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1. Introduzione al Lavoro di Maturita

Il tema che ho scelto come lavoro di Maturita é centrato sulla molecola del cortisone. Ho scelto
questo tema, perché qualche tempo fa ho dovuto sottopormi ad una breve terapia a base di cortisone
per curare un problema di allergia al polline. In occasione del trattamento terapico, ho voluto
approfondire le mie conoscenze sul principio attivo del medicamento facendo capo ad alcuni libri*,
che trattavano in modo specifico la storia riguardante la scoperta e lo sviluppo di questo farmaco,
nonché gli effetti che lo stesso ha sui pazienti. La storia del cortisone, che ho poi messo sotto forma
di una “linea del tempo”, mi ha da subito particolarmente affascinato. Il cortisone, come osservato
in entrambi i libri di mio interesse, ha difatti modificato radicalmente i concetti fondanti della teoria
medica e ha contribuito in modo significativo a creare le basi della ricerca in campo medico e
scientifico. Nelle ricerche sul cortisone si trova traccia della visione dell’uomo come organismo?,
infatti la scoperta e la sintesi biochimica di questo ormone delle ghiandole surrenali, ha permesso di
costruire un modello del nostro corpo, come sistema autonomo in grado di autoregolarsi attraverso
stimoli ormonali che provocano risposte funzionali nei tessuti bersaglio.

I 40 anni di terapia a base di cortisone sono un esempio di riferimento per lo sviluppo delle terapie
moderne. In nessun’altra ricerca medica di alto livello si &€ mai constatato un interesse, anche da
parte di persone che non lavorano in ambito scientifico, cosi ampio come per questa scoperta
(Hazen, 1980, 57, no. 4). Nessun altro gruppo di medicamenti ha offerto a medici, scienziati e
industrie farmaceutiche una cosi grande opportunita di ricerca come nel caso dei corticosteroidi
(Kaiser e Klinkenberg, 1988, 56). E nessun altro medicamento ha salvato e salvera cosi tante vite
umane come il cortisone, riportando quest’ultime a poter continuare una vita dignitosa e felice
(Kaiser e Klinkenberg, 1988, 152). Purtroppo, come riferisce lo stesso libro, il farmaco viene ancora
adesso temuto e criticato da molti pazienti per i suoi effetti collaterali. La grande importanza
storica, etica e scientifica che ha avuto il cortisone in molti settori mi ha stimolato ad esplorare
questo interessante tema sia nel suo ambito storico, in quello etico e in quello scientifico.

Per questo motivo, con questo lavoro di Maturita, attraverso la “linea del tempo” che ho pubblicato
in rete, ho voluto inoltre illustrare come agli inizi degli anni cinquanta e sessanta si € assistito a un
vero boom della produzione e dell’uso terapeutico del cortisone, e come ci si sia impegnati per
ridurre i rischi che pud comportare una terapia a base di cortisone. Per far si che vi siano delle
condizioni che riducano la paura per il cortisone e che quindi possano favorire una terapia a base di
cortisone in modo responsabile e cosciente, bisogna che il paziente sia informato su tutti i vantaggi
e gli svantaggi che questo tipo di terapia comporta. In questo senso, il mio intento & pure che il
pubblico venga interessato e sensibilizzato a questo tema. Per questo scopo ho scelto anche delle
modalita di comunicazione (il video su Youtube e la “linea del tempo” su Timeglider) accessibili in
rete da persone che hanno un interesse e che vogliono approfondire questo affascinante tema.

Oltre alla sua storia, ho anche approfondito uno dei passaggi fondamentali per la sintesi del
cortisone in laboratorio. Purtroppo, pur essendo interessato alla sua molecola non mi é stato
possibile, data la complessita della sintesi del farmaco, di sperimentare in laboratorio la sua
produzione. Per questo motivo la mia attenzione si e ristretta a un passaggio cruciale nella storia
della produzione industriale del cortisone. Per mezzo dell’esperienza che ho realizzato in
laboratorio (e della quale ho anche dato un resoconto con un video) ho riprodotto una delle reazioni
principali per la sintesi del cortisone adottata dalla maggior parte delle industrie farmaceutiche a
partire dagli anni della sua scoperta. Questa tappa cruciale del processo di sintesi del cortisone e

! Kaiser e Klinkenberg 1988, Haller 2012.

% Inteso come “essere vivente, animale o vegetale, dotato di una propria forma specifica, di struttura cellulare, e
costituito da un insieme di organi interdipendenti e in relazione funzionale tale da renderlo capace di vivere
autonomamente, cio¢ di conservare ed eventualmente reintegrare la propria forma, e di riprodursi.” («Organismo in
Vocabolario — Treccani» 2014)
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stata sviluppata grazie all’esperimento datato 1952, nel corso del quale lo scienziato D.H. Peterson
scopri un fungo capace di convertire il progesterone in 11- -idrossiprogesterone, sostanza dalla
quale con successive trasformazioni si puo ottenere il cortisone.

Lo scopo finale che spero di ottenere con il mio lavoro di Maturita é che - tramite la divulgazione
dei miei approfondimenti pubblicati in rete e riguardanti 1’esplorazione storica della scoperta, della
sintesi e dell’applicazione del cortisone, nonché lo studio sperimentale di un passaggio chiave della
sintesi del cortisone - possa anche contribuire ad aumentare la sensibilizzazione e I’interesse nei
confronti del tema controverso che riguarda I’uso di questo ormone.

2. Esperimento

L’idrossilazione microbiologica del progesterone

2.1. Introduzione®

Verso gli inizi degli anni 40 si erano gia isolati almeno 26 corticosteroidi dalla corteccia delle
ghiandole surrenali. Questi ormoni hanno in comune una parte della molecola, detto nucleo
steroideo (o nucleo ciclopentanoperidrofenantrene, figura 1).

Fig. 1: Nucleo steroideo o nucleo ciclopentanoperidrofenantrene.

Siccome in una tonnellata di ghiandole surrenali vi sono solo pochi milligrammi di ognuno di questi
composti, I’estrazione di questi ormoni dalle ghiandole non permetteva concretamente di testarne le
proprieta terapeutiche. Era pertanto necessario dover sintetizzare queste sostanze per poter avviare
delle ricerche riguardanti le loro potenzialita terapeutiche. Nel 1938 Tadeusz Rechstein aveva
sintetizzato 1’1 1-desossicorticosterone (figura 2), mettendo cosi a disposizione questa sostanza
come farmaco per il trattamento del morbo di Addison.

3 Introduzione tratta e modificata da;: Hazen 1980.
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Fig. 2: Struttura molecolare dell'11-desossicorticosterone.

Agli inizi degli anni *40 gli sforzi della ricerca puntarono verso la sintesi dell’11-cheto analogo
dell’11-desossicorticosterone. Questo composto fu isolato per la prima volta da Edward C. Kendall,

il quale lo chiamo “composto A” (figura 3).

CH20H

O

Fig. 3: Struttura molecolare del "composto A",

Il prodotto sintetico venne prodotto durante il periodo bellico per mezzo di una sintesi con 30
passaggi. Ma solo nel 1946 la ditta farmaceutica Merck & Co. riusci ad ottenere 100 g dell’11-
deidrocorticosterone. Nel 1944, Lewis H. Sarrett della ditta Merck riusci a sintetizzare il 17-
idrossilato analogo al composto A sintetizzato da Kendall, chiamato cortisone (figura 4).
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Fig. 4: Struttura molecolare del cortisone.

Nel 1948 si avevano a disposizione 5 g di cortisone per testare le applicazioni terapeutiche. Il
cortisone risulto efficace per il trattamento di diverse malattie. Per questo motivo gran parte delle
compagnie farmaceutiche s’impegnarono nello sviluppo di vie di sintesi economiche per la
produzione di composti analoghi al cortisone, ma caratterizzati da effetti collaterali pit contenuti e
da maggiore efficacia. In questa vasta e complessa ricerca farmaceutica, la nostra attenzione € qui
focalizzata unicamente su una tappa chiave per lo sviluppo dei farmaci steroidei, ossia
I’introduzione nel nucleo steroideo dell’ossigeno in posizione C-11. La ricerca riguardante lo
sviluppo di questa tappa si concentro dapprima sulla sintesi dell’11-deidrocorticosterone. Infatti nel
1944 si riusci a completare una via di sintesi a 11 tappe che a partire dall’acido desossicolico (figura
5), un acido biliare, portava all’11-deidrocorticosterone e da questo composto, per mezzo di altre 19
tappe, al cortisone.

OH

COOH

HO

Fig. 5: Struttura molecolare dell'acido desossicolico.

Nel 1948, per ottenere 1 kg di cortisone era necessario trasformare 600 kg di acido desossicolico.
Nel 1966, anno in cui la Merck abbandono il processo bastavano 4 kg di acido desossicolico. Un
approccio diverso dall’uso dell’acido biliare consistette nel trovare un composto naturale
abbondante ossigenato al C-11. Nel 1948 A. Katz identifico un composto con tali proprieta nel
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composto sarmentogenina (figura 6), ma le piante, nelle quali tale composto era presente, ne
contenevano quantita troppo ridotte.
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Fig. 6: Struttura molecolare della sarmentogenina.

Pero gia dal 1937 era noto che certe forme di lieviti potevano ossidare e ridurre gli steroidi. Fu cosi
che all’inizio degli anni ‘50, molti ricercatori chimici iniziarono a guardare agli enzimi come
possibili catalizzatori di reazioni chimiche sofisticate. Nel 1952, D.H. Peterson e altri ricercatori
della ditta Upjohn Company (Kalamazoo, Michigan, USA) scoprirono un microrganismo capace di
idrossilare il carbonio C-11. Utilizzando una cultura del fungo Rhizopus arrhizus o nigricans, il
gruppo di Peterson riusci per la prima volta a convertire il progesterone in 11- -idrossiprogesterone
(figura 7) con una resa del 90%.

CH3

Rhizopus nigricans H

—>

Fig. 7: Conversione del progesterone nell’11-alfa-idrossiprogesterone mediante il fungo Rhizopus nigricans.

Fu cosi che un’unica reazione catalizzata biologicamente, realizzata a 27 ° C, senza far uso di
prodotti chimici corrosivi o senza applicare alte pressioni riusci a soppiantare tutte le sintesi
scoperte grazie alle grandi imprese chimiche di quegli anni. Questa scoperta risolse il problema
dell’ossigenazione del carbonio C-11, proponendo un metodo da costi di produzione bassi che
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nessun altro metodo poteva allora raggiungere.

L’obiettivo di questo esperimento ¢ di sintetizzare 1’11- -idrossiprogesterone a partire dal
progesterone mediante 1’uso del fungo Rhizopus nigricans, riprendendo cosi 1’esperimento originale
di Peterson (1952) e realizzandolo in base alla procedura fornita da VVolker (1977). La resa prevista
da Volker é circa del 20%. Facendo quindi reagire 10 mg di progesterone si dovrebbero ottenere
circa2mgdi 11- -idrossiprogesterone. Nella prospettiva di ottenere una quantita sufficiente di
prodotto per le ipotizzate analisi con le varie tecniche di laboratorio (TLC, spettrofotometria IR, e
gascromatografia GC/spettrometria di massa MS) e tenendo conto che, trattandosi di un primo
tentativo, si rischia di perdere parte del prodotto nel processo di purificazione, abbiamo deciso di
replicare la sintesi con 10 diverse colture del fungo. In questo modo si dovrebbero ottenere circa 20
mg di prodotto utilizzabili per le varie analisi. Oltre a cio, per verificare che non vi siano state delle
contaminazioni durante I’attivita di laboratorio, abbiamo eseguito 4 prove in bianco. Inoltre é stata
introdotta una modifica al protocollo del documento originale di VVolker. In alternativa al nutriente
proposto da Volker (e ora non piu in uso) abbiamo usato un nutriente facile da preparare, ossia lo
Yeast Extract Peptone Dextrose (YEPD).

2.2. Materiali e metodi

La cromatografia su strato sottile TLC (Thin Layer Chromatograpy)

La cromatografia su strato sottile o TLC, e una tecnica cromatografica di semplice preparazione e
rapida esecuzione; questo la rende particolarmente adatta per I'esecuzione di valutazioni qualitative
0 semi-quantitative, nonché per seguire una reazione chimica durante il suo svolgersi. Come tutte le
cromatografie, si basa sulla diversa ripartizione di sostanze differenti tra una fase stazionaria e una
fase mobile, in funzione dell'affinita di ogni sostanza con esse. La fase stazionaria & generalmente
formata da uno strato dallo spessore uniforme di circa 0,5 mm di materiale adsorbente che puo
essere gel di silice*, allumina, cellulosa in polvere, a seconda dell'applicazione richiesta. La fase
mobile invece, & un solvente opportunamente scelto (o una miscela di solventi), anche chiamato
eluente, capace di separare i componenti della miscela da analizzare grazie alla sua differente
affinita rispetto alle molecole presenti nel campione.

Per effetto di capillarita il solvente sale lungo la lastra, trascinando con sé in maniera differente i
componenti della miscela della soluzione, separandoli. La risalita del solvente puo durare da una
decina di minuti ad oltre un'ora. Qualora non sia possibile osservare direttamente le macchie di
campione sulla superficie della lastrina, si puo ricorrere all'osservazione sotto luce ultravioletta UV
(in questo caso cerchiare con una matita la traccia) o alla reazione con reagenti che sviluppano
composti colorati, tra cui lo iodio. Per evidenziare genericamente composti organici, si usa anche
spruzzare le lastre con una soluzione concentrata di acido solforico che, carbonizzando i composti
organici, lascia degli aloni neri.

Procedimento

1 Preparare la miscela di eluizione, aggiungendo (con un rapporto 1:1 V:V) 10 mL di
tetraclorometano CCl, e 10 mL di acetato di etile C4HgO- (le quantita possono essere
modificate, in base a quante TLC bisogna eseguire).

4 Nel nostro caso sul gel di silice & fissata una sostanza che emette una fluorescenza di colore verde quando illuminata
con luce UV di lunghezza d’onda di 254 nm. La sostanza fluorescente funge da indicatore, perché nel caso sul gel di
silice sia presente una sostanza, la zona dove si trova il campione appare scura su un fondo verde.


http://it.wikipedia.org/wiki/Cromatografia
http://it.wikipedia.org/wiki/Reazione_chimica
http://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Adsorbente&action=edit&redlink=1
http://it.wikipedia.org/wiki/Gel_di_silice
http://it.wikipedia.org/wiki/Allumina
http://it.wikipedia.org/wiki/Cellulosa
http://it.wikipedia.org/wiki/Capillarit%C3%A0
http://it.wikipedia.org/wiki/Radiazione_ultravioletta
http://it.wikipedia.org/wiki/Reazione_chimica
http://it.wikipedia.org/wiki/Iodio
http://it.wikipedia.org/wiki/Acido_solforico
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1 Versare la miscela di eluizione in una vaschetta cromatografica (formando uno strato alto circa
1 cm), in seguito chiuderla con I’apposito coperchio.

Ritagliare con le forbici una lastra cromatografica TLC di circa 10 x 10 cm.

Tracciare con una matita e un righello una linea leggera a 1-1,5 cm dal bordo inferiore e
indicare con dei punti i punti di applicazione del campione.

Depositare con una micro pipetta, la soluzione sui punti precedentemente disegnati.

Immergere la parte inferiore della lastra nella vaschetta cromatografica e lasciar migrare
I’eluente fino a 0,5-1 cm dal bordo superiore.

1 Togliere la lastra e segnare immediatamente a matita la posizione raggiunta dall’eluente.

= =4

= =4

Laboratorio microbiologico svolto presso il Laboratorio di Microbiologia Applicata
della SUPSI

Preparazione del nutriente medio

Per preparare il brodo di coltura ho disciolto in un becher 65 g di YEPD® (10 g di estratto di lievito,

20 g di peptoni, 20 g di glucosio, 15 g di agar) in acqua demineralizzata sufficiente per preparare 1,0
L di brodo. Mediante una pipetta graduata da 50 mL sterile ho versato 50 mL di YEPD in una beuta
da 250 mL. Ho ripetuto la procedura con altre 13 beute da 250 mL. In seguito ho chiuso le beute con
un tappo di cotone, lasciando sporgere una parte del tappo in modo da poterlo rimuovere facilmente.

Crescita del microrganismo

Prima inoculazione ore 11,00 del 23.06.2014

Mediante un ciclo inoculo ho trasferito un “batuffolo” di micelio fungino dalla cultura su terreno
solido di Rhizopus nigricans® nel terreno liquido di una delle 14 beute da 250 mL. Ho ripetuto la
procedura con altre 4 beute da 250 mL e con altre 2 beute da 250 mL che fungono da prova in
bianco. Durante 1’inoculazione ho prestato molta attenzione nell’aprire le beute solo per un breve
periodo, cosi da evitare che il tappo di cotone venisse contaminato. Infine ho scaldato con cautela il
collo delle beute dopo 1’apertura con un bruciatore, in modo da sterilizzarle temporaneamente.

Seconda inoculazione ore 15,00 del 23.06.2014

Mediante un ciclo inoculo ho trasferito un “batuffolo” di micelio fungino dalla cultura su terreno
solido di Rhizopus nigricans nel terreno liquido di una delle rimanenti 7 beute da 250 mL. Ho
ripetuto la procedura con altre 4 beute da 250 mL e con altre 2 beute da 250 mL che fungono
anch’esse da prova in bianco. Anche in questo caso ho fatto molta attenzione durante 1’inoculazione.

Terminata I’operazione ho posto le 14 beute da 250 mL contenenti i brodi di coltura inoculati su un
agitatore circolare per 24 ore a temperatura ambiente. Durante la crescita ho osservato che le

5 YEPD (yeast extract peptone dextrose) & un terreno di coltura liquido completo per la crescita di funghi. Contiene
estratto di lievito, peptoni, acqua bidistillata, e glucosio o destrosio. Puo essere utilizzato come mezzo solido includendo
agar. L'estratto di lievito in genere contiene tutti gli aminoacidi necessari per la crescita.

6 Rhizopus nigricans & una delle circa 50 specie di funghi (ed anche la piti comune) della famiglia Rhizopus. E
comunemente noto come muffa del pane e si trova sul cibo avariato, nei terreni e anche nelle cassette di sabbia per
bambini. Dispersi in clima caldo e secco, le spore contengono proteine allergeniche con 31 allergeni distinti, che
possono produrre problemi respiratori e nasali (per esempio tosse cronica, dispnea, senso di costrizione toracica, catarro
cronico e rinite allergica). Quindi bisogna prestare attenzione, prendendo le giuste precauzioni.
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dimensioni del fungo aumentavano in breve tempo, andando ad occupare tutto lo spazio dove &
presente il brodo di cultura nella beuta da 250 mL. Inizialmente il fungo ha formato dei filamenti,
presumibilmente delle spore, che durante la rotazione si sono compattate per formare un'unica
colonia fungina. Grazie ai movimenti rotatori dell’agitatore, ho notato che la colonia fungina si
presentava in forma sferica.

L’idrossilazione microbiologica del progesterone

In una mini provetta ho sciolto 110 mg di progesterone’ in 4.4 mL di N,N- dimetilformammide
C3H;NO®.

Prima aggiunta del progesterone ore 9,00 del 24.06.2014

Mediante una micro pipetta ho aggiunto 0.4 mL della soluzione di progesterone e N,N-
dimetilformammide C3H;NO a ogni miscuglio delle primo gruppo di 5 beute. Inoltre ho aggiunto 0.4
mL di N,N- dimetilformammide C3H;NO alla seconda prova in bianco, cosi da avere nella beuta
della prima prova in bianco solo lo YEPD e il fungo.

Seconda aggiunta del progesterone ore 17,00 del 24.06.2014

Mediante una micro pipetta ho aggiunto 0.4 mL della soluzione di progesterone e N,N-
dimetilformammide C3H;NO a ogni miscuglio del secondo gruppo di 5 beute. Inoltre ho aggiunto 0.4
mL di N,N- dimetilformammide C3H;NO alla quarta prova in bianco, cosi da avere nella beuta della
terza prova in bianco solo lo YEPD e il fungo.

Terminata I’operazione ho posto le 14 beute su un agitatore circolare per 24 ore a temperatura
ambiente, per una completa conversione del reagente.

Monitoraggio della trasformazione del progesterone dalle ore 9,00 alle ore 17,00 del 24.06.2014
Ad ogni ora, ho estratto dei campioni da 200 pL con una micro pipetta dal brodo di coltura da 2 delle
prime 5 beute di coltura e dalle prime 2 prove in bianco. | campioni prelevati sono stati conservati
nelle provette Eppendorf fino al momento di eseguire la TLC.

Alle ore 17.00 del 24.06.2014
Per I’esecuzione della prima TLC?, ho ritagliato 2 lastre di gel di silice fluorescente per TLC e ho
poi caricato con una micro pipetta i campioni sin qui prelevati sulle 2 lastre. Ho versato nella

" Sospettato di provocare il cancro. Proteggersi in modo adeguato ed apportare le giuste precauzioni.

Progesterone Calbiochem (Part of Merck) Artikelnummer: 5341 — 25.

® Questo composto organico & nocivo per inalazione e per contatto con la pelle. Inoltre & irritante per gli occhi. Il liquido
e i vapori sono infiammabili, per questo si consiglia di indossare indumenti per proteggere il corpo e in caso di contatto
risciaquare la parte contaminata e rivolgersi ad un medico.

N,N-Dimethylformamid EMPARTA® 1 * 1 | (MERCK (MDA) INCL SCHUCHARDT) Artikelnummer: 1.03034.1000.

9 TLC (Thin Layer Chromatography, cromatografia su strato sottile) & una tecnica cromatografica di semplice
preparazione e rapida esecuzione. Cio la rende particolarmente adatta per I'esecuzione di valutazioni qualitative o semi-
quantitative, nonché per seguire una reazione chimica durante il suo svolgersi. Per realizzare la TLC, utilizzare delle
piastre di gel di silice fluorescente e una miscela 1:1 V:V di tetraclorometano CCl, e un eluente (o fase mobile) di
acetato di etile C4HgO,, e un rilevatore di raggi UV. Se necessario, le proporzioni dei due solventi possono essere
regolate a seconda dell'attivita della fase stazionaria. Attenzione, maneggiare con cura! Questo composti organici
possono causare bruciore e irritare il sistema respiratorio. Pertanto indossare degli indumenti di protezione e in caso di
contatto con gli occhi, risciacquare subito con acqua e curare medicalmente. In caso di incidente, chiedere subito un
aiuto medico.

TLC Silica gel 60 F254_Multiformat vorgeritzt auf 5 x 10 cm 25 Glasplatten 20 x20 cm 1 * 25 ST (MERCK (MDA)
INCL SCHUCHARDT) Artikelnummer: 1.05620.0001

TETRACHLOROMETHANE 100 NG/puL 1 *1 ml (EHRENSTORFER GMBH) Artikelnummer: EHERXA17359500ME

10


https://ch.vwr.com/app/catalog/Product?article_number=1.03034.1000
http://it.wikipedia.org/wiki/Cromatografia
http://it.wikipedia.org/wiki/Reazione_chimica
https://ch.vwr.com/app/catalog/Product?article_number=1.05620.0001
https://ch.vwr.com/app/catalog/Product?article_number=EHERXA17359500ME
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vaschetta cromatografica 20 mL di eluente (composto da 10 mL di tetraclorometano CCl, e 10 mL
di acetato di etile C4HgO- in rapporto 1:1 V/V). Ho collocato le 2 lastre nella vasca cromatografica
e ho lasciato migrare I'eluente fino a circa 1 cm dal bordo superiore. Infine ho osservato le 2 lastre
sotto una lampada UV.

Alle ore 9,00 del 25.06.2014

Mediante una micropipetta ho prelevato per 1’ultima volta 200 pL dal brodo di coltura da 2 delle
prime 5 beute e dalle prime 2 prove in bianco, in questo modo posso verificare se effettivamente tutto
il progesterone é stato trasformato. Inoltre ho eseguito la seconda TLC applicando con una
micropipetta 1’ultimo campionamento ¢ 3 pL di progesterone disciolto in N,N- dimetilformammide
C3H;NO come riferimento del punto di migrazione di questo composto puro, su due lastre di gel di
silice fluorescente.

Dalle ore 9,00 alle ore 15,00 del 25.06.2014

Ogni ora ho estratto dei campioni da 200 pL con una micropipetta dal brodo di coltura da 2 delle
ultime 5 beute di coltura e dalle ultime 2 prove in bianco, che mi hanno permesso in seguito di
monitorare tramite TLC la reazione, cosi da verificare se tutto il progesterone é stato effettivamente
trasformato.

Alle ore 15,00 del 25.06.2014
Ho eseguito la terza TLC utilizzando i nuovi campioni prelevati, applicando quest’ultimi sempre con
una micropipetta su due lastre di gel di silice fluorescente.

Quando la reazione era stata completata, per le prime 5 beute e di conseguenza per le ultime 5 beute,
ho filtrato, tramite filtrazione gravitazionale, il brodo di coltura, in 2 bottiglie separate (dividendo le
prime 5 beute dalle altre 5) da 500 mL. Ho quindi separato il liquido dal micelio fungino, il quale &
stato pressato con una bacchetta di vetro, contro il filtro di carta, in modo da disidratarlo
parzialmente. Per le 4 prove in bianco, ho filtrato, tramite filtrazione gravitazionale, il brodo di
coltura in 4 flaconi separati da 250 mL. Ho quindi separato il liquido dal micelio fungino, il quale &
stato pressato con una bacchetta di vetro, contro il filtro di carta, in modo da disidratarlo
parzialmente. In seguito ho lavato ogni singolo micelio delle 10 beute (per le prove in bianco non é
stato necessario eseguire questo passaggio) restato sui filtri, con 50 mL di diclorometano CH,CI,".
Ho cosi ottenuto 2 flaconi separati da 500 mL contenenti ognuna 250 mL di lavaggio del micelio
fungino con diclorometano CH,Cl,. Ho conservato i 2 flaconi da 500 mL contenenti il brodo di
coltura filtrato insieme ai 4 flaconi delle prove in bianco e ai campioni di brodo per la TLC in un
congelatore fino al 27.08.2014, data in cui ho purificato il prodotto mediante I’attivita sperimentale
chimica. Ho conservato invece i 2 flaconi da 500 mL contenenti i due lavaggi del micelio fungino
con diclorometano CH,Cl,, in un frigorifero sempre fino al 27.08.2014.

Ethylacetat EMPLURA® 1 * 2,5 | (MERCK (MDA) INCL SCHUCHARDT) Artikelnummer: 8.22277.2500
0% un composto chimico che ha la possibilita di creare effetti cancerogeni. Quindi maneggiare con le apposite

protezioni e in caso di incidente rivolgersi ad un medico.
Dichlormethan EMPLURA® 1 * 2,5 (MERCK (MDA) INCL SCHUCHARDT) Artikelnummer: 8.22271.2500.
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Laboratorio chimico svolto presso il Liceo cantonale di Bellinzona

Estrazione e isolazione del prodotto

Ho tolto dal frigorifero i 2 flaconi da 500 mL contenenti il lavaggio del micelio con diclorometano
CH_Cl; e ho tolto dal congelatore i 2 flaconi da 500 mL contenenti il brodo di coltura filtrato.

Ho poi proceduto a scongelare a bagnomaria i 2 flaconi da 500 mL contenenti il brodo di coltura
filtrato. Ho poi travasato il contenuto acquoso dai 2 flaconi da 500 mL, contenenti il liquido separato
precedentemente dal micelio fungino, in 2 imbuti separatori da 500 mL. Ho aggiunto nei 2 imbuti
separatori, 200 mL di diclorometano CH,Cl,, fino all’esaurimento usando la soluzione ottenuta dal
lavaggio del micelio fungino, e poi ho aggiunto diclorometano CH,CI; puro e infine ho agitato. Ho in
seguito lasciato decantare i due miscugli, cosi da ottenere sul fondo uno strato organico con
diclorometano CH,CI, e un sovranatante acquoso. Ho poi estratto la parte organica dei 2 imbuti
separatori in un flacone da 500 mL e ho travasato 200 mL di miscela organica in 2 imbuti separatori
da 500 mL. Ho poi proceduto preparando una soluzione satura d’idrogenocarbonato di sodio
NaHCOg3 in 400 mL acqua demineralizzata e ho aggiunto 200 mL di questa soluzione nei 2 imbuti
separatori. Ho poi agitato e ho lasciato decantare i due miscugli, cosi da ottenere sul fondo lo strato
organico lavato e un sovranatante contenente la soluzione acquosa. Ho estratto di nuovo la parte
organica dei 2 imbuti separatori in un flacone da 500 mL e ho disidratato la miscela organica con
solfato di sodio Na,SO4™* anidro. Ho poi continuato filtrando la soluzione, tramite filtrazione
sottovuoto, utilizzando un imbuto Buchner e una beuta codata da 500 mL. Ho poi eseguito altre 2
volte la stessa procedura, in modo da estrarre quasi completamente il soluto dal brodo di coltura.
Infine ho prelevato dei campioni dai tre estratti organici, in modo da verificare la presenza del
prodotto in quest’ultimi tramite TLC.

Cristallizzazione e caratterizzazione del prodotto

Mediante un evaporatore rotante ho fatto evaporare quasi totalmente il diclorometano CH,Cl, dai tre
estratti organici, in modo da ottenere una quantita di estratto organico molto concentrata di soluto. Ho
poi eseguito un ulteriore TLC in modo da separare il soluto da eventuali impurita. Ho poi osservato la
lastra di TLC con una lampada UV (lunghezza d’onda 254 nm) e ho marcato con una matita la
striscia corrispondente al soluto. In seguiti ho grattato la striscia con una spatola e ho raccolto il tutto
in una vaschetta. Ho aggiunto il soluto grattato in un provettone e ho aggiunto 10 mL di
diclorometano CH,Cl,. Ho poi agitato la soluzione con un Vortex in modo da sciogliere il soluto in
diclorometano CH,Cl; e ho lasciato decantare. Ho filtrato la soluzione su un filtro di vetro, in modo
da separare la soluzione dai residui della TLC. Ho fatto infine evaporare totalmente il diclorometano
CHCl,, utilizzando un evaporatore rotante, in modo da ottenere i residui solidi di 11- -
idrossiprogesterone. Ho poi preparato una soluzione costituita da 2 mL di acqua demineralizzata e 2
mL di metanolo CH40" e ho disciolto il residuo solido con alcune gocce di questa soluzione, in
modo da eseguire una prima cristallizzazione. Infine ho allontanato il solvente non evaporato con una

11 Natriumsulfat wasserfrei zur Analyse EMSURE® ACS,ISO,Reag. Ph Eur 1 * 500 g (MERCK (MDA) INCL
SCHUCHARDT) Artikelnummer: 1.06649.0500

12 Questo composto organico & nocivo per inalazione e per contatto con la pelle. Inoltre & irritante per gli occhi. Il
liquido e i vapori sono infiammabili, per questo si consiglia di indossare indumenti per proteggere il corpo, e in caso di
contatto risciaquare la parte contaminata e rivolgersi ad un medico.

Methanol getrocknet (max. 0.003% H20) SeccoSolv® 1 * 500 ml (MERCK (MDA) INCL SCHUCHARDT)
Artikelnummer: 1.06012.0500
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pipetta Pasteur e ho lasciato asciugare completamente i cristalli. Ho quindi pesato con una bilancia
analitica il prodotto ottenuto e ho controllato il grado di purezza dello stesso tramite TLC, usando
come riferimenti il progesterone e I’11- -idrossiprogesterone™ commerciali.

2.4. Risultati

Nella figura 8 e riprodotta la lastra TLC ottenuta a seguito del primo monitoraggio della
trasformazione del progesterone. Grazie a questo monitoraggio si € potuto seguire 1’andamento
della trasformazione del progesterone in 11- -idrossiprogesterone a partire dalla sua aggiunta (T.0)
fino a quattro ore piu tardi (T.4).

Fig. 8: Lastra TLC ottenuta a seguito del primo monitoraggio della trasformazione del progesterone, a partire dalla sua
aggiunta (T.0) fino a quattro ore piu tardi.

Nella figura 9 e raffigurata la lastra TLC ottenuta a seguito dell’ultimo monitoraggio della
trasformazione del progesterone. Grazie a questo monitoraggio si € potuto seguire 1’andamento
della trasformazione del progesterone in 11- -idrossiprogesterone a partire dalla ventunesima ora
dopo la sua aggiunta (T.21) fino all’ultimo campionamento, cio¢ dopo 24 ore (T.24).

13 11-a-Hydroxypregn-4-ene-3,20-dione SIGMA-ALDRICH, Artikelnummer: R198447.
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Fig. 9: Lastra TLC ottenuta a seguito dell'ultimo monitoraggio della trasformazione del progesterone, a partire dalla
ventunesima ora dopo la sua aggiunta (T.21) fino all'ultimo campionamento dopo 24 ore (T.24).

Nella figura 10 e 11 sono raffigurati 4 flaconi ottenuti mediante 1’attivita biologica. I primi 2 flaconi
contengono la separazione, tramite filtrazione gravitazionale, del brodo di coltura dal micelio
fungino, dopo la completa conversione del progesterone in 11- -idrossiprogesterone mediante il
fungo Rhizopus nigricans. Essi si presentano con colorazione identica a quella del brodo di coltura
puro. Gli altri 2 flaconi contengono invece il lavaggio del micelio fungino con diclorometano
CH,Cl,, ottenuti dopo la filtrazione dal brodo di coltura. Essi si presentano con colorazione
trasparente e in superficie si puo notare la presenza di piu fasi. Infatti il sovranatante restante dopo

il lavaggio € quello del brodo di coltura rimasto all’interno del fungo, che dopo il lavaggio &
fuoriuscito.

Fig. 10: 2 flaconi ottenuti dalla separazione del brodo di coltura dal micelio fungino.
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Fig. 11: 2 flaconi ottenuti dal lavaggio con diclorometano del micelio fungino, con presenza in superficie di residui di
brodo di coltura.

Nella figura 12 é raffigurata la soluzione concentrata di estratto organico che verra sottopostaa TLC
per venir purificata. La soluzione concentrata é stata ottenuta facendo evaporare, tramite evaporatore
rotante, quasi totalmente il diclorometano CH,CI, dalla soluzione.

Fig. 12: Soluzione concentrata di estratto organico sottoposta poi a TLC per purificazione.

Nella figura 13 € riprodotta la TLC di purificazione della soluzione concentrata di estratto organico.
Da questa procedura é possibile grattare via il gel di silice che contiene il prodotto e passare poi alla
sua cristallizzazione.
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Fig. 13: TLC di purificazione della soluzione concentrata di estratto organico.

Nella figura 14 é raffigurata il residuo solido contenuto nel pallone dopo aver allontanato il solvente.
Esso é stato ottenuto dopo aver fatto evaporare totalmente il diclorometano CH,Cl,, utilizzando un
evaporatore rotante, in modo da ottenere i residui solidi di 11- -idrossiprogesterone.

Fig. 14: Residuo solido di 11-alfa-idrossiprogesterone dopo completa evaporazione del diclorometano.

Nella figura 15 é raffigurata la TLC che verifica la purezza dei prodotti. | campioni presi in
considerazione nella TLC sono i 2 campioni cristallizzati (1.1 e 1.2), un campione di 11- -
idrossiprogesterone puro (1.0) e uno di progesterone puro (P).
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Fig. 15: TLC di verifica della purezza dei prodotti.

Link ai video che illustrano I’esecuzione del laboratorio microbiologico e chimico
dell’idrossilazione microbiologica del progesterone, pubblicati su Youtube:

Parte I: Attivita sperimentale di Microbiologia

https://www.youtube.com/watch?v=2rS5Zj7Y DXI&index=1&Ilist=PLSK5RNov Bl1-
WOKkskQljshb2dC1g1HKk9

Parte II: Attivita sperimentale di Chimica

https://www.youtube.com/watch?v=RVtu2Z2040Q0A&list=PLSK5RNov Bl1-
WOkskQljshb2dC1g1HKk9&index=2

2.5. Discussione

Grazie alle prime TLC (vedi figure 8 e 9) svolte presso il Laboratorio di Microbiologia Applicata
della SUPSI eseguite sui campioni di brodo prelevati, ho potuto notare che vi erano due rilievi
separati, facili da distinguere per via della loro differente polarita. Il primo, quello che ho dedotto
fosse il progesterone, era molto presente nelle prime ore dopo la sua aggiunta, ma che con il passare
delle ore andava sempre piu ad affievolirsi fino a scomparire. Tutt’altro senso invece per quello che
ho dedotto fosse il prodotto della trasformazione del progesterone, cioe 1’11- -idrossiprogesterone.
Infatti, all’inizio non v’¢ n’era traccia, ma con il passare delle ore diventava sempre pitl marcato e
presente. Si puo osservare quindi che le TLC di monitoraggio dimostrano che il progesterone é stato
completamente trasformato in 11- -idrossiprogesterone. Dopo aver eseguito tre volte un lavaggio del
brodo di coltura, ho cosi ottenuto un estratto organico disciolto in diclorometano CH,Cl,. Purtroppo &
da questo momento che sono apparse le prime difficolta. Infatti nel pallone abbiamo ottenuto un
residuo oleoso di colore tendente al giallastro-brunastro (vedi figura 12). Questo colore era con molta
probabilita dovuto alle impurita ancora presenti nella miscela assieme al prodotto da purificare. Dopo
aver aggiunto al residuo oleoso alcune gocce della soluzione costituita da diclorometano CH,Cl,,
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etere dietilico (C,Hs),0, e pentano CsHi, (1:1:1, V:V:V), che veniva suggerita dalla procedura di
Volker per la cristallizzazione del prodotto, e dopo aver aspettato alcuni giorni, ho potuto notare che
gran parte del soluto non si era cristallizzata come speravo, ma che solo alcuni minuti cristalli si
erano formati in superficie. Ho quindi provveduto a utilizzare per la cristallizzazione la seconda
soluzione suggerita da Volker, mescolando 2 mL di metanolo CH,O e 2 mL di acqua
demineralizzata. Anche in questo caso non sono riuscito a ottenere i cristalli del prodotto. Visto che
non sono riuscito in alcun modo con I’evaporatore rotante a ridurre ulteriormente la miscela, in modo
da ottenere un residuo solido e non oleoso, ho ipotizzato che nel residuo fossero ancora presenti delle
sostanze facenti parte del brodo di coltura del fungo. La mia ipotesi era sostenuta dal fatto che il
residuo oleoso aveva un colore giallastro-brunastro e un odore particolare, simile a quello del brodo
di coltura. Come metodo alternativo per separare il prodotto dalle impurita, ho eseguito un’ulteriore
TLC, che mi ha permesso di separare 1’11-a-idrossiprogesterone dalle impurita oleose, grazie alla
differente polarita delle due componenti. Si puo0 infatti notare che la TLC (vedi figura 13) dimostra la
presenza di quantita significative di prodotto che possono cosi essere separate migliorandone il grado
di purezza. Inoltre dopo aver estratto il prodotto dal gel di silice che era stato grattato via dalla lastra
e dopo aver allontanato il diclorometano CH,ClI; usato per 1’estrazione si ottiene finalmente un
residuo solido (vedi figura 14). Dopo ’aggiunta di alcune gocce della soluzione per la
cristallizzazione metanolo CH,4O e acqua demineralizzata (1:1, V:V) al solido ottenuto nel pallone e
dopo aver lasciato parzialmente evaporare il solvente sono riuscito ad ottenere il prodotto
cristallizzato. Purtroppo pero i cristalli ottenuti da una prima frazione non si presentavano di colore
bianco, ma di colore brunastro, questa colorazione & probabilmente legata alle impurita presenti nella
soluzione che si sono parzialmente cristallizzate insieme al prodotto. Inoltre la quantita di solido che
ho ottenuto dalla prima frazione € molto ridotta (4 mg). Cio e dovuto molto probabilmente alle
perdite significative causate dai diversi processi di purificazione e dai tentativi falliti di
cristallizzazione. Un secondo campione di cristalli ottenuti da una seconda frazione di purificazione
erano di colore piu tendenti al bianco. La quantita di questo campione essendo veramente ridotta non
e stata determinata per evitare ulteriori perdite nei trasferimenti. Fortunatamente con questa minima
quantita di prodotto a disposizione ¢ stato ancora possibile eseguire un’ultima analisi mediante
cromatografia su strato sottile TLC (vedi figura 15). Quest’ultima TLC dimostra un buon grado di
purezza del prodotto. Probabilmente sono ancora presenti delle tracce di progesterone, ma le quantita
devono essere ridotte perché I’immagine cromatografica dei campioni cristallizzati (1.1 e 1.2) e molto
simile a quella del prodotto commerciale, cioé al campione di 11- -idrossiprogesterone puro (1.0).

2.6. Conclusioni

Da 100 mg di progesterone ho ottenuto 3,6 mg di prodotto finale.

La stechiometria della reazione prevede che da 100 mg di progesterone si ottengano con una resa del
100 % 105 mg di 11-a-idrossiprogesterone. Visto che Volker segnala che la procedura da lui adottata
ha una resa del 20 %, la massa di prodotto ottenibile sarebbe stata invece di 21 mg. Considerata tale
massa ottenibile con la procedura, le mie perdite si situano attorno al 83% della massa ottenibile.
Per verificare se effettivamente i cristalli che ho ottenuto corrispondessero all’11- -
idrossiprogesterone, cioé¢ il prodotto che avrei dovuto ottenere tramite 1’idrossilazione fungina del
progesterone, ho effettuato tramite cromatografia su strato sottile un’ultima analisi qualitativa del
prodotto, sottoponendo alla TLC i prodotti delle due frazioni di purificazione, un campione di 11-a-
idrossiprogesterone puro prodotto industrialmente dalla ditta Sigma-Aldrich** e un campione di
progesterone puro commerciale (vedi figura 16).

14 11-a-Hydroxypregn-4-ene-3,20-dione SIGMA-ALDRICH, Artikelnummer: R198447.
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Fig. 16: Cromatografia su strato sottile dei prodotti delle due frazioni di purificazione (1.1 e 1.2), del campione di 11-a-
idrossiprogesterone puro commerciale (1.0) e del campione di controllo di progesterone puro (P).

Dopo aver effettuato la cromatografia su strato sottile, ho analizzato i risultati tramite il calcolo dei
valori Rf"> (Retardation Factor) dei 4 campioni. | valori Rs riferiti alla macchia piu intensamente
colorata alla luce UV assumono per i campioni 1.1, 1.2 e 1.0 il valore di 0,15. Questa macchia
dovrebbe corrispondere alla sostanza 11- -idrossiprogesterone, in quanto € quella piu intensamente
colorata anche nel prodotto industriale puro di questa sostanza (campione 1.0). Grazie alla
cromatografia su strato sottile si puo inoltre ipotizzare la presenza di piccole quantita di progesterone
in tutti e tre i campioni (1.1, 1.2 e 1.0). Questa ipotesi e confermata dalla cromatografia su strato sottile
eseguita come controllo con il progesterone puro prodotto industrialmente. Infatti il valore R; riferito
alla macchia di progesterone nel campione P vale 0,65. Lo stesso valore e assunto dalle macchie poco
visibili ma presenti sulla lastra a sinistra nella figura. Cio indicherebbe la presenza di piccole quantita
di progesterone nei campioni 1.1 e 1.2, ma anche nel campione 1.0. Tale presenza e probabilmente
legata al fatto che non tutto il progesterone si sia trasformato durante la reazione. Il fatto che questa
piccola quantita di progesterone sia presente anche nel campione prodotto industrialmente, mi fa
ipotizzare che I’11-a -drossiprogesterone sia stato prodotto industrialmente a partire dal
progesterone, magari attraverso una catalisi biologica simile a quella da me applicata. Tramite la
comparazione dei risultati, si puo osservare che il valore R¢ dell’11- -idrossiprogesterone € minore
del valore R¢ del progesterone. Cio era prevedibile, in quanto 1’11-a-idrossiprogesterone e piu polare
(e quindi piu affine alla fase stazionaria) del progesterone, avendo il primo un gruppo idrossilico in
piu del secondo.

Posso infine concludere di aver raggiunto 1’obiettivo di questo esperimento, in quanto, grazie al
controllo tramite cromatografia su strato sottile dei miei prodotti, posso affermare di aver sintetizzato
I’11-a-idrossiprogesterone a partire dal progesterone mediante catalisi microbiologica. La quantita di
prodotto ottenuta & pero di molto inferiore alle attese a seguito dei problemi avuti nel corso dei
processi di purificazione resisi necessari a causa del fatto di aver ottenuto dall’estrazione un risultato
diverso (residuo oleoso) da quello indicato dalla letteratura. Le prospettive di sviluppo del progetto
consistono nel ripetere I’esperimento con la stessa procedura fino ad ottenere il residuo oleoso e poi
di sottoporre quest’ultimo a una cromatografia su colonna con gel di silice 60 F254 sotto
illuminazione con lampada UV. In questo modo si potrebbero limitare ulteriormente le perdite e
ottenere un prodotto ancora piu puro.

15 Sj ottiene il valore R¢ facendo il rapporto tra il cammino percorso dalla macchia corrispondente alla sostanza separata
ed il cammino percorso dal fronte dell’eluente.
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3. Storia del cortisone

3.1. Introduzione

La storia del cortisone, che ho rappresentato sotto forma di eventi datati cronologicamente in una
“linea del tempo”, ¢ un particolare esempio di come un singolo farmaco abbia potuto modificare
radicalmente i concetti fondanti della teoria medica e ha contribuire in modo significativo a creare
le basi della ricerca in campo medico e scientifico. Per questa ricerca mi sono basato su due libri®
che illustrano il tema che trattero sia nel suo ambito storico che nel suo ambito etico medico.

Sin dalla scoperta delle ghiandole surrenali da parte del medico anatomico Bartholomaeus
Eustachius Sanctoseverinatus nel 1563/64 la funzione di quest’ultime era pressoché sconosciuta, ma
grazie alle successive scoperte e ricerche, si scopri che le ghiandole surrenali sono di vitale
importanza per 1’organismo. Ho potuto inoltre osservare come molti degli scienziati, che hanno
avuto un ruolo cruciale nella storia del cortisone, non si sono mai scoraggiati e non hanno mai
abbandonato le ricerche, neanche quando il destino dell’applicazione terapeutica del cortisone
divenne incerto, a causa dei primi effetti collaterali riscontrati nei pazienti. Nelle ricerche sul
cortisone ho trovato traccia della visione dell*uomo come organismo’, infatti la scoperta e la sintesi
biochimica di questo ormone delle ghiandole surrenali ha permesso di costruire un modello del
nostro corpo, come sistema autonomo in grado di autoregolarsi attraverso stimoli ormonali che
provocano risposte funzionali nei tessuti bersaglio. Grazie a nuovi strumenti e nuove tecniche di
analisi si e infine scoperto il meccanismo di attivazione dei corticosteroidi nell’organismo e le
predisposizioni genetiche che possono favorire la comparsa di effetti collaterali.

A causa del continuo aumento degli effetti collaterali, i ricercatori hanno inoltre esplorato la
possibilita di utilizzare altri principi attivi che potessero ridurre I’insorgere degli effetti collaterali
ed evitare in questo modo di mettere a rischio la salute del paziente.

I 40 anni di terapia a base di cortisone non sono solo un riferimento per lo sviluppo delle terapie
moderne, ma sono anche per i medici che intendono tuttora proporre delle terapie a base di
cortisone ai loro pazienti. La ricerca medica sul cortisone ha suscitato grande interesse sia dagli
addetti ai lavori che da parte di persone non attive in ambito scientifico (Hazen, 1980, 57, no. 4).
Nessun altro gruppo di medicamenti ha offerto a medici, scienziati e industrie farmaceutiche una
cosi grande opportunita di ricerca come nel caso dei corticosteroidi (Kaiser e Klinkenberg, 1988,
56). Un’analisi storica indica che nessun altro medicamento ha salvato e salvera cosi tante vite
umane come il cortisone, dando la possibilita ai pazienti di continuare una vita dignitosa e felice
(Kaiser e Klinkenberg, 1988, 152). Purtroppo, come riferiscono i due libri, il farmaco viene ancora
adesso temuto e criticato da molti pazienti per i suoi effetti collaterali. Ritengo pero che i pazienti
dovrebbero essere consapevoli del fatto che i medici ora possono fare riferimento a una ricerca
approfondita sul farmaco di cui rendo conto nella mia linea del tempo.

La grande importanza che ha avuto la storia del cortisone in ambiti scientifici, sociali ed etico
medici mi ha stimolato ad esplorare questo interessante tema. Per questo motivo, attraverso la
“linea del tempo” che ho pubblicato in rete, ho voluto anzi tutto illustrare come agli inizi degli anni
cinquanta e sessanta si sia assistito a un vero boom della produzione e dell’uso terapeutico del
cortisone e come ci si sia impegnati per ridurre i rischi che puo comportare una terapia a base di
cortisone. Inoltre ho voluto illustrare come la mentalita dell’uomo sia cambiata nel tempo,

18 Kaiser e Klinkenberg 1988, Haller 2012.

7 Inteso come “essere vivente, animale o vegetale, dotato di una propria forma specifica, di struttura cellulare, e
costituito da un insieme di organi interdipendenti e in relazione funzionale tale da renderlo capace di vivere
autonomamente, cioé di conservare ed eventualmente reintegrare la propria forma, e di riprodursi.” («Organismo in
Vocabolario — Treccani» 2014)
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considerando inizialmente il farmaco come un “miracolo di Dio” e poi con la comparsa degli effetti
collaterali come il “figlio del Diavolo™®. Per far si che vi siano delle condizioni che riducano la
paura nei confronti del cortisone e che quindi possano favorire 1’uso di terapie a base di cortisone in
modo responsabile e consapevole, ritengo necessario che il paziente ed i medici interessati siano
adeguatamente informati sulle proprieta positive e negative (dal punto di vista terapeutico) del
cortisone. In base a questa mia ipotesi, mi sono posto 1’obiettivo di illustrare e di approfondire la
storia del cortisone, producendo una “linea del tempo” virtuale che rappresentasse in modo il piu
possibile obiettivo i risvolti positivi e negativi della storia di questo farmaco e in particolare delle
sue applicazioni terapeutiche.

3.2. Materiali e metodi

Per produrre la storia del cortisone sotto forma di “linea del tempo”, ci siamo avvalsi del sito
Timeglider (www.timeglider.com), dove & possibile catalogare e rappresentare degli eventi datati in
perfetto ordine cronologico.

3.3. Risultati

Evento

Scoperta delle surrenalil563-1564: 11 medico anatomico Bartholomaeus Eustachius
Sanctoseverinatus descrive per la prima volta le ghiandole surrenali.

Approfondimento

Queste ghiandole endocrine, chiamate cosi perché sono prive di un condotto e per questo riversano i
loro prodotti direttamente nel sangue, furono una delle scoperte piu tardive della medicina e sono di
estrema importanza per la storia del cortisone. Infatti solo nel XV1 secolo, Bartholomaeus
Eustachius Sanctoseverinatus (ca. 1520-1574) fu il primo medico anatomico nel periodo del
Rinascimento a descrivere le ghiandole surrenali, dopo aver eseguito una analisi critica e
approfondita su diversi cadaveri. Questa tarda scoperta & dovuta al fatto che le ghiandole surrenali
non sono facili da individuare, perche sono di dimensioni piccole e sono collocate in una posizione
non facilmente visibile. Un altro motivo € che con i scarsi mezzi di comunicazione, la divulgazione
scientifica era pressoché inesistente e per questo motivo la scoperta delle ghiandole surrenali fu
sconosciuta fino all’inizio del XVIII secolo da molti medici anatomisti di quell’epoca. In una
persona adulta le surrenali possono misurare da quattro a sei centimetri di lunghezza, da due a tre
centimetri di larghezza e possono pesare da cingque a dieci grammi. Inoltre sono collocate a forma di
cappuccio, sulla parte superiore dei reni.

Evento

Il mistero della loro funzione1716: La Bordeaux Academy of Science bandisce un concorso per
scoprire la funzione delle ghiandole surrenali, con il titolo “Qual ¢ I’importanza delle surrenali?”.

18 Kaiser e Klinkenberg 1988, Lea Haller 2012.
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Purtroppo nessun concorrente presento qualcosa di serio e meritevole e per questo motivo la
funzione delle ghiandole surrenali rimase ancora per molto tempo ipotizzata e speculata, rimanendo
un mistero fino a meta ottocento.

Evento

| primi esperimenti fisiologicj 1806: 1l ricercatore Johann Friedrich Meckel vuole dimostrare la
funzione delle ghiandole surrenali e il rapporto che hanno con il resto del corpo.

Approfondimento

Verso inizio ottocento nacquero anche i primi esperimenti fisiologici. Infatti nel 1806 Johann
Friedrich Meckel (1781-1833) volle dimostrare la funzione delle ghiandole surrenali e il rapporto
con il resto del corpo con due esperimenti. Tramite la distruzione delle ghiandole surrenali in
animali viventi e il loro confronto tra specie diverse, volle rivoluzionare la ricerca sulle surrenali.
Purtroppo pero I’esperimento si dimostro troppo complicato e per questo motivo venne cancellato.
Infatti per motivi tecnici e per la mancanza di strumenti adeguati, ancora troppo rudimentali per
quell’epoca, non permettevano un corretto svolgimento dell’esperienza.

Evento

Il morbo di Addison 1855: Il medico inglese Thomas Addison indaga sulle reali funzioni delle
ghiandole surrenali e sugli effetti sul nostro corpo di un loro mancato funzionamento.

Approfondimento

Fu pero grazie a Thomas Addison (1793-1860), un medico inglese, che a meta ottocento inizio
veramente a indagare sulle funzioni delle surrenali. Infatti egli studio e descrisse nel suo libro,
pubblicato poi nel 1855 “On the Constitutional and Local Effects of Desease of the Supra-renal
Capsules”, dei particolari casi di persone colpite da una strana malattia mortale. Questo lavoro non
fu solo la prima descrizione globale delle ghiandole surrenali, ma fu anche il primo studio
sull’estrema importanza delle ghiandole surrenali per il nostro corpo. Queste persone presentavano
11 sintomi differenti, tra cui anemia, attivita del cuore debole, nausea, vomito e colorazione
brunastra della pelle. Dopo aver eseguito delle autopsie, scopri che tutti questi pazienti avevano le
surrenali semidistrutte perché erano malati di tubercolosi o avevano un tumore, dedusse quindi, che
I sintomi erano legati ad una insufficienza surrenale. Questa malattia venne poi chiamata il morbo
di Addison, in onore del medico che scopri per la prima volta le funzioni delle surrenali nel nostro
corpo. Ebbe cosi inizio una ricerca intensiva dei principi attivi prodotti dalle ghiandole surrenali e
delle prime terapie.

Evento

| primi tentativi per una terapia1856-1857: Il fisiologo francese Charles Edouard Brown-Séquard
vuole dimostrare la vitale importanza delle ghiandole surrenali per I’organismo.

Approfondimento

Benché v’era una completa ignoranza sulla funzione ¢ il significato delle ghiandole surrenali per
I’organismo, si inizid ben presto ad utilizzare gli estratti delle ghiandole surrenali, soprattutto quelli
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animali, in ambito terapeutico. Questa nuova terapia pero venne subito molto criticata sia per i
problemi che portava alla medicina e alla terapia (si utilizza degli estratti di cui non si sapeva quali
effetti avessero sull’organismo) sia per i problemi di ottenimento delle ghiandole surrenali
(economicamente svantaggioso), infatti bisognava investire molto tempo e molti soldi per ottenere
piccole quantita di ghiandole surrenali. Nel 1856/1857 il fisiologo francese Charles Edouard
Brown-Séquard (1817-1894) per rimediare ai problemi di questa nuova terapia riguardanti i dubbi
sugli effetti che le ghiandole avevano sull’organismo, volle tentare, tramite svariati esperimenti su
animali, di dimostrare la vitale importanza di queste ghiandole. Brown-Séquard rimosse ad alcuni
cani, conigli, gatti, una o anche entrambe le ghiandole surrenali. Questi animali privati dalle
ghiandole surrenali, morirono dopo breve tempo, e in questo modo dedusse che le ghiandole
surrenali erano di vitale importanza per I’organismo.

Eventi

Il miglioramento della teoria

1861: Lo scienziato francese Félix Alfred Vulpian osserva una speciale colorazione della midollare
delle ghiandole surrenali con cloruro ferrico.

1865: 1l professor Friedrich Gustav Jakob Henle osserva una reazione con conseguente
cambiamento di colore nella midollare delle ghiandole surrenali con I’aggiunta di una soluzione
acida di bicromato di potassio.

Approfondimento

Nei 20 anni che seguirono I’esperimento di Brown-Séquard, si cerco tramite ipotesi ed esperimenti
di migliorare e ulteriormente sostenere la sua teoria. Grazie agli esperimenti di scienziati come
Félix Alfred Vulpian (1826-1887), Friedrich Gustav Jakob Henle (1809-1885), si riusci a
dimostrare la composizione biologica delle ghiandole surrenali. Si scopri per la prima volta che le
ghiandole surrenali erano divise in due parti, quella midollare e quella corticale, permettendo cosi
un’ulteriore indagine e caratterizzazione anche della loro composizione chimica.

Evento

Il metodo di estraziongl886: Lo scienziato William Osler sviluppa un metodo che permette di
estrarre ormoni surrenali da ghiandole animali.

Approfondimento

Grazie a questa evoluzione di queste nuove teorie, i medici e 1 terapisti di quel tempo ebbero un po’
di fiducia nell’utilizzare questi estratti come terapia, soprattutto per curare il morbo di Addison ed
altre malattie che colpivano le ghiandole surrenali. Per estrarre i componenti dalle ghiandole
surrenali, si seguiva il metodo di William Osler (1849-1919) che consisteva nell’utilizzare le
ghiandole surrenali fresche di maiali, che venivano poi raffreddate ed estratte con la glicerina.
Questo metodo permetteva di estrarre un gran numero di ormoni surrenali.

Evento

Le prime scopertel905: 1l patologo Arthur Biedl, grazie alla scoperta del microscopio e al suo
conseguente utilizzo in ambito della ricerca scientifica, osserva e dimostra che le due parti delle
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ghiandole surrenali producono sostanze differenti. Infatti la midollare produce un ormone detto
adrenalina, ma ¢ la seconda parte, cio¢ la corticale, che ¢ di vitale importanza per 1’organismo,
perché produce un ormone molto importante per il metabolismo dell’organismo.

Evento

Le ghiandole particolarj 1927-1930: Il ricercatore Frank A. Hartman (1883-1971) scopre che le
ghiandole surrenali a differenza dalle altre ghiandole hanno un dotto escretore che le permette di
espellere i propri prodotti direttamente nei vasi sanguigni.

Evento

| differenti compostj 1937: Il ricercatore Hans Selye (1907-1982) scopre che la corticale libera otto
composti cristallini, tra cui la cortina, I’interrenalina e 1’escatina. Essi sono sia ormoni regolatori
dell’equilibrio salino (o minerale), dunque chiamati mineralcorticoidi, sia ormoni che regolano il
metabolismo degli zuccheri (o glucidi), detti per questo glucocorticoidi.

Evento

La miscela di compostiLl938-1940: Il ricercatore Edward Calvin Kendall e il chimico Tadeus
Reichstein studiano la miscela di composti prodotta dalla corticale.

Approfondimento

Edward Calvin Kendall (1886-1972), ricercatore della Mayo Clinic di Rochester (USA), e Tadeus
Reichstein (1897-1996, CH), chimico del politecnico di Zurigo, iniziarono a studiare la miscela di
composti differenti prodotti dalla corticale, isolando dapprima gli estratti e poi sintetizzandoli in
laboratorio. Essi scoprirono che queste sostanze erano degli steroidi, che chiamarono composto
A,B,C,ecc., inoltre scoprirono, grazie ed sperimenti eseguiti dapprima su animali da laboratorio e
poi su pazienti con una insufficienza surrenale, che alcuni di questi composti, tra cui il composto E,
cioe la cortina o cortisolo, aumentavano la possibilita di resistenza a particolari situazioni di stress.
Inoltre era di vitale importanza per I’organismo, perché stimolava I’immissione di zuccheri nel
sangue e permetteva ai globuli rossi di trasportare piu ossigeno.

Evento

La ricerca durante la guerral941: Il composto E viene somministrato ai piloti della Luftwaffe e
ai kamikaze giapponesi per migliorare la loro efficacia nel combattimento.

Approfondimento

Durante la seconda guerra mondiale, i servizi segreti statunitensi scoprirono che alcune delle
sostanze studiate da Kendall, in particolare lo stesso composto E, derivato dagli estratti delle
ghiandole surrenali di origine bovina dall’ Argentina, veniva somministrato ai piloti tedeschi della
Luftwaffe e ai kamikaze giapponesi, permettendogli di sentirsi a proprio agio anche oltre i 13.000
metri di altezza. Per questo motivo, il governo statunitense, fece in modo che ci fosse una brusca
accelerazione delle indagini, finanziando le ricerche di Kendall e di altri ricercatori, e ponendola
come priorita numero uno per la difesa degli Stati Uniti d’America. Infatti era necessario che il
composto E fosse disponibile anche per i piloti statunitensi.
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Evento

La produzione industriale1942: Il ricercatore Edward Calvin Kendall riesce a estrarre ca. 600 mg
del composto E da una tonnellata di ghiandole surrenali.

Approfondimento

Pero col tempo, I’estrazione del composto E divenne molto costosa per via della resa finale molto
bassa. Si stima, che da una tonnellata di ghiandole surrenali, Kendall riuscisse a estrarre ca. 600 mg
del composto E. Si ebbe cosi, da parte delle industrie farmaceutiche e dai laboratori di ricerca, un
aumento della richiesta di materia prima, che porto negli anni successivi ad un aumento
esponenziale dei prezzi delle ghiandole surrenali. Infatti, solamente nel laboratorio di Kendall (fino
al 1941), vennero utilizzate 115 tonnellate di ghiandole surrenali, importati da macelli americani ed
europei. Dato che molte ditte farmaceutiche ritenevano che una ricerca nell’ambito delle ghiandole
surrenali era troppo costosa e troppo rischiosa, preferivano puntare su altre ricerche, cosi Kendall
non aveva una grande pressione dalla Mayo Clinic e poteva ricercare con tutta calma.

Evento

| primi derivati vegetalj 1943-1944: Lo scienziato Russell Marker produce da una delle piante
autoctone del Messico 1I’ormone progesterone.

Approfondimento

Negli anni quaranta Russell Marker (1902-1995) della Pennsylvania State University, si stabili in
Messico e inizio a produrre da una delle piante autoctone del Messico di nome Yam (utilizzava la
radice), I’ormone progesterone. L’estrazione richiedeva molto tempo e molta energia, infatti 1 kg di
progesterone costava 80000 US-Dollar, ma con il passare del tempo I’industria ormonale
messicana, spinse i produttori ad abbassare drasticamente i prezzi. La somiglianza chimica e
molecolare fra il progesterone ed il Compound E, cioeg il cortisone, interesso molti gli scienziati.
Infatti il progesterone poteva diventare il sostituto per la sintesi del cortisone. Purtroppo pero, per
ottenere il cortisone bisognava fare due passaggi significanti: il primo che era il piu facile,
consisteva nel legare una molecola di ossigeno dall’atomo 17 a quello 21 di carbonio. Il secondo
passaggio invece si dimostro impossibile per quel tempo, infatti non si aveva ancora scoperto un
passaggio chimico che potesse modificare questa molecola. Il passaggio comprendeva lo
spostamento di un atomo di carbonio dalla posizione C12 a quella C11. Per questo motivo il sogno
di molti scienziati, cioé utilizzare il progesterone per ottenere il cortisone, si dimostro irrisolvibile.

Evento
Risoluzione deproblema, 1945: Le ditte Upjohn, Kilimazao e Michigan sviluppano un metodo

che permette di eseguire la sintesi del cortisone partendo dal progesterone. Scoprono infatti un
microrganismo, un fungo della famiglia Rhizopus, come catalizzatore per la reazione.
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Evento

Nuovo metodo di produzion@946: Il chimico della ditta farmaceutica Merck, Lewis H. Sarett
(1917-1999) sviluppa un nuovo metodo che permette di sintetizzare il composto E a partire da
un’altra molecola, I’acido deossicolico, ricavato dalla bile dei bovini macellati. Questa nuova
scoperta permise un aumento della produzione del composto E e data una resa finale maggiore si
verificd una brusca diminuzione dei costi del farmaco.

Evento

Gli steroidi, 1947: Il ricercatore Edward Calvin Kendall e il chimico Tadeus Reichstein riescono ad
isolare e a definire chimicamente 29 tipi differenti di steroidi presenti nelle ghiandole surrenali.

Evento

| studi clinici, 21 settembre 1948: L’ex medico reumatologo Philip S. Hench (1896-1965)
sperimenta la nuova sostanza cortisone in una paziente affetta da una grave forma di artrite
reumatoide.

Approfondimento

In seguito, I’ex medico reumatologo Philip S. Hench (1896-1965), chiese alla ditta farmaceutica
Merck di sperimentare la nuova sostanza cortisone in una paziente ventinovenne, chiamata ““ Mrs.
G”, affetta gia da quattro anni e mezzo da una grave forma di artrite reumatoide. La risposta fu
affermativa, e cosi il 21 settembre 1948 fu fatta la prima storica iniezione nel gluteo (due volte 50
mg al giorno) del farmaco in pazienti affetti da artrite reumatoide. 1l farmaco, essendo un potente
antinfiammatorio, fece subito effetto, e dopo non appena tre giorni la paziente era gia migliorata e
continuo a migliorare ulteriormente nei giorni successivi, fino a quando ritrovo completamente la
mobilita perduta. Inoltre miglioro I’appetito, il sonno divenne piu rilassato e comincio ad aumentare
di peso. Addirittura il 28 settembre 1948, ando per tre ore in citta per fare la spesa, incredibile per
una persona che solo alzando il braccio provava un dolore immenso. Questa scoperta fece subito
scalpore, e nel 1949 fece il giro del mondo la notizia di un “artritico in bicicletta”.

Evento

La rapida efficacia del farmacpl1949: La sostanza cortisone viene sperimentata anche su pazienti
affetti dal morbo di Addison.

Approfondimento

La sostanza cortisone fu poi sperimentata anche in pazienti affetti dal morbo di Addison e anche qui
gli effetti furono ottimi. Questi pazienti, che ormai erano incurabili, si misero a disposizione per
degli studi clinici sui differenti dosaggi del farmaco. Subito dopo I’iniezione del farmaco, i pazienti
si rilassavano, e dopo qualche giorno, riportavano anch’essi un notevole aumento di peso. Inoltre la
loro pressione sanguigna si stabili sui parametri normali e la pelle si rese piu chiara, un’ulteriore
osservazione che i medici poterono fare era che le paure e la depressione che colpiva i pazienti privi
delle ghiandole surrenali, scomparivano. | medici, a questo punto, ridussero costantemente le dosi,
fino a quando si verificava un collasso dell’organismo, e il paziente, in molti casi, doveva essere
rianimato. Grazie a questi esperimenti, i medici e i terapisti potevano somministrare le quantita
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giuste che non mettevano in pericolo la vita dei pazienti, ma che curavano la malattia di cui erano
affetti. Anche queste notizie girarono per tutto il mondo, ma ci fu una confusione, infatti molti
pensarono che il composto E (o 17-hydroxy-11-dehydro-corticosterone) e la vitamina E fossero la
stessa cosa, cosl per evitare ogni sorta di equivoco, era necessario dargli un nome proprio.

Evento

Il cortisone, gennaio del 1950: Il ricercatore Edward C. Kendall e il medico reumatologo Philip S.
Hench decidono di chiamare la sostanza cortisone, presentandola ufficialmente al settimo congresso
di malattie reumatiche.

Evento

Il Nobel, dicembre del 1950: I medici e chimici, Edward C. Kendall, Philip S. Hench e Tadeus
Reichstein, vincono il premio Nobel per la fisiologia e la medicina.

Approfondimento

Grazie alle loro scoperte relative agli ormoni della corteccia surrenale, alla loro struttura ed agli
effetti biologici sull’organismo, i medici e chimici, Edward C. Kendall, Philip S. Hench e Tadeus
Reichstein, vinsero il premio Nobel per la fisiologia e la medicina a dicembre del 1950. Grazie alla
scoperta degli effetti curativi del cortisone, tutta la comunita scientifica mondiale era euforica ed
altamente eccitata. Addirittura quando Edward C. Kendall, Philip S. Hench e Tadeus Reichstein,
tennero una conferenza ad Atlantic City per I’ Association of American Physicians, il pubblico,
composto prevalentemente da medici e ricercatori, non solo applaudi, ma si alzarono tutti in piedi e
gioirono per i tre ricercatori.

Evento

Il farmaco di Dio, 1951: Grazie ai sorprendenti risultati ottenuti dalle cure di pazienti con malattie
totalmente differenti si inizia ad utilizzare il cortisone in ogni forma di cura e terapia.

Approfondimento

Con la pubblicazione di questi studi clinici, che illustravano i sorprendenti risultati ottenuti dalle
cure di pazienti con malattie totalmente differenti (malattie reumatiche e insufficienza surrenale), la
produzione e la vendita del cortisone aumentarono esponenzialmente. Infatti, il cortisone venne ben
presto conosciuto in tutto il mondo, grazie a molti giornali e riviste scientifiche che riportavano
titoli come: ““ una delle piu grandi esplosioni di entusiasmo di tutta la storia della terapia
farmacologica” oppure “grazie alla scoperta del cortisone, si formera una nuova era di ricerche e di
terapie mediche”. Addirittura si considerava il cortisone, come: “il farmaco miracoloso arrivato dal
cielo” oppure come: “un monumento storico per le future ricerche”. Per questo motivo, molti
medici e terapisti di tutto il mondo, iniziarono ad utilizzarlo in ogni forma di cura e terapia, ad
esempio per curare malattie agli occhi (infiammazioni), malattie reumatiche (artrite reumatoide,
febbre reumatica) e malattie alla pelle (tumori).

Evento

Gli effetti collaterali, 1952: Il direttore James M. Carlisle della ditta farmaceutica Merck crea una
lista di possibili malattie per cui € meglio evitare una terapia a base di cortisone.
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Approfondimento

Sebbene ci si aspettasse molto delle terapie che prevedevano una somministrazione di cortisone per
curare patologie differenti, gia nel 1951 si creo una lista di possibili malattie per cui era meglio
evitare una terapia a base di cortisone. Questa lista venne pubblicata nello stesso anno dal direttore
James M. Carlisle (1904-1990) della ditta farmaceutica Merck che produceva il farmaco cortisone,
sulla rivista medica inglese “British Medical Journal”, e comprendeva non meno di 31 indicazioni,
come ad esempio: la sindrome di Cushing (eccesso di ormoni glucocorticoidi nel circolo ematico),
problemi di crescita nei bambini, acne da steroidi, sanguinamenti, glaucomi e cataratta. A queste
prime indicazioni seguirono molte altre per cui una cura con il cortisone non produceva gli effetti
positivi sperati. Molti medici e ricercatori erano pero scettici sul fatto che una terapia a base di
cortisone potesse avere effetti cosi disastrosi, infatti Carlisle riteneva che il cortisone, in alcune
malattie, non solo non produceva gli effetti sperati, ma peggiorava anche la salute del paziente,
mostrando nuovi sintomi.

Evento

Mancanza di provel953: 300 pazienti vengono trattati con il cortisone per un periodo non oltre gli
otto mesi di terapia.

Approfondimento

Il motivo di questo scetticismo sta nel fatto che in quegli anni solo 300 pazienti erano stati trattati
con il cortisone, e per un periodo non oltre gli otto mesi di terapia. Per questo i medici ritenevano
che non si avessero abbastanza prove a disposizione, che provavano che una terapia corta o lunga di
cortisone, potesse danneggiare il corpo dei pazienti, anche perché i sintomi variavano da paziente a
paziente in base alla terapia che facevano. Col tempo perod molti di questi medici si dovettero
ricredere. Infatti il cortisone si dimostrera in alcuni casi non piu uno strumento di cura. Molti
pazienti affetti da leucemia che avevano assunto il farmaco, presentavano solo dei miglioramenti
nei primi giorni di terapia, che presto mutavano in una serie di problemi fisiologici e farmacologici,
che non erano per niente desiderati.

Evento

Atrofia delle surrenali 1954: Il medico Philip S.Hench scopre il motivo per cui in molte malattie si
presentano degli effetti collaterali.

Approfondimento

Il motivo, secondo P.S.Hench, per cui in molte malattie si presentavano questi effetti collaterali e
quando vi € un’improvvisa interruzione di una terapia che ¢ stata svolta per lungo tempo, o quando
il paziente si trova in una situazione di stress. Il corpo infatti, essendo abituato alle dosi del
farmaco, non fa piu produrre cortisolo nelle ghiandole surrenali, portando quest’ultime ad una
atrofia, cioé al mancato allenamento e funzionamento delle ghiandole surrenali, che fa entrare il
paziente in un’insufficienza surrenale, presentando cosi dei nuovi sintomi. Un altro motivo, sta nel
fatto che I’esperienza accumolata in questi anni dai medici, non permetteva una netta distinzione tra
gli effetti positivi e negativi della cura, e in che modo questa sostanza poteva essere utilizzata in una
terapia. Molti di questi effetti collaterali, erano legati ai differenti dosaggi, che ancora non erano
stati perfezionati per ogni singola terapia, cosi da evitare degli effetti negativi.
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Evento

Classifica degli effetti collaterali1955: 1l medico Philip S.Hench stila una classifica degli effetti
collaterali finora osservati.

Approfondimento

Come detto sopra, gli effetti collaterali variano in base alla malattia da curare ed alla terapia, vi
sono pero alcune categorie, descritte nel 1955 dal medico Philip S.Hench che appaiono piu speso
rispetto ad altre, e sono:

- Complicazioni potenzialmente letali, come ad esempio una reazione anafilattica in seguito
ad una reazione allergica, dovuta alla somministrazione intravenosa dello steroide. Oppure
puo presentarsi un disturbo al ritmo cardiaco, dovuto ad un dosaggio troppo elevato del
farmaco.

- Complicazioni disastrose, come ad esempio la perforazione e il conseguente sanguinamento
di un ulcera gastrica.

- Complicazioni gravi, come ad esempio una osteonecrosi asettica (infarto del midollo e del
tessuto 0sseo), una osteoporosi (condizione in cui lo scheletro e soggetto ad una perdita di
massa 0ssea) 0 una eccessiva presenza di peli sul viso delle donne.

Tutti gli altri effetti collaterali sono riversibili (ad esempio 1’atrofia muscolare), anche se la
guarigione pu0 durare da un paio di mesi a molti anni, affinché tutti i sintomi spariscano.

Evento

La modi fica del | p1856: prmedicced terapistitdeglucomomcte unt terapiaa
lungo termine con il cortisone € piu pericolosa perché presenta piu effetti collaterali che effetti
benefici.

Approfondimento

Dieci anni dopo la scoperta del cortisone, cioé nel 1956, i medici e i terapisti dedussero che una
terapia a lungo termine con il cortisone era piu pericolosa di quanto si credeva un tempo, infatti
presentava piu effetti collaterali che effetti benefici. Al contrario, quando la terapia era molto corta,
le dosi di cortisone possono essere aumentate senza che vi siano grossi rischi di incontrare degli
effetti collaterali. Per questo motivo si cerco di evitare nel limite del possibile terapie a lungo
termine. Inoltre s’instaurarono dei controlli clinici molto severi, che non permettevano piu una
libera terapia a base di cortisone, da parte dei medici e dei terapisti, in modo da ridurre al minimo
tutti i rischi di incontrare degli effetti collaterali. Vennero cosi introdotte alcune contromisure.

Evento

La standardizzazionel957: Si decide che la dose da somministrare deve essere valutata per ogni
singolo paziente, in base ai sintomi che mostra, al peso e all’eta.

Evento

Quantita di prodotto al giornp1958: Si scopre che le surrenali di una persona sana, producono tra
i 10 e i 25 mg di cortisolo ogni 24 ore, e che la maggioranza di questa quantita viene immessa
soprattutto durante le prime ore del mattino.
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Approfondimento

Nel 1958 si scopri che le surrenali di una persona sana, producono tra i 10 e i 25 mg di cortisolo
(cortisone prodotto dall’uomo) ogni 24 ore, e che la maggioranza di questa quantita viene immessa
soprattutto durante le prime ore del mattino. Le terapie quindi non dovevano superare di molto
questi valori, cosi da evitare un variazione dell’equilibrio vitale del paziente, con la comparsa di
effetti collaterali. Inoltre per avere un efficacia massima della terapia, la gran parte della dose
doveva essere somministrata di mattina presto circa verso le sei del mattino, pero anche questo
doveva essere valutato in base al paziente. Come seconda contromisura, in modo da evitare
confusione tra i medici, si cerco di evitare che i corticosteroidi venissero mischiati con altri steroidi,
antibiotici e altre sostane per formare preparati da somministrare ai pazienti. In questo modo, il
medico era certo sugli effetti che i corticosteroidi avevano sul paziente, e non era piu insicuro se
alcuni effetti collaterali o benefici erano dati dai corticosteroidi o dalle altre sostanze. Come ultima
contromisura, che permetteva hai medici di tenere sotto controllo i pazienti che effettuavano delle
terapie a lungo termine era quella di eseguire dei test clinici, ogni tre mesi, sui campioni di sangue e
urina. Inoltre, s’inizid ad informare in modo piu approfondito i pazienti che si sottoponevano ad una
terapia di questi genere, valutando con loro gli aspetti positivi, ma soprattutto quelli negativi della
terapia con il cortisone.

Evento

Le nuove opportunital959-1962: Le ditte farmaceutiche iniziano a ricercare migliori derivati
chimici del cortisone, che non presentano degli effetti collaterali e che non danneggiavano
I’organismo, ma che mantenevano gli effetti benefici e curativi, cosi da ripristinare gli equilibri
vitali del corpo del paziente. Il problema si dimostro irrisolvibile. Pero i tentativi condotti in
laboratorio non erano inutili, infatti vennero sviluppati dei nuovi derivati.

Evento

Lébevol uzi on 963 kealdittacSaheririg (USA) sviduppa il prednisone e il prednisolone
che con le stesse quantita presentano effetti benefici fino a quattro volte maggiori rispetto al
cortisone.

Approfondimento

Grazie allo sviluppo ed alla produzione del prednisone e del prednisolone da parte della ditta
Schering (USA) nel 1963 e ad alla loro maggiore efficacia, questi ultimi divennero tra le prime
scelte per una terapia farmacologica a base di corticosteroidi, mentre il cortisone non venne piu
prodotto o estratto per scopi terapeutici. Il cortisolo o idrocortisone invece, € la prima scelta per una
terapia sostitutiva per tutte le malattie che sono legate ad una mancanza dello stesso ormone
prodotto dalle ghiandole surrenali, cioé legate quindi ad una insufficienza surrenale.

Evento
| nuovi derivati, 1964-1967: Le ditte farmaceutiche americane Lederle e Schering producono

composti che presentano effetti benefici sempre piu potenti, come ad esempio il triamcinolone, il
dexametasone e il betametasone.

30



Max Mariotti Lavoro di Maturita di Chimica 2014/2015

Approfondimento

Tra il 1964 e il 1967 vennero prodotti una serie di composti che presentavano effetti benefici
sempre piu potenti, come ad esempio il triamcinolone prodotto dalla Lederle (USA) nel 1964, il
dexametasone e il betametasone prodotti dalla Schering (USA) nel 1966. Grazie a questi huovi
prodotti, la potenza curativa di 7,5 mg di prednisone e equivalente alla potenza curativa di 1,0 mg di
betametasone. La speranza che piccole dosi di farmaco potessero in un qualche modo presentare
minori effetti collaterali, si dimostro errata. Infatti, la quantita di prodotto diminuiva, ma il rapporto
della potenza tra questi nuovi farmaci con quelli piu vecchi, non cambiava, e per questo motivo gli
effetti collaterali non diminuivano, ma addirittura aumentavano. Per questo motivo i medici ed i
terapisti stabilirono che con questi farmaci era meglio evitare una terapia a lungo termine.

Evento

| fattori espositivj 1968-1973: Si scopre che i corticosteroidi influenzano immediatamente dopo la
somministrazione, I’attivita di diversi enzimi, soprattutto quelli del sistema immunitario.

Approfondimento

Come detto in precedenza, il sogno di tutti chimici e di tutti i farmacisti, era quello di poter
sintetizzare un estratto del cortisone che non presentava del tutto effetti collaterali, che si dimostro
poi irrealizzabile. Il motivo per cui una produzione di un estratto senza effetti collaterali si
dimostrava impossibile, venne scoperto e spiegato solo nel 1968. Infatti, in quell’anno si scopri che
questi steroidi influenzavano immediatamente dopo la somministrazione, I’attivita di diversi
enzimi, soprattutto quelli del sistema immunitario. Inoltre si scopre che la comparsa di effetti
collaterali dipende da molti fattori, fra cui una diversa predisposizione genetica (ad esempio le
persone con il diabete sono piu a rischio), I’eta e il sesso (persone anziane e donne presentano piu
effetti collaterali), dalla differente malattia da curare (ad esempio la poliartrite cronica si predispone
per I’osteoporosi e per 1’ulcera gastrica), ed altri fattori.

Evento

Le cause degli effetti collateraglil974-1985: Gli scienziati scoprono 1’esatto meccanismo dei
glucocorticoidi, come il cortisone, il prednisone e altri, a contatto con le cellule sparse per tutto il
COrpo umano.

Approfondimento

Negli anni tra il 1974 e il 1985, gli scienziati scoprirono 1’esatto meccanismo dei glucocorticoidi,
come il cortisone, il prednisone e altri, a contatto con le cellule sparse per tutto il corpo umano.
Questi glucocorticoidi, essendo liposolubili, riescono facilmente a passare la membrana cellulare.
All’interno della cellula si legano con dei recettori, chiamati recettori del citoplasma (10000 per
cellula), formando un complesso, che attivandosi penetra all’interno del nucleo della cellula.
All’interno del nucleo cellulare il complesso forma un legame con la doppia elica del DNA, seguita
da una trascrizione in quest’ultima. Questo meccanismo ¢ il maggiore responsabile di tutti gli effetti
fisiologici e farmacologici. L’effetto immunosoppressivo dei corticoidi influenza soprattutto i
linfociti che puo portare a delle variazioni delle reazioni ormonali, riportando un’altra serie di effetti
collaterali.
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Evento

L6i nsi,d986r-1689:4 avisione da parte di molti pazienti su un utilizzo di “derivati chimici”
a scopo terapeutico cambia molto in questo periodo.

Approfondimento

La visione da parte di molti pazienti su un utilizzo di “derivati chimici” a scopo terapeutico, ¢
cambiata molto durante questo periodo. Non solo quella visione e cambiata, ma purtroppo anche il
rapporto fra il medico, definito come il curatore e il saggio, e il paziente. Infatti, quando ancora la
chimica sintetica era poco conosciuta, il paziente si affidava completamente alle cure del medico
(perché era lui lo specialista e sapeva quale medicamento utilizzare per quale malattia), venendo
anche sottoposti a delle cure molto differenti fra loro, rimanendo pero sempre fiduciosi sui risultati.
Questa mentalita & poi cambiata negli anni dopo la seconda guerra mondiale, soprattutto durante il
periodo dei primi esperimenti sugli uomini dei farmaci corticosteroidi e di altri farmaci sintetici,
venendo sicuramente anche influenzata dalla storia del cortisone e dei suoi effetti collaterali. Infatti
molti pazienti che si affidavano alle cure del medico per una terapia a base di cortisone, si vedevano
peggiorare la loro salute, perché il medico non aveva esperienza con questa nuova terapia e non
rispettava la salute del paziente.

Evento

La paura del cortisae, 1990: Nasce una paura per il cortisone, dove una terapia con quest’ultimo
viene vista in modo critica ed insicura.

Approfondimento

All’epoca della sua scoperta, il cortisone era considerato il farmaco che poteva curare tutti 1 mali
possibili ed immaginabili, e per questo motivo era molto richiesto dalle persone che volevano
curarsi. Purtroppo pero dall’anno 1990, assistiamo ad un costante aumento della paura per il
cortisone, dove una terapia con quest’ultimo viene vista in modo critica ed insicura. Addirittura si
arriva al punto che alcuni pazienti a cui si propone una terapia a base di cortisone dissero: ” Il
cortisone non lo prendo in nessun caso”, € nata cosi la paura per il cortisone e di tutti 1 suoi derivati.
Dai dati statistici emersi da una ricerca avvenuta proprio nel 1990, si evidenzia che questa paura &
alimentata dal fatto che molti pazienti hanno sentito o letto dei pericoli che una terapia a base di
cortisone puo portare, e applicano questo pensiero anche a tutti i farmaci simili. Molti pazienti
rischiavano la propria vita per evitare che vengano sottoposti ad una terapia a base di
corticosteroidi. Ad esempio vi furono molti casi di pazienti malati di asma che rischiavano la
propria vita e di pazienti malati di gravi forme di reumatismi che preferivano rischiare di avere delle
gravi deformazioni articolari invece di assumere corticosteroidi.

Evento
Riduzione degli effetti collateralil995: Alcuni medici sostengono che il culmine degli effetti

collaterali lo si supero negli anni sessanta, e che al giorno d’oggi una terapia con corticosteroidi non
espone piu i pazienti a gravi effetti collaterali.
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Approfondimento

Alcuni medici pero sostengono che il culmine degli effetti collaterali lo si supero negli anni
sessanta, e che in questo periodo, grazie a tutti i controlli sui dosaggi e sui farmaci, una terapia con
corticosteroidi non espone piu di quel tanto i pazienti a gravi effetti collaterali. Un grande ruolo
deve ora averlo il medico o il terapista, che dopo aver valutato la situazione, con pazienza deve
cercare di convincere il paziente a sottoporsi alla cura. Naturalmente deve cercare sempre di
mantenere quell’atmosfera di sincerita nell’affrontare i problemi fra il paziente e il medico. Pero
anche il paziente deve essere consapevole che i medici di questo periodo hanno piu esperienza di
quelli di un tempo, e che eseguendo queste terapie, il loro obbiettivo non € quello di danneggiare il
paziente, ma di aiutarlo nel superare la malattia. Inoltre per ridurre tutti i rischi che una cura con
corticosteroidi comporta, bisogna che durante la cura, il medico debba aver sempre sotto controllo
la salute del paziente eseguendo delle analisi e dei controlli, e che quest’ultimo inizi una dieta sana,
praticando anche dello sport.

Evento

Nuovi mebdi di produzione2000-2014: Le varie forme di corticoidi e di sostituti per la sintesi del
cortisone in laboratorio, vengono estratti e prodotti da nuove fonti, che permettono un
abbassamento dei costi.

Approfondimento

Oggigiorno, le varie forme di corticoidi, e di sostituti per la sintesi del cortisone in laboratorio,
vengono estratti e prodotti da vegetali o dalle loro radici o frutti (patate dolci messicane, Ribes
nigrum, Curcuma, ecc.), di cui recentemente si & scoperto la loro composizione chimica. Questo ha
permesso un ulteriore abbassamento dei costi di terapia e di produzione e vendita dei farmaci
corticosteroidi da 2008/g a 0.48%/g, permettendo cosi I’inizio di una produzione di massa da parte
delle piu note ditte farmaceutiche. Inoltre, grazie alla diminuzione dei prezzi dei farmaci e delle
terapie che utilizzano gli stessi, ha permesso a molte persone malate, con una differente situazione
economica, di approfittare delle cure a base di cortisone.

Link alla “linea del tempo” pubblicata sul sito Timeglider:

http://timeglider.com/t/cd28655899cf810c?min_zoom=1&max_zoom=100

4. Conclusioni generali

Per la parte che riguarda la storia del cortisone, il mio obiettivo era quello di informare il pubblico
sugli aspetti positivi e negativi riguardanti I’uso di questo farmaco, in modo da dare una visione piu
obiettiva possibile che aiuti a ridurre la paura nei confronti del cortisone e che possa favorire un uso
terapeutico responsabile e consapevole.

Ritengo che con la produzione di una “linea del tempo” virtuale e pubblica su Timeglider abbia in un
qualche modo, e nel limite delle mie conoscenze e competenze di studente liceale, contribuito alla
divulgazione di informazioni utili all’uso terapeutico responsabile e consapevole del cortisone.

Per quanto riguarda invece 1’esperimento sull’idrossilazione microbiologica del progesterone, il mio
obiettivo era quello di sintetizzare 1’11- -idrossiprogesterone a partire dal progesterone mediante
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’uso del fungo Rhizopus nigricans, riprendendo cosi 1’esperimento originale di Peterson (1952) e
realizzandolo in base alla procedura fornita da VVolker (1977).

Ho dimostrato di aver raggiunto questo obiettivo, in quanto, grazie al controllo tramite cromatografia
su strato sottile dei miei prodotti, posso affermare con una buona certezza di aver sintetizzato I’11-a-
idrossiprogesterone a partire dal progesterone mediante catalisi microbiologica.

Grazie al Lavoro di Maturita ho potuto conoscere ed apprendere vari metodi di ricerca. | risultati che
ho ottenuto mi hanno permesso di scrivere un lavoro scientifico. Inoltre, durante la parte sperimentale
svolta per tre giorni al Laboratorio di Microbiologia Applicata della SUPSI, ho potuto conoscere
meglio alcuni aspetti del lavoro nei laboratori di ricerca sperimentale. Questo per me é stato molto
importante anche in vista di un mio studio futuro nel campo scientifico. Oltre a questo, ho anche
potuto conoscere persone molto interessate al tema del mio Lavoro di Maturita, che mi hanno seguito
durante lo svolgimento dell’esperimento e mi hanno permesso di raggiungere degli ottimi risultati.
Ringrazio sentitamente per questo motivo la professoressa Cristina Corti-Fragoso del Laboratorio di
Microbiologia Applicata della SUPSI, che con il suo prezioso aiuto mi ha permesso di svolgere la
parte sperimentale del mio Lavoro di Maturita. Naturalmente un grande ringraziamento va al
professor Giuseppe Laffranchi, i consigli e gli aiuti del quale mi hanno permesso di migliorare il mio
Lavoro di Maturita.
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7. Allegati

Frasi dei video che illustrano I’esecuzione del laboratorio microbiologico e chimico
dell’idrossilazione microbiologica del progesterone, pubblicati su Youtube:

Parte I: Attivita sperimentale di Microbiologia

- Sterilizzare 14 beute da 250 mL in un’autoclave

- Preparare 1,00 L di terreno di coltura YEPD in due bottiglie da 500 mL

- Aggiungere 50,0 mL di YEPD nelle 14 beute

- Coltivare il fungo dapprima su un terreno solido

- Inoculare il fungo con un ciclo inoculo nelle beute da 1 a 10

- Inoculare con il fungo solo due delle 4 beute di controllo

- Sterilizzare il collo della beuta con un bruciatore

- Porre le 14 beute su un agitatore circolare per 24 ore

- Pesare 110,0 mg di progesterone

- Trasferire il progesterone in un flacone

- Aggiungere nel flacone 4,4 mL di N,N-Dimetilformmamide

- Sciogliere il progesterone con una bacchetta di vetro

- Aggiungere 0,4 mL della soluzione di progesterone nelle 10 beute e nelle due beute di
controllo senza il fungo

- Porre nuovamente le 14 beute su un agitatore circolare per 24 ore

- Prelevare a intervalli regolari dei campioni per la TLC

- Monitorare la trasformazione del progesterone mediante TLC dei campioni

- Ritagliare 2 lastre di gel di silice 60 F254 per TLC

- Caricare sulle lastre i campioni prelevati
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- Versare nella vaschetta cromatografica 20 mL di eluente (CCl,: CH3COOC;Hs, 1:1 V/V)

- Collocare le 2 lastre nella vasca cromatografica

- Lasciare migrare I'eluente fino a circa 1 cm dal bordo

- Osservare le lastre sotto una lampada UV

- Dopo 24 ore togliere tutte le beute di coltura dall'agitatore circolare

- Filtrare il contenuto delle prime 5 beute delle 10 beute in un flacone da 250 mL e il
contenuto delle altre 5 beute in un altro flacone da 250 mL

- Filtrare le 2 beute di controllo con il fungo in un flacone da 150 mL e le 2 beute di controllo
senza il fungo in un altro flacone da 150 mL

- Pressare con una bacchetta di vetro i funghi rimasti sul filtro

- Porre i primi 5 funghi parzialmente disidratati in un becher da 1000 mL e gli altri 5 in un
altro becher da 1000 mL

- Lavare i funghi contenuti nei 2 becher da 1000 mL con 250 mL di diclorometano ognuno e
mescolare con una bacchetta di vetro

- Filtrare le 2 beute da 1000 mL in 2 flaconi da 250 mL

Parte I1: Attivita sperimentale di Chimica

- Versare in un imbuto separatore le 2 bottiglie di lavaggio del fungo

- Mediante un imbuto separatore, separare il sovranatante dai 250 mL di soluzione di
diclorometano ottenuta dal lavaggio delle colture fungine

- Travasare ognuna delle due porzioni di brodo di cultura filtrato in un imbuto separatore da
500 mL

- Aggiungere in ognuno dei due imbuti separatori i 250 mL della soluzione di diclorometano
priva di sovranatante

- Agitare con cautela la soluzione nei due imbuti separatori

- Lasciare decantare i due miscugli degli imbuti

- Separare la miscela organica sottostante e raccogliere la soluzione dei due volumi in una
bottiglia da 500 mL

- Versare meta della soluzione contenuta nella bottiglia in un primo imbuto separatore da 500
mL e la seconda meta in un secondo imbuto separatore da 500 mL

- Preparare una soluzione satura di NaHCO3 in H,O demineralizzata

- Aggiungere 200 mL della soluzione satura di NaHCO3 in ognuno dei due imbuti separatori

- Agitare e lasciare decantare i due miscugli

- Separare la parte organica sottostante, raccogliendo i due volumi in una bottiglia da 500 mL

- Disidratare la miscela organica con solfato di sodio anidro

- Ripetere altre due volte la procedura di estrazione da 250 mL di brodo di coltura con 200
mL di diclorometano e 200 mL di soluzione satura di NaHCO3

- Prelevare dei campioni dai tre estratti organici per analizzarli tramite TLC

- Verificare con la TLC se nei tre estratti organici sia presente 1’11-[]-idrossiprogesterone

- Filtrare I'estratto organico in una beuta da 500 mL

- Far evaporare quasi totalmente il diclorometano

- Col ridursi del volume, trasferire il liquido in palloni con capacita minore e adeguata

- Eseguire una TLC cosi da separare il soluto da impurita ancora presenti

- Osservare la lastra TLC con una lampada UV e segnare i margini della striscia contenente il
prodotto da separare

- Grattare la striscia di gel di silice con una spatola di metallo

- Raccogliere la polvere di gel di silice in una vaschetta

- Trasferire la polvere di gel di silice in due provettoni

- Aggiungere 10 mL di diclorometano ad ognuno dei due provettoni

- Agitare la soluzione con un Vortex e lasciare decantare
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- Filtrare a pressione ridotta la soluzione utilizzando un filtro di vetro

- Far evaporare totalmente il diclorometano dalla soluzione

- Preparare una soluzione di 2 mL di H,O demineralizzata e 2 mL di metanolo

- Sciogliere il solido aggiungendo alcune gocce della soluzione

- Cristallizzare il prodotto, lasciando evaporare il solvente sotto cappa a temperatura ambiente

- Dopo aver allontanato la soluzione residua, trasferire i cristalli in una vaschetta per pesate

- Pesare il cristallo raccolto con una bilancia analitica

- Porre il cristallo pesato in un contenitore chiuso

- Eseguire una TLC con i 2 campioni cristallizzati (1.1 e 1.2), un campione di 11-[1-
idrossiprogesterone puro (1.0) e uno di progesterone puro (P)
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