STUDIUL SINTEZEI MERCAPTO-TRIAZOLILOR FUNCŢIONALIZAŢI, COMPUŞI CU POTENŢIALĂ ACTIVITATE BIOLOGICĂ
-rezumatul tezei de doctorat-

autor:  ing. Ionuţ-Valentin LEDEŢI
Triazolii fac parte din clasa compuşilor heterociclici aromatici pentaatomici cu conţinut de azot (azoli), ce corespund formulei moleculare C2H3N3. Triazolii există sub două forme izomere, şi anume 1,2,4-triazolii (denumiţi şi s-triazoli) (1), respectiv 1,2,3-triazolii (denumiţi şi v-triazoli) (2). 
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Chimia nucleului 1,2,4-triazolic şi a derivaţilor acestuia a cunoscut o dezvoltare foarte rapidă în cadrul chimiei heterociclilor, datorită activităţilor antibacteriene, antifungice, anticancer, antitumorale, anticonvulsive, anti-inflamatoare şi analgezice a  acestor compuşi. Nucleul 1,2,4-triazolic a fost încorporat într-o mare varietate de molecule terapeutic-active, crescând bioactivitatea acestora. Mai recent, datorită dezvoltării rapide a rezistenţei la multe medicamente, este necesară sinteza de noi compuşi bioactivi, care să posede o structură diferită de cea a agenţilor deja cunoscuţi. 4H-4-amino-3-mercapto-1,2,4-triazolul (4) şi derivaţii acestuia sunt heterociclii ideali pentru dezvoltarea acestor sinteze, datorită faptului că grupele nucleofile vicinale amino şi mercapto sunt deja blocuri de construcţie moleculară, putând fi funcţionalizate în direcţia dorită. Totodată, 1H-5-mercapto-1,2,4-triazolii-3-substituiţi (3) şi 4H-4-amino-3-mercapto-1,2,4-triazolii-5-substituiţi (4) şi derivaţii lor ocupă un rol important în chimia coordinativă, datorită proprietăţilor de complexare ale cationilor.

Deoarece derivaţii de acid acetic şi propionic constituie o clasă importantă de compuşi nesteroizi cu acţiune antiinflamatoare, iar pe de altă parte, prezenţa grupării carboxi-metil gefată pe nucleul triazolic modifică proprietăţile de complexare ale acestora, ne-am propus sinteza, caracterizarea şi studiul proprietăţilor de complexare şi biologice ale unor 1H-3-mercapto-1,2,4-triazolilor-5-substituiţi şi 4H-4-amino-3-mercapto-1,2,4-triazolilor-5-substituiţi, alchilaţi la atomul de sulf exociclic cu grupări carboxi-metil.

Interesul pentru produşii de S-alchilare, N-alchilare şi pentru complecşii metalici ai compuşilor (3) şi (4) este actual şi derivă din activitatea lor  biologică: tuberculostatică,  antibacteriană, anti-tumorală etc.


Datele „neunitare” prezentate în literatura de specialitate privind alchilarea acestor compuşi fie la atomul de sulf exociclic, fie la un atom de azot endociclic, ne-au determinat să efectuăm un studiu sistematic al reacţiei de alchilare al compuşilor cu structurile  (3) şi (4).

Bazele Schiff derivate de la 1,2,4-triazoli îşi găsesc diverse aplicaţii şi sunt compuşi bioactivi. Bazele Schiff derivate de la 4H-4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazoli 3-substituiţi prezintă atât proprietăţi analgezice, antimicrobiale, anti-inflamatoare, antidepresive, precum şi activitate asupra ritmului de dezvoltare a plantelor (agenţi regulatori de creştere). Cercetări recente au arătat că bazele Schiff ce conţin în structură un inel 1,2,4-triazolic au fost investigate pentru activitate antitumorală. Totodată, bazele Schiff derivate de la 1,2,4-triazoli şi complecşii acestora cu metale sunt compuşi cu potenţială utilizare în domeniul materialelor magnetice şi al dispozitivelor fotochimice.
Scopul tezei de doctorat l-a constituit:
-Studiul reacţiilor de funcţionalizare pentru 1H-5-mercapto-1,2,4-triazolii 3-substituiţi (3) şi 4H-4-amino-3-mercapto-1,2,4-triazolii 5-substituiţi (4), pentru a stabili dacă reacţia de alchilare decurge la atomul de sulf exociclic sau la unul din atomii de azot endociclici.
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-Obţinerea unor produşii de S-alchilare ai triazolilor (4), compuşi ce prezintă capacitate mărită de complexare şi posibilă activitate biologică;

-Studiul comparativ al reactivităţii amino-triazolilor S-funcţionalizaţi faţă de cei nefuncţionalizaţi în sinteza unor derivaţi azometinici la gruparea amino exociclică;

-Sinteza şi caracterizarea preliminară a unor complecşi ai unor ioni metalici tranziţionali bivalenţi cu derivaţi S-alchilaţi ai 1,2,4-triazolilor;
Realizarea scopului propus a cuprins  următoarele etape:

-Studiul datelor de literatură privind reacţiile de funcţionalizare ale 1H-5-mercapto-1,2,4-triazolii 3-substituiţi (3) şi 4H-4-amino-3-mercapto-1,2,4-triazolii-5-substituiţi (4);

-Stabilirea condiţiilor optime pentru reacţia de S-alchilare a 1H-5-mercapto-1,2,4-triazolilor 3-substituiţi (3) şi a 4H-4-amino-3-mercapto-1,2,4-triazolilor 5-substituiţi (4), folosind esteri ai acizilor α-halogenaţi. 

-Obţinerea şi caracterizarea unor serii de compuşi S-alchilaţi, precum şi a produşilor de hidroliză bazică a acestora.

-Studiul obţinerii şi caracterizării unor noi tioeteri heterociclici derivaţi din 4H-4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazoli 3-substituiţi (4) şi acid succinic.

-Obţinerea unor produşi funcţionalizaţi (baze Schiff) derivate de la 4H-4-amino-3-mercapto-1,2,4-triazoli 5-substituiţi, precum şi funcţionalizarea acestora la sulful exociclic prin reacţie de alchilare.

-Obţinerea unor baze Schiff de la produşii S-alchilaţi prin metode clasice de sinteză, dar şi cu ajutorul microundelor.
-Sinteza şi caracterizarea preliminară a unor complecşi ai unor ioni metalici tranziţionali bivalenţi cu derivaţi S-alchilaţi ai 1,2,4-triazolilor;

-Evaluarea activităţii biologice a unora dintre compuşii sintetizaţi, pe baza unor teste in vitro.

Teza de doctorat este structurată în trei părţi:

· Capitolul I. Date de literatură este structurat în cinci subcapitole, în care este detaliat stadiul actual al cunoaşterii în domeniul reacţiilor de funcţionalizare a nucleului (amino) mercapto-triazolic (Capitolele I.1, I.2 şi I.3), proprietăţile chimice ale acestor derivaţi (Capitolul I.4) precum şi metode de obţinere a complecşilor metalici ce conţin ca liganzi 1,2,4-triazoli funcţionalizaţi (Capitolul I.5).

· Capitolul II. Contribuţii originale, detaliază rezultatele obţinute pe parcursul cercetărilor experimentale realizate, cu accent asupra sintezei şi caracterizării compuşilor obţinuţi prin tehnici spectroscopice (CSS, SM, spectroscopie IR, UV-VIS, 1H-RMN, 13C-RMN, 15N-RMN şi spectroscopie RMN 2D) şi măsurători fizice (interval de topire) precum şi o evaluare a activităţii antiproliferative a unor compuşi sintetizaţi; totodată, sunt prezentate şi unele aspecte privind sinteza şi caracterizarea preliminară a unor complecşi metalici cu cation tranziţional bivalent utilizând ca ligand sarea sodică a 4H-4-amino-3-fenil-5-carboximetilsulfanil-1,2,4-triazolul.
· Capitolul III. Partea experimentală, prezintă materialele şi tehnicile analitice utilizate, procedurile experimentale folosite în sinteza compuşilor funcţionalizaţi, precum şi o caracterizare completă a compuşilor sintetizaţi.
În cadrul lucrărilor efectuate, au fost sintetizaţi un număr de 38 de compuşi, majoritatea fiind noi sau sintetizaţi printr-o metodă nouă, dintre aceştia:

- un număr de 2 compuşi sunt derivaţi S-alchilaţi ai 1H-3-fenil-5-mercapto-1,2,4-triazolului:
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- un număr de 16 compuşi sunt derivaţi S-alchilaţi ai 4H-4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazolilor 3-substituiţi:
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(4a, 5a, 13a, 13b, 13c, 14a, 14b, 14c, 19a, 19b, 19c, 20a, 23a, 23b, 24a, 24b)

- un număr de 11 compuşi sunt derivaţi azometinici ai 4H-4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazolilor 3-substituiţi:
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- un număr de 2 compuşi sunt noi derivaţi azometinici ai 4H-4-amino-3-benzil-5-etoxicarbonil-metilsulfanil-1,2,4-triazolului, şi anume 4H-4-(4-Nitro-benziliden-amino)-5-benzil-3-etoxicarbonil-metilsulfanil-1,2,4-triazol (29a), respectiv 4H-4-(4-Bromo-benziliden-amino)-5-benzil-3-etoxicarbonil-metilsulfanil-1,2,4-triazol (29b):
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- un număr de 6 complecşi metalici de Co2+, Cd2+, Cu2+, Ni2+, Zn2+ şi Mn2+  derivaţi de la sarea de sodiu (30) a 4H-4-amino-3-fenil-5-carboximetilsulfanil-1,2,4-triazolului. 
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De asemenea, s-au constat următoarele:

1). Încercările preliminare de alchilare ale sării de potasiu a 1H-3-fenil-5-mercapto-1,2,4-triazolului (1) cu soluţie apoasă de cloroacetat de potasiu nu au reuşit în niciuna din variantele de sinteză încercate, când materia primă triazolică fie s-a regăsit în întregime în amestecul de reacţie, fie produsul de S-alchilare s-a obţinut în urme. 

Alchilarea sărurilor de sodiu ale 1H-3-fenil-5-mercapto-1,2,4-triazolului (1a) şi a 4H-3-fenil-4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazolului (2a), preparate in situ, cu cloroacetat de etil în alcool etilic absolut, conduce cu randamente foarte bune la 1H-3-fenil-5-etoxicarbonil-metilsulfanil-1,2,4-triazol (3a) şi la 4H-3-fenil-4-amino-5-etoxicarbonil-metilsulfanil-1,2,4-triazol (4a) şi este o metodă simplă, cu caracter general, pentru obţinerea compuşilor S-alchilaţi. Prin hidroliza alcalină a  esterilor (3a, 4a) se obţine 1H-3-fenil-5-carboxi-metilsulfanil-1,2,4-triazolul (6a) şi 4H-3-fenil-4-amino-5-carboxi-metilsulfanil-1,2,4-triazolul (5a). 

Compuşii au fost caracterizaţi prin spectroscopie de masă, spectroscopie IR, H1-RMN şi C13-RMN, iar confirmarea S-alchilării a fost dovedită cu ajutorul spectrelor RMN 2D 1H- 13C.

Metoda a fost extinsă la alchilarea cu alţi esteri ai acizilor α-halogenaţi, precum şi la alţi mercapto-triazoli.

2). Alchilarea cu cloroacetat de etil în etanol absolut a sărurilor de sodiu ale 4H-4-amino-3-fenilalchil-5-mercapto-1,2,4-triazolilor (12a-c), preparate in situ, conduce, cu randamente bune, la noi compuşi S-alchilaţi, şi anume 4H-4-amino-5-etoxicarbonil-metilsulfanil-3-fenilalchil-1,2,4-triazolii (13a-c). Hidroliza alcalină a acestora, urmată de acidulare, conduce la acizii corespunzători, 4H-4-amino-5-carboximetilsulfanil-3-fenilalchil-1,2,4-triazolii (14a-c). 

Au fost aduse argumente spectroscopice (RMN) în sprijinul formării compuşilor S-alchilaţi, excluzând posibilitatea alchilării la atomul de azot ciclic triazolic sau atomului de azot exociclic.

3). Au fost sintetizaţi şi caracterizaţi produşii de alchilare cu cloroacetat de etil în mediu de etanol absolut a sărurilor de sodiu, preparate in situ ale 4H-4-amino-3-(2-, 3-, 4-piridil)-5-mercapto-1,2,4-triazolilor (18a-c), metodă simplă, utilizată anterior în cadrul colectivului nostru la alchilarea 1H-3-fenil-5-mercapto-1,2,4-triazolului şi a unor 4H-4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazoli-3-substituiţi.

Produşii de alchilare, 4H-4-amino-5-etoxicarbonil-metilsulfanil-3-(2-, 3-, 4-piridil)-1,2,4-triazolii (19a-c) s-au obţinut cu randamente cuprinse între 15-75% şi au fost caracterizaţi prin spectroscopie IR, 1H-RMN şi 13C-RMN, iar confirmarea S-alchilării a fost dovedită cu ajutorul spectrelor RMN 2D 1H- 13C.

Prin hidroliza alcalină a esterului (19a) se obţine 4H-4-amino-5-carboxi-metilsulfanil-3-(2-piridil)-1,2,4-triazolul (20a), caracterizat prin spectroscopie IR, 1H-RMN şi 13C-RMN.

Datorită prezenţei restului piridil în structura compuşilor sintetizaţi, produsul de hidroliză al esterului (19a), acidul corespunzător (20a) se solubilizează la pH< 4, datorită protonării azotului piridinic şi a grupării amino exociclice, fenomen de dizolvare care nu apare la derivaţii ce conţin în moleculă resturi de fenilalchil.

4). Alchilarea 4H-4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazolilor-3-fenil-alchil-substituiţi cu un ester α-halogenat (clorosuccinatul de dietil), folosind mercaptidele de sodiu corespunzătoare, preparate in situ, s-a dovedit şi în acest caz o metodă utilă de obţinere de noi compuşi S-alchilaţi.

Au fost obţinuţi patru compuşi noi, esterul dietilic al acidului (4H-4-amino-3-fenil-1,2,4-triazol-5-iltio)succinic  (23a), esterul dietilic al acidului (4H-4-amino-3-benzil-1,2,4-triazol-5-iltio)succinic (23b), acidul (4H-4-amino-3-fenil-1,2,4-triazol-5-iltio)succinic (24a) şi acidul (4H-4-amino-3-benzil-1,2,4-triazol-5-iltio)succinic (24b), cu randamente de 24, 16, 18, respectiv 47%.

5). Încercările preliminare de sinteză  ale bazelor Schiff derivate din 4H-4-amino-5-fenil(benzil)-3-mercapto-1,2,4-triazoli şi benzaldehide substituite (efectuate în etanol absolut în prezenţă de piperidină) nu au condus la produs unitar. 

Au fost sintetizate şi caracterizate un număr de 11 baze Schiff derivate din 4H-4-amino-5-fenil(benzil)-3-mercapto-1,2,4-triazoli şi benzaldehide substituite, respectiv tiofen-2-carboxaldehidă şi cinamaldehidă, utilizând metoda de sinteză în etanol absolut în prezenţa unui exces de acid sulfuric concentrat.

Bazele Schiff, dintre care unele sunt compuşi noi, au fost caracterizate preliminar prin cromatografie în strat subţire, punct de topire şi spectroscopie IR, precum şi prin compararea unor caracteristici fizice şi spectroscopice  ale unuia din compuşii obţinuţi, cu referinţa din literatură.

6). Condensarea 4H-4-amino-5-etoxicarbonil-metilsulfanil-1,2,4-triazolilor (4a, 13a) cu benzaldehide substituite utilizând metodele uzuale de obţinere ale bazelor Schif conduce la amestecuri de produşi, pe când condensarea 4H-4-amino-5-etoxicarbonil-metilsulfanil-1,2,4-triazolilor (13a) cu benzaldehide substituite sub acţiunea microundelor conduce cu randamente medii la bazele Schiff corespunzătoare.

O posibilă explicaţie a acestei reactivităţi scăzute a compuşilor (4a, 13a) o constituie:

- bazicitatea redusă (nucleofilicitatea redusă) a grupei 4-amino, datorate caracterului aromatic al nucleului triazolic, 

- efectul -I al substituenţilor din poziţia 5, mai accentuat în cazul compusului (4a).

- conjugarea extinsă la nivel molecular în cazul compusului (4a) şi întreruperea acesteia în cazul compusului (13a).

S-a încercat sinteza unei azometine S-funcţionalizate prin alchilarea sării de sodiu a 4H-4-(4-nitro-benziliden-amino)-5-fenil-3-mercapto-1,2,4-triazolului în etanol absolut cu cloroacetat de etil la reflux, însă, şi în această situaţie se obţine un amestec complex, care conţine materii prime nereacţionate şi încă 2 componente.

7). Au fost sintetizaţi şi caracterizaţi preliminar (p.t., spectroscopie IR) un număr de 6 complecşi metalici derivaţi din 4H-4-amino-3-fenil-5-carboximetilsulfanil-1,2,4-triazol (5a), folosind ca centru de coordinare o sare metalică tranziţională de cation divalent, şi anume: Cd2+, Co2+, Cu2+, Mn2+, Ni2+ şi Zn2+. 

Analiza spectrelor IR sugerează că în structura complecşilor există apă de coordinare (apar benzile caracteristice pentru ((H2O) în intervalul  2500-3500 cm-1 pentru compuşi chelaţi). Pe de altă parte, în spectrele IR ale complecşilor, vibraţiile caracteristice ale grupei OH carboxilice din forma acidă a ligandului (la 3620 cm-1) nu mai sunt prezente, ceea ce susţine formarea unui complex cu anionul carboxilat. Totodată, forma carboxilat este susţinută şi de vibraţiile de valenţă ((C=O), care apar la numere de undă mult mai mici în complecşi, comparativ cu forma acidă a ligandului necomplexat.
8). O parte din compuşii sintetizaţi au fost testaţi in vitro pentru activitatea antiproliferativă pe trei linii celulare umane de cancer, şi anume: adenocarcinomul cervical (de col uterin) (HeLa), adenocarcinomul mamar (MCF7), respectiv carcinomul celular scuamos (cancer de piele) A431. Toate substanţele au fost testate la 2 concentraţii (10 (M, respectiv 30 (M) şi s-au dovedit a fi moderat-activi sau inactivi. Aceştia au fost mai activi pe linia celulară HeLa şi practic inactivi pe linia celulară MCF7, cu excepţia a doi compuşi. Pe linia celulară A431, cei mai activi compuşi au fost derivaţii 14c, respectiv 19c cu o activitate antiproliferativă de peste 25%.

Dintre toţi compuşii studiaţi, doi au fost activi pe câte două linii celulare, şi anume:

- 4H-4-amino-3-carboximetilsulfanil-5-(3-fenilpropil)-1,2,4-triazolul (14c) este activ pe liniile HeLa, respectiv A431 la concentraţia de 30 μM.

- acidul (4H-4-amino-3-benzil-1,2,4-triazol-5-iltio)succinic (24b) este activ pe liniile HeLa, respectiv MCF7 la concentraţia de 10 μM.

Rezultatele cercetărilor experimentale care au stat la baza elaborării acestei teze fac obiectul a: 3 lucrări ISI publicate în Revista de Chimie Bucureşti,  4 lucrări comunicate la conferinţe naţionale cu participare internaţională,; 2 lucrări în curs de publicare în reviste cotate ISI din străinătate.
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