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Negli ultimi decenni, nel campo della Chimica Farmaceutica, sta
emergendo sempre pil il bisogno di sintetizzare nuove molecole organi-
che, al fine di facilitare i processi di identificazione e di ottimizzazione di
nuovi composti biologicamente attivi. La chimica combinatoriale,
nell’ambito della chimica farmaceutica, si ¢ sviluppata infatti per venire
incontro alle crescenti richieste di molecole organiche per la scoperta di
nuovi farmaci (drug discovery). In questo contesto, la velocita di reazio-
ne si propone come requisito essenziale.

I metodi tradizionali di sintesi organica si sono rivelati, col tempo,
troppo lenti per soddisfare tali richieste. Allo scopo di ridurre drastica-
mente i tempi di reazione, gli straordinari progressi della sintesi organica
rendono, di giorno in giorno, disponibili sistemi reattivi completamente
nuovi ed in qualche caso addirittura rivoluzionari in relazione alle cono-
scenze della chimica classica. Cio rende sempre pill accessibile la proget-
tazione e la realizzazione di architetture molecolari complesse quali, ad
esempio, quelle che caratterizzano le molecole d’interesse biologico.

Fra i vari settori sintetici che, negli anni pil recenti, hanno subito
un forte impulso dall’innovazione ed una conseguente crescita
d’interesse e di attenzione da parte dei chimici, si colloca sicuramente il
riscaldamento di solidi e liquidi mediante irraggiamento di potenza a mi-
croonde o riscaldamento dielettrico o elettromagnetico a microonde.

Sebbene i forni a microonde domestici siano stati largamente uti-

lizzati sin dagli anni ‘70, la prima notizia che questa fonte di energia fos-



se adatta per accelerare le reazioni organiche ¢ apparsa solo nel 1986
[1], a causa dei pericoli associati all’infiammabilita dei solventi organici
e della mancanza di sistemi atti a controllare tali rischi.

Superata ormai da tempo la fase pionieristica, nella quale taluni
laboratori tentavano di utilizzare forni a microonde da cucina per le mi-
neralizzazioni (con i conseguenti problemi di riproducibilita e sicurezza),
la strumentazione che impiega le microonde ha raggiunto un elevatissimo
livello tecnologico ed ha ampliato moltissimo i campi applicativi, dalla
mineralizzazione dei campioni per le analisi elementari, alle misure di
umidita, per arrivare poi al campo delle estrazioni di matrici complesse
con solventi per le analisi organiche e, infine, alle reazioni di sintesi or-
ganica e metallorganica.

All’interno della stessa sintesi organica, i livelli applicativi si so-
no moltiplicati, tant’¢ che oggi puo essere condotta mediante sistemi a
riflusso, con sistemi pressurizzati o addirittura senza solvente, riducendo
conseguentemente 1’inquinamento ambientale e consentendo la defini-
zione di “green chemistry”.

Lo schema di Tabella 1 riassume raggruppati per classi di sistemi
organici sintetici, biologici, inorganici e misti, i principali campi applica-

tivi dell’irraggiamento di potenza a microonde.



Tabella 1 — Principali campi di applicazione del riscaldamento a microonde.

Sistema trattato

Processi promossi

Vantaggi®

Grado di sviluppo attuale

Sistemi organici sintetici
Sintesi organiche in fase liquida e
solida

Curing di resine termoindurenti
(e relativi compositi)

Vulcanizzazione di tubi e profilati
in gomma

Fibre e filati tessili

Legno, carta, cartone e pellami

Sistemi biologici
Prodotti alimentari

Ipertermia medica

Rifiuti biologici

Sistemi inorganici
Materiali ceramici

Processi chimici

Fluidificazione, processi chi-
mici di curing e post-curing,
promozione di adesione resi-
na/fibra

Processi chimici di vulcanizza-
zione

Essiccazione, fissaggio chimi-
co dei coloranti

Essiccazione, incollatura

Essiccazione, cottura steriliz-
zazione, “maturazione”

Effetti biochimici e biofisici
diversi e complessi

Sterilizzazione, denaturazione
chimica

Solidificazione, essiccazione,
cottura (trasformazioni fisiche
e chimiche), sinterizzazione,
saldatura

Velocita, incremento di resa

Velocita dei processi chimici,
rapidita, omogeneita e “pro-
fondita” del riscaldamento,
superiore Tgb, migliori proprie-
ta meccaniche dei compositi

Velocita di vulcanizzazione

Velocita

Velocita

Velocita
Efficacia terapeutica

Velocita

Velocita, riscaldamento rapido
e localizzato (per saldatura),
superiore densita

Laboratorio

Laboratorio/pilota

Industriale (impiego diffuso)

Industriale

Industriale

Industriale (impiego estensivo)

Impiego terapeutico corrente

Sperimentale

Industriale/pilota

continua tabella T



Sintesi inorganiche allo stato solido  Fusione, processi chimici

Sintesi di nanopolveri minerali da
plasmi gassosi®

Materiali ceramici speciali e com-
posti metallo-ceramici

Plasma-etching di wafer di semi-
conduttori

CVD! di film di diamante, diamo-
ne-like carbon e SiN da plasmi gas-
sosi®

Rifiuti radioattivi

Vetri, ceramiche e materiali vetro-
ceramici da processi sol-gel

Sistemi misti organici/inorganici
Sintesi organiche fondamentali in
fase gas (su letti catalitici riscaldati
a microonde)

Rigenerazione di carboni attivi

Processi chimici

Sinterizzazione

Vaporizzazione localizzata

Processi chimici e fisici

Fusione, vetrificazione, sinte-
rizzazione

Gelificazione, disidratazione,
densificazione

Processi chimici

Vaporizzazione di chemical
adsorbiti

Velocita

Velocita, inferiori temperature

Velocita, superiore densita

Precisione di etching

Velocita, controllo della mor-
fologia

Efficacia generale di processo

Velocita

Velocita, efficiente controllo di

processo, resa di processo

Velocita, grado di rigenerazio-
ne

Laboratorio

Laboratorio/pilota

Laboratorio/pilota

Pilota/industriale

Pilota/industriale

Pilota

Laboratorio/pilota

Laboratorio/pilota

Laboratorio/pilota

* ottenuti attraverso 1'impiego di trattamenti a microonde, rispetto ai corrispondenti processi termici convenzionali; ° temperatura di transizione vetrosa;

c

generati e alimentati da campi elettromagnetici a microonde di elevata intensita;

d

Chemical Vapor Deposition



I risultati, sorprendenti per rapidita, resa, selettivita, ottenuti nel-
I'impiego delle microonde negli svariati processi su indicati, hanno fatto
parlare in qualche caso di "magia molecolare", permettendo di annovera-
re il riscaldamento a microonde tra i processi utili ad una chimica innova-
tiva (green chemistry). Tra le applicazioni che I’irraggiamento mediante
microonde consente, un ruolo di primo piano spetta alla sintesi senza sol-
vente, una tecnica innovativa che prevede la sostituzione dei solventi con
dei substrati solidi, come argille, allumine, bentonite, miche, fluoruri al-
calini, etc., dotati talvolta anch’essi di caratteristiche acide o basiche, che
favoriscono la reattivita dei gruppi chimici e sono allontanabili dalla mi-
scela di reazione attraverso semplici procedimenti di estrazione. Tali
supporti solidi vengono mescolati con i reattivi allo stato solido e sotto-
posti ad irraggiamento mediante microonde.

Il maggiore vantaggio di tale tecnica ¢ rappresentato dal basso
consumo di solventi, che consente la comune definizione di “green che-
mistry”.

Come evidenziato in Tabella 2, le microonde sono radiazioni elet-

tromagnetiche non ionizzanti che coprono I’intervallo nominale di fre-



quenza da 300 MHz a 300 GHz, immediatamente superiore, ciog,

quello da 3 kHz a 300 MHz delle radioonde.

a

Tabella 2 — Radioonde e microonde nell’ambito dello spettro delle radia-

zioni elettromagnetiche

Banda Frequenza Energia del fotone
Radioonde 3 kHz + 300 MHz 1x10" - 1x 10°eV
Microonde 300 MHz + 300 GHz 1x10°-1x10%eV
Onde micrometriche 300 GHz + 3x10* GHz 1x10°-0,1eV
Lontano IR 3x10* + 3x10° GHz 0,1-1leV
Vicino IR-vicino UV 3x10° + 3x10° GHz 1-10eV
Lontano UV 3x10° + 3x10” GHz 10 - 100 eV
Raggi X “morbidi” 3x10” =+ 3x10° GHz 100 eV - 10 keV
Raggi X “duri” - y “duri” 3x10° + 3x10" GHz 10 keV — 1 MeV
Raggi v “duri” - vy “cosmici” 3x10" + 3x10" GHz 1-100 MeV

Come schematizzato in Tabella 3, queste radiazioni sono conven-

zionalmente classificate nell’ambito dello spettro elettromagnetico per

decadi di frequenza: Very —Low, Low, Medium, High e rispettivamente

Very-High Frequencies per le radioonde; Ultra-High, Super-High ed E-

xtremely-High Frequencies per le microonde.



Tabella 3 — Radioonde e microonde: bande di frequenza e frequenze

ISM
Bande Intervalli di frequenza Frequenza ISM
Radioonde
VLF 3 +30kHz
LF 30 + 300 kHz
MF 300 + 3.000 kHz
HF 3+30 MHz 13,560+0,007 MHz
27,120+0,163 MHz
VHF 30+ 300 MHz 40,680+0,020 MHz
Microonde
UHF 300 + 3.000 MHz 896+10 MHz (UK)
915113 MHz (Americhe)
2,450+50 MHz
SHF 3 +30 MHz 5,800%0,075 GHz
24,125+0,125 GHz
EHF 30 + 300 MHz

Le microonde sono caratterizzate da livelli di energia del fotone
(hv = 1x10° +1x10° eV) inferiori di diversi ordini di grandezza alle e-
nergie di dissociazione dei legami chimici covalenti, ionici e a idrogeno
(1+15 eV), e persino delle pur deboli interazioni intra e inter-molecolari
come quelle dipolari e di Van der Waals (1x107 <1 eV). Cid esclude
qualsiasi possibilita di intervento diretto delle microonde (e meno ancora
delle radiofrequenze, di energia ulteriormente inferiore) sui processi chi-
mici in generale, esercitabile attraverso apertura o indebolimento di le-

gami interatomici o anche solo di deboli attrazioni intermolecolari. Per



tali ragioni, gli effetti delle microonde sui processi chimici, in sistemi

liquidi e solidi, non possono che essere connessi, attraverso meccanismi
fisici ancora largamente dibattuti, agli energici e rapidi regimi di riscal-
damento della materia allo stato condensato da parte di campi elettroma-
gnetici a queste frequenze.

Le microonde utilizzate nelle strumentazioni di laboratorio appar-
tengono alla zona UHF, da 300 a 3000 MHz, e sono in grado di attivare i
livelli energetici rotazionali delle molecole. Esse sono assorbite dalle mo-
lecole aventi momenti di dipolo non nullo, che aumentano la loro energia
e creano dei centri di propagazione del calore in tutte le direzioni del cor-
po irradiato, con il risultato che il riscaldamento ¢ molto pil rapido di
quello tradizionale. Delle quattro frequenze permesse per uso domestico
o di laboratorio, ¢ in genere utilizzata quella a 2450 MHz, pari ad una
lunghezza d'onda di 12,25 cm, che viene assorbita da molecole molto po-
lari, come H,O, H,SO,4, HCI etc. Pertanto le microonde presentano una
possibilita d'impiego per effettuare processi di disidratazione o controlla-

re reazioni chimiche che coinvolgono questi tipi di molecole.



2. PRINCIPI FISICI DEL RISCALDAMENTO

CON MICROONDE

Il riscaldamento con microonde si basa sull’assorbimento della
loro energia elettromagnetica da parte del campione e, pertanto, non di-
pende che in modo trascurabile dai fenomeni termici di conduzione, con-
vezione e irraggiamento. La trasformazione dell’energia elettromagnetica
in energia termica ¢ indotta da due meccanismi principali: la conduzione
ionica e la rotazione dipolare. La conduzione ionica genera calore a causa
della resistenza opposta dal mezzo alla migrazione degli ioni nel campo
elettromagnetico. In stato di equilibrio, gli ioni positivi sono normalmen-
te circondati da una nuvola di ioni negativi in forma simmetrica. Quando
sono sottoposti all’azione di un campo elettrico, per la forza di attrazione
sui cationi e anioni da parte dei poli di segno opposto, si possono presen-
tare due effetti di conduzione ionica. Il primo ¢ la distorsione della nuvo-
la ionica, che ¢ dovuta alla parziale separazione delle cariche causata dal
campo applicato. Il secondo ¢ ’effetto elettroforetico, o di orientamento,
il quale & dovuto all’allineamento preferenziale dei dipoli permanenti da
parte del campo applicato. In entrambi i casi, la resistenza opposta dal

mezzo alla migrazione degli ioni crea un dispendio di energia sotto forma
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di calore. L’energia assorbita dal mezzo dipende dal fattore di dispersio-
ne o tangente dielettrica (tang d) che si definisce come:
tang d =¢’/¢’
dove €' ¢ la costante dielettrica (o permissivita dielettrica) dell’ambiente,
€”’ ¢ la perdita dielettrica.

1l fattore di dispersione & una proprieta fisica della sostanza e au-
menta con la concentrazione e la temperatura per valori di frequenza co-
stanti. Cio spiega perché la capacita di assorbimento dell’energia, da par-
te di una sostanza sottoposta ad un flusso di microonde, provochi
I’aumento della sua temperatura.

I solventi polari che hanno un valore elevato di tang & sono inol-
tre adatti per le reazioni promosse a microonde. Sfortunatamente, i valori
di tang O della maggior parte dei pili comuni solventi organici sono stati
determinati a temperatura ambiente. Tra i solventi organici piu frequen-
temente usati, si puo notare che il riscaldamento piu rapido pud essere
raggiunto in etanolo (¢’ = 25) o DMF (¢’ = 37) piuttosto che in ACN (¢’
= 38 ) 0 acqua (¢’ = 78), cio riflette il fatto che una maggiore costante
dielettrica, data dal valore €’, non sempre trova riscontro in un pil rapido

incremento di temperatura. Inoltre, la percentuale d’incremento della
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temperatura non solo € una funzione di tang d, ma anche della forza io-
nica, della capacita di calore specifico, dell’emissivita, della geometria,
del volume della miscela del campione di reazione e della forza del cam-
po applicato. In pratica, come regola generale, quasi tutti i tipi di trasfor-
mazioni organiche che richiedono calore possono essere condotte usando
riscaldamento a microonde. Nella Figura 1, sono esemplificati alcuni pro-
fili di temperature di reazioni di sostituzione allilica condotte a microon-
de. Le reazioni sono condotte in acetonitrile (T.eb = 81-82°C ) usando

diversi valori di potenza a microonde (W) [2].
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Figura 1
Da questo grafico, si pud notare che ad elevati valori di potenza fa

riscontro un pit rapido incremento della temperatura.
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Il riscaldamento a microonde richiede un maggior controllo di
quello tradizionale ed una adeguata conoscenza delle basi fisiche del pro-
cesso, poiché sia nel caso dei solidi che in quello dei liquidi, si puo veri-
ficare un brusco salto termico quando si raggiunge un valore di tempera-
tura che ¢ specifico per ogni sostanza. A questo punto (punto di brusca
rottura termica), la temperatura pud aumentare di 200-300 °C in meno di
1 minuto. Questo fenomeno ¢ pil difficile da osservare nei liquidi piutto-
sto che nei solidi, dato che le costanti fisiche dei primi sono nettamente
inferiori [3].

In Tabella 4, vengono riportati i tipi di materiale che sono consi-
derati trasparenti alle microonde e non si riscaldano pur essendo degli i-
solanti elettrici. Tali materiali vengono abitualmente utilizzati per la co-
struzione della cavita del forno.

Si pud osservare, come il quarzo fuso sia il materiale che deter-
mina il pit basso consumo di energia, seguito dal teflon, dal polietilene,

dal polistirene e dalla ceramica [4].

Tabella 4 — Fattori di dispersione di materiali (misura a 3000 MHz).

Materiale Temperatura Tang § (x10)
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°C)

Acqua 25 1570.0
Quarzo fuso 25 0.6
Ceramica F.66 25 55
Porcellana N. 4462 25 11.0
Vetro fosfato 25 46.0
Vetro borosilicato 25 10.6
Plexiglas 27 57.0
Nylon 66 25 128.0
Cloruro di polivinile 20 55.0
Polietilene 25 3.1
Polistirene 25 33
Teflon PFA 25 1.5

I vantaggi del riscaldamento a microonde possono essere riassunti
in:

- assenza d’inerzia termica;

- energia termica pulita, riproducibile, facilmente automatizzabile;

- rapidita di riscaldamento;

- azione specifica sui legami polari e sull’entropia del mezzo da ri-

scaldare.
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3. APPARECCHIATURA PER IL RISCALDAMENTO
A MICROONDE

Come per le radio frequenze, la fisica delle microonde si discosta
in modo macroscopico da quella piti largamente conosciuta, delle radia-
zioni elettromagnetiche alle frequenze dell’infrarosso e superiori. Le mi-
croonde esibiscono, infatti, capacita di risonanza in spazi confinati da pa-
reti riflettenti (metalliche) somiglianti a quelle delle onde sonore. Le basi
teoriche e i criteri di funzionamento e ingegnerizzazione dei dispositivi di
generazione, trasmissione e applicazione di potenza delle microonde so-

no quindi del tutto peculiari e non facilmente razionalizzabili.

3.1. Generatori di potenza a microonde:

E’ stata sviluppata una grande varieta di dispositivi di questo tipo
(o tubi a microonde), con potenze di emissione che vanno dal centinaio
di W alle decine di kW, i cui principi costruttivi e di funzionamento sono
molto articolati.

Per le microonde di bassa potenza per uso di laboratorio (UHF)
vengono largamente impiegati i tubi magnetron, tubi elettronici genera-

tori di oscillazioni ad alta frequenza. Il tipo piu utilizzato ¢ quello a cavi-
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ta multiple, che consiste di due elettrodi cilindrici coassiali. Il sistema ¢
posto in un campo magnetico uniforme con direzione parallela all'asse
degli elettrodi, generato da un magnete permanente o da un elettromagne-
te. Applicando una differenza di potenziale positiva (tensione di alimen-
tazione) tra gli elettrodi, gli elettroni emessi dal catodo sotto l'azione
combinata del campo elettrico E e del campo magnetico B tendono a riu-
nirsi in fasci disposti radialmente e a ruotare ad altissima velocita intorno
al centro del tubo. Scorrendo di fronte alle fessure delle cavita, essi cedo-
no loro energia e per risonanza oscillano ad alta frequenza, generando le
onde elettromagnetiche. Le potenze applicate nei forni attualmente in
commercio variano da 300 W a 1600 W e sono controllate dal micropro-
cessore incorporato nello strumento. La potenza massima non viene usata
per assicurare una maggiore durata del sistema.
La potenza puo essere erogata in modo continuo o pulsato. In ge-
nere la potenza viene emessa a impulsi, cio¢ la piena potenza delle mi-
croonde viene erogata ed interrotta secondo il livello di potenza selezio-
nata (per esempio, selezionando il 50% della potenza, la piena potenza
sara generata per il 50% della durata del ciclo). Applicando, invece, 1'e-

rogazione iniziale continua a 250 W per alcuni minuti, si favorirebbe

16



un'ossidazione cauta del campione senza effetti esotermici dirompenti.
Nei sistemi pill avanzati, dotati di controllo continuo della temperatura
nei contenitori di reazione, 1'operatore deve solo fissare la potenza mas-
sima applicabile, mentre un apposito software modula in continuo la po-
tenza in funzione della temperatura al fine di controllare le reazioni for-

temente esotermiche o che escono dal controllo.

3.2. Linee di trasmissione
Le microonde emesse raggiungono la zona dove si trova il cam-
pione mediante:
- guide d’onda: condotti metallici rigidi cavi, a sezione normalmente
rettangolare, per alte potenze;
- linee bifilari: conduttori continui paralleli appaiati e reciprocamente
distanziati in un dielettrico, per basse potenze;

- cavi coassiali: molto versatili, per potenze basse ed alte sino al kW.

3.3. Applicatori di potenza a microonde
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L'irradiazione del campione mediante le microonde pud avvenire
con modalita molto differenti, anche se gli strumenti commerciali sono
basati sul principio delle cavita risonanti.

Le cavita risonanti sono contenitori a pareti metalliche in cui le
microonde provenienti dalle linee di trasmissione danno luogo ad un re-
gime di onde stazionarie.

Esistono diversi tipi di cavita risonanti:

a) Cavita risonanti multi-modali: di geometria in genere a parallele-
pipedo, sono i sistemi di applicazione piu diffusi a livello dome-
stico e di laboratorio. Attraverso una molteplicita di modi di riso-
nanza simultanei, sono caratterizzate da una distribuzione relati-
vamente omogenea ma molto irregolare dell'intensita del campo,
con bassi valori locali dell'intensita stessa. Questo sistema & im-
piegato negli strumenti a microonde, nei quali le microonde e-
messe dal magnetron vengono riflesse in tutte le direzioni nell'in-

terno del forno dalle pareti costruite in metallo (Figura 2).
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b)

Figura 2

La cavita ¢ rivestita di molti strati di materiale plastico anticorro-
sione, trasparente alle radiazioni (fluoropolimeri, PEEK, polipro-
pilene, ecc.), per proteggerla dagli schizzi di sostanze corrosive in
caso di rottura dei contenitori delle miscele di reazione. L'energia
si diffonde nell'intero volume del forno attraversando le pareti

trasparenti alle microonde del recipiente con il campione.

Cavita risonanti a modo singolo: di geometria rigorosamente re-
golare, usualmente cilindriche, consentono la scelta di modi “pu-
ri” di risonanza, con distribuzioni fortemente localizzate ma rego-

lari dell'intensita del campo elettromagnetico.
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Questi sistemi, noti come a “microonde focalizzate”, permettono
di concentrare esattamente il fascio delle microonde sulla parte inferiore
del contenitore dove si trova la miscela del campione con i reagenti.

Il vantaggio principale dell'uso delle onde focalizzate, quindi, ri-
siederebbe nel fatto che, centrando le microonde sulla porzione del con-
tenitore in cui si trovano la miscela reattiva ed il campione, si possono
usare potenze inferiori rispetto al sistema multi-modale e si puo dosare
I'energia in modo riproducibile senza dispersioni nell'ambiente.

Si puo dunque lavorare a pressione atmosferica con contenitori
aperti muniti di refrigerante a ricadere.

L’utilizzo di uno strumento a microonde focalizzato sembra esse-
re di particolare importanza, invece, in quelle reazioni che prevedono la
formazione d’intermedi labili.

Il vantaggio principale dei sistemi multi-modali ¢, al contrario, la
possibilita, quasi illimitata, di ampliare la grandezza del reattore, che nel
caso di un sistema focalizzato ¢ vincolata, infatti non si possono trattare
pit di 100 g di campione.

In Figura 3, vengono schematizzate le principali parti costituenti

una tipica apparecchiatura per il riscaldamento a microonde.
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Magnetron Guide d'onda Campione
Figura 3

3.4. Dispositivi di sicurezza

Nei sistemi a microonde numerosi sono i dispositivi di sicurezza,
ad esempio il portellone del forno. Esso ha il duplice scopo di contenere
le microonde, proteggendo cosi 'operatore dalle radiazioni e di contenere
eventuali esplosioni o schizzi di reagenti da contenitori in sovrapressione.

Un altro aspetto molto importante in un forno a microonde ¢ la
protezione dell'elettronica, e in particolare del magnetron, da eventuali
ritorni di energia. La cavita del forno ¢ rivestita di politetrafluoroetilene,
per proteggere il sistema dalla corrosione da parte di agenti acidi o dei
solventi.

La camera ¢ fornita di un camino di esalazione dei vapori che a
seconda dei modelli, ¢ collegato a sistemi di ventilazione programmabili
o a dispositivi di aspirazione e di abbattimento dei fumi, in particolare

per gli acidi.
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Inoltre, il sistema ¢ generalmente dotato di un apposito software
che interviene a diminuire la potenza del generatore e ad abbassare la
pressione nel contenitore, evitando perdite di campione dovute al rilascio
di pressione del contenitore. In genere, nel software & prevista: la pro-
grammazione dei metodi e la loro memorizzazione (es. potenze applicate,
tempi di applicazione e di ventilazione, pressioni e temperature interna ed
esterna massime, tempi di rotazione delle giostre portacampioni, ecc..), il
controllo dei parametri operativi di temperatura e pressione e dei tempi, il
controllo degli interruttori di sicurezza, le segnalazioni di eventi acciden-
tali, ecc..

Il controllo del sistema attraverso software permette di fissare la
temperatura massima raggiungibile, mentre un dispositivo di controllo a
feedback della temperatura ¢ responsabile di una rapida riduzione della
potenza, allo scopo di evitare fughe termiche, nel caso in cui le reazioni
esotermiche divenissero pronunciate o aumentasse rapidamente il fattore

di dissipazione.
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4. OBIETTIVO DELLA RICERCA
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L’argomento di questa tesi rappresenta lo sviluppo di indagini
gia da tempo iniziate presso il Dipartimento di Chimica Farmaceutica e
Tossicologica della Facolta di Farmacia — Universita degli Studi di Napo-
li. In particolare viene descritta 1’applicazione delle microonde nella sin-
tesi di composti eterociclici biologicamente attivi e di unita peptidiche
modificate da incorporare in strutture peptidomimetiche di interesse bio-
logico al fine di consentire I’ottenimento di rese pil elevate in tempi no-
tevolmente pill brevi e di realizzare in tempi ridotti alcune librerie di

composti da sottoporre alle fasi di sperimentazione farmacologica.

4.1. Peptidomimetici

I peptidi, com’¢ noto, vengono rapidamente e specificamente de-
gradati dagli enzimi nei sistemi biologici. Ad esempio, la Leu—
encefalina in omogenato di cervello di ratto ¢ degradata in pochi minuti.

L’introduzione di scaffolds non idrolizzabili, al contrario, non so-
lo aumenta la stabilita enzimatica, ma pud anche aumentare la selettivita
verso 1 sottotipi recettoriali, variando il profilo farmacologico e miglio-
rando le proprieta farmacocinetiche come la biodisponibilita orale, il tra-
sporto a livello della barriera ematoencefalica e la durata d'azione.

Attualmente le procedure di sintesi per lo sviluppo dei peptidomimeti-

ci comprendono I’incorporazione di aminoacidi non naturali o conforma-
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zionalmente vincolati, lo sviluppo di omologhi oligopeptidici, la sostitu-
zione del legame peptidico con i suoi isosteri e la ciclizzazione dei pepti-
di.

Tutte queste strategie sintetiche sono state prese da me in conside-
razione e questo ha consentito di applicare I’irraggiamento mediante mi-
croonde nello sviluppo di nuove unita peptidiche modificate al fine di
sviluppare nuovi peptidomimetici.

In particolare I’irraggiamento mediante microonde ¢ stato applica-
to nella sintesi di:

» bioisosteri del legame peptidico:

- nucleo 1,2,4 ossadiazolico [5];

- legame metilen amminico [6];

- derivati 1,2,3 triazolici [7].

» esteri metilici della glicina N-alchil sostituiti [8];
» nuovi scaffolds in grado di indurre la conformazione B-turn nei
polipeptidi[9].

Nello sviluppo di tali derivati I’irraggiamento mediante microon-
de ¢ stato abbinato a tecnologie innovative come la chimica combinato-

riale.
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4.2. Derivati eterociclici
Anche in questo caso ’applicazione delle microonde ¢ stata rivol-
ta alla sintesi di composti biologicamente attivi che gia da tempo erano di
interesse per il gruppo di ricerca presso il quale ho svolto la mia attivita
di ricerca.

In particolare in questa tesi viene riportata la possibilita di impie-
gare le microonde per lo sviluppo di:
> derivati a nucleo benzotriazinonico, 3-idrossi-benzotriazinonico e
saccarinico dotati di una potenziale attivita antidiarroica [10];
» reazioni di condensazione utilizzando agenti disidratanti diretta-

mente ancorati ad un supporto solido [11].
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5. PARTE SPERIMENTALE

DEI DERIVATI PEPTIDOMIMETICI
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5.1. BIOISOSTERI DEL LEGAME PEPTIDICO
5.1.1. Sintesi dei derivati 1,2,4-ossadiazolici [5].

Nuclei eterociclici come gli 1,2,4-ossadiazoli e gli 1,3,4-ossadiazoli
possono essere introdotti in sequenze peptidiche come isosteri del legame
peptidico [12]. Vista I'importanza del nucleo 1,2,4-ossadiazolico, il no-
stro obiettivo durante il lavoro di tesi sperimentale ¢ stato il miglioramen-
to della sua sintesi attraverso 1’impiego del riscaldamento mediante mi-
croonde. La sintesi di tali derivati & stata condotta secondo lo schema 1
usando un forno a microonde (ETHOS 1600 Milestone) specificamente
progettato per la sintesi organica. Le reazioni sono state effettuate a pres-
sione atmosferica in vetreria Pyrex standard con un condensatore a riflus-
so inserito in un foro presente nella parte superiore del reattore a micro-
onde. La temperatura della miscela di reazione viene monitorata diretta-
mente attraverso una sonda fluorottica virtualmente trasparente alle mi-
croonde inserita all’interno della soluzione.

Le condizioni sperimentali usate per il nostro lavoro sono analoghe
a quelle usate con il riscaldamento tradizionale.

La sintesi mediante irradiazione a microonde ha dato i prodotti de-

siderati con rese piu alte rispetto a quelle ottenute mediante riscaldamen-
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to tradizionale. I tempi necessari per le sintesi sono stati considerevol-
mente ridotti.

HO.

COOH
NH,

+

HaC X

X= H, NOZ, OCH2CH3

a) reagente di coupling, tutta la notte a) reagente di coupling, allumina neutra

b) microonde, 100°C, 30 min ! b) microonde, 60°C, 4 min

i= metodo in soluzione
N—O

ii=metodo senza solvente /
/
N
HsC X

Schema 1. Procedura generale di sintesi mediante microonde dei derivati
1,2,4-ossadiazolici.

La mia attenzione ¢ stata rivolta in prima istanza all’analisi dell’O-
acilazione di una amidossima con alcuni acidi carbossilici in presenza di
solvente, mediata da alcuni tra i pitt comuni reagenti di coupling, e della

successiva reazione di ciclizzazione.
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Una temperatura iniziale di 50 °C per la reazione di acilazione ¢
stata utilizzata quando EDC ¢ stato scelto come reagente di coupling, in
modo da consentire la sua solubilizzazione in diglyme (2-metossi-
etiletere) o in DMF.

L’applicazione delle microonde consente una riduzione notevole
dei tempi, facendo ridurre il tempo di reazione da 3 ore a 30 minuti. An-
che se I’applicazione delle microonde veniva prolungata per oltre 30 mi-
nuti i reagenti non risultavano convertiti completamente nei corrispon-
denti derivati 1,2,4-ossadiazolici.

Le stesse reazioni sono state successivamente eseguite anche in as-
senza di solvente, utilizzando I’allumina neutra come supporto solido in
grado di far avvenire la reazione; i tempi di reazione sono risultati note-
volmente ridotti (4 minuti), mentre le rese sono state pill basse rispetto al
metodo a microonde in presenza di solvente, ad eccezione del composto
2 (Tabella 5); inoltre risultano simili o addirittura pil elevate rispetto ai
metodo di riscaldamento convenzionale.

Qualora la reazione veniva eseguita senza aggiungere il supporto
solido non si ottenevano i prodotti finali, pur prolungando il riscaldamen-

to per oltre 30 minuti. La purificazione dei prodotti ¢ stata effettuata me-
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diante cromatografia su colonna di gel di silice e successiva cristallizza-
zione. | parametri tempo, potenza e temperatura usati per 1’irradiazione
a microonde e le condizioni per il riscaldamento convenzionale sono ri-
portati nella Tabella 5. Tutti i composti sono stati caratterizzati mediante
'H-NMR.
Dall’analisi dei risultati presenti in Tabella 5 si pud valutare anche
il contributo fornito dal reagente di coupling: nei composti 4-9, utilizzan-
do metodi di attivazione via TBTU/HOBt e DCC/HOBL, le rese ottenute
sono state piu elevate (68-94%). Al contrario DCC, EDC e CDI fornisco-
no rese piu basse. I risultati ottenuti consentono, inoltre, anche di valutare
I’effetto elettronico dei sostituenti, utilizzando derivati dell’acido benzoi-
co variamente sostituito: i composti 8 e 9, con sostituenti elettron-
donatori (OEt) hanno fornito rese pill basse (75-68%) rispetto ai derivati
non sostituiti (4,5, 93-88%) o a derivati caratterizzati da sostituenti elet-
tron-attrattori (NO,, 94-91%). Tali effetti elettronici vengono confermati

anche durante la procedura di sintesi senza solvente.
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Tabella 5 - Rese e condizioni di sintesi dei derivati 1,2,4-ossadiazolici sia mediante riscaldamento convenzionale che con irradiazioni a microonde.

N—O

/

V4

N

HsC X
Riscaldamento Irradiazione Irradiazione a microonde
convenzionale” a microonde® senza solvente ¢
Comp. | X Reagente Solvente | Temp. | Resa® | Tempo Temp. | Resa® | Tempo Supporto | Tempo | Temp. | Resa®
di coupling °C) (%) (h) °C) (%) (min.) solido (min.) °C) (%)
1 H DCC Diglyme 110 28 3 110 50 30 Allumina 4 60 37
neutra
2 H EDC Diglyme 110 12 3 110 27 30 Allumina 4 60 27
neutra
3 H CDI Diglyme 100 15 2 100 46 30 Allumina 4 60 32
neutra
4 H TBTU/HOBT | Diglyme 100 75 2 100 93 30 Allumina 4 60 21
neutra
5 H DCC/HOBT Diglyme 100 68 2 100 88 30 Allumina 4 60 55
neutra
6 NO, | TBTU/HOBT | Diglyme 100 91 2 100 94 30 Allumina 4 60 31
neutra
7 NO, | DCC/HOBT Diglyme 100 78 2 100 91 30 Allumina 4 60 58
neutra
8 OEt | TBTU/HOBT | Diglyme 100 63 2 100 75 30 Allumina 4 60 22
neutra
9 OEt DCC/HOBT Diglyme 100 52 2 100 68 30 Allumina 4 60 46
neutra

“Tutte le reazioni sono state eseguite 3 volte ed i tempi e le rese forniti corrispondono ai valori medi; ° Bagno ad olio; ° Tutte le reazioni sono state
eseguite anche in DMF e le rese ottenute sono sovrapponibili; ¢ La potenza utilizzata con il solvente & di 300 W, mentre & di 600 W negli esperi-
menti senza solvente.
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5.1.1.1. PROCEDURA GENERALE PER LA SINTESI DEI DERI-
VATI 1,2,4-OSSADIAZOLICI IN SOLUZIONE:

1 mmole di p-toluen-amidossima ed 1 equivalente di acido car-
bossilico vengono disciolti in 10 ml di solvente (diglyme o DMF) in pre-
senza del reagente di coupling (1 equiv.). Un’opportuna quantita di base
(N-etil-diisopropilammina) ¢ stata aggiunta quando si ¢ scelta
I’attivazione via TBTU/HOBt. La miscela di reazione viene tenuta a
temperatura ambiente, sotto atmosfera di azoto, per tutta la notte. A que-
sto punto la reazione viene trasferita nel reattore di un forno a microonde
(ETHOS 1600 Milestone) e viene riscaldata a 100 °C tramite
I’applicazione di irraggiamento a microonde per 30 minuti. Dopo
I’irradiazione il solvente viene evaporato e la miscela viene purificata at-
traverso una colonna cromatografica su gel di silice per dare il composto

finale come un solido di colore bianco.
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5.1.1.2 PROCEDURA GENERALE PER LA SINTESI DEI DERI-
VATI 1,2,4-OSSADIAZOLICI SENZA SOLVENTE:

La p-toluen-amidossima (1 mmol), I’acido benzoico sostituito (1
equv.) ed i reagenti di coupling (1 equiv.) vengono mescolati finemente
in un mortaio con I’allumina neutra in un rapporto ponderale di 1:4. La
miscela viene mescolata per 5 minuti; a questo punto, per avere un me-
scolamento completo delle polveri, viene aggiunto del diclorometano in
quantita sufficiente per solubilizzare i reagenti e viene successivamente
allontanato per evaporazione. La miscela di reazione viene sottoposta ad
irraggiamento mediante microonde per 4 minuti. Il solido viene estratto
con diclorometano e la miscela di reazione viene sottoposta a purifica-
zione mediante colonna cromatografica su gel di silice per dare i derivati

finali come prodotti puri.
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5.1.2. Sintesi dei dipeptidi contenenti il legame metilenamminico [6].
La procedura di sintesi & stata condotta utilizzando un forno a mi-
croonde (ETHOS 1600 Millestone) specificamente progettato per la sin-
tesi organica. Tutte le reazioni sono state eseguite in vetreria Pyrex stan-
dard e sottoposte a cicli di irraggiamento a microonde costituiti da appro-
priati step per il raggiungimento ed il mantenimento delle temperature
impostate. La temperatura della miscela di reazione ¢ stata monitorata at-
traverso 1’utilizzo di una sonda fluorottica, virtualmente trasparente alle
microonde, inserita direttamente nella soluzione.

La procedura di sintesi, cosi come descritta in Tabella 6, prevede
quanto segue: i Boc-aminoacidi sono stati fatti reagire con I’N,O-
dimetilidrossilamina cloridrata in una soluzione di DMF contenente DCC
e DIEA.

Gli N,O-dimetilidrossammati sono stati isolati come prodotti puri
attraverso lavaggi con acido citrico e bicarbonato di sodio e successiva
purificazione mediante colonna cromatografica su gel di silice. Le aldei-
di corrispondenti sono state sintetizzate attraverso la riduzione degli N,O-
dimetilidrossammati protetti con LiAlH4 a 0 °C in THF anidro. Le aldeidi

sono state conservate brevemente a -20 °C o utilizzate immediatamente,
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a causa della loro scarsa stabilita. I legami peptidici ridotti sono stati in-
vece ottenuti mediante alchilazione riduttiva del gruppo N%-amminico
deprotetto con I’appropriata aldeide protetta, in presenza di NaBH3;CN in
metanolo contenente 1’1% di acido acetico.

I dipeptidi modificati sono stati tutti caratterizzati mediante spet-
trometria di massa ed i risultati ottenuti sono stati consistenti con i valori
attesi. Non si ¢ evidenziata inoltre racemizzazione durante il riscalda-
mento a microonde. I tempi di reazione sono stati notevolemte ridotti tra-
mite I’irraggiamento mediante microonde, mentre le rese sono risultate
sempre piu alte rispetto alle procedure di riscaldamento convenzionale.
In modo particolare i tempi vengono ridotti da 16 ore a 15 minuti nella
sintesi degli N,O-dimetilidrossammati e da 1 ora a 9 minuti per
I’ ottenimento dei composti finali.

L’incremento delle rese, come evidenziato in Tabella 6, risulta at-
tribuibile ad un aumento di temperatura (ad esempio 40,3% contro 47%
passando da temperatura ambiente a 45 °C mediante riscaldamento con-
venzionale per il composto Boc-D-Phe-y(CH,NH)-Val-OCH3s) ma in
ogni caso I’irragiamento mediante microonde ha fornito rese nettamente

piu alte anche in condizioni di temperatura identiche (ad esempio 47%
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(riscaldamento convenzionale) contro 70% (riscaldamento mediante mi-
croonde) per lo stesso composto a 45 °C).

Per la sintesi dei dipeptidi contenenti il legame metilenamminico
non ¢ stato possibile sviluppare una strategia di sintesi senza solvente:
abbiamo notato, infatti, che i reagenti venivano decomposti durante il ri-
scaldamento a microonde dopo appena 4 minuti; come supporti solidi so-
no stati testati I’allumina basica e la montmorillonite K-10.

Dai nostri studi ¢ inoltre emersa I’influenza dell’ingombro sterico
della catena laterale degli amminoacidi nella sintesi degli idrossammati e
nella reazione di alchilazione riduttiva. Abbiamo, infatti, notato che una
catena laterale con sostituenti elettron-donatori nell’amminoacido C-
terminale, come nel caso della valina o di aib, contribuisce ad ottenere
rese piu elevate rispetto al coupling con la glicina, nonostante I’ingombro
sterico di tali catene laterali.

Al contrario quando aib ¢ stato introdotto come amminoacido
N-terminale nella sintesi degli N,O-dimetilidrossammati, la resa ottenuta
¢ risultata piu bassa rispetto al triptofano o alla D-fenilalanina. Pertanto, ¢
possibile affermare che in tali condizioni I’ingombro sterico gioca un

ruolo determinante.
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Tabella 6 — Rese e tempi di reazione per la sintesi mediante microonde di dipeptidi contenenti il legame metilenamminico.

CH; MeOH/AcOH
B COOH - B COI|\IOCH i &)
oc-a.aj.- — > Bocaa-CON-OCH;s 0O.$>Boc-a.al--CHO + H—'ct}?é-ICOOR m’ Boc-a.a;.-y(CH,NH)-a.a.,-COOR
) [ ]

Hy,Co— N~CH;

a.a; = Trp, D-Phe, Aib a.a = Gly, Val, Aib

T.a.(23+2°C) Riscaldamento convenzionale ° Irradiazione
a microonde ¢
Composto Resa’ Tempo Resa * Tempo  Temp. Resa®  Tempo Temp.
%) () (%) ® O (%) (min) (O

Boc-Trp-N(OCH;)CH; 28.3 16 32 16 45 42 15 45
Boc-Trp-y(CH,NH)-Gly-OCH; 24 1 36 1 45 60 9 45
Boc-Trp-y(CH,NH)-Val-OCH; 32 1 38 1 45 45 9 45
Boc-D-Phe-N(OCH;)CH; 39 16 41 16 45 46 15 45
Boc-D-Phe-y(CH,NH)-Gly-OCH; 27.6 1 31 1 45 36 9 45
Boc-D-Phe-y(CH,NH)-Val-OCH; 40.3 1 47 1 45 70 9 45
Boc-Aib-N(OCH;)CH; 18 16 20 16 45 26 15 45
Boc-Aib-y(CH,NH)-Gly-OCH; 18 1.5 26 1.5 45 34 9 45
Boc-Aib-y(CH,NH)-Val-OCH; 22 1.5 29 1.5 45 42 9 45
Boc-Aib-y(CH,NH)-Aib-OCH; 24 1.5 32 1.5 45 40 9 45

*Tutte le reazioni sono state eseguite tre volte e le rese fornite corrispondono ai valori medi; ” bagno a olio;
“1la potenza utilizzata & stata di 300 W.

38



5.1.2.1. PROCEDURA GENERALE PER LA SINTESI DEI DI-
PEPTIDI CONTENENTI IL LEGAME METILENAMMINICO

N, O-dimetilidrossammati
N-Boc-amminoaldeidi

Legame WCH;NH)

Sintesi degli N, O-dimetilidrossammati

Ad una soluzione in DMF di 1 equivalente di amminoacido N-
protetto (Boc-aa;-OH), vengono aggiunti 1,1 equiv. di DCC ed 1,5 equiv.
di DIEA e di N,O-dimetilidrossilammina cloridrato. La reazione viene
agitata a temperatura ambiente oppure riscaldata mediante riscaldamento
convenzionale o irraggiamento a microonde, secondo quanto descritto in
Tabella 6. 1l solvente viene evaporato e la miscela grezza ripresa in aceta-
to di etile e successivamente lavata tre volte con soluzioni di acido citrico
al 10%, bicarbonato di sodio al 5% ed una soluzione satura di NaCl. La
purificazione mediante colonna cromatografica su gel di silice ha fornito

gli N,O-dimetilidrossammati come solidi di colore bianco.
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Sintesi delle N-Boc-amminoaldeidi

Una soluzione di LiAlHy4 (5 equiv.) in THF anidro viene agitata a
0 °C e I’N,O-dimetilidrossammato viene aggiunto goccia a goccia. La re-
azione viene tenuta sotto agitazione elettromagnetica per 1 ora e succes-
sivamente una soluzione acquosa di KHSO, (6 equiv.) ¢ stata aggiunta,
seguita da 50 ml di etere di etilico. La fase organica ¢ stata separata ed
estratta con HC1 1 M, NaHCOs; al 5% ed una soluzione acquosa satura di
NaCl. Si ottengono le amminoaldeidi protette come olii da utilizzare sen-

za sottoporre ad ulteriori metodiche di purificazione.

Sintesi dei dipeptidi contenenti il legame metilenamminico

L’aldeide (1 equiv.) viene disciolta in wuna miscela di
CH3;0H/CH3COOH in rapporto 99:1 e ’amminoacido protetto sulla fun-
zione carbossilica viene aggiunto goccia a goccia (H-aa;-OCHjs, 1 e-
quiv.). La reazione viene tenuta sotto agitazione elettromagnetica per 10
minuti e a questo punto viene aggiunta goccia a goccia una soluzione di
NaBH;3;CN (4 equiv.). La reazione viene agitata a temperatura ambiente
oppure riscaldata mediante riscaldamento convenzionale o irraggiamento

a microonde secondo quanto descritto in Tabella 6. La reazione & stata
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poi raffreddata in un bagno di ghiaccio ed addizionata con 30 ml di una
soluzione di NaHCO; al 5% e 40 ml di etere di etilico. La fase organica
raccolta viene lavata con acido citrico al 10% per tre volte; la fase acquo-
sa acida ¢ stata alcalinizzata completamente con KOH 3 M e riestratta
con acetato di etile.

Sono stati ottenuti cosi i composti finali, come olii di colore gial-
lo, senza necessita di doverli sottoporre ad ulteriori metodiche di purifi-

cazione.

41



5.1.3. Sintesi dei derivati 1,2,3-triazolici [7].

La sintesi del nucleo 1,2,3-triazolico puo essere condotta attraverso
la reazione dell’acido propiolico ad un residuo N-terminale aminoacidico
e la successiva cicloaddizione 1,3 dipolare con una Fmoc-amino-azide.
La rimozione del gruppo protettore Fmoc consente il proseguimento della
sintesi peptidica. La sintesi dei derivati 1,2,3-triazolici & stata ampiamen-
te discussa in letteratura, sia in fase solida, che in soluzione o in assenza
di solvente [13].

La sintesi termica dei derivati 1,2,3-triazolici, tuttavia, € descritta
come non regioselettiva [14], mentre 1’utilizzo di catalizzatori consente
I’ottenimento di un solo regio-isomero [15].

In particolare, lo ioduro rameoso, sia in soluzione che in fase soli-
da, consente la sintesi dei triazoli 1,4 sostituiti senza la formazione dell’
isomero 1,5 sostituito. La reazione avviene in condizioni non drastiche ed
in rese elevate [16].

Tuttavia, in letteratura non sono riportati casi di sintesi termica che
consentono ’ottenimento del solo regioisomero 1,4. Tale riscaldamento
potrebbe permettere una riduzione dei tempi di reazione ed un incremen-

to delle rese.
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Sulla base delle considerazioni riportate in precedenza, il nostro
obiettivo durante il lavoro di tesi sperimentale ¢ stato il miglioramento
della sintesi di triazoli 1,4 sostituiti attraverso I’impiego del riscaldamen-
to mediante microonde.

La sintesi di tali derivati ¢ stata condotta facendo reagire quattro
diverse Fmoc-amino-azidi 10a-10d, da noi precedentemente sintetizzate,
caratterizzate da un diverso ingombro sterico in catena laterale, con tre
diversi alchini in presenza di ioduro rameoso e di allumina basica. Le re-
azioni sono state condotte usando un forno a microonde (ETHOS 1600
Milestone) specificamente progettato per la sintesi organica.

La sintesi delle amino azidi protette ¢ stata condotta attraverso la
reazione di Mitsunobu, utilizzando, come donatore di gruppi azidici, la
nicotinoil azide. Tale reazione & stata eseguita mediante una procedura
gia descritta in letteratura, che parte dal corrispondente amino alcool, in
presenza di trifenilfosfina e di-etil-azo-dicarbossilato in tetraidrofura-
no. I reattivi impiegati e le condizioni di reazione sono descritti nello

Schema 2.
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O O/”\NJ\/OH PPhs, DEAD,THF O O/IJ\NJ\/NS

H 0<C, 3h

10a-10d

>
N
Compound R
10a H
10b -CH;
10c }
10d
Schema 2

La sintesi della nicotinoil azide, invece, ¢ stata realizzata seguendo

quanto riportato nello Schema 3.

O (0]
NH
e 2
N H HCI conc. N N3
_—
/ NaN02/H20 /

N N

Schema 3

La sintesi si esegue facendo reagire 1’idrazide dell’acido nicotini-

co con acido cloridrico concentrato e nitrito di sodio, ad una temperatura
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compresa tra 0 e 10 °C. Il derivato sintetizzato ¢ caratterizzato da un for-
te potere vasodilatatore e determina effetti irritanti.
Le Fmoc-amino-azidi, cosi sintetizzate, sono state fatte reagire con
tre gruppi alchinici precedentemente sintetizzati.
La sintesi dei derivati amido alchinici 11a-11c ¢ stata condotta se-

condo quanto riportato nello Schema 4.
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La sintesi degli alchini segue il metodo dell’anidride mista descritto
in letteratura da Coppola et al. [17]. Esso prevede I’attivazione dell’acido
propiolico con idruro di sodio. La miscela di reazione cosi ottenuta, viene
agitata per tutta la notte; al mattino seguente si raffredda alla temperatura

di -10°C e si aggiunge etil cloroformiato. Dopo ulteriori 45 minuti, si ad-
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diziona I’aminoacido desiderato e si ottiene il derivato alchinico corri-
spondente. Tutti i composti sintetizzati sono delle polveri bianche, ad ec-
cezione del derivato 11c, che si presenta come un olio di colore giallo.

La sintesi regioselettiva dei derivati 1,2,3-triazolici 12a-121 me-

diante microonde €, infine, descritta nello Schema 5:

o} R
J.L 9 R! N=—N
O S 0 R i
N
O N G ~pg?
10a-10d H
Cul MW o
p oo m
Basic alumina
o 12a-121
)L R2
HC§C H/

11a-11c

Schema 5

La reazione prevede la cicloaddizione tra le Fmoc-amino azidi 10a-
10d con i derivati acetilenammidici 11a-11c¢ catalizzata dallo ioduro ra-
meoso. Il solvente ¢ stato sostituito con un supporto solido costituito da
allumina basica. Le polveri sono state mescolate con 1’allumina in un
rapporto ponderale di 1:4 per 5 minuti, dopodiche sono state sottoposte
all’irraggiamento mediante microonde.

Le reazioni al microonde sono state effettuate in provette sigillate e

si € impostato un programma di riscaldamento mediante microonde costi-
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tuito da steps di innalzamento della temperatura seguiti da steps a tem-
peratura costante. I parametri di tempo, temperatura e potenza, sono stati
monitorati mediante il sofware “easyWAVE” e sono stati impostati come
descritti in Tabella 7.

La temperatura delle reazioni ¢ stata monitorata direttamente attra-
verso una sonda fluorottica, virtualmente trasparente alle microonde, in-
serita all’interno della miscela di reazione. La purificazione dei prodotti &
stata effettuata mediante cromatografia su colonna di gel di silice e suc-
cessiva cristallizzazione. Tutti i composti sono stati caratterizzati median-
te 'H-NMR ed ESI-MS.

Il principale vantaggio della nostra nuova procedura di sintesi, ri-
spetto ai metodi gia riportati in letteratura, consiste nell’ottenere dei
composti finali 12a-121 in rese elevate con un brevissimo tempo di irrag-
giamento a microonde. Tali rese sono paragonabili alla reazione cataliz-
zata dallo ioduro rameoso in soluzione, senza la formazione del regioi-
somero 1,5 sostituito, ma sono ottenute in tempi estremamente ridotti. La
presenza del catalizzatore rameoso rende la reazione regioselettiva e non
dipendente dagli effetti di ingombro sterico che, invece, giocano un ruolo

di primo ordine nella sintesi termica non catalizzata dei derivati 1,2,3-
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triazolici, in cui 'ingombro dei sostituenti nella catena laterale delle
Fmoc-amino azidi puo indirizzare la sintesi verso la formazione dei re-
gioisomeri 1,4 ed 1,5 sostituiti, oppure puo inibire completamente la ci-
cloaddizione nella formazione dell’isomero 1,5 sostituito.

Qualora la reazione veniva eseguita senza aggiungere il supporto
solido non si ottenevano i prodotti finali, pur prolungando il riscaldamen-
to per oltre 20 minuti. Inoltre, un incremento di temperatura o della po-
tenza delle microonde impiegate non determinavano un ulteriore aumen-
to delle rese ottenute, in quanto si aveva la decomposizione dei reagenti
di partenza.

Dall’analisi dei risultati presenti in Tabella 7, in cui si possono pa-
ragonare le rese ottenute mediante microonde senza solvente con le rese
ottenute in soluzione a temperatura ambiente, si evince che le rese mi-
gliori sono state ottenute con i composti 12i-121. Questo risultato, proba-
bilmente va attribuito all’alchino utilizzato (11¢) che presenta uno stato

di aggregazione liquido.
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Tabella 7

Temperatura ambiente

Microonde senza solvente

Composto R! R? Resa Tempo Supporto Tempo Temp. Resa
(%) (h) solido (min.) °0) (%)

12a -H -CH,C¢Hs 58 16 Allumina 5 60 48
Basica 10 100
5 100

12b -CH; -CH,C¢Hs 68 16 Allumina 5 60 64
Basica 10 100
5 100

12¢ -CH,CH(CH5;), -CH,C4¢Hs 62 16 Allumina 5 60 71
Basica 10 100
5 100

12d -CH,C4Hs -CH,C4Hs 34 12 Allumina 5 50 30

Basica 10 85
5 85

12e -H o 50 16 Allumina 5 60 46
w Basica 10 100
5 100

12f -CH; o 57 16 Allumina 5 60 68
w Basica 10 100
5 100




Continua Tabella 7

Temperatura ambiente

Microonde senza solvente

Composto R! R? Resa Tempo Supporto Tempo Temp. Resa
(%) (h) solido (min.) °0) (%)
12¢g -CH,CH(CHs), {—/Q 30 16 Allumina 5 60 26
N Basica 10 100
5 100

12h -CH,C4Hs {—/Q 42 12 Allumina 5 50 38
e Basica 10 85
5 85

12i -H < > o 66 12 Allumina 5 50 58
° Basica 10 85
5 85

12 -CH; o 50 12 Allumina 5 50 55
&0 Basica 10 85
5 85

12k -CH,CH(CH3), @ o 56 12 Allumina 5 50 60
o Basica 10 85
5 85

121 -CH,C¢H < > o 61 12 Allumina 5 50 60
e ° Basica 10 85
5 85
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5.1.3.1. PROCEDURA GENERALE PER LA SINTESI DEI DERI-
VATI AMINO AZIDICI:

1 mmole di Fmoc-amino alcool ed 1.5 mmoli di trifenilfosfina
sono stati disciolti in 70 ml di solvente (THF). La miscela di reazione ¢
stata raffreddata alla temperatura di 0°C e tenuta, sotto agitazione elet-
tromagnetica, in atmosfera di azoto per 10 minuti. Un’opportuna quantita
di DEAD (di-etil-azocarbossilato, 1,5 mmoli) ¢ stata aggiunta goccia a
goccia ed, infine, dopo altri 10 minuti & stata aggiunta la nicotinoil azide
(1.3 mmoli). La reazione viene tenuta sotto agitazione elettromagnetica
per ulteriori 3 ore. Il solvente viene evaporato mediante distillazione a
pressione ridotta e la miscela viene purificata attraverso una colonna
cromatografica su gel di silice per dare il composto finale come un solido

di colore bianco.
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Sintesi della nicotinoil azide

Ad una soluzione di HCI concentrato (13,2 ml, 159,48 mmoli),
tenuta sotto agitazione elettromagnetica, alla temperatura di 0°C ¢ stata
aggiunta 1’idrazide dell’acido nicotinico (6g) poco alla volta. Dopo 10
minuti, una soluzione di NaNO, in H,O (6,15 g in 10,8 ml di H,O) ¢ stata
aggiunta. Dopo 30 minuti sono stati aggiunti 180 mL di etere etilico. La
fase eterea ¢ stata separata ed estratta mediante una soluzione di Na-
HCO:s;. La fase acquosa ¢ stata, poi, completamente alcalinizzatata con
NaOH 2N e riestratta con NaHCOs. Le fasi organiche riunite sono state
anidrificate con Na,SOy e filtrate. Il solvente ¢ stato evaporato mediante

distillazione a pressione ridotta fornendo 3,2g del composto desiderato.
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5.1.3.2. PROCEDURA GENERALE PER LA SINTESI DEI DERI-
VATI ALCHIN AMMIDICI:

Una soluzione di acido propiolico (1,5 mL, 25 mmoli) sciolto in
20 mL di THF, tenuta sotto agitazione elettromagnetica alla temperatura
di 0°C, ¢ stata addizionata a 200 mg di NaH (25 mmoli). La reazione &
stata portata a temperatura ambiente ed agitata per 16 h. In seguito, la re-
azione ¢ stata raffreddata nuovamente alla temperatura di -10 °C ed &
stata aggiunta goccia a goccia una soluzione di etil cloroformiato (2,2 ml,
25 mmoli) in THF. Infine, dopo 45 minuti, & stata aggiunta una soluzione
dell’ammina primaria desiderata (25 mmoli). La reazione & stata agitata
per tre ore. Il solvente ¢ stato evaporato mediante distillazione a pressio-
ne ridotta ed il residuo ottenuto ¢ stato ripreso in cloroformio. La fase or-
ganica ¢ stata estratta con una soluzione satura di NaCl e, successivamen-
te, anidrificata, filtrata e portata a secco. La miscela di reazione ¢ stata
purificata mediante colonna cromatografia su gel di silice fornendo i
composti alchin-ammidici desiderati. Tutti i prodotti ottenuti presentava-
no uno stato di aggregazione solido, ad eccezione del derivato 11¢ che si

presentava come un olio di colore giallo.
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5.1.3.3. PROCEDURA GENERALE PER LA SINTESI DEI DERI-
VATI 1,2,3-TRIAZOLICI SENZA SOLVENTE:

La Fmoc-amino azide (1 mmol), il derivato alchin ammidico (1
mmol) e lo ioduro rameoso (1 mmol) sono stati mescolati finemente in
un mortaio con 1’allumina basica in un rapporto ponderale di 1:4. La mi-
scela & stata mescolata per 5 minuti; a questo punto, per avere un mesco-
lamento completo delle polveri, ¢ stato aggiunto del diclorometano in
quantita sufficiente per solubilizzare i reagenti ed ¢ stato successivamente
allontanato per evaporazione. La miscela di reazione ¢ stata sottoposta ad
irraggiamento mediante microonde per 20 minuti. Il solido ¢ stato estratto
con diclorometano e la miscela di reazione ¢ stata sottoposta a purifica-
zione mediante colonna cromatografica su gel di silice per dare i derivati

finali come prodotti puri.
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5.2. SVILUPPO DI UNA LIBRERIA DI ESTERI METILICI
DELLA GLICINA N-ALCHIL SOSTITUITI [8]

Conoscendo l'importanza della sostituzione degli amminoacidi con i
corrispondenti derivati della glicina N-alchil sostituiti, il mio obiettivo &
stato il miglioramento della sintesi di questi residui modificati, tenendo in
considerazione nuove metodologie sintetiche.

Partendo da queste considerazioni, ¢ stata sviluppata una libreria di
esteri metilici della glicina N-alchil sostituiti, ottenuta proprio mediante
riscaldamento a microonde e con strategie di sintesi combinatoriali pa-
rallele e non-parallele.

In questa tesi viene riportata la sintesi di tali derivati, vengono pa-
ragonate le due strategie con le quali essa ¢ stata condotta e sono riportate
le sequenze peptidiche in cui i derivati sono stati introdotti con i relativi
risultati di sperimentazione farmacologica.

I prodotti da me ottenuti sono caratterizzati dalla struttura generale
presente in Figura 4; il lavoro discusso si cala in un ampio progetto gia
da tempo in atto presso i laboratori da me frequentati per il mio lavoro di
tesi e ha previsto I’introduzione di tali residui modificati nella se-
quenza del peptide PAR-4 AP in modo da individuare validamente la
conformazione di legame tra i residui amminoacidici e la controparte re-

cettoriale.
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Figura 4

La sintesi parallela dei derivati amminoacidici modificati ¢ stata
condotta mediante alchilazione riduttiva della glicina metil estere clori-
drato in presenza di 10 diverse aldeidi aromatiche, commercialmente di-
sponibili (Figura 5), e NaBH3;CN; le aldeidi selezionate forniscono deri-
vati amminoacidici che possono mimare amminoacidi aromatici naturali

e non naturali.
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Ogni reazione ¢ stata condotta in una provetta sigillata specifica per la
sintesi a microonde in un carosello “multiPREP” a 36 posizioni (Mile-
stone®); le altre provette sono state riempite con lo stesso solvente di re-
azione (alcol metilico). La procedura sintetica, riassunta nello Schema 6,
¢ stata condotta usando un forno a microonde (ETHOS 1600, Milesto-
ne®) specificamente progettato per la sintesi organica, eseguendo un

programma di microonde composto da opportuni step di innalzamento
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della temperatrura seguiti da step di riscaldamento a temperatura costan-

te.
O H o 1. TEA, MeOH,
+ +H3N/\n/ “~CHs MW
- cr 9 2. NaBH5CN, MW
R_
X

Schema 6

La temperatura della miscela di reazione tenuta sotto agitazione elettro-
magnetica, ¢ stata monitorata mediante una sonda IR, mentre la rotazione
del carosello, il tempo di irraggiamento e la potenza sono stati monitorati
con il programma "easyWAVE." L’alchilazione riduttiva ha fornito i
composti finali 14a-141 ed ¢ stata condotta in 2 step di irradiazione con
300W di potenza, alla temperatura di 45°C in alcol metilico per un tempo
totale di 15 minuti.

Queste condizioni sono considerate quelle ottimali perché temperature,

tempi o potenze piu alte, non hanno fornito un ulteriore incremento delle
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rese o addirittura hanno dato luogo alla decomposizione dei reagenti.

Dopo la sintesi, i composti finali sono stati caratterizzati mediante ESI-
MS, '"H-NMR e C-NMR ed i dati ottenuti confermano le strutture sinte-
tizzate.

Come punto di partenza per la procedura non-parallela, sono state
miscelate quantita misurate dei singoli composti puri 14a-141 ottenuti
precedentemente, e sono state valutate con una colonna C18 Vydac (5
wm, 4.6 x 250 mm, particelle sferiche) numerose condizioni di eluizione
di RP-HPLC analitico al fine di ottenere una separazione completa. La
migliore condizione di eluizione per la determinazione analitica & risulta-
ta la seguente, eseguita con due sistemi di solventi:

A: 100% acetonitrile in 0.1% TFA,

B: 100% H,0 in 0.1% TFA

gradiente lineare da 0% A a 50%B in 50 minuti, lampada UV a 220 nm,
flusso 1 mL/min. Il cromatogramma ottenuto ha mostrato una separazio-
ne sufficiente fra i composti tanto da potere ipotizzare un’eventuale puri-
ficazione della miscela di prodotti mediante RP-HPLC preparativo (Fi-

gura 6).
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Figura 6

N

Sulla base dei risultati ottenuti ¢ stata sviluppata, pertanto, una
procedura sintetica non-parallela realizzata ponendo i reattivi in un unico
contenitore: la glicina metil estere cloridrato ¢ stata fatta reagire contem-
poraneamente con le 10 diverse aldeidi aromatiche con la successiva ag-
giunta di NaBH3CN alla miscela; la procedura sintetica & stata compiuta
usando sempre il forno a microonde Milestone®. E’ stato eseguito un
programma di microonde simile alla procedura parallela e 1’alchilzione
riduttiva ¢ stata compiuta in 2 step di irradiazione con 300Wdi potenza,
alla temperatura di 45 °C in alcol metilico, per un tempo totale di 25 mi-
nuti. I derivati sintetizzati sono stati introdotti nella sequenza peptidica

PAR-4 AP fornendo i derivati 15-24 presenti in Tabella 8.

Tabella 8 - Prodotti 15-24
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5.2.1. SPERIMENTAZIONE FARMACOLOGICA DEI PRODOTTI 15-24

La sperimentazione farmacologica ¢ stata condotta presso il Diparti-
mento di Farmacologia Sperimentale della Facolta di Farmacia di Napoli
dal gruppo del Prof. Giuseppe Cirino, in collaborazione con il Diparti-
mento di Fisiologia dell’Universita di Siena.

I saggi biologici preliminari hanno permesso di valutare la capacita dei
composti sintetizzati di interferire con la produzione di IFN-y (interfero-
ne-y).

L’IFN-y possiede una potente azione immunomo-dulatrice e la sua at-
tivita biologica viene di norma espressa come misura dell’effetto antivira-
le osservato in colture cellulari e generalmente viene espressa come unita
internazionali (International Units, 1U) relative a standard di riferimento.
Per i composti sintetizzati si ¢ andati a valutare la capacita di ripristinare
la produzione di IFN-y. Dalla Figura 7 si nota che quando le cellule ven-
gono incubate solo con PHA si ha un aumento della produzione di IFN-v,
I’incubazione con I’agonista PAR-4-AP determina una diminuzione di ta-
le produzione, infine I’incubazione delle cellule con gli antagonisti sinte-
tici induce un ripristino, se non un incremento della concentrazione di
IFN-vy. Tra i composti testati quello che ha dato i risultati pit promettenti

¢ stato il composto 18. Tale composto somministrato ad una dose di 55
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UM, non solo ripristinava la produzione di IFN-y, ma ne determinava

addirittura un aumento.
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Figura 7
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5.2.2. PROCEDURA GENERALE PER LA SINTESI PARALLE-
LA DELLA LIBRERIA DI ESTERI METILICI DELLA GLICINA
N-ALCHIL SOSTITUITI:

Utilizzando un carosello “multiPREP” (Milestone®) con 36 pro-
vette di reazione, la glicina metil estere cloridrato (2.39 mmol) e 1'aldeide
appropriata (2.39 mmol) sono state aggiunte ad ogni provetta di reazione
e disciolte in alcol metilico. E stata aggiunta poi una quantita equimolare
di trietilammina e le provette sono state sigillate. Le reazioni sono state
riscaldate in un forno a microonde Milestone® alla temperatura di 45 °C
usando 300W di potenza per 5 minuti. Dopo 1 minuto di ventilazione, le
provette sono state aperte, ed ¢ stato aggiunto un eccesso di NaBH;CN
(4.78 mmol) ad ogni miscela di reazione; a questo punto ¢ stato eseguito
un nuovo step di riscaldamento a microonde alla temperatura di 45 °C
usando 300W di potenza per 10 minuti. Per ogni reazione il solvente &
stato allontanato mediante distillazione a pressione ridotta e la miscela
grezza ¢ stata ripresa con etile acetato.

Ogni fase organica ¢ stata trasferita in un imbuto separatore e sot-
toposta ad un’estrazione con una soluzione acquosa al 10% di acido citri-
co. La fase acquosa ¢& stata alcalinizzata completamente con NaOH 1N
per i composti 14a-14b ed 14f-141 e contro-estratta con diclorometano.

Per le aldeidi caratterizzate da un sostituente fenolico (14c-14e) le e-
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strazioni sono state evitate. La fase organica ¢ stata anidrificata con sol-
fato di sodio anidro, filtrata e portata a secco. Le miscele di reazione sono
state purificate mediante cromatografia su colonna di gel di silice, per ot-

tenere i composti puri 14a-14l.
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5.2.3. PROCEDURA GENERALE PER LA SINTESI NON PA-
RALLELA DELLA LIBRERIA DI ESTERI METILICI DELLA
GLICINA N-ALCHIL SOSTITUITI:

La glicina metil estere cloridrato (23.9 mmol) e le 10 aldeidi (2.39
mmol ognuno) sono state disciolte con alcol metilico in un pallone a due
colli. E stata aggiunta una quantita equimolare di trietilammina (23.9
mmol) e la reazione ¢ stata poi trasferita nel reattore di un forno a micro-
onde Milestone® . La reazione ¢ stata riscaldata sotto agitazione elettro-
magnetica per 5 minuti alla temperatura di 45°C usando 300W di poten-
za. Dopo 1 minuto di ventilazione, & stato aggiunto un eccesso di
NaBH;CN (47.8 mmol) e la miscela ¢ stata riscaldata ulteriormente per
20 minuti, nelle stesse condizioni. Dopo il riscaldamento, il solvente &
stato allontanato mediante distillazione a pressione ridotta e la miscela ¢
stata estratta successivamente con una soluzione satura di NaCl, in modo
da rimuovere 1'eccesso di NaBH3;CN. La miscela grezza ¢ stata anidrifi-
cata con Na,SOy anidro, filtrata ed il solvente & stato allontanato median-
te un rotavapor Buchi R-114 a pressione ridotta. La purificazione me-
diante RP-HPLC preparativo ci ha consentito di ottenere i composti puri

14a-141.
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5.3. SINTESI MEDIANTE MICROONDE DI UN NUOVO SCAF-
FOLD IN GRADO DI INDURRE LA CONFORMAZIONE B-TURN
NEI POLIPEPTIDI [9].

Le microonde sono state impiegate inoltre nello sviluppo di un
nuovo scaffold in grado di indurre la conformazione B-turn nei polipepti-
di.

Le molecole sintetizzate sono caratterizzate da una struttura ami-
noacidica bifenilica con il gruppo carbossilico e quello amminico che si

fronteggiano e sono caratterizzati dalla struttura generale riportata in Fi-

gura 8.

COOX

Figura 8. Struttura generale dei derivati in grado di indurre la conforma-

zione B-turn.
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Tale struttura secondaria si realizza mediante 1’inversione del sen-
so della catena polipeptidica ed attraverso un legame ad idrogeno intra-
molecolare che si forma tra le due catene antiparallele; questo vincola il
ripiegamento, attraverso la formazione di un anello a 13 o 15 termini, in-

ducendo per tanto la conformazione descritta (Figura 9).

b P
H R O H O | N
[t N H
g e it e
g H B o=l H R
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Figura 9

La sintesi di derivati bifenilici aromatici dotatii dalle caratteristi-
che illustrate in precedenza ¢ descritta in letteratura come una procedura
laboriosa e costituita da numerosi steps. La strategia di sintesi sviluppata
da me prevede una strategia one-pot mediante I’utilizzo delle microonde
nella reazione di Suzuki coupling.

Siccome in letteratura gli esempi di reazione su derivati
dell’anilina sono piuttosto limitati, abbiamo valutato numerose condizio-

ni di reazione.
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I migliori risultati sono stati ottenuti in soluzione acquosa utiliz-

zando il carbonato di cesio come base.

La reazione di Suzuki ¢ stata condotta facendo reagire un derivato borbo-

nico con I’opportuno alogenuro aromatico sciolti in una miscela di DMF

ed acqua in rapporto 5:1, secondo quanto descritto nello Schema 7.

Rs
Rg Ry Rg
COOX  Rs NH,
+ CsCO,/ (PHyP)Pd R NH,
_OH »
B\ R; Br  DMF/H,0; MW COOX

X=H,CH; OH R,

Composto X R; Ry Rs Rq
25a CH; H H H H
25b CH; H CF; H H
25¢ CH; H H NO, H
25d CH; H CH; H H
25e CH; H H H CH;
25f CH; H H CF; H
25g CH; CH; H CH; H
25h H H H NO, H
25k H H CF; H H

Schema 7. Reazione di Suzuki coupling: reagenti e condizioni.
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Alla reazione sono stati aggiunti il carbonato di cesio ed il cata-
lizzatore palladiato e tale miscela ¢ stata posta in un contenitore chiuso
ed irraggiata mediante microonde per 30 minuti.

Il principale vantaggio della nostra strategia di sintesi ¢ che con
un riscaldamento breve si ottengono i derivati desiderati in buone rese,
superiori quasi sempre a quelle ottenute mediante il riscaldamento con-
venzionale prolungato per 20-36 ore. I risultati conseguiti sono riportati

in Tabella 9.

Tabella 9 - Sintesi dei derivati B-turn mimetici me-
diante microonde.

Irraggiamento mediante microonde

Composto Temp. Tempo Resa

(°C) (min.) (%)
25a 150 30 34
25b 150 30 17
25¢ 150 30 34
25d 150 30 29
25e 150 30 24
25f 150 30 19
25g 150 30 22
25h 150 30 25
25k 150 30 13
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I derivati sintetizzati sono stati inseriti nella sequenza peptidica PAR-4 e
sono attualmente in fase di analisi mediante dicroismo circolare per stabi-
lire se essi realmente, come suggerito da calcoli di modellistica molecola-

re, stabilizzano la conformazione B-turn.
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6. PARTE SPERIMENTALE

DEI COMPOSTI ETEROCICLICI
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6.1. SINTESI DI DERIVATI ETEROCICLICI A NUCLEO BEN-
ZOTRIAZINONICO E SACCARINICO DOTATI DI ATTIVITA’
ANTIDIARROICA [10].

La procedura di sintesi utilizzata per i derivati 1,2,3-
benzotriazinonici (28-30) ¢ stata riassunta nello Schema 8.

L’alchilazione del nucleo eterociclico di partenza 1,2,3-benzo-
triazinonico con l'opportuno 1-bromo-2-cloroetano, 1-bromo-3-
cloropropano o 1-bromo-4-clorobutano in presenza di K,CO3 in DMF, ha
fornito i corrispondenti derivati cloroalchil benzotriazinonici (27a-27c).
Gli intermedi cosi ottenuti sono stati condensati con 1’ appropiato 1-
piperonil-piperazina in DMF in presenza di K,CO; e Nal, per dare i pro-
dotti finali 28-30.

La preparazione dei derivati saccarinici (33-40) ¢ riportata nello
Schema 9.

Il nucleo saccarinico di partenza (31) ¢ stato opportunamente al-
chilato con I’1-bromo-3-cloropropano o 1-bromo-4-clorobutano; gli in-
termedi cloroalchilici (32a-32b) cosi ottenuti sono stati condensati con
I’opportuna 4-idrossi-4-(4-X-fenil)-piperidina per ottenere i prodotti fina-
li 33-40. Tutti i prodotti finali sono stati, infine, trasformati nei corri-
spondenti sali cloridrati, utilizzando HCI dry gassoso in etere dietilico

anidro.
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Schema 8. Reagenti e condizioni di reazione: (i) Br(CH,),Cl, K,COs3,
DMF, pv; (ii) 1-piperonil-piperazina, K,COs, Nal, DMF, pv.
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Schema 9. Reagenti e condizioni di reazione: (i) Br(CH,),Cl, K,CO3,
DMF, pv; (ii) 4-idrossi-4-(4-X-fenil)-piperidina, K,COs, Nal, DMF, uv.
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i parametri di tempo, potenza, temperatura utilizzati per il riscaldamen-
to a microonde, le condizioni sperimentali utilizzate per il riscaldamento

convenzionale e le relative rese percentuali sono riportati in Tabella 10.
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Tabella 10 — Confronto tra riscaldamento convenzionale e irradiazione a microonde
per gli intermedi (27 e 32) ed i prodotti finali (28-30 e 33-40).

Composti Riscaldamento convenzionale® Irradiazione a microonde”

Resa Tempo Temp. Resa Tempo Potenza Temp.

(%) (min.) (°O) (%) (min.) (Watt) (°O)

5 200 90

27a-27b-27¢ 72-85 180 80 89-96 5 80 90

20 400 80

10 400 120

32a-32b 51-71 120 riflusso 80-92 5 200 110

5 80 80

5 80 80

28-30 44-65 24h riflusso 80-92 60 400 120

5 200 110

5 80 80

33-40 34-62 24h riflusso 70-80 50 400 120

5 200 110

“Bagno ad olio;
le condizioni sperimentali usate nell’irradiazione a microonde sono simili a quelle utilizzate nel riscaldamento con-
venzionale con la stessa concentrazione di reagenti iniziali e volume di solvente.
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L’applicazione del riscaldamento mediante microonde, come si
¢ potuto evincere dalla Tabella 10 ha notevolmente migliorato i tempi di
reazione che sono risultati significativamente ridotti, da 2-3 ore a 20-30
minuti nelle sintesi degli intermedi (27 e 32) e da 24 ore a 60-70 minuti
nell’ottenimento dei prodotti finali (28-30 e 33-40). Inoltre in tutte le rea-
zioni & stato evidenziato un netto incremento delle rese. Particolarmen-
te evidenti sono i risultati ottenuti per i composti 28-30 le cui rese sono
state dell’80-92% contro il 44-65% ottenute con il riscaldamento conven-
zionale (Tabella 10).
I derivati cosi ottenuti sono stati sottoposti alla sperimentazione farmaco-
logica.

I saggi farmacologici utilizzati per testare i composti sintetizzati
sono stati condotti su ileo isolato di cavia in vitro e sul transito intestinale
di topo in vivo.

In Tabella 11 vengono riportati, per tutti i prodotti testati e per la
loperamide preso come farmaco di riferimento, i valori di inibizione della

contrazione dell’ileo di cavia indotta elettricamente.

79



Tabella 11 — Inibizione delle contrazioni indotte elettricamente
nell’ileo di cavia dai prodotti ( 28-30 e 33-40) e dalla loperamide (tutti
impiegati alla concentrazione che oscilla tra 10”7 e 10 M). ECsp (uM):
meta della concentrazione massima effettiva; En.x (%): effetto inibitorio
massimo. I valori di ECsy ed Ej,x ottenuti in presenza di naloxone (10'6
M) sono riportati in parentesi. I dati sono la media + S.E.M. di 6-8 ani-
mali.

Composti ECsy (M) Emax (%)
(10°-10* M)
28 5.550+0.645 32+4
(5.207+0.736) 35+4
29 0.0284+0.0075 56+6
(0.0246+0.0071) (54£7)
30 >100 <10
33 >100 <10
34 >100 <10
35 >100 <10
36 % *
37 >100 <10
38 >100 <10
39 >100 <10
40 >100 <10
Loperamide 0.572+0.042 91+6
(>100) (<10)

“E’ stata osservata una leggera e non significativa tendenza all’incremento delle contra-
zioni indotte elettricamente.

I risultati ottenuti, riportati come ECsy (UM) hanno evidenziato
come alcuni dei composti testati (28 e 29) hanno esibito un interessante
effetto inibitorio sulla motilita intestinale in vitro. Infatti i derivati 28 e

29 mostravano rispettivamente valori di ECsp di 5.50 e 0.0284 uM.
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In particolare ¢ possibile notare, come il valore di ECsy (UM) del
composto 29 risulti estremamente piu basso di quello della loperamide
(ECso = 0.572 uM), utilizzato come farmaco di riferimento. I valori di
Emax (%) sono risultati per tutti piu bassi rispetto a quelli della loperami-
de. Contrariamente alle aspettative, i composti pill attivi in vitro (28 e
29), sono risultati quindi quelli caratterizzati da un nucleo benzotriazino-
nico, legato per mezzo di una catena alchilica, alla 1-piperonil-piperazina
mettendo cosl in evidenza come 1’anello piperidinico non sia risultato in
questa serie di derivati fondamentale ai fini dell’attivita antidiarroica.
Inoltre in questi derivati, I’allungamento della catena alchilica da 2,3 a 4
atomi di carbonio porta ad una perdita di efficacia. Per i derivati 28 e 29
lo stesso saggio farmacologico in vitro & stato effettuato anche in presen-
za del naloxone, considerato un antagonista relativamente puro del recet-
tore degli oppioidi.

Tuttavia il naloxone non & risultato in grado di modificare
I’effetto inibitorio dei composti 28 e 29 (Tabella 11). Questi risultati in-
dicano come gli effetti inibitori di tali prodotti sulla contrazione dell’ileo,
non siano dovuti all’attivazione dei recettori oppioidi. Dai risultati con-
seguiti si evince che tali derivati potrebbero fornire nuove strategie per la
cura dei disturbi della motilita associati a diarrea, sindrome del colon irri-

tabile e morbo di Crohn.
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6.1.1. PROCEDURA GENERALE PER LA SINTESI DEI DE-
WIVATI 2-LCORKRPENHLL,BBRXADERVAWNONICI,  3-
CLOROPROPIL-1,2,3-BENZOTRIAZINONICI E 4-

CLOROBUTIL-1,2,3-BENZOTRIAZINONICI

Una miscela di 1-bromo-2-cloroetano , 1-bromo-3-cloropropano o
1-bromo-4-clorobutano (0.09 mol), 1,2,3-benzotriazin-4(3H)-one (26)
(0.03 mol) e K,CO3 (0.05 mol) in DMF (70 ml) ¢ stata introdotta nel pal-
lone di reazione ed i parametri desiderati (potenza delle microonde, tem-
peratura e tempo) sono stati impostati come riportato in Tabella 10. Suc-
cessivamente, la miscela di reazione ¢ stata raffreddata e portata a secco.
Il residuo ¢ stato sciolto in CH,Cl, e la soluzione ¢ stata trattata piu volte
con H,0. La fase organica ¢ stata anidrificata con Na,SO,4 anidro e con-
centrata. La purificazione dei prodotti ¢ stata effettuata mediante croma-
tografia su colonna di gel di silice (etere dietilico/metanolo, 9:1, v/v) per
fornire gli intermedi 27a, 27b e 27¢ come solidi (rese ottenute: 27a 90%;

27b 96%; 27¢ 89%).
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6.1.2. PROCEDURA GENERALE PER LA PREPARAZIONE DEI
DERIVATI 3-[2, 3 O 4-(1-PIPERONIL-PIPERAZINA)-ALCHIL]-

1,2,3-BENZOTRIAZIN-4(3H)-ONE

Una miscela dell’appropriato 2, 3 o 4-(cloroalchil)-1,2,3-
benzotriazin-4(3H)-one 27a, 27b e 27c¢ (0.03 mol), 1-piperonil-
piperazina (0.03 mol), Nal (0.05 mol) e K,CO3 (0.05 mol) in DMF (50
ml) ¢ stata introdotta nel pallone di reazione ed i parametri desiderati (po-
tenza delle microonde, temperatura e tempo) sono stati impostati come
riportato in Tabella 10. Dopo raffreddamento, la miscela ¢ stata portata a
secco ed il residuo sciolto in CH,Cl; ; la soluzione ¢ stata quindi trattata
pit volte con H,O. La fase organica ¢ stata anidrificata con Na,SO, ani-
dro e concentrata. La purificazione dei prodotti finali ¢ stata effettuata
mediante  cromatografia su colonna di gel di silice (etere dietili-
co/etanolo, 9:1, v/v) per fornire i prodotti finali (28-30) come solidi cri-

stallini bianchi (rese comprese tra 1’80 e il 92%).
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6.1.3. PROCEDURA GENERALE PER LA PREPARAZIONE DEI
DERIVATI 2-CLOROALCHIL-1,2-BENZISOTIAZOLIN-

3(2H)ONE-1,1-DIOSSIDI

Una soluzione dell’appropiato 1-bromo-3-cloropropano o 1-bro-
mo-4-clorobutano (0.25 mol) in DMF (30 ml) ¢ stata aggiunta goccia a
goccia sotto agitazione ad una soluzione di saccarina (31) (0.1 mol) e
K>COj3 anidro (0.15 mol) in DMF ( 50 ml). La miscela ottenuta & stata in-
trodotta nel pallone di reazione ed i parametri desiderati (potenza delle
microonde, temperatura e tempo) sono stati impostati come riportato in
Tabella 9. Dopo raffreddamento, la miscela & stata diluita con CHCI; ed
trattata piu volte con H,O. La fase organica ¢ stata anidrificata con
Na,SOy anidro e concentrata sotto vuoto. Il residuo ¢ stato sottoposto a
cromatografia su colonna di gel di silice (etil acetato/n-esano, 9:1, v/v)
per fornire i prodotti intermedi 32a e 32b come solidi (rese ottenute: 32a

80%; 32b 92%).
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6.1.4. PROCEDURA GENERALE PER LA PREPARAZIONE DEI
DERIVATI 2-[3 O 4-(4-IDROSSI-4-FENIL-PIPERIDIN-1-IL)-
ALCHIL]-1,2-BENZISOTIAZOLIN-3-(2H)ONE 1,1-DIOSSIDI

Una miscela di un appropriato N-(cloroalchil)-benzensulfimide
(32a 0 32b) (0.10 ml) e Nal (0.16 mol) in DMF (50 ml) ¢ stata posta sot-
to agitazione e.m. a ricadere per 30 minuti. Successivamente sono stati
aggiunti K,CO3; (0.16 mol) e D’appropriata 4-idrossi-4-(4-X-fenil)-
piperidina (0.10 mol) . La miscela di reazione cosi ottenuta ¢ stata intro-
dotta nel pallone di reazione ed i parametri desiderati (potenza delle mi-
croonde, temperatura e tempo) sono stati impostati come riportato in Ta-
bella 9. Dopo raffreddamento, la miscela ¢ stata filtrata, diluita con
CHCI; ed trattata piu volte con H,O. La fase organica ¢ stata anidrificata
con Na,SO, anidro, concentrata sotto vuoto ed il residuo ¢ stato purifica-
to su colonna di gel di silice (etere dietilico/etanolo, 9.5:0.5, v/v) per for-
nire i prodotti finali (33-40) come solidi cristallini bianchi (rese comprese

trail 70 e I’'80%).
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6.1.5. SALI CLORIDRATI: PROCEDURA GENERALE
I sali cloridrati sono stati preparati per addizione di una soluzione
eterea di HCI ad una soluzione etanolica di basi libere. Tutti i derivati so-
no stati ricristallizzati da una miscela di etere dietilico ed etanolo. I pro-

dotti finali sono stati ottenuti come solidi cristallini bianchi.
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6.2. APPLICAZIONE DELLE MICROONDE IN REAZIONI DI
CONDENSAZIONE UTILIZZANDO AGENTI DISIDRATANTI
DIRETTAMENTE ANCORATI AD UN SUPPORTO SOLIDO [11].

Le microonde sono state impiegate nella condensazione tra 1’N-
Boc-atenololo e I’acido acetilsalicilico. In particolare, la mia attenzione &
stata focalizzata su due diversi approcci per la sintesi dell’atenololo-
aspirinato (ATA), a partire da reagenti facilmente disponibili. Nel primo
approccio il riscaldamento mediante microonde ha favorito I’attivazione
della funzione carbossilica come estere attivo del pentafluorofenolo (-
OPfp, Schema 10 - A), mentre nel secondo le microonde sono state ap-
plicate in una tecnica in soluzione assistita da polimeri, in cui la carbo-
diimmide, legata ad una resina polistirenica (PS-carbodi-immide), viene
utilizzata in presenza di HOBt e impiegando I’N,N- dimetilacetammide
(DMA) come solvente (Schema 10 - B).

In entrambi i metodi di sintesi il processo comprende tre steps
fondamentali:
a) protezione del gruppo amminico secondario dell’atenololo
con formazione di un derivato N-Boc;
b) attivazione del gruppo carbossilico dell’acido acetilsalicilico e
accoppiamento con atenololo N-Boc protetto;
c) rimozione del gruppo protettore dal gruppo amminico secon-

dario dell’atenololo.
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L’alta polarita del solvente DMA ha assicurato una completa
omogeneita ed un efficace riscaldamento della miscela di reazione. In so-
li 10 minuti di irradiazione 1’acido acetilsalicilico di partenza e il derivato

N-Boc-atenololo sono stati convertiti completamente nell’estere N-Boc-

atenololo-aspirinato.

Metodo A

Pentafluorofenolo, DCC
MW, DMF,20 min, 40°C

OCOCH,

COOH
: :OCOCH3
(41)
Metodo B

1. PS-carbodiimmide/HOBt,
N-Boc-Atenololo, DMA, MW,
100°C, 10 min

2. 30% CF;COOH, DCM
3. Metanolo, 10% acquoso
NaHCO; e DCM

F
(0] F
(0]
F F
1. N-Boc-atenololo, MW,

DMF, 30 min, riflusso | ©  (42)
2.30% CF;COOH, DCM
3. MeOH, 10% acquoso

NaHCO; e DCM Y
NH \
0
d\ J/\/ o
) \Q\)(‘)\
OCOCH; NH,
ATA (43)
Schema 10. Sintesi del derivato 2-acetossi-benzoico 2-(4-
carbamoilmetil-fenossi)-1-(isopropilamino-metil)-etil estere cloridrato
(ATA, 43).
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In particolare, seguendo la prima procedura descritta, 1’atenololo
aspirinato ¢ stato ottenuto nel modo seguente: 1’ Aspirina (41), disciolta in
N,N-dimetilformammide (DMF) anidra in presenza di dicicloesilcarbo-
diimide (DCC), ¢ stata trattata con pentafluorofenolo per fornire il corri-
spondente estere pentafluorofenilico (42). All’intermedio 42, sciolto in
DMF, si ¢ aggiunto N-Boc-atenololo e la soluzione risultante ¢ stata ri-
scaldata mediante irradiazione con microonde per trenta minuti. Dopo il
work-up, I'intermedio N-Boc-atenololo-aspirinato ¢ stato purificato me-
diante cromatografia su colonna, usando come fase stazionaria gel di sili-
ce e come eluente una miscela di etere/etanolo 8:2 (v/v). La resa percen-
tuale del prodotto finale & stata del 75%. Infine I’atenololo-acetilsalicilato
(43) ¢ stato ottenuto rimuovendo il gruppo Boc con una soluzione di aci-
do trifluoroacetico (TFA) al 30% in diclorometano (DCM). Il corrispon-
dente sale trifluoroacetato € stato disciolto in metanolo, trattato con una
soluzione acquosa al 10% di NaHCO; ed estratto con diclorometano. Il
solvente ¢ stato evaporato ed il residuo cristallizzato da etere dietilico.

Nel secondo metodo la condensazione tra 1’N-Boc-atenololo e
I’acido acetilsalicilico (41) ha previsto I’applicazione del riscaldamento
mediante microonde ad una tecnica in soluzione assistita da polimeri, in
cui la carbodiimmide, legata ad una resina polistirenica (PS-carbodi-

immide), viene utilizzata in presenza di HOBt e impiegando I’'N,N- di-
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metilacetammide (DMA) come solvente. La rimozione del gruppo pro-
tettore Boc, per fornire il composto finale 43, ¢ stata condotta secondo la
procedura descritta per il primo metodo. Il derivato sintetizzato & attual-
mente in fase di sperimentazione farmacologica ed i risultati preliminari
mostrano un elevata efficacia sia come antinfiammatorio che come deri-
vato beta-bloccante consentendo di migliorare le caratteristiche di en-

trambe le molecole di origine.
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7. CONCLUSIONI

91



In questa tesi di dottorato di ricerca in Scienza del Farmaco, sono
riportati una serie di esempi rappresentativi dell’impatto del riscaldamen-
to mediante microonde nello sviluppo di nuove molecole biologicamente
attive e nella ottimizzazione delle reazioni piu diffuse in chimica farma-
ceutica, realizzati dal gruppo presso il quale ho svolto la mia attivita di
ricerca. Tali esempi dimostrano come tale tecnologia sia attualmente in
rapida diffusione e rappresentera un ausilio fondamentale per il settore
della ricerca ed un approccio valido alla sintesi di tipo industriale.

Infatti, rispetto ai processi convenzionali di sintesi organica, il ri-
scaldamento mediante microonde presenta numerosi vantaggi, come re-
gimi di riscaldamento elevati, ’assenza di contatto tra la sorgente termica
ed i reagenti, rese elevate e tempi di reazione ridotti, interazione selettiva
tra le microonde e le sostanze chimiche e cosi via. Questo spiega il ruolo
primario che questa nuova tecnologia sta acquisendo nella chimica far-
maceutica.

Oggi, lo sviluppo di nuovi farmaci si trova in una nuova condi-
zione, che prevede la sintesi nel prossimo decennio di un numero di mo-
lecole superiore a quelle che sono state mai realizzate negli anni prece-
denti.

La sintesi di un tal numero di piccole molecole organiche &, per-
tanto, affidata alla chimica combinatoriale in associazione con il riscal-
damento mediante microonde, in modo da consentire lo sviluppo di libre-

rie di derivati che guidano, in tempi ristretti, alla individuazione di mo-
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delli molecolari dotati di grande affinita ed attivita intrinseca nel loro si-
to-bersaglio.

In conclusione, data I’entita e la riproducibilita dei vantaggi, la
versatilita e la “pulizia” della tecnica a microonde a tutt’oggi messi in lu-
ce, ci si aspetta nel prossimo futuro una rapida espansione anche
nell’ambito chimico-farmaceutico. La quantita di composti disponibili
per screening biologici crescera inevitabilmente e conseguentemente, i
principali processi di ottimizzazione saranno accelerati.

Dall’analisi di quanto riportato in questa tesid in letteratura in
genere possiamo affermare che, la sintesi organica condotta mediante ri-
scaldamento a microonde, ¢ in grado di assicurare una pil rapida produ-
zione di librerie di composti eterociclici e peptidici da cui si potrebbero
individuare i vari target macromolecolari per il trattamento di patologie

di diversa natura.
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