1. INTRODUZIONE



Negli ultimi decenni, nel campo della Chimica Facetica, sta
emergendo sempre piu il bisogno di sintetizzarevaunolecole organi-
che, al fine di facilitare i processi di identifiane e di ottimizzazione di
nuovi composti biologicamente attivi. La chimica ndmnatoriale,
nell’ambito della chimica farmaceutica, si & svpapa infatti per venire
incontro alle crescenti richieste di molecole oighe per la scoperta di
nuovi farmaci (drug discovery). In questo contetdovelocita di reazio-
ne si propone come requisito essenziale.

| metodi tradizionali di sintesi organica si soneelati, col tempo,
troppo lenti per soddisfare tali richieste. Alloopo di ridurre drastica-
mente i tempi di reazione, gli straordinari progretella sintesi organica
rendono, di giorno in giorno, disponibili sistensattivi completamente
nuovi ed in qualche caso addirittura rivoluzionarrelazione alle cono-
scenze della chimica classica. Cio rende sempraquessibile la proget-
tazione e la realizzazione di architetture moletaamplesse quali, ad
esempio, quelle che caratterizzano le molecoldat@sse biologico.

Fra i vari settori sintetici che, negli anni picceati, hanno subito
un forte impulso dallinnovazione ed una consegeerdrescita
d’interesse e di attenzione da parte dei chimiatpfioca sicuramente |l
riscaldamento di solidi e liquidi mediante irraggento di potenza ani-
croonde o riscaldamento dielettrico o elettromagpeea microonde

Sebbene i forni a microonde domestici siano séagdmente uti-

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



se adatta per accelerare le reazioni organicheparsg solo nel 1986
[1], a causa dei pericoli associati all'infiammatiildei solventi organici
e della mancanza di sistemi atti a controllarertsdihi.

Superata ormai da tempo la fase pionieristicaangliale taluni
laboratori tentavano di utilizzare forni a microenda cucina per le mi-
neralizzazioni (con i conseguenti problemi di rigtwoibilita e sicurezza),
la strumentazione che impiega le microonde ha waggiun elevatissimo
livello tecnologico ed ha ampliato moltissimo i ganapplicativi, dalla
mineralizzazione dei campioni per le analisi eletaenalle misure di
umidita, per arrivare poi al campo delle estrazidinmatrici complesse
con solventi per le analisi organiche e, infindg aéazioni di sintesi or-
ganica e metallorganica.

All'interno della stessa sintesi organica, i livelpplicativi si so-
no moltiplicati, tant'€ che oggi puo essere cotalotediante sistemi a
riflusso, con sistemi pressurizzati o addirittueaza solvente, riducendo
conseguentemente l'inquinamento ambientale e cterseém la defini-
zione di “green chemistry”

Lo schema di Tabella 1 riassume raggruppati pesscli sistemi
organici sintetici, biologici, inorganici e mistiprincipali campi applica-

tivi dell'irraggiamento di potenza a microonde.



Tabella 1- Principali campi di applicazione del riscaldatoes microonde.

Sistema trattato Processi promossi Vantagdi Grado di sviluppo attuale
Sistemi organici sintetici
Sintesi organiche in fase liquida e Processi chimici Velocita, incremento di resa Lalbario

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

Fluidificazione, processi chi- Velocita dei processi chimici, Laboratorio/pilota
mici di curing e post-curing, rapidita, omogeneita e “pro-
promozione di adesione resi- fondita” del riscaldamento,
na/fibra superiore ‘gb migliori proprie-
ta meccaniche dei compositi

Processi chimici di vulcanizza-Velocita di vulcanizzazione Industriale (impiegdfaso)
zione

Essiccazione, fissaggio chim Velocita Industriale
co dei coloranti
Essiccazione, incollatura Velocita Industriale

Essiccazione, cottura steriliz-Velocita Industriale (impiego estensivo)
zazione, “maturazione”

Effetti biochimici e biofisici Efficacia terapeutica Impiego terapeutico corrente
diversi e complessi
Sterilizzazione, denaturazioneVelocita Sperimentale
chimica

Solidificazione, essiccazione,Velocita, riscaldamento rapidolndustriale/pilota
cottura (trasformazioni fisiche e localizzato (per saldatura),
e chimiche), sinterizzazione, superiore densita
saldatura

continua tabella 1



Sintesi inorganiche allo stato solido Fusione, gsscchimici Velocita Laboratorio

Sintesi di nanopolveri minerali da Processi chimici Velocita, inferiori temperature bbaatorio/pilota

plasmi gassoSi

Materiali ceramici speciali e com- Sinterizzazione Velocita, superiore densita Lalmyrafpilota

posti metallo-ceramici

Plasma-etching di wafer di semi- Vaporizzazione localizzata Precisione di etching lotRiindustriale

conduttori

CcVvDU di film di diamante, diamo- Processi chimici e fisici Velocita, controllo detiaor-  Pilota/industriale

ne-like carbon e SiN da plasmi gas- fologia

sosf

Rifiuti radioattivi Fusione, vetrificazione, sinte- Efficacia generale di processo  Pilota
rizzazione

Vetri, ceramiche e materiali vetro- Gelificazione, disidratazione, Velocita Laboratorio/pilota

ceramici da processi sol-gel densificazione

Sistemi misti organici/inorganici

Sintesi organiche fondamentali in Processi chimici Velocita, efficiente controllo diaboratorio/pilota

fase gas (su letti catalitici riscaldati processo, resa di processo

a microonde)

Rigenerazione di carboni attivi Vaporizzazione litmical Velocita, grado di rigenerazio- Laboratorio/pilota
adsorbiti ne

3 ottenuti attraverso 'impiego di trattamenti a roiende, rispetto ai corrispondenti processi termazivenzionali® temperatura di transizione vetrosa;
¢ generati e alimentati da campi elettromagnetici microonde di elevata intensita;® Chemical Vapor Deposition



| risultati, sorprendenti per rapidita, resa, g@eli¢h, ottenuti nel-
I'impiego delle microonde negli svariati processiindicati, hanno fatto
parlare in qualche caso di "magia molecolare”, pétendo di annovera-
re il riscaldamento a microonde tra i processi atiluna chimica innova-
tiva (green chemistry). Tra le applicazioni cheriggiamento mediante
microonde consente, un ruolo di primo piano spedttasintesi senza sol-
vente, una tecnica innovativa che prevede la sasgtite dei solventi con
dei substrati solidi, come argille, allumine, bemte, miche, fluoruri al-
calini, etc., dotati talvolta anch’essi di carattche acide o basiche, che
favoriscono la reattivita dei gruppi chimici e saa@ntanabili dalla mi-
scela di reazione attraverso semplici procedimedntestrazione. Tali
supporti solidi vengono mescolati con i reattidbadtato solido e sotto-
posti ad irraggiamento mediante microonde.

Il maggiore vantaggio di tale tecnica & rappredential basso
consumo di solventi, che consente la comune dédimezdi “green che-
mistry”.

Come evidenziato in Tabella 2, le microonde somtaroni elet-

tromagnetiche non ionizzanti che coprono l'intelvalominale di fre-



guenza da 300 MHz a 300 GHz, immediatamente superaioe, a
quello da 3 kHz a 300 MHz delle radioonde.

Tabella 2—- Radioonde e microonde nell’ambito dello spetiebe radia-
zioni elettromagnetiche

Banda Frequenza Energia del fotone
Radioonde 3kHz+300 MHz  1x10"-1x1CeV
Microonde 300 MHz+ 300 GHz 1x10°-1x10’eV
Onde micrometriche 300 GHz+ 3x10* GHz 1x10°-0,1eV
Lontano IR 3x10" + 3x10 GHz 0,1-1ev
Vicino IR-vicino UV 3x10 + 3x10° GHz 1-10eV
Lontano UV 3x10P + 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
Raggiy “duri” - y “cosmici” 3x10* + 3x10° GHz 1-100 MeV

Come schematizzato in Tabella 3, queste radias@md conven-
zionalmente classificate nelllambito dello spet#iettromagnetico per
decadi di frequenza: Very —Low, Low, Medium, Highigpettivamente
Very-High Frequencies per le radioonde; Ultra-Hi§uper-High ed E-

xtremely-High Frequencies per le microonde.



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

ISM
Bande Intervalli di frequenza Frequenza ISM
Radioonde
VLF 3+ 30 kHz
LF 30+ 300 kHz
MF 300+ 3.000 kHz
HF 3+ 30 MHz 13,56&0,007 MHz
27,120,163 MHz
VHF 30+ 300 MHz 40,6880,020 MHz
Microonde
UHF 300+ 3.000 MHz 89610 MHz (UK)
91513 MHz (Americhe)
2,45@t50 MHz
SHF 3+ 30 MHz 5,80&0,075 GHz
24,1250,125 GHz
EHF 30+ 300 MHz

Le microonde sono caratterizzate da livelli di gmeerdel fotone

(hv = 1x10° +1x10° eV) inferiori di diversi ordini di grandezza alée

nergie di dissociazione dei legami chimici covaleionici e a idrogeno

(1+15 eV), e persino delle pur deboli interazioni an& inter-molecolari

come quelle dipolari e di Van der Waals (1X161 eV). Cid esclude

qualsiasi possibilita di intervento diretto delléecrnonde (e meno ancora

delle radiofrequenze, di energia ulteriormenteriofe) sui processi chi-

mici in generale, esercitabile attraverso apertuiadebolimento di le-

gami interatomici o anche solo di deboli attrazioiermolecolari. Per



tali ragioni, gli effetti delle microonde sui pra&s chimici, in sistemi

liquidi e solidi, non possono che essere conna#isgverso meccanismi
fisici ancora largamente dibattuti, agli energidiapidi regimi di riscal-

damento della materia allo stato condensato da& patampi elettroma-
gnetici a queste frequenze.

Le microonde utilizzate nelle strumentazioni dideddorio appar-
tengono alla zona UHF, da 300 a 3000 MHz, e somado di attivare i
livelli energetici rotazionali delle molecole. Ess@no assorbite dalle mo-
lecole aventi momenti di dipolo non nullo, che aataeo la loro energia
e creano dei centri di propagazione del caloretie te direzioni del cor-
po irradiato, con il risultato che il riscaldamergamolto piu rapido di
quello tradizionale. Delle quattro frequenze pelsegser uso domestico
o di laboratorio, € in genere utilizzata quelladb@ MHz, pari ad una
lunghezza d'onda di 12,25 cm, che viene assorhitaaecole molto po-
lari, come HO, H,SO,, HCI etc. Pertanto le microonde presentano una
possibilita d'impiego per effettuare processi didtiatazione o controlla-

re reazioni chimiche che coinvolgono questi tipirdilecole.



2. PRINCIPI FISICI DEL RISCALDAMENTO

CON MICROONDE

Il riscaldamento con microonde si basa sullasseebto della
loro energia elettromagnetica da parte del campeneertanto, non di-
pende che in modo trascurabile dai fenomeni terdiiconduzione, con-
vezione e irraggiamento. La trasformazione delfgizeelettromagnetica
in energia termica e indotta da due meccanismcipati: la conduzione
ionica e la rotazione dipolare. La conduzione iargenera calore a causa
della resistenza opposta dal mezzo alla migraztmgdi ioni nel campo
elettromagnetico. In stato di equilibrio, gli igmositivi sono normalmen-
te circondati da una nuvola di ioni negativi inrffia simmetrica. Quando
sono sottoposti all’azione di un campo elettricer, |a forza di attrazione
sui cationi e anioni da parte dei poli di segnoastp, si possono presen-
tare due effetti di conduzione ionica. Il primoaedistorsione della nuvo-
la ionica, che é dovuta alla parziale separaziatie dariche causata dal
campo applicato. Il secondo e l'effetto elettrofme, o di orientamento,
il quale & dovuto all'allineamento preferenzialé digoli permanenti da
parte del campo applicato. In entrambi i casi,dsistenza opposta dal

mezzo alla migrazione degli ioni crea un dispemtlienergia sotto forma
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di calore. L’energia assorbita dal mezzo dipenddatiore di dispersio-
ne o tangente dielettrica (tadyche si definisce come:
tangd=¢"/€
doveg' € la costante dielettrica (0 permissivita dieledly del’ambiente,
€’ é la perdita dielettrica.

Il fattore di dispersione € una proprieta fisicdalsostanza e au-
menta con la concentrazione e la temperatura peri i frequenza co-
stanti. Cio spiega perché la capacita di assorkiongell’energia, da par-
te di una sostanza sottoposta ad un flusso di omc® provochi
'aumento della sua temperatura.

| solventi polari che hanno un valore elevatoatigd sono inol-
tre adatti per le reazioni promosse a microondert@fiatamente, i valori
di tango della maggior parte dei piu comuni solventi orgasbno stati
determinati a temperatura ambiente. Tra i solverganici piu frequen-
temente usati, si puo notare che il riscaldamemiorgpido puo essere
raggiunto in etanoloe{ = 25) o DMF € = 37) piuttosto che in ACNg(
= 38 ) o acquag( = 78), cio riflette il fatto che una maggiore taste
dielettrica, data dal valome, non sempre trova riscontro in un piu rapido

incremento di temperatura. Inoltre, la percentudilacremento della
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temperatura non solo e una funzione di tdhma anche della forza io-
nica, della capacita di calore specifico, dell’'esniga, della geometria,
del volume della miscela del campione di reaziodel&a forza del cam-
po applicato. In pratica, come regola generalesicuti i tipi di trasfor-

mazioni organiche che richiedono calore possoneresondotte usando
riscaldamento a microonde. Nella Figura 1, sonone$iécati alcuni pro-

fili di temperature di reazioni di sostituzioneilath condotte a microon-
de. Le reazioni sono condotte in acetonitrile (T=e81-82°C ) usando

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

riscontro un piu rapido incremento della tempeatur
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Il riscaldamento a microonde richiede un maggiantaglo di
quello tradizionale ed una adeguata conoscenza bia#li fisiche del pro-
cesso, poiché sia nel caso dei solidi che in qudidiquidi, si puo veri-
ficare un brusco salto termico quando si raggiwngealore di tempera-
tura che e specifico per ogni sostanza. A questdop(punto di brusca
rottura termica), la temperatura puo aumentared@+300 °C in meno di
1 minuto. Questo fenomeno e piu difficile da osaezwnei liquidi piutto-
sto che nei solidi, dato che le costanti fisichepteni sono nettamente
inferiori [3].

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

Si puo osservare, come il quarzo fuso sia il malerche deter-
mina il piu basso consumo di energia, seguito efédrt, dal polietilene,

dal polistirene e dalla ceramica [4].
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Tabella 4 - Fattori di dispersione di materiali (misura ®GMHz).

Materiale Temperatura Tang o (x10)
Q)
Acqua 25 1570.0
Quarzo fuso 25 0.6
Ceramica F.66 25 5.5
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 3.3
Teflon PFA 25 1.5

| vantaggi del riscaldamento a microonde possoseresiassunti

assenza d’inerzia termica;

energia termica pulita, riproducibile, facilmenteé@matizzabile;

rapidita di riscaldamento;

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

scaldare.
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3. APPARECCHIATURA PER IL RISCALDAMENTO
A MICROONDE

Come per le radio frequenze, la fisica delle miodmsi discosta
in modo macroscopico da quella piu largamente aoutzs delle radia-
zioni elettromagnetiche alle frequenze dell'infis8o e superiori. Le mi-
croonde esibiscono, infatti, capacita di risonanzspazi confinati da pa-
reti riflettenti (metalliche) somiglianti a queltkslle onde sonore. Le basi
teoriche e i criteri di funzionamento e ingegnesizpne dei dispositivi di
generazione, trasmissione e applicazione di potdelta microonde so-

no quindi del tutto peculiari e non facilmente camlizzabili.

3.1. Generatori di potenza a microonde:

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

Per le microonde di bassa potenza per uso di ladyargUHF)
vengono largamente impiegatiubi magnetron tubi elettronici genera-

tori di oscillazioni ad alta frequenza. Il tipo pidilizzato e quello a cavi-

15



ta multiple, che consiste di due elettrodi cilimdicoassiali. Il sistema e
posto in un campo magnetico uniforme con direzipagllela all'asse
degli elettrodi, generato da un magnete permaredgeun elettromagne-
te. Applicando una differenza di potenziale poaitftensione di alimen-
tazione) tra gli elettrodi, gli elettroni emessil datodo sotto l'azione
combinata del campo elettrico E e del campo magm&itendono a riu-
nirsi in fasci disposti radialmente e a ruotarealigsima velocita intorno
al centro del tubo. Scorrendo di fronte alle fessiglle cavita, essi cedo-
no loro energia e per risonanza oscillano ad aftquenza, generando le
onde elettromagnetiche. Le potenze applicate nmii fattualmente in
commercio variano da 300 W a 1600 W e sono coatstial micropro-
cessore incorporato nello strumento. La potenzaimasnon viene usata
per assicurare una maggiore durata del sistema.

La potenza puo essere erogata in modo continudsatpuIn ge-
nere la potenza viene emessa a impulsi, cioe lapgetenza delle mi-
croonde viene erogata ed interrotta secondo illtivdi potenza selezio-
nata (per esempio, selezionando il 50% della patelszpiena potenza
sara generata per il 50% della durata del ciclgplisando, invece, l'e-

rogazione iniziale continua a 250 W per alcumuti, si favorirebbe
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un'ossidazione cauta del campione senza effettemsimi dirompenti.
Nei sistemi piu avanzati, dotati di controllo conid della temperatura
nei contenitori di reazione, I'operatore deve d@sare la potenza mas-
sima applicabile, mentre un apposito software modulcontinuo la po-
tenza in funzione della temperatura al fine di cafdre le reazioni for-

temente esotermiche o che escono dal controllo.

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

- cavi coassiali molto versatili, per potenze basse ed alte airkWV.
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3.3. Applicatori di potenza a microonde

L'irradiazione del campione mediante le microondé pvvenire
con modalita molto differenti, anche se gli struth@ommerciali sono
basati sul principio delleavita risonanti

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

Esistono diversi tipi di cavita risonanti:

a) Cavita risonanti multi-modalidi geometria in genere a parallele-
pipedo, sono i sistemi di applicazione piu diffasiivello dome-
stico e di laboratorio. Attraverso una moltepliaiidmodi di riso-
nanza simultanei, sono caratterizzate da una laigione relati-
vamente omogenea ma molto irregolare dell'interdgtacampo,
con bassi valori locali dell'intensita stessa. Que&sstema € im-
piegato negli strumenti a microonde, nei quali leroonde e-
messe dal magnetron vengono riflesse in tutterkzini nell'in-

terno del forno dalle pareti costruite in metafag(ra 2).
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b)

P

T

Figura 2

La cavita e rivestita di molti strati di materigdastico anticorro-
sione, trasparente alle radiazioni (fluoropolim@iEK, polipro-

pilene, ecc.), per proteggerla dagli schizzi diaaze corrosive in
caso di rottura dei contenitori delle miscele diziene. L'energia
si diffonde nell'intero volume del forno attraverda le pareti

trasparenti alle microonde del recipiente con mp#ne.

Cavita risonanti a modo singalali geometria rigorosamente re-
golare, usualmente cilindriche, consentono la aadiltmodi “pu-
ri” di risonanza, con distribuzioni fortemente lbzaate ma rego-

lari dell'intensita del campo elettromagnetico.
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Questi sistemi, noti come a “microonde focalizzarmettono
di concentrare esattamente il fascio delle micreosudla parte inferiore
del contenitore dove si trova la miscela del camgicon i reagenti.

Il vantaggio principale dell'uso delle onde focatie, quindi, ri-
siederebbe nel fatto che, centrando le microondla parzione del con-
tenitore in cui si trovano la miscela reattiva edampione, si possono
usare potenze inferiori rispetto al sistema mulbdiade e si puo dosare
I'energia in modo riproducibile senza dispersiail'ambiente.

Si puo dunque lavorare a pressione atmosfericacoatenitori
aperti muniti di refrigerante a ricadere.

L'utilizzo di uno strumento a microonde focalizza®mbra esse-
re di particolare importanza, invece, in quellazieni che prevedono la
formazione d’'intermedi labili.

Il vantaggio principale dei sistemi multi-modalia,contrario, la
possibilita, quasi illimitata, di ampliare la graaata del reattore, che nel
caso di un sistema focalizzato e vincolata, infadih si possono trattare
piu di 100 g di campione

In Figura 3, vengono schematizzate le principaiti paostituenti

una tipica apparecchiatura per il riscaldamentaaaonde.
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Magnetron Guide d'onda Campione
Figura 3

3.4. Dispositivi di sicurezza

Nei sistemi a microonde numerosi sono i disposti\sicurezza,
ad esempio il portellone del forno. Esso ha il cagpscopo di contenere
le microonde, proteggendo cosi lI'operatore datleardoni e di contenere
eventuali esplosioni o schizzi di reagenti da combei in sovrapressione.

Un altro aspetto molto importante in un forno anmdnde € la
protezione dell'elettronica, e in particolare delgmetron, da eventuali
ritorni di energia. La cavita del forno e rivestiligpolitetrafluoroetilene,
per proteggere il sistema dalla corrosione da ghragenti acidi o dei
solventi.

La camera e fornita di un camino di esalazionevdgori che a
seconda dei modelli, & collegato a sistemi di Veribne programmabili
0 a dispositivi di aspirazione e di abbattimento fdeni, in particolare

per gli acidi.
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Inoltre, il sistema e generalmente dotato di unoapp software
che interviene a diminuire la potenza del geneeatorad abbassare la
pressione nel contenitore, evitando perdite di gangdovute al rilascio
di pressione del contenitore. In genere, nel sottwaprevista: la pro-
grammazione dei metodi e la loro memorizzazionegdetenze applicate,
tempi di applicazione e di ventilazione, press®temperature interna ed
esterna massime, tempi di rotazione delle giosireapampioni, ecc..), il
controllo dei parametri operativi di temperatunaressione e dei tempi, il
controllo degli interruttori di sicurezza, le serr@oni di eventi acciden-
tali, ecc..

Il controllo del sistema attraverso software petmel fissare la
temperatura massima raggiungibile, mentre un disposli controllo a
feedback della temperatura € responsabile di umidaaiduzione della
potenza, allo scopo di evitare fughe termiche,casb in cui le reazioni
esotermiche divenissero pronunciate 0 aumentapsgarente il fattore

di dissipazione.
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4. OBIETTIVO DELLA RICERCA
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L’argomento di questa tesi rappresenta lo sviludpandagini
gia da tempo iniziate presso il Dipartimento di i@itia Farmaceutica e
Tossicologica della Facolta di Farmacia — Univardiggli Studi di Napo-
li. In particolare viene descritta I'applicazionellé microonde nella sin-
tesi di composti eterociclici biologicamente attesidi unita peptidiche
modificate da incorporare in strutture peptidomictet di interesse bio-
logico al fine di consentire I'ottenimento di rgsi@ elevate in tempi no-
tevolmente piu brevi e di realizzare in tempi rid@icune librerie di

composti da sottoporre alle fasi di sperimentazfan@acologica.

4.1. Peptidomimetici

| peptidi, com’e noto, vengono rapidamente e spmuiiente de-
gradati dagli enzimi nei sistemi biologici. Adeespio, la Leu—
encefalina in omogenato di cervello di ratto € ddgta in pochi minuti.

L’introduzione di scaffolds non idrolizzabili, ebntrario, non so-
lo aumenta la stabilita enzimatica, ma puo ancimeatare la selettivita
verso i sottotipi recettoriali, variando il profiflarmacologico e miglio-
rando le proprieta farmacocinetiche come la biautidplita orale, il tra-
sporto a livello della barriera ematoencefalica durata d'azione.

Attualmente le procedure di sintesi per lo svilupleo peptidomimeti-

ci comprendono l'incorporazione di aminoacidi natumali o conforma-
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zionalmente vincolati, lo sviluppo di omologhi ageptidici, la sostitu-
zione del legame peptidico con i suoi isosteri eitiizzazione dei pepti-
di.

Tutte queste strategie sintetiche sono state pi@see in conside-
razione e questo ha consentito di applicare I'gragiento mediante mi-
croonde nello sviluppo di nuove unita peptidichedificate al fine di
sviluppare nuovi peptidomimetici.

In particolare I'irraggiamento mediante microond&ato 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 sostituif8];
» nuovi scaffolds in grado di indurre la conformazofiturn nei
polipeptidi9].

Nello sviluppo di tali derivati I'irraggiamento miaghte microon-
de e stato abbinato a tecnologie innovative conehilmica combinato-

riale.
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4.2. Derivati eterociclici
Anche in questo caso I'applicazione delle microoadsata rivol-
ta alla sintesi di composti biologicamente attive@ia da tempo erano di
interesse per il gruppo di ricerca presso il quedesvolto la mia attivita

di ricerca.

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

mente ancorati ad un supporto solido [11].

26



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 elgB,4-ossadiazoli
possono essere introdotti in sequenze peptidicine ésosteri del legame
peptidico [12]. Vista l'importanza del nucleo 1,2dsadiazolico, il no-
stro obiettivo durante il lavoro di tesi speriméata stato il miglioramen-
to della sua sintesi attraverso I'impiego del ridaenento mediante mi-
croonde. La sintesi di tali derivati & stata comlsecondo lo schema 1
usando un forno a microonde (ETHOS 1600 Milest@pecificamente
progettato per la sintesi organica. Le reazionbsstate effettuate a pres-
sione atmosferica in vetreria Pyrex standard conantensatore a riflus-
so inserito in un foro presente nella parte superitl reattore a micro-
onde. La temperatura della miscela di reazioneeviaonitorata diretta-
mente attraverso una sonda fluorottica virtualmergsparente alle mi-
croonde inserita all'interno della soluzione.

Le condizioni sperimentali usate per il nostro l@veono analoghe
a quelle usate con il riscaldamento tradizionale.

La sintesi mediante irradiazione a microonde ha darodotti de-

siderati con rese piu alte rispetto a quelle oteemuediante riscaldamen-
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to tradizionale. | tempi necessari per le sintesiosstati considerevol-

mente ridotti.

HO

COOH
NH,

+

HsC X

X=H, NO, 0CH,CHj

a) reagente di coupling, tutta la nofte | a) reagente di coupling, allumina neutra
b) microonde, 100°C, 30 min ! b) microonde, 60°C, 4 min

i= metodo in soluzione

ii=metodo senza solvente /

HsC X

Schema 1Procedura generale di sintesi mediante microoeddetivati
1,2,4-ossadiazolici.

La mia attenzione é stata rivolta in prima istaatfanalisi dell’O-
acilazione di una amidossima con alcuni acidi cesbigi in presenza di
solvente, mediata da alcuni tra i piu comuni reéigdircoupling, e della

successiva reazione di ciclizzazione.
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Una temperatura iniziale di 50 °C per la reazionhadlazione e
stata utilizzata quando EDC é stato scelto comgerga di coupling, in
modo da consentire la sua solubilizzazione in digly(2-metossi-
etiletere) o in DMF.

L’applicazione delle microonde consente una ridogimotevole
dei tempi, facendo ridurre il tempo di reazione3dare a 30 minuti. An-
che se I'applicazione delle microonde veniva prghta per oltre 30 mi-
nuti i reagenti non risultavano convertiti compfetnte nei corrispon-
denti derivati 1,2,4-ossadiazolici.

Le stesse reazioni sono state successivamenteitesagche in as-
senza di solvente, utilizzando l'allumina neutraneosupporto solido in
grado di far avvenire la reazione; i tempi di reag sono risultati note-
volmente ridotti (4 minuti), mentre le rese soratetpiu basse rispetto al
metodo a microonde in presenza di solvente, adzemte del composto
2 (Tabella 5); inoltre risultano simili o addiriteuipiu elevate rispetto ai
metodo di riscaldamento convenzionale.

Qualora la reazione veniva eseguita senza aggientfsupporto
solido non si ottenevano i prodotti finali, pur fnegando il riscaldamen-

to per oltre 30 minuti. La purificazione dei proti@t stata effettuata me-
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diante cromatografia su colonna di gel di siliceuecessiva cristallizza-
zione. | parametri tempo, potenza e temperatsaéi per l'irradiazione
a microonde e le condizioni per il riscaldamentovamzionale sono ri-
portati nella Tabella 5. Tutti i composti sondtistaratterizzati mediante
'H-NMR.
Dall’analisi dei risultati presenti in Tabella 5@i6 valutare anche
il contributo fornito dal reagente di coupling: meimpostié-9, utilizzan-
do metodi di attivazione via TBTU/HOBt e DCC/HOB#,rese ottenute
sono state piu elevate (68-94%). Al contrario DEOC e CDI fornisco-
no rese piu basse. | risultati ottenuti consentorai{re, anche di valutare
I'effetto elettronico dei sostituenti, utilizzanderivati dell’acido benzoi-
co variamente sostituito: i composdi e 9, con sostituenti elettron-
donatori (OEt) hanno fornito rese piu basse (75-688petto ai derivati
non sostituiti 4,5, 93-88%) o a derivati caratterizzati da sostituelt-
tron-attrattori (NQ, 94-91%). Tali effetti elettronici vengono confeatin

anche durante la procedura di sintesi senza selvent
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Tabella 5 - Rese e condizioni di sintesi dei derivati 1,2,4a08azolici sia mediante riscaldamento convenz®rhE con irradiazioni a microonde.

N—O

Riscaldamento Irradiazione Irradiazione a microonde
convenzional@ a microondé’ senza solventd

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

aTutte le reazioni sono state eseguite 3 voltetethpi e le rese forniti corrispondono ai valori in8@Bagno ad olio® Tutte le reazioni sono state
eseguite anche in DMF e le rese ottenute sono pembili; ¢ La potenza utilizzata con il solvente & di 300éntre & di 600 W negli esperi-
menti senza solvente.




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 equivalentaaiio car-
bossilico vengono disciolti in 10 ml di solventeglgme o DMF) in pre-
senza del reagente di coupling (1 equiv.). Un’oppw quantita di base
(N-etil-diisopropilammina) € stata aggiunta quandd € scelta
I'attivazione via TBTU/HOBt. La miscela di reaziongene tenuta a
temperatura ambiente, sotto atmosfera di azototupiar la notte. A que-
sto punto la reazione viene trasferita nel reattionen forno a microonde
(ETHOS 1600 Milestone) e viene riscaldata a 100 ttf@mite
I'applicazione di irraggiamento a microonde per B0nuti. Dopo
I'irradiazione il solvente viene evaporato e la eeia viene purificata at-
traverso una colonna cromatografica su gel diesflier 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 benzosmstituito (1
equv.) ed i reagenti di coupling (1 equiv.) vengaonescolati finemente
in un mortaio con l'allumina neutra in un rappopnderale di 1:4. La
miscela viene mescolata per 5 minuti; a questoqyurgr avere un me-
scolamento completo delle polveri, viene aggiurgb diclorometano in
quantita sufficiente per solubilizzare i reagentriene successivamente
allontanato per evaporazione. La miscela di re&zioane sottoposta ad
irraggiamento mediante microonde per 4 minuti.olidd viene estratto
con diclorometano e la miscela di reazione vierteoposta a purifica-
zione mediante colonna cromatografica su gel diesper dare i derivati

finali come prodotti puri.
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5.1.2. Sintesi dei dipeptidi contenenti il legame atilenamminico [6].

La procedura di sintesi é stata condotta utilidpann forno a mi-
croonde (ETHOS 1600 Millestone) specificamente gtiago per la sin-
tesi organica. Tutte le reazioni sono state eseguivetreria Pyrex stan-
dard e sottoposte a cicli di irraggiamento a mind®costituiti da appro-
priati step per il raggiungimento ed il manteninzedelle temperature
impostate. La temperatura della miscela di reazéostata monitorata at-
traverso l'utilizzo di una sonda fluorottica, vialtmente trasparente alle
microonde, inserita direttamente nella soluzione.

La procedura di sintesi, cosi come descritta inellalb, prevede
quanto segue: i Boc-aminoacidi sono stati fattigmea con I'N,O-
dimetilidrossilamina cloridrata in una soluzionedMF contenente DCC
e DIEA.

Gli N,O-dimetilidrossammati sono stati isolati copredotti puri
attraverso lavaggi con acido citrico e bicarborditsodio e successiva
purificazione mediante colonna cromatografica dudgsilice. Le aldei-
di corrispondenti sono state sintetizzate attravisiduzione degli N,O-
dimetilidrossammati protetti con LiAllHa 0 °C in THF anidro. Le aldeidi

sono state conservate brevemente a -20 °C o atdizesnmediatamente,
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a causa della loro scarsa stabilita. | legami gegtridotti sono stati in-
vece ottenuti mediante alchilazione riduttiva dalppo N-amminico
deprotetto con I'appropriata aldeide protetta, i@spnza di NaBsCN in
metanolo contenente I'1% di acido acetico.

| dipeptidi modificati sono stati tutti caratteratz mediante spet-
trometria di massa ed i risultati ottenuti sondi stansistenti con i valori
attesi. Non si & evidenziata inoltre racemizzazidoeante il riscalda-
mento a microonde. | tempi di reazione sono stagvolemte ridotti tra-
mite l'irraggiamento mediante microonde, mentredse sono risultate
sempre piu alte rispetto alle procedure di risqalelato convenzionale.
In modo particolare i tempi vengono ridotti da 1@ @ 15 minuti nella
sintesi degli N,O-dimetilidrossammati e da 1 ora9aminuti per
I'ottenimento dei composti finali.

L’incremento delle rese, come evidenziato in Tab6llrisulta at-
tribuibile ad un aumento di temperatura (ad esempiB% contro 47%
passando da temperatura ambiente a 45 °C mediaoédamento con-
venzionale per il composto Boc-D-PigEH,NH)-Val-OCH;) ma in
ogni caso l'irragiamento mediante microonde haiforrese nettamente

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

Per la sintesi dei dipeptidi contenenti il legametitanamminico
non € stato possibile sviluppare una strategianies senza solvente:
abbiamo notato, infatti, che i reagenti venivanoaeposti durante il ri-
scaldamento a microonde dopo appena 4 minuti; gupporti solidi so-
no stati testati I'allumina basica e la montmorilte K-10.

Dai nostri studi e inoltre emersa I'influenza deljombro sterico
della catena laterale degli amminoacidi nella sindegli idrossammati e
nella reazione di alchilazione riduttiva. Abbiamigfatti, notato che una
catena laterale con sostituenti elettron-donatel’amminoacido C-
terminale, come nel caso della valina o di aib,titionisce ad ottenere
rese piu elevate rispetto al coupling con la gé¢imonostante I'ingombro
sterico di tali catene laterali.

Al contrario quando aib e stato introdotto coameminoacido
N-terminale nella sintesi degli N,O-dimetilidrossaati, la resa ottenuta
e risultata piu bassa rispetto al triptofano o BH&enilalanina. Pertanto, e
possibile affermare che in tali condizioni I'ingorobsterico gioca un

ruolo determinante.
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Tabella 6 — Rese e tempi di reazione per la sintesi mediaiteoonde di dipeptidi contenenti il legame metdenminico.

CHs MeOH/AcOH
B COOH > B co !\1 oC HAt 91
0c-a.8.- — > Bocaa-CON Hsm Boc-a.a.-CHO + lj—z-gCOOR W Boc-a.a -/(CHNH)-a.a,-COOR

H,co— N~cCH;

a.g = Trp, D-Phe, Aib aa Gly, Val, Aib

T.a.(23x2°C) Riscaldamento convenzionalé Irradiazione
a microonde®
Composto Resd  Tempo Resa® Tempo Temp. Resa® Tempo Temp.

(%) (h) (%) (h) (°C) (%) (min.) (°C)
Boc-Trp-N(OCH3)CH3 28.3 16 32 16 45 42 15 45
Boc-Trp-Y(CH,NH)-Gly-OCH 5 24 1 36 1 45 60 9 45
Boc-Trp-y(CH,NH)-Val-OCH 3 32 1 38 1 45 45 9 45
Boc-D-Phe-N(OCH;)CH3 39 16 41 16 45 46 15 45
Boc-D-Phe)(CH,NH)-Gly-OCH 4 27.6 1 31 1 45 36 9 45
Boc-D-Phe)(CH,NH)-Val-OCH 3 40.3 1 47 1 45 70 9 45
Boc-Aib-N(OCH3)CH3 18 16 20 16 45 26 15 45
Boc-Aib-y(CH,NH)-Gly-OCH 4 18 1.5 26 1.5 45 34 9 45
Boc-Aib-g)(CH,NH)-Val-OCH ; 22 1.5 29 1.5 45 42 9 45
Boc-Aib-(CH,NH)-Aib-OCH 3 24 15 32 1.5 45 40 9 45

2Tutte le reazioni sono state eseguite tre volterese fornite corrispondono ai valori médiagno a olio;
¢ la potenza utilizzata & stata di 300 W.



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

N,O-dimetilidrossammati
N-Boc-amminoaldeidi
Legame ((CH,NH)

Sintesi degli N,O-dimetilidrossammati

Ad una soluzione in DMF di 1 equivalente di ammiida N-
protetto (Boc-agOH), vengono aggiunti 1,1 equiv. di DCC ed 1,5iequ
di DIEA e di N,O-dimetilidrossilammina cloridratda reazione viene
agitata a temperatura ambiente oppure riscaldathamte riscaldamento
convenzionale o irraggiamento a microonde, secaopudmto descritto in
Tabella 6. Il solvente viene evaporato e la misgetzza ripresa in aceta-
to di etile e successivamente lavata tre voltesadazioni di acido citrico
al 10%, bicarbonato di sodio al 5% ed una soluzeataera di NaCl. La
purificazione mediante colonna cromatografica dudgsilice ha fornito

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

Una soluzione di LiAIH (5 equiv.) in THF anidro viene agitata a
0 °C e I'N,O-dimetilidrossammato viene aggiunto gaa goccia. La re-
azione viene tenuta sotto agitazione elettromagmegter 1 ora e succes-
sivamente una soluzione acquosa di KH$®equiv.) e stata aggiunta,
seguita da 50 ml di etere di etilico. La fase orgare stata separata ed
estratta con HCI 1 M, NaHCl 5% ed una soluzione acquosa satura di
NacCl. Si ottengono le amminoaldeidi protette coriieda utilizzare sen-

za sottoporre ad ulteriori metodiche di purificamo

Sintesi dei dipeptidi contenenti il legame metil@nainico

L'aldeide (1 equiv.) viene disciolta in una misceldi
CH3OH/CH;COOH in rapporto 99:1 e 'amminoacido protetto @ulin-
zione carbossilica viene aggiunto goccia a gockizag-OCHs, 1 e-
quiv.). La reazione viene tenuta sotto agitazidettremagnetica per 10
minuti e a questo punto viene aggiunta goccia &igama soluzione di
NaBH;CN (4 equiv.). La reazione viene agitata a tempesaambiente
oppure riscaldata mediante riscaldamento convealgamirraggiamento

a microonde secondo quanto descritto in Tabellaa6reazione e stata
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poi raffreddata in un bagno di ghiaccio ed addiatarcon 30 ml di una
soluzione di NaHC®al 5% e 40 ml di etere di etilico. La fase organic
raccolta viene lavata con acido citrico al 10%tpewolte; la fase acquo-
sa acida é stata alcalinizzata completamente coH ROV e riestratta
con acetato di etile.

Sono stati ottenuti cosi i composti finali, com@ @i colore gial-
lo, senza necessita di doverli sottoporre ad woltemetodiche di purifi-

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

La sintesi del nucleo 1,2,3-triazolico puo essemdotta attraverso
la reazione dell’acido propiolico ad un residuoexatinale aminoacidico
e la successiva cicloaddizione 1,3 dipolare con kemac-amino-azide.
La rimozione del gruppo protettore Fmoc consenpeaseguimento della
sintesi peptidica. La sintesi dei derivati 1,2ja#olici € stata ampiamen-
te discussa in letteratura, sia in fase solida,icle®luzione o in assenza
di solvente [13].

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

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

Tuttavia, in letteratura non sono riportati cassititesi termica che
consentono I'ottenimento del solo regioisomero Tdle riscaldamento
potrebbe permettere una riduzione dei tempi diiog&zed un incremen-

to delle rese.
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Sulla base delle considerazioni riportate in preoed, il nostro
obiettivo durante il lavoro di tesi sperimentalestato il miglioramento
della sintesi di triazoli 1,4 sostituiti attraverdmpiego del riscaldamen-
to mediante microonde.

La sintesi di tali derivati e stata condotta faaemédagire quattro
diverse Fmoc-amino-azidiOa-10d da noi precedentemente sintetizzate,
caratterizzate da un diverso ingombro sterico iterea laterale, con tre
diversi alchini in presenza di ioduro rameoso alldimina basica. Le re-
azioni sono state condotte usando un forno a mmcte (ETHOS 1600
Milestone) specificamente progettato per la sirmeganica.

La sintesi delle amino azidi protette e stata cttadattraverso la
reazione di Mitsunobu, utilizzando, come donatargrdppi azidici, la
nicotinoil azide. Tale reazione € stata eseguitdiamée una procedura
gia descritta in letteratura, che parte dal cootgjente amino alcool, in
presenza di trifenilfosfina e di-etil-azo-dibassilato in tetraidrofura-
no. | reattivi impiegati e le condizioni di reazemsono descritti nello

Schema 2.
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J\ J\/ H
o J-L J\/N
O O N PPh; DEAD,THF O o) N 3

H 0T, 3h

) — )
10a-10d
() N )

I

=
N
Compound R
10a H
10b -CHs
10c }
10d
Schema 2

La sintesi della nicotinoil azide, invece, e statalizzata seguendo

guanto riportato nello Schema 3.

(o] 0
NH
e 2
N H HCI conc. N N3
—»
/ NaNOZ/Hzo /
N N

Schema 3
La sintesi si esegue facendo reagire I'idrazielatido nicotini-

co con acido cloridrico concentrato e nitrito dd&g ad una temperatura
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compresa tra 0 e 10 °C. Il derivato sintetizzatamatterizzato da un for-
te potere vasodilatatore e determina effetti intita
Le Fmoc-amino-azidi, cosi sintetizzate, sono d&te reagire con
tre gruppi alchinici precedentemente sintetizzati.
La sintesi dei derivati amido alchinitila-11ceé stata condotta se-

condo quanto riportato nello Schema 4.
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NaH
_ PP
HC§C OH ——>» [HC§C o ]

CICOOCH,CHj

THF l NH,-R?

1lla-11c

Compound R
11b
(0]
H,N
(0]

Schema 4

La sintesi degli alchini segue il metodo dell’ami@r mista descritto
in letteratura da Coppola et al. [17]. Esso prev&divazione dell’acido
propiolico con idruro di sodio. La miscela di rea® cosi ottenuta, viene
agitata per tutta la notte; al mattino seguentaffiedda alla temperatura

di -10°C e si aggiunge etil cloroformiato. Dopoeuibri 45 minuti, si ad-
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diziona I'aminoacido desiderato e si ottiene ilid&io alchinico corri-

spondente. Tutti i composti sintetizzati sono dptiéveri bianche, ad ec-

cezione del derivatblc che si presenta come un olio di colore giallo.
La sintesi regioselettiva dei derivati 1,2,3-tribzio 12a-12I me-

diante microonde ¢, infine, descritta nello Schéma

10a-10d \)Tr
Basic alumlna
12a-12|
HC\

1la-1lc

Schema 5

La reazione prevede la cicloaddizione tra le Fmoaa azidilOa-
10d con i derivati acetilenammididila-11ccatalizzata dallo ioduro ra-
meoso. Il solvente € stato sostituito con un suppswlido costituito da
allumina basica. Le polveri sono state mescolate l[@lumina in un
rapporto ponderale di 1:4 per 5 minuti, dopodichBosstate sottoposte
all'irraggiamento mediante microonde.

Le reazioni al microonde sono state effettuateravette sigillate e

si € impostato un programma di riscaldamento megliaxicroonde costi-
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tuito da steps di innalzamento della temperatugaiieda steps a tem-
peratura costante. | parametri di tempo, tempeaagyvotenza, sono stati
monitorati mediante il sofware “easyWAVE” e sonatstimpostati come

descritti in Tabella 7.

La temperatura delle reazioni e stata monitorateitdimente attra-
verso una sonda fluorottica, virtualmente trasp@ar@tie microonde, in-
serita all'interno della miscela di reazione. Laificazione dei prodotti &
stata effettuata mediante cromatografia su colahrgel di silice e suc-
cessiva cristallizzazione. Tutti i composti soratistaratterizzati median-
te'H-NMR ed ESI-MS.

Il principale vantaggio della nostra nuova proceddr sintesi, ri-
spetto ai metodi gia riportati in letteratura, dstes nell’'ottenere dei
composti finalil2a-12lin rese elevate con un brevissimo tempo di irrag-
giamento a microonde. Tali rese sono paragondtaliraazione cataliz-
zata dallo ioduro rameoso in soluzione, senza fimdaione del regioi-
somero 1,5 sostituito, ma sono ottenute in temjpes®mmente ridotti. La
presenza del catalizzatore rameoso rende la rearégioselettiva e non
dipendente dagli effetti di ingombro sterico chrgce, giocano un ruolo

di primo ordine nella sintesi termica non cataltazdei derivati 1,2,3-
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triazolici, in cui I'ingombro dei sostituenti nelleatena laterale delle
Fmoc-amino azidi puo indirizzare la sintesi veraddrmazione dei re-
gioisomeri 1,4 ed 1,5 sostituiti, oppure puo irtbaompletamente la ci-
cloaddizione nella formazione dell'isomero 1,5 gaogb.

Qualora la reazione veniva eseguita senza aggiengsupporto
solido non si ottenevano i prodotti finali, pur fnegando il riscaldamen-
to per oltre 20 minuti. Inoltre, un incremento €irtperatura o della po-
tenza delle microonde impiegate non determinavanailteriore aumen-
to delle rese ottenute, in quanto si aveva la dposimione dei reagenti
di partenza.

Dall’analisi dei risultati presenti in Tabella T cui si possono pa-
ragonare le rese ottenute mediante microonde saivante con le rese
ottenute in soluzione a temperatura ambiente,viace che le rese mi-
gliori sono state ottenute con i compds2i-12|. Questo risultato, proba-
bilmente va attribuito all'alchino utilizzatdL{¢ che presenta uno stato

di aggregazione liquido.
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Tabella 7

0§

Temperatura ambiente Microonde senza solvente
Composto R R? Resa Tempo Supporto Tempo Temp. Resa

(%) (h) solido (min.) (°C) (%)

12a -H -CH,CgHs 58 16 Allumina 5 60 48
Basica 10 100
5 100

12b -CH; -CH,CeH5 68 16 Allumina 5 60 64
Basica 10 100
5 100

12¢ 'CH2CH(CH3)2 -CH,CgHs 62 16 Allumina 5 60 71
Basica 10 100
5 100

12d -CH,CgH5 -CH,CeHs 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 -CHs o 57 16 Allumina 5 60 68
/é_/Q Basica 10 100
5 100




Continua Tabella 7

TS

Temperatura ambiente Microonde senza solvente
Composto R? R? Resa Tempo Supporto Tempo Temp. Resa
(%) (h) solido (min.) (°C) (%)
129 -CH,CH(CHz), /é_/Q 30 16 Allumina 50 68)0 26
Basica 1 1

5 100

12h -CH,CgH5s /é_/Q 42 12 Allumina 5 50 38
Basica 10 85
5 85

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

12j -CH; < > 2 50 12 Allumina 5 50 55
© Basica 10 85
5 85

12k -CH,CH(CHs), @ 2 56 12 Allumina 5 50 60
° Basica 10 85
5 85

12| -CH,CgH < > p 61 12 Allumina 5 50 60
o ° Basica 10 85

5 85




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 trifeosfina
sono stati disciolti in 70 ml di solvente (THF). ba@scela di reazione e
stata raffreddata alla temperatura di 0°C e teradgtp agitazione elet-
tromagnetica, in atmosfera di azoto per 10 mirwnm'opportuna quantita
di DEAD (di-etil-azocarbossilato, 1,5 mmoli) é tstaaggiunta goccia a
goccia ed, infine, dopo altri 10 minuti & stataiagta la nicotinoil azide
(1.3 mmoli). La reazione viene tenuta sotto agitagielettromagnetica
per ulteriori 3 ore. Il solvente viene evaporatodmate distillazione a
pressione ridotta e la miscela viene purificataaadrso una colonna
cromatografica su gel di silice per dare il compdstale come un solido

di colore bianco.
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Sintesi della nicotinoil azide

Ad una soluzione di HCI concentrato (13,2 ml, 189p@moli),
tenuta sotto agitazione elettromagnetica, alla tzatpra di 0°C e stata
aggiunta l'idrazide dell’acido nicotinico (6g) poeatia volta. Dopo 10
minuti, una soluzione di NaNGn H,O (6,15 g in 10,8 ml di pD) é stata
aggiunta. Dopo 30 minuti sono stati aggiunti 180 dnktere etilico. La
fase eterea e stata separata ed estratta mednmnseluzione di Na-
HCOQOs. La fase acquosa e stata, poi, completamenteraizaitata con
NaOH 2N e riestratta con NaHGQ.e fasi organiche riunite sono state
anidrificate con Nzg5Q, e filtrate. Il solvente é stato evaporato mediante

distillazione a pressione ridotta fornendo 3,2gadehposto 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 mipgkiolto in
20 mL di THF, tenuta sotto agitazione elettromaigaealla temperatura
di 0°C, é stata addizionata a 200 mg di NaH (25 Wnlca reazione é
stata portata a temperatura ambiente ed agitata6pler In seguito, la re-
azione é stata raffreddata nuovamente alla temperai -10 °C ed €&
stata aggiunta goccia a goccia una soluzione Idiletoformiato (2,2 ml,
25 mmoli) in THF. Infine, dopo 45 minuti, &€ staggaunta una soluzione
dellammina primaria desiderata (25 mmoli). La lieae € stata agitata
per tre ore. Il solvente é stato evaporato medidistdlazione a pressio-
ne ridotta ed il residuo ottenuto é stato ripresoloroformio. La fase or-
ganica e stata estratta con una soluzione satiNacli e, successivamen-
te, anidrificata, filtrata e portata a secco. Laarla di reazione & stata
purificata mediante colonna cromatografia su gekitice fornendo i
composti alchin-ammidici desiderati. Tutti i protlattenuti presentava-
no uno stato di aggregazione solido, ad ecceziehdativatollcche 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 alchmraidico (1
mmol) e lo ioduro rameoso (1 mmol) sono stati mkgcfinemente in
un mortaio con I'allumina basica in un rapporto perale di 1:4. La mi-
scela é stata mescolata per 5 minuti; a questmppat avere un mesco-
lamento completo delle polveri, &€ stato aggiuntb dielorometano in
guantita sufficiente per solubilizzare i reageutieestato successivamente
allontanato per evaporazione. La miscela di re&z@®stata sottoposta ad
irraggiamento mediante microonde per 20 minugolido e stato estratto
con diclorometano e la miscela di reazione é sattposta a purifica-
zione mediante colonna cromatografica su gel diesper dare i derivati

finali come prodotti puri.

55



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

Conoscendo l'importanza della sostituzione deglinamacidi con i
corrispondenti derivati della glicina N-alchil sibgiti, il mio obiettivo e
stato il miglioramento della sintesi di questi desimodificati, tenendo in
considerazione nuove metodologie sintetiche.

Partendo da queste considerazioni, e stata svilappea libreria di
esteri metilici della glicina N-alchil sostituitgttenuta proprio mediante
riscaldamento a microonde e con strategie di Sirt@mbinatoriali pa-
rallele e non-parallele.

In questa tesi viene riportata la sintesi di darivati, vengono pa-
ragonate le due strategie con le quali essa éxiatiotta e sono riportate
le sequenze peptidiche in cui i derivati sono statodotti con i relativi
risultati di sperimentazione farmacologica.

| prodotti da me ottenuti sono caratterizzati datiaittura generale
presente in Figura 4; il lavoro discusso si calaimnampio progetto gia
da tempo in atto presso i laboratori da me frecateper il mio lavoro di
tesi e ha previsto l'introduzione di tali residmodificati nella se-
guenza del peptide PAR-4 AP in modo da individuaalidamente la
conformazione di legame tra i residui amminoacidi¢a controparte re-

cettoriale.
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HN CHs

Figura 4

La sintesi parallela dei derivati amminoacidici rificdti e stata
condotta mediante alchilazione riduttiva della igicmetil estere clori-
drato in presenza di 10 diverse aldeidi aromaticbeymercialmente di-
sponibili (Figura 5), e NaB§CN; le aldeidi selezionate forniscono deri-
vati amminoacidici che possono mimare amminoagidimatici naturali

e non naturali.
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Figura 5

Ogni reazione € stata condotta in una provettdlagayispecifica per la
sintesi a microonde in un carosello “multiPREP” & @sizioni (Mile-
stoné]); le altre provette sono state riempite con lestesolvente di re-
azione (alcol metilico). La procedura sinteticassunta nello Schema 6,
e stata condotta usando un forno a microonde (ETHE®, Milesto-
ne]) specificamente progettato per la sintesi organgseguendo un

programma di microonde composto da opportuni siejpréilzamento
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della temperatrura seguiti da step di riscaldamart@mperatura costan-

te.
0 H o 1. TEA, MeOH,
+ +H3N/\n/ “CH, MW
= cr o 2. NaBH3CN, MW
R_
\

Schema 6

La temperatura della miscela di reazione tenute sajitazione elettro-
magnetica, e stata monitorata mediante una sondadRtre la rotazione
del carosello, il tempo di irraggiamento e la patesono stati monitorati
con il programma "easyWAVE." L’alchilazione ridw# ha fornito i
composti finalil4a-14led e stata condotta in 2 step di irradiazione con
300W di potenza, alla temperatura di 45°C in afaetilico per un tempo
totale di 15 minuti.

Queste condizioni sono considerate quelle ottipatiché temperature,

tempi o potenze piu alte, non hanno fornito unrigdte incremento delle
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rese o addirittura hanno dato luogo alla decompwsézdei reagenti.
Dopo la sintesi, i composti finali sono stati ceearzzati mediante ESI-
MS, *H-NMR e *C-NMR ed i dati ottenuti confermano le struttunetsi
tizzate.

Come punto di partenza per la procedura non-gdaiabono state
miscelate quantitd misurate dei singoli compostii d4da-14l ottenuti
precedentemente, e sono state valutate con unaneold18 Vydac (5
pum, 4.6 x 250 mm, particelle sferiche) numerose o di eluizione
di RP-HPLC analitico al fine di ottenere una separ@e completa. La
migliore condizione di eluizione per la determira@ analitica é risulta-
ta la seguente, eseguita con due sistemi di salvent
A: 100% acetonitrile in 0.1% TFA,

B: 100% HO in 0.1% TFA

gradiente lineare da 0% A a 50%B in 50 minuti, langp UV a 220 nm,
flusso 1 mL/min. Il cromatogramma ottenuto ha madstuna separazio-
ne sufficiente fra i composti tanto da potere dre un’eventuale puri-
ficazione della miscela di prodotti mediante RP-Id@Plpreparativo (Fi-

gura 6).
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1615

Figura 6
Sulla base dei risultati ottenuti & stata sviluppgtertanto, una

procedura sintetica non-parallela realizzata poaemdattivi in un unico
contenitore: la glicina metil estere cloridratotéts fatta reagire contem-
poraneamente con le 10 diverse aldeidi aromatiohda successiva ag-
giunta di NaBHCN alla miscela; la procedura sintetica é statapiota
usando sempre il forno a microonde Milestone®stato eseguito un
programma di microonde simile alla procedura pelalke l'alchilzione
riduttiva & stata compiuta in 2 step di irradiagi@on 300Wdi potenza,
alla temperatura di 45 °C in alcol metilico, pertampo totale di 25 mi-
nuti. | derivati sintetizzati sono stati introdottella sequenza peptidica

PAR-4 AP fornendo i derivafi5-24presenti in Tabella 8.

61



Tabella 8 -Prodotti 15-24

o

z—2X

Composto R Composto R
15 H3C. i _CHy 20 1< i .
16 21 /@\
H4C CH,;
22 '
17
NO,
18 ©\ 23
OCH;,
19 24 %
N
H
Cl
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5.2.1. SPERIMENTAZIONE FARMACOLOGICA DEI PRODOTTI  15-24

La sperimentazione farmacologica e stata conda#asp il Diparti-
mento di Farmacologia Sperimentale della Facolteagimacia di Napoli
dal gruppo del Prof. Giuseppe Cirino, in collabovae con il Diparti-
mento di Fisiologia dell’'Universita di Siena.

| saggi biologici preliminari hanno permesso diwate la capacita dei
composti sintetizzati di interferire con la produwze di IFNy (interfero-
nevy).

L’IFN-y possiede una potente azione immunomo-dulatrieeseid at-
tivita biologica viene di norma espressa come naisigll’effetto antivira-
le osservato in colture cellulari e generalmenémgiespressa come unita
internazionali [nternational Units,IU) relative a standard di riferimento.
Per i composti sintetizzati si € andati a valutareapacita di ripristinare
la produzione di IFNx Dalla Figura 7 si nota che quando le cellule ven-
gono incubate solo con PHA si ha un aumento detldyzione di IFNy,
I'incubazione con 'agonista PAR-4-AP determina aimainuzione di ta-
le produzione, infine I'incubazione delle cellulencgli antagonisti sinte-
tici induce un ripristino, se non un incrementolaeoncentrazione di
IFN-y. Tra i composti testati quello che ha dato i tetilpiu promettenti

e stato il compostd8. Tale compostsomministrato ad una dose di 55
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UM, non solo ripristinava la produzione HN-y, ma ne determinava

addirittura un aumento.
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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” (Milestoli¢ con 36 pro-
vette di reazione, la glicina metil estere cloridré2.39 mmol) e 'aldeide
appropriata (2.39 mmol) sono state aggiunte ad pgnietta di reazione
e disciolte in alcol metilico. E stata aggiunta poa quantita equimolare
di trietlammina e le provette sono state sigdldie reazioni sono state
riscaldate in un forno a microonde Milestone® &Hmperatura di 45 °C
usando 300W di potenza per 5 minuti. Dopo 1 mirditeentilazione, le
provette sono state aperte, ed é stato aggiuntccesso di NaB#CN
(4.78 mmol) ad ogni miscela di reazione; a questit@e stato eseguito
un nuovo step di riscaldamento a microonde allgptatura di 45 °C
usando 300W di potenza per 10 minuti. Per ogniioeazil solvente e
stato allontanato mediante distillazione a pressindotta e la miscela
grezza e stata ripresa con etile acetato.

Ogni fase organica € stata trasferita in un imisefmaratore e sot-
toposta ad un’estrazione con una soluzione accaldsa®o di acido citri-
co. La fase acquosa e stata alcalinizzata compégtarcon NaOH 1N
per i compostil4a-14bed 14f-14l e contro-estratta con diclorometano.

Per le aldeidi caratterizzate da un sostituemelifeo (L4c-14¢ le e-
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strazioni sono state evitate. La fase organicata sinidrificata con sol-
fato di sodio anidro, filtrata e portata a secopnhiscele di reazione sono
state purificate mediante cromatografia su colafirgel di silice, per ot-

tenere i composti pufi4a-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) el@aldeidi (2.39
mmol ognuno) sono state disciolte con alcol metilic un pallone a due
colli. E stata aggiunta una quantita equimolarerigitiammina (23.9
mmol) e la reazione é stata poi trasferita netoeatdi un forno a micro-
onde Milestone® . La reazione e stata riscaldati® sgitazione elettro-
magnetica per 5 minuti alla temperatura di 45°hdea300W di poten-
za. Dopo 1 minuto di ventilazione, e stato aggiunto eccesso di
NaBH;CN (47.8 mmol) e la miscela e stata riscaldatariolteente per
20 minuti, nelle stesse condizioni. Dopo il ris@ttento, il solvente e
stato allontanato mediante distillazione a pressiiotta e la miscela é
stata estratta successivamente con una soluzituma st NaCl, in modo
da rimuovere l'eccesso di NaBEN. La miscela grezza é stata anidrifi-
cata con Ng50O, anidro, filtrata ed il solvente é stato allontanatedian-
te un rotavapor Buchi R-114 a pressione ridottapudficazione me-
diante RP-HPLC preparativo ci ha consentito derwgte i composti puri

14a-14l
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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 nelldupyio di un
nuovo scaffold in grado di indurre la conformazigeirn nei polipepti-
di.

Le molecole sintetizzate sono caratterizzate dastmgtura ami-
noacidica bifenilica con il gruppo carbossilico @etio amminico che si

fronteggiano e sono caratterizzati dalla strutgeaerale riportata in Fi-

gura 8.

COOX

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

zione-turn.
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Tale struttura secondaria si realizza mediantgdisione del sen-
so della catena polipeptidica ed attraverso unnhegad idrogeno intra-
molecolare che si forma tra le due catene antilgdealquesto vincola il
ripiegamento, attraverso la formazione di un anallk8 o 15 termini, in-

ducendo per tanto la conformazione descritta (Ri§)r

Figura 9

La sintesi di derivati bifenilici aromatici dotatiialle caratteristi-
che illustrate in precedenza e descritta in |eiiedacome una procedura
laboriosa e costituita da numerosi steps. La gjiati sintesi sviluppata
da me prevede una strategia one-pot medianteizadgildelle microonde
nella reazione di Suzuki coupling.

Siccome in letteratura gli esempi di reazione suivdg
dell'anilina sono piuttosto limitati, abbiamo vadtid numerose condizio-

ni di reazione.
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| migliori risultati sono stati ottenuti in soluzie acquosa utiliz-

zando il carbonato di cesio come base.

La reazione di Suzuki é stata condotta facendaneag derivato borbo-

nico con l'opportuno alogenuro aromatico scioltuima miscela di DMF

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

Rs
Rg Ry Rs
CooX  Rs NH,
* CsCQ/ (PHP)Pd R3 NH;
/OH - .
B\ R; Br  DMF/H0; MW COOX

X=H,CH; OH R,

Composto X R3 R, Rg Re
25a CH; H H H H
25b CH; H CK H H
25¢ CH; H H NO, H
25d CH; H CH; H H
25e CH; H H H CH;
25f CH; H H Ck H
25¢g CH; CHs H CH; H
25h H H H NGO, H
25k H H Ch H H

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

Il principale vantaggio della nostra strategia idiesi € che con
un riscaldamento breve si ottengono i derivati dksiti in buone rese,
superiori quasi sempre a quelle ottenute medidrmriscaldamento con-
venzionale prolungato per 20-36 ore. | risultathgeguiti sono riportati

in Tabella 9.

Tabella 9 - Sintesi dei derivat3-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
25¢g 150 30 22
25h 150 30 25
25k 150 30 13
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| derivati sintetizzati sono stati inseriti nellegsienza peptidica PAR-4 e
sono attualmente in fase di analisi mediante dionoi circolare per stabi-
lire se essi realmente, come suggerito da calcatiatlellistica molecola-

re, stabilizzano la conformaziofigurn.
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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 derivat,2,B-
benzotriazinonic{28-30) e stata riassunta nello Schema 8.

L’alchilazione del nucleo eterociclico di partenk2,3-benzo-
triazinonico con l'opportuno 1-bromo-2-cloroetanol-bromo-3-
cloropropano o 1-bromo-4-clorobutano in presenz&,diO; in DMF, ha
fornito i corrispondenti derivati cloroalchil bestriazinonici @7a27c).
Gli intermedi cosi ottenuti sono stati condensatn ¢ appropiato 1-
piperonil-piperazina in DMF in presenza di®0O; e Nal, per dare i pro-
dotti finali 28-30.

La preparazione dei derivati saccarinig8{40 e riportata nello
Schema 9.

Il nucleo saccarinico di partenzal} e stato opportunamente al-
chilato con I'1-bromo-3-cloropropano o 1-bromo-érdbutano; gli in-
termedi cloroalchilici 82a-32h cosi ottenuti sono stati condensati con
I'opportuna 4-idrossi-4-(4-X-fenil)-piperidina pettenere i prodotti fina-
li 33-4Q Tutti i prodotti finali sono stati, infine, trawimati nei corri-
spondenti sali cloridrati, utilizzando HCI drysgaso in etere dietilico

anidro.
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ll\l_(CHz)n‘Cl
ZN

27a (n=2)
27b (n=3)
27c (n=4)

(i)

(0]

| \)J\ll\l—(CHz)n-N N\
/\N¢N

s
(28-30) )

n=234

Schema 8.Reagenti e condizioni di reazione: (i) Br(gkCl, KoCO;s,
DMF, pv; (i) 1-piperonil-piperazina, BCOs, Nal, DMF,uv.
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N—H

A
)
E /N
7

O (

AN o =

N—(CH,),~CI
o S\O
32a(n=23)
32b (n=4)
(if)
(0]
OH
N—(CHy)p-
3{\ (CH2n-N
& o
(33-40)
X
n=3;4 X=H,Cl,Br, F

Schema 9Reagenti e condizioni di reazione: (i) Br(gkCl, KoCO;,
DMF, pv; (i) 4-idrossi-4-(4-X-fenil)-piperidina, KCOs, Nal, DMF, uv.
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| parametri di tempo, potenza, temperatura utitizzer il riscal-
damento a microonde, le condizioni sperimentalizatite per il riscal-
damento convenzionale e le relative rese percergo@ad riportati in Ta-

bella 10.
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8.

Tabella 10— Confronto tra riscaldamento convenzionale aiazone a microonde
per gli intermedi27 e 32) ed i prodotti finali 28-30e 33-40.

Comyosti Riscaldamento convenzionale Irradiazione a microonde
Resa  Tempo Temp. Resa Tempo Potenza Temp.
(%) (min.) (°C) (%) (min.) (Watt) (°C)
5 200 90
27a-27b-27c 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;
Yle condizioni sperimentali usate nell'irradiaziomenicroonde sono simili a quelle utilizzate netaisiamento con-
venzionale con la stessa concentrazione di reaiggitili e volume di solvente.



L’applicazione del riscaldamento naedé microonde, come si

e potuto evincere dalla Tabella 10 ha notevolmaeritgiorato i tempi di
reazione che sono risultati significativamente ttidala 2-3 ore a 20-30
minuti nelle sintesi degli intermed27 e 32) e da 24 ore a 60-70 minuti
nell'ottenimento dei prodotti finali2B-30e 33-40. Inoltre in tutte le rea-
zioni e stato evidenziato un netto incrememitedese. Particolarmen-
te evidenti sono i risultati ottenuti per i compd28-30le cui rese sono
state dell’80-92% contro il 44-65% ottenute coristaldamento conven-
zionale (Tabella 10).
| derivati cosi ottenuti sono stati sottoposti algerimentazione farmaco-
logica.

| saggi farmacologici utilizzati per testare i carsp sintetizzati
sono stati condotti su ileo isolato di cainavitro e sul transito intestinale
di topoin vivo.

In Tabella 11 vengono riportati, per tutti i protddestati e per la
loperamide preso come farmaco di riferimento, oxadi inibizione della

contrazione dell'ileo di cavia indotta elettricarten

79



Tabella 11 — Inibizione delle contrazioni indotte elettricante
nell'ileo di cavia dai prodotti 8-30e 33-40Q e dalla loperamide (tutti
impiegati alla concentrazione che oscilla tra&® 8010* M). EGso (UM):
meta della concentrazione massima effettivaix 26): effetto inibitorio
massimo. | valori di E ed E.a Ottenuti in presenza di naloxone 10
M) sono riportati in parentesi. | dati sono la nzediS.E.M. di 6-8 ani-
mali.

Composti ECso (M) Emax (%)
(10°-10*M)
28 5.550+0.645 3244
(5.207+0.736) 3544
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 9146
(>100) (<10)

"E’ stata osservata una leggera e non significatimdenza all'incremento delle contra-
zioni indotte elettricamente.

| risultati ottenuti, riportati come Eg (UM) hanno evidenziato
come alcuni dei composti testat28(e 29) hanno esibito un interessante
effetto inibitorio sulla matilita intestinale intvo. Infatti i derivati 28 e

29 mostravano rispettivamente valori di @i 5.50 e 0.0284M.
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In particolare e possibile notare, come il valor&@so (UM) del
composto29 risulti estremamente piu basso di quello delleetamide
(ECso = 0.572uM), utilizzato come farmaco di riferimento. | valati
Emax (%) sono risultati per tutti piu bassi rispettouelli della loperami-
de. Contrariamente alle aspettative, i compostigitivi in vitro (28 e
29), sono risultati quindi quelli caratterizzati da nucleo benzotriazino-
nico, legato per mezzo di una catena alchilica, Blpiperonil-piperazina
mettendo cosi in evidenza come I'anello pipericdimon sia risultato in
questa serie di derivati fondamentale ai fini 'déivita antidiarroica.
Inoltre in questi derivati, I'allungamento dellatema alchilica da 2,3 a 4
atomi di carbonio porta ad una perdita di efficaBlar i derivat28 e 29
lo stesso saggio farmacologicovitro e stato effettuato anche in presen-
za del naloxone, considerato un antagonista rela@nte puro del recet-
tore degli oppioidi.

Tuttavia il naloxone non e risultato in grado di difcare
I'effetto inibitorio dei composti28 e 29 (Tabella 11). Questi risultati in-
dicano come gli effetti inibitori di tali prodotsulla contrazione dell’ileo,
non siano dovuti all’attivazione dei recettori apgi. Dai risultati con-
seguiti si evince che tali derivati potrebbero foemuove strategie per la
cura dei disturbi della motilita associati a diagreindrome del colon irri-

tabile e morbo di Crohn.
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6.1.1. PROCEDURA GENERALE PER LA SINTESI DEI DE-
VRAVATI 22COBREEIHEPR 3BBEXNODORRANNONICI, 3-
CLOROPRORPIL-1,2,3-BENZOTRIAZINONICI E 4-

CLOROBUTIL-1,2,3-BENZOTRIAZINONICI

Una miscela di 1-bromo-2-cloroetano , 1-bromo-@&abropano o
1-bromo-4-clorobutano (0.09 mol), 1,2,3-benzotna4{3H)-one 26)
(0.03 mol) e KCO; (0.05 mol) in DMF (70 ml) é stata introdotta nal{
lone di reazione ed i parametri desiderati (potetedle microonde, tem-
peratura e tempo) sono stati impostati come ripmitaTabella 10. Suc-
cessivamente, la miscela di reazione é stata daffite e portata a secco.
Il residuo e stato sciolto in GBI, e la soluzione é stata trattata piu volte
con HO. La fase organica é stata anidrificata copS@ anidro e con-
centrata. La purificazione dei prodotti e statatiffata mediante croma-
tografia su colonna di gel di silice (etere dietlimetanolo, 9:1, v/v) per
fornire gli intermedi27a 27b e 27ccome solidi (rese ottenut27a 90%;

27b 96%;27c89%).
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6.1.2. PROCEDURA GENERALE PER LA PREPARAZIONE DEI
DERIVATI 3-[2, 3 O 4-(1-PIPERONIL-PIPERAZINA)-ALCHI L]-

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

Una miscela dell'appropriato 2, 3 o 4-(cloroalcii|?,3-
benzotriazin-4(3H)-one27a 27b e 27c (0.03 mol), 1-piperonil-
piperazina (0.03 mol), Nal (0.05 mol) e®0O; (0.05 mol) in DMF (50
ml) é stata introdotta nel pallone di reazione pdrametri desiderati (po-
tenza delle microonde, temperatura e tempo) saato istpostati come
riportato in Tabella 10. Dopo raffreddamento, |lseeia é stata portata a
secco ed il residuo sciolto in GEl; ; la soluzione e stata quindi trattata
piu volte con HO. La fase organica é stata anidrificata copS@q ani-
dro e concentrata. La purificazione dei prodottiafi € stata effettuata
mediante cromatografia su colonna di gel di sili@ere dietili-
co/etanolo, 9:1, v/v) per fornire i prodotti fing#8-30) come solidi cri-

stallini bianchi (rese comprese tra I'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-cloropnopao 1-bro-
mo-4-clorobutano (0.25 mol) in DMF (30 ml) é staiggiunta goccia a
goccia sotto agitazione ad una soluzione di sataa@l) (0.1 mol) e
K>COs anidro (0.15 mol) in DMF ( 50 ml). La miscela ottga é stata in-
trodotta nel pallone di reazione ed i parametridigati (potenza delle
microonde, temperatura e tempo) sono stati imposbate riportato in
Tabella 9. Dopo raffreddamento, la miscela e sdtdéta con CHC} ed
trattata piu volte con ¥. La fase organica € stata anidrificata con
NaSO, anidro e concentrata sotto vuoto. Il residuo éssattoposto a
cromatografia su colonna di gel di silice (etil tate/n-esano, 9:1, v/v)
per fornire i prodotti intermed2ae 32b come solidi (rese ottenuté2a

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)-bengulfimide

(32a0 32b) (0.10 ml) e Nal (0.16 mol) in DMF (50 ml) é sta@asta sot-
to agitazione e.m. a ricadere per 30 minuti. Swgieasente sono stati
aggiunti K,CO; (0.16 mol) e Il'appropriata 4-idrossi-4-(4-X-fenil)
piperidina (0.10 mol) . La miscela di reazione ami$enuta e stata intro-
dotta nel pallone di reazione ed i parametri deaidépotenza delle mi-
croonde, temperatura e tempo) sono stati impastatie riportato in Ta-
bella 9. Dopo raffreddamento, la miscela e stataat@a, diluita con
CHCI; ed trattata piu volte con,B. La fase organica e stata anidrificata
con NaSQ, anidro, concentrata sotto vuoto ed il residucaéospurifica-
to su colonna di gel di silice (etere dietilicofetn, 9.5:0.5, v/v) per for-
nire i prodotti finali 33-40)come solidi cristallini bianchi (rese comprese

tra il 70 e I'80%).
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6.1.5. SALI CLORIDRATI: PROCEDURA GENERALE

| sali cloridrati sono stati preparati per addgadi una soluzione
eterea di HCI ad una soluzione etanolica di bbsré. Tutti i derivati so-
no stati ricristallizzati da una miscela di eteretitico ed etanolo. | pro-

dotti finali sono stati ottenuti come solidi cril$ita 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 condensezi@ I'N-
Boc-atenololo e I'acido acetilsalicilico. In padiare, la mia attenzione e
stata focalizzata su due diversi approcci per fdesi dell’atenololo-
aspirinato (ATA), a partire da reagenti facilmedisponibili. Nel primo
approccio il riscaldamento mediante microonde warito I'attivazione
della funzione carbossilica come estere attivo meitafluorofenolo (-
OPfp, Schema 10 - A), mentre nel secondo le miade®ono state ap-
plicate in una tecnica in soluzione assistita diamoi, in cui la carbo-
diimmide, legata ad una resina polistirenica (P®aai-immide), viene
utilizzata in presenza di HOBt e impiegando I'N,fimetilacetammide
(DMA) come solvente (Schema 10 - B).

In entrambi i metodi di sintesi il processo compgierire steps
fondamentali:
a) protezione del gruppo amminico secondario akelfiololo
con formazione di un derivato N-Boc;
b) attivazione del gruppo carbossilico dell'acatmtilsalicilico e
accoppiamento con atenololo N-Boc protetto;
c) rimozione del gruppo protettore dal gruppo amoa secon-

dario dell’atenololo.
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L’alta polaritd del solvente DMA ha assicurato w@npleta
omogeneita ed un efficace riscaldamento della fastieeazione. In so-
li 10 minuti di irradiazione I'acido acetilsaliotio di partenza e il derivato

N-Boc-atenololo sono stati convertiti completamemédi’estere N-Boc-

COOH
: :ococrg

atenololo-aspirinato.

‘ (41)
Metodo A Metodo B
Pentafluorofenolo, DCC
MW, DMF,20 min, 40°C 1. PS-carbodiimmide/HOB,
N-Boc-Atenololo, DMA, MW,
ococH, 100°C, 10 min
" 2.30% CRCOOH, DCM
o} F 3. Metanolo, 10% acquoso
NaHCQO; e DCM

o

F
1. N-Boc-atenololo, MW, E
DMF, 30 min, riflusso (42
2.30% CRCOOH, DCM
3. MeOH, 10% acquoso

NaHCO; e DCM Y
Y

\Q\i
OCOCH, NH

ATA (43)

Schema 10. Sintesi del derivato 2-acetossi-benzoico 2-(4-
carbamoilmetil-fenossi)-1-(isopropilamino-metiljletestere cloridrato
(ATA, 43).
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In particolare, seguendo la prima procedura deactiatenololo
aspirinato e stato ottenuto nel modo seguentepltis (41), disciolta in
N,N-dimetilformammide (DMF) anidra in presenza dtidoesilcarbo-
diimide (DCC), é stata trattata con pentafluorofermer fornire il corri-
spondente estere pentafluorofenilict?)( All'intermedio 42, sciolto in
DMF, si e aggiunto N-Boc-atenololo e la soluziormiltante e stata ri-
scaldata mediante irradiazione con microonde gertdarminuti. Dopo il
work-up, I'intermedio N-Boc-atenololo-aspirinatostato purificato me-
diante cromatografia su colonna, usando come fazenaria gel di sili-
ce e come eluente una miscela di etere/etanol¢v8:2 La resa percen-
tuale del prodotto finale e stata del 75%. Infilageinololo-acetilsalicilato
(43) e stato ottenuto rimuovendo il gruppo Boc con solazione di aci-
do trifluoroacetico (TFA) al 30% in diclorometand@M). Il corrispon-
dente sale trifluoroacetato e stato disciolto irtamelo, trattato con una
soluzione acquosa al 10% di NaHE&d estratto con diclorometano. i
solvente é stato evaporato ed il residuo cristadtia da etere dietilico.

Nel secondo metodo la condensazione tra I'N-Bonaitdo e
I'acido acetilsalicilico 41) ha previsto I'applicazione del riscaldamento
mediante microonde ad una tecnica in soluzionestitsstda polimeri, in
cui la carbodiimmide, legata ad una resina poéistga (PS-carbodi-

immide), viene utilizzata in presenza di HOBt e iegando I'N,N- di-

89



metilacetammide (DMA) come solvente. La rimoziale gruppo pro-
tettore Boc, per fornire il composto final8, é stata condotta secondo la
procedura descritta per il primo metodo. Il dervaintetizzato € attual-
mente in fase di sperimentazione farmacologica mslltati preliminari
mostrano un elevata efficacia sia come antinfiaron@che come deri-
vato beta-bloccante consentendo di migliorare attaxistiche di en-

trambe le molecole di origine.
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7. CONCLUSIONI
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In questa tesi di dottorato di ricerca in ScienehFhrmaco, sono
riportati una serie di esempi rappresentativi dafpatto del riscaldamen-
to mediante microonde nello sviluppo di nuove molediologicamente
attive e nella ottimizzazione delle reazioni pitfudie in chimica farma-
ceutica, realizzati dal gruppo presso il quale yalte la mia attivita di
ricerca. Tali esempi dimostrano come tale tecnal@ig attualmente in
rapida diffusione e rappresentera un ausilio foretataie per il settore
della ricerca ed un approccio valido alla sintesigb industriale.

Infatti, rispetto ai processi convenzionali di sgitorganica, il ri-
scaldamento mediante microonde presenta numerosagg, come re-
gimi di riscaldamento elevati, 'assenza di cowtata la sorgente termica
ed i reagenti, rese elevate e tempi di reazioratrjdnterazione selettiva
tra le microonde e le sostanze chimiche e cosiQueesto spiega il ruolo
primario che questa nuova tecnologia sta acquiseetla chimica far-
maceutica.

Ogqi, lo sviluppo di nuovi farmaci si trova in unaova condi-
zione, che prevede la sintesi nel prossimo deoettinin numero di mo-
lecole superiore a quelle che sono state mai @déznegli anni prece-
denti.

La sintesi di un tal numero di piccole molecoleamghe €&, per-
tanto, affidata alla chimica combinatoriale in asawione con il riscal-
damento mediante microonde, in modo da consewtisgiluppo di libre-

rie di derivati che guidano, in tempi ristrettilaalndividuazione di mo-

92



delli molecolari dotati di grande affinita ed aitévintrinseca nel loro si-
to-bersaglio.

In conclusione, data I'entita e la riproducibilidei vantaggi, la
versatilita e la “pulizia” della tecnica a microand tutt’'oggi messi in lu-
ce, Ci si aspetta nel prossimo futuro una rapidpamsione anche
nell’ambito chimico-farmaceutico. La quantita dingoosti disponibili
per screening biologici crescera inevitabilmenteoaseguentemente, i
principali processi di ottimizzazione saranno aecsl.

Dall'analisi di quanto riportato in questa tesid letteratura in
genere possiamo affermare che, la sintesi orgamicdotta mediante ri-
scaldamento a microonde, € in grado di assicunaaepit rapida produ-
zione di librerie di composti eterociclici e peptidda cui si potrebbero
individuare i vari target macromolecolari per httamento di patologie

di diversa natura.
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