. speuroforometticamcate o po-
tensiometricamente. Tn definitiva & esseasiale l'asa combinato delle varie tecui-
che analitiche strumentall.

Coume risulta da quamo & stato deteo finors, parlare &i chimica snaliticn 0gg)
significa parlare di chimica andlitica strumentale: 8 questo proposita & widle: ricor-
dare che i vantags) delle tecnidhe strumentall, rispetio u quelle tradizionali, con-
sistono nel fatia che le informazioni snalitiche vengona ouenuts con magglors
rapiditd ¢ che il tipo di informazione Farnito. dallanalisl stramentale & diffiell-
ente ennibile, o addifitura imposshile onnere con le iecniche tradizionall

Negh uhimi annd sono satt compiutl ulterioei e decsvl progres sia in
termini di affermazione di move tecaiche che di migliormento di quelle gih note;
frccio sol pocki etempiz I cromatografia auida  prestazioi elevate (HPLC)
ot & diffusa sempre di pid, esendo rieltats indispensatile gravie lla o8 verss-
ilind in tutte Je fasi i ricerea ¢ di cmaceutici; si sta diffondendo la
Crormatograia. fonien che pemeni I desermaslone & tracee di ioal organicl ed
imorganicl, si seoe ulieriormente. potenziate: tecniche gi affermate come la spei-
tromettia di massa {con owove tecniche di fonirzasione blanda ¢ con Taccoppia-
imeato con la cromatoprafia ligquida), & come Is spettroscopla di risomams magae-
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sicn nucleare (con le tecniche bidimemsional, basme su_ inoumerevali tipi di se.
quenze dlmpals); u!mlhhmunvmumdlmmpuhudnbcln,rhmu
limiapo alla furaione di Iotegzator, ma eseuono digaost salle condizioni. cpe
rative degli serumenti ¢ ne ottimiceano § pasametri strumentali; s & arrivati alls
gostiane. computerizzata dcl dati del lboratocio di contzllo qualith. in medo da
seguire Fiter dei campioni dallaccestasione fiso alla memoriszmsione del risaltao
analitco fnale e alfemissione del cerifica 'l sone dispoaibili campio-

semplici

costosa ae # la gescione, la manutenzione <, sopru tutto, Faddestramento del per-
sonale in grado di wilizzaclo, Tnolte il sempre i tapkdo progresso tecalco rende
sempre pid rapidumente obcolete le apparecchisture, percid deve ewere ecrcitata
Ia massirn cura nela foro scela: infant] & dlimportanzs fondamenle sceglicre
sppascechistore adanc c, una wolta acquistate, wiilizzarle nel mode pi completa,
Diahira parte, il risparmio di tempo ¢ la qualith e quantich delle informszion
otienute banno un peso dererminante nellsssicurare il successo nelFattule situs-
sione di’ esasperata mmpnn}nne scientifica ¢ veenclogica

Un alito aspetio da tenere prescote & costituito dai recent sviluppi oells
tecnologla del DNA ricombinante {blotecnologin) per ottencrs sostanze dotate di
asivied furmacologies, La camsticrimszione delle sostme cosl ottenute, sccanto
:Jl: lu:mdx cromatografiche (HPLC o eletiroforesi) richizde tecniche biologiche,

imiche od immunologlche per deserminare Fattivith specificn < verificare
ll-mmnl {safety) delle sostarze; Inoltre & estremamenie importante la deter-
feasiane delle inpcerze, infate blsogna excludere la presensa i tcce di on-
. virts, micoplasl, proteine. mutate, pro-
, « conl via [2]. Anche in guesto campo
<% sparia per ulkerioni possibili applicazicol delle tecniche snalitiche strumental,
come, ad esemplo [2]:

— maggior wso di analisi HPLC per sastituire misure di attivied mediante
g biokogici in viso;

— Mappatua peptidica: mediante HPLC/spertromettia di nisa lnvece che
mediante elettroforesi su gel o HPLC;

— analisi sutomatizzats dells composizione e sequesen di carboidenti nelle
lisoproicine, per le quali sono possibill melteplici isomeri;

— spectromerri NMR piil sensibill per verificare Ja struttura ¢ la pusezza
delle proteine a livelli di picogrammi/ml;

— spettrometri di masws con fonlatlone s dissseotbimento di plascas
(%G} per euminure sostamse u pit elevato peso molesolare (1l Himite atruale
& 1200015000 daleon);

— maggior grado di sutomazione per tutie le tecaiche routinatie di biologia
malecolase.

Vengano presentate sleune apalicarionl, escguite peesso | nosted berncs,
delle teeniche strumental nells corateerizmazione di farmaci o di porenzial farmaci
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Prima & parlare della sperroncopia NMR ¢ della speurometris di massn,
che sono serza dubbio le pi sofisticate di sali iche, worrel soffermarmi
revemente. sullsnalisi rermica differcosiale (calorimerria d!ﬂmﬂlk enplon-

S
00-0<
wn antlinfiammatonio non steroideo, di cul Penantiomero 8, destrozousorio, &
ecponsabiie delFattivith farmscologics. Cosl, in buse of comportamanto alls fo-
sione del due cnantiomer! puri, del racemato ¢ di miscele irione inter-

4 composizione
Toedtis & stato possibile costruire {1 disgramma di fase . cul il ponto di fusicne
pib clevato di quelli degli enantiomeri puri [3] (Fig. 1}. Da
i :

dhmiuﬂ?l-cd-wﬁﬁd\iukhhm&aﬂnmmunwu;zm
dxdcwm:-mvnlndidmuwmﬂ:h,om:muindcﬂ\m
3 une Fase mabile chirale o d una fase suzionaria chirsle

della risonanza magnerics  niclesre
nella sisolzione del problemi sirututistici ¢ stercochimicl: Infard questa tecaica
possiede In cararterstics unica di fornire segnall virtualmente separaii per 1 sla-
o rucle] magnetici nosvequlvalent di ogal molecols.

Lapplicezione delle tecoiche bidimensionali (2DNMR) ha slreriormente in-

si vede Ia zons spetirale & campo pld clevaro di wn detivato antraciclinico [4]
pec <l bisognavs sublire Vorientazione degli ossideili nelle posizioni 3° ¢ 4°
dello mochezo. La ususle tecuics del disaccoppiamento selettivo aun pu esicre
spplicata poiché a 200 MHz § segali 3" e F13" 3000 pasialmente sovrap-
postl © VHA* & naseosto da) siseema A del metilene in 10. 11 probicona viene
tisolta dallesperimento. « omo nuclease 2D-] », Nella partc lnferiore della Figs-
2 4 vede 1 wcontour plot osia lo spettro bidimensionale: i piechi in
Fu (JEH)] sono. allineati sotto § rispetsivi valori di = chemical shift » riportatl
sullisse Fo, E' una rappecsentarione suggestiva ma non immediatamente lnter-
pretsbile. Le strutture del pischl che Interessana of vedono megio prendenda
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1 . Disgramms 4 fasc degli ensatiomest dellindopicos.

delle sezioni ai valori di frequenza Fi, ciod ai valol di « chemical shift» dei
protoni 3" e 3 (Figura 3). La differenta tra la traccia superiore e l'infesiore &
dovata sclo a manipolszionl masematiche dei datl soquiit. ncl esperimento i
Je. Coil Ia traccia superiote ha un disturbo pib clevato ma anche una
maggiore risoluzione. Su questi multipletti i misurano § valori delle costanti di
sccopplamento per H¥' ¢ per H-5' che permettono di attribuite e orienteziont
indicate dei sastiweni 3, 4 e 3.
Un altro esempio rignarda l'esperimento NOE-2D (Nocsy) che ha permcsso

tiscono sola per Ia stescochimica in 3. Le costaoti i sccopplamento vicindli non
son0 utili perché negli anelli peatastormiel le costanti vicinali cis e frams hanno
valori analoghi. Si & quindi effettusto un espesimento di Noesy: come & moto
Teffesra NOE s esescita tra nuclei vicini nello spario (distanas = 5 A) indipen-
dentemente dal umcro di legami tra 6t loro, In figura 4, su enirambi glf asl,
erinontale @ verticsle, sl ha lo spenro prowaico mentre simmelsicamente T
speto alla disgonale, che mostra ancors o speiiia projonics cOme « conour
plots sapo disposti | piechd di conzelazione tea | segaall dei prowoai vicini nello
apasio, Come si vede, in quesio fsomero i ba un piceo di coeelazione tra il







—

e s OHz

Jg-4=9.6Hz(d)
J5-6=62Hzig)

i
5 OHr

Fig 3 - Muliplertl procoricl onsemtl mediance Vespeaiioenio = oo secieare 3] »




Lo

8

E

yFE 883888388




— 13—

imetile in 4 ed il protone formilico in 3, il che indica che essi sono cir: infatti
Jn Joro distanza & tale da far 1 che exsi intersgiscano durante il processa di riles-
smento medisnte un meccaniama dipolodipolo, Si hasmo anche alri picchi di
s roio i, i . sl s 1753 deghcios o4 11 mamede
ts 1 4 = el il procone somero 1 ¢ qull n porone 7 dellal:
<cone: Per Valtro isomero (Figura 3) si notano ancora i piechi
ﬂm\nidllmhﬂkmi.mﬂ]{q_}hmdmumwc

L 5esEgEEEEELEY

Fig. 3 - Esperimento NMR « NOE2D » escpui) su 794235  rclesonsi:} ChormibarLoeritr
S ———
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FH in 7, Manca invece il picco di. corcelasione. v il metile In 4 o il protose
formilico 3, ara troppo loatani per contribaire. sl teciproco. rilssamento. del
rispettivi protoni, <he sano quindi frsas.

Vedismo iafine. (Figurs 6) un escmplo di HETCOR (correlasione - eseso-
ucleare) per ua derivato Blatiamico [5). Anche in guesto cwso i oitiens una
spetro. bidimensionale con gli spertrl del protooi ¢ def casboni sui due s
F, o Fs. La presenm dei picchi di correlatone permeute di correlare tea di oro
} segoali del protoni & degli stomi di carboaio direttamente legati ta loso ren-
dendo agevole Pautsibuzione di tutti | segnal

Lo spettrometria di massa & unsltra teenica stumennle il eui campo di
spplicasione & andato ampliandiel In. conseguena del contingi wiluppi. struet-
i, Todattl, se s prende ia esame Vaspetto delle tecaichc di jenizzasions, <i vede
the intzialiente era disponibile solo la Innizzazions per mpatta eletironko; ora

ﬁﬁ T T =T

T

Bx @0 =n IO m0 A0 mO WO K0 OHr
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Fig, & - Espticcoto NME « HETCOR » escgaivo i el (6R.75)7 <[ IRH ert b e
il e e 2 - hceles 4 catileto
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EHC o 20mA.

Fig. 7'~ Speters di ansiaa con oniimszioee FD 4l Aovorsbicies.

BB i 15 s oalidiih perché olfie 1 segicatl viniages

— il basso livello di encrgin interna d i generaii mediante FD 4
Mowo a buca Tl d; frvomcntasion = qubdi ot moleccel . clrers
intensith;

— 3 b un elevato ripport tra segnale & disturbo di fondo grasde sl busso
valore di gquestultimo;

— s ba scarsa contaminasion della soegente.

Tornando alke antracicline, ¥d detta che per quee sostamre la

wllriull&] Nells Figura 7 si vede lo spertro di doxorubicina con una corrente
to del filamento di 20 mA; n!ueslﬁmmlmﬂn!dhnmpb

;u.am,'z 414 (aglicone), 378 (7.9:bi Tugliccae

mente aromatizzato con In catena glicoloilica n posizione 9) & 336 dalton ﬂ'ldl
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40 con Possidrle: In poslaione 9. L'ntensisd dei frammenti m
menta ll'sumentare dells corrinte di riscaldamento del flamento, menize sl ha
uns concomitaae diminazione dello fane molesolase cbé coafezma 1t loro oripine

temmica [6]
Nella Figurs 8 si vedooo le struriure dei frammenti diagnostici: lo fone &
cortsponde alfaglicons le perdite sccenive a scqua ¢ di BeH o di HiO ¢ di
[vamerite ne d deriva dallo fone: mi-al-t

part
loilica in 9 ¢ di Jo koae ad m/z 483 per Ia doxorubicina,

Nells Figurn 9 5 vede lo spettro i massa FID del metiletese del ghucuro-
uide dlls epirubicing (4'epidoxorubicing): il ghicuronide & stato isolaro dalle
wrine di parienti mattati con epirubiciaa (71. Questo risuliato & significative
peccht  tatta del primo caso in cul & stao ol come. metsbolia di ualanra:
ciclina un coniapata glicoscaidico allamminosucchero. Lorestarione equatorisle
defffossidsile in 4 della eprubicing & la ceusa del suo diverso andameato meta-
balico in confronto alls doxorubicina, La formazione di quantith significative di
lucuronatl (¢ stato isalato anche il glucaronato della 13-diidro-epirubicina) rap.
presenta un meceanismo di- detossificasione tipico dlla. cpirubicioa, che coeri-

Fig. & - Schema i frssmentusione dele sotraceline medianee Soniszssione FD.

=
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Fig. ¥ - Spetun 5 masea con iomizuszione FD dellestere metiin dells 410D plucumnil)

ok e T wace tomidth ot el v Ik it

. Vimportanza secentemcate assunts dalla fonizzasions FAB. che consiste

mellenergizzare il campione, in soluzione o sospensione di glicerolor con akomi

neutrl di Xenon, sbbismo spplicato questa tecniea alle antracicline. Nella pare

superiore della Figura 10 si ha lo spettro di massa degli ioni positivi di deono-

ubicios: o jane molecolare M & assente e o ione MH® non & molto intenso;

Tandimento della frammentusione (Figura 11) mostra vacidziond signifcaive -
i .

el, e2, fI od f2. Nella regione delle masse inferiori st hanoa sl wiili picchi
derivanii dalla daunossmmina: quello ad m/z 148 comispende allo suechero pro-
tonato; perdite successive di HiO ed NHy danao gli ionf 130 ¢ 113. Nello spentro
i massa FAB ad fonl negarivi, di cul i vede come esempio qocllo della dowo-
rubicins (Figura 12), Jo looe molecolire M~ ha intensicd simile # quello dello
Jome MH* nello spettro degli foni positivi; d'altra parte ln frammentazione & al-
quanen ridotta e sonn presenti sola foni intens sorrispondenti all'sglicone snaa

un atomo di ossigeno (m/s 398) ¢ senaa wna molscols SHO (m/z 396). Man-

i il SR /W o e T A ot e el

sBﬂmln e da quelli dimersrione del glicerolo con gl foni clorura derivantl
dall'scido cloridrico delle antracicline (m/z 127, 129, 219 ¢ 221). Sia :\ql spettri




Fig. 10 - Spuiaed &1 masea con leairmarione. FAB i dosorcbicias; ) loai postivl; 16) Sont
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Fig. 11 - Schema i frammessuicen delle aniriciline mediscte inimmarions FAB.
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- Specari di mam con sonimarioee FAB i druoorubicna: (s} joni postint; b) koni

4 lond positvi che negaivi la frammentaziooe & pib catesa che in FD; percid la
onimrione FAD 2 e st di quell D pes decerioase | posl oot

delle amracicline, mumava fornisce utili informazioni sirutturali & pauo che s
registring gl speteri sia degll ool positvi che i quelli ncgativ, che fomiscono.
Inke plementari.

Abblans,soplae (8] vak tcriche ] ozsions b deoud &l
dimamicina A, ua oligopeptide pirmolicn naturale dotsto di artivith ancivirale, che
forman complessi revecsbill col DNA. (affinith per Je sequemme A-T) (Fig. 13). Anche

Nel cuso delln ianirzazione FD della distamicioa A (Figuta 14) | frammenti pit
intensi derivano dalla perdita di NHy e dalln perdita della eatenn latesale propio-
deflo ione molecolare. Lo spettrs FD & dominato da frammenti di
origine termica ¢ la libilish della molecols appare dovota sl residuo amaidinico,
Lo spertro FAB. degli ol posicivi (Figura 13) foruisce informazion pln hiar .u
peso molecolare; infatci o ione molecolsre protonsto & if pieca buse
i (MENTRT™ & bt & 4 i st X i et d.n-
rotturs del legami peptidici, come gl osservat negli spettri FAB di oligopeptidi.
Non si hunno effett termici < la frammentazione ha andamento repolare
E' suto registrato anche ko spettro DCT (desorption chemical jonizstion: si
opers depositando su un filamento di tuagstens Ia soluzicoe memaolica della so-
stanza ¢ riscaldando nella sorgente dello spetrrometro di masss in presenza di un
45 reapente (ammonisca o schotano]). Tn Figura 16 =i vede lo spetira DCL che
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Fig 13 - Sirusrors & disuamicion A
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& simile 8 quello FD; gli foni & 429 ¢ 411 dalton sono molto Inteas! ed indicasn
‘che 1 frammentarione ha origine termica. Lurica differenzs & che s hanno ad-

wddonti
.mhumdmA:edamul.hwn:;-lm\'nnodlq\mmrvllnp«k
Ia ioniszazione FAB 3 plii urlle per determinare il peso molecolare
pesché gl ot molecolri sono intens ¢ 1s frammentazione dovata a cffend ter-
el @ scarsa. La fonizazione FD e quella DCI tono invece plii convenienti, grazie
alla pid estess frammentazione, quando sona richieste strueurall,

Cathaycn 4 whow o o

X ts CX R

Fig. 13 . Spenm i maaa con lnizsaioon FAB. & distaicien A,
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Flg. 16 - Spenro di massa com nolzsasione DCI & distamicion A

Concludo ricordsndo che se & vero che le singale ecaiche strumentali hanno
potenalalith gnormi, & solo mediantc il lor uso combinata che si possano affron-
tatc ¢ risolvere i problemi pils complesei che 3i incontrano nello studio ¢ acl cone
trollo dei farmaci.
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