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Rezumat

Chimia ,,click” a devenit o metoda populara pentru sinteza rapidd de compusi farmaceutici, iar azidele
si alchinele influenteaza semnificativ viteza si regioselectivitatea reactiilor [3+2]. Derivatii (+)-3-carenei
cu centre chirale au fost transformati in azidoalcooli si ulterior in compusi heterorganici prin cicloadditie
[3+2], fiind analizat impactul substituensilor si al conditiilor experimentale. S-au sintetizat molecule hibride
cu fragmente de 2-carena si heterocicluri azotate, obtindndu-se randamente variabile intre 45-74%. Studiile
de citotoxicitate au evidentiat nivelul de toxicitate scazut pentru compusii 8, 9, 14 si 15, in timp ce compusii
3, 4 51 5-7, 10-14, 16 au manifestat citotoxicitate moderatd. Produsul 17 a prezentat cea mai mare activitate
citotoxica, cu ICso sub 10 uM pe toate liniile celulare studiate.

Cuvinte-cheie: (+)-3-carena; [3+2] cicloaditie; heterocompusi; azidoalcooli; epoxid; 1,2,3-triazoli;
2-carena.

CYCLOADDITION [3+2] AZIDE-ALKYNE REACTION AND THE CYTOTOXICITY
OF (+)-3-CARENE DERIVATIVES

Abstract

“Click chemistry” has become a popular method for the rapid synthesis of pharmaceutical
compounds, with azides and alkynes significantly affecting the reaction rate and regioselectivity in [3+2]
cycloadditions. (+)-3-Carene derivatives with chiral centers were converted into azidoalcohols and
subsequently into heterorganic compounds through [3+2] cycloaddition, with the effects of substituents and
reaction conditions studied. Hybrid molecules containing 2-carene fragments and nitrogen-containing
heterocycles were synthesized, achieving yields ranging from 45-74%. Cytotoxic activity was evaluated
across multiple cell lines; compounds 8, 9, 14, and 15 were non-toxic, while compounds 3, 4, and
heterocompounds 5-7, 10-14, and 16 showed moderate activity. Product 17 exhibited the highest cytotoxic
activity, with ICsq values below 10 uM across all cell lines.

Keywords: (+)-3-carene; [3+2] cycloaddition; heterocompounds; azido alcohols; epoxide; 1,2,3-
triazoles; 2-carene.

Introducere

In ultimii decenii contextul dezvoltarii unor strategii moderne pentru generarea rapida a
unei biblioteci extinse de compusi cu potential farmaceutic, chimia ,,click” a dobandit o larga
raspandire. Studiile asupra cicloadditiei [3+2] azida—alchind reprezintd un instrument valoros
datorita eficientei, selectivitatii si conditiilor blande de reactie. Studiile au demonstrat ca natura
substraturilor implicate, respectiv azida si alchina, precum si sistemul catalitic utilizat,
influenteazd in mod decisiv viteza reactiei si regioselectivitatea acesteia. Astfel, catalizatorii pe
baza de Cu(I) favorizeaza formarea regioizomerilor 1,4-disubstituiti ai 1,2,3-triazolilor, in timp
ce catalizatorii pe bazd de ruteniu conduc predominant la derivati 1,5-disubstituiti.

O directie promitdtoare n descoperirea de compusi biologic activi o constituie modificarea
metabolitilor naturali, mentinand scheletul carbonic de baza. [1,2]. In acest context, hidrocarbura
monoterpenicd (+)-3-carend 1 prezintd un interes deosebit datorita activitatilor sale biologice
variate, inclusiv efecte de modulare a receptorilor GABa de tip benzodiazepinic, inhibarea
ciclului celular in faza G2/M la Saccharomyces cerevisiae si activitate leishmanicida. De
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asemenea, pentru 2-carend au fost raportate efecte antitumorale in modele de cancer mamar. [3—
6].

Metode si materiale

Cu scopul determindrii structurii si proprietatilor compusilor sintetizati, a fost utilizata o
gama largd de metode fizico-chimice de analiza. Temperaturile de topire au fost determinate cu
ajutorul aparatului ,,Boetius”. Spectrele IR au fost inregistrate la spectrofotometrul ,,Perkin
Elmer Spectrum 100 FT-IR”. Spectrele RMN de 'H, 3C si 3'P au fost inregistrate la spectrometrul
»Avance III Bruker 4007, care functioneazd la un camp magnetic constant de 9,4 T.
Monitorizarea procesului reactiilor s-a realizat cu ajutorul cromatografiei in strat subtire (CSS)
pe placi de Silufol, developate in vapori de L. Pentru cromatografia pe coloana s-a utilizat
silicagel L 100/400 um sau silicagel 60 Fluka. Substantele si reagentii chimici utilizati sunt
disponibili comercial si au fost folositi fara purificare suplimentara. (+)-3-carena 1 a fost
procurata de la firma Sigma Aldrich.

Rezultate si discutii

In lucrare au fost descrise o serie de transformiri ale carenelor mentionate una in cealalta,
cu o conversie nesemnificativa [7,8]. Interesul pentru sinteza compusilor optic activi pe baza (+)-
3-carenei 1 se explicd din prezenta a doud centre chirale si a unei duble legaturi reactive in
moleculd. Una dintre caile rationale de obtinere a compusilor heteroorganici din seria caranica
este utilizarea derivatilor acestora, incepand cu epoxidul 2 figura 1.
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Figura 1. Schema de sintezd a 1,2,3-triazolilor din (+)-3-carena

Metodele cunoscute de obtinere a azidelor 3 si 4 includ deschiderea ciclului epoxidic 2 cu
NaN3s 1n prezenta NH4Cl prin refluxare in metanol sau prin agitare cu NaNs in solutie apoasa de
acid acetic la 30°C [9,10]. In primul caz se formeaza un amestec aproximativ echimolar de
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azidoalcoolii regioizomeri 3 si 4 (randament total 49%), in timp ce modificam conditiile de
reactie observam formarea preponderentd a compusului 4 (randament 65%), ceea ce nu
corespunde datelor prezentate de alti cercetdtori [11], care au raportat un amestec de
regiooizomeri (86:14) cu randament total de 92%.

In conditiile acidului acetic apos, in locul produsului cu punct de topire de 35°C, noi am
izolat compusul predominant (randament 74%) cu punct de topire de 32°C [12].

In continuare a fost investigata influenta naturii acetilenelor monosubstituite in reactia de
cicloadditie [3+2] cu utilizarea azidoalcoolului 4. Ca prim model a fost propuséd realizarea
reactiei catalizatd de Cul iIntre azidoalcool si esterul metilic al acidului acetilencarboxilic. Ca
sistem catalitic s-a utilizat Cul : DIPEA : AcOH (1:2:0,2), propus pentru prima datd in studiul
[13]. Prin utilizarea metodelor spectrale am confirmat produsul metal carboxilatul 5.

Inlocuirea esterului metilic cu esterul etilic nu a influentat semnificativ nici durata reactiei
(4 ore), nici randamentul produsului final 6. La trecerea la acidul acetilencarboxilic, durata
reactiei a crescut pana la 12 ore, rezultdnd acidul 7 cu un randament de 55%.

S-a stabilit ca Inlocuirea acidului cu una gem-dimetilicd a influentat favorabil reactia, astfel
dupa 8 ore utilizand catalizator Cul in DCM, s-a determinata o conversie completa si formarea
compusului 8. De remarcat ca inlocuirea gruparii gem-dimetilice cu una metilenica in conditii
de obtinere a compusului 8 a avut un efect negativ asupra reactiei de cicloadditie [3+2] (reactia
nu a decurs in conditiile prezentate).

S-a constatat ca Inlocuirea sistemului catalitic Cul/DIPEA/AcOH cu CuSOa4/ascorbat de
sodiu si desfasurarea reactiei in tert-butanol apos la refluxare timp de 4 ore au favorizat formarea
produsului final 9. O situatie similara a fost observata si in cazul fenilacetilenei. Doar in conditii
de refluxare a amestecului de azida, fenilacetilend, CuSOa si ascorbat de sodiu in zert-butanol
apos s-a observat formarea aductului 10.

O alta parte a cercetérilor a fost dedicata studiului comparativ al influentei pozitiei gruparii
azida n regioizomerul 3 asupra reactiei de cicloadditie [3+2] cu aceleasi acetilene
monosubstituite ca si in cazul azidoalcool 4. In cazul esterului metilic al acidului
acetilencarboxilic, dupd 2 ore s-a inregistrat conversia completa a reactantilor initiali, cu o ugoara
scadere a randamentului de reactie comparativ cu regioizomerul 5. Conform datelor spectrale,
produsul principal al reactiei este compusul polifunctionalizat 11.

Utilizarea esterului acetilen carboxilic a influentat negativ selectivitatea reactiei de
condensare a esterului etilic al acidului acetilencarboxilic. in final, dupa prelucrarea amestecului
de reactie si purificarea acestuia prin cromatografie in strat subtire preparativa, a fost izolat
esterul etilic optic activ 12, cu un randament de 53%, ceea ce este cu 29% mai mic in comparatie
cu izomerul 6.

In urma utilizarii acidul acetilencarboxilic si azida 3 s-a observat o crestere a timpului de
reactie, fenomen observat si pentru azida 4. Diferenta consta in faptul ca substanta fanala 13 se
formeaza cu un randament mai mare cu 19%.

La trecerea la 2-metilbut-3-in-2-ol s-a constatat atat o scadere a vitezei reactiei cu utilizarea
azidei 3 comparativ cu azida regioizomera 4, cat si a randamentului produsului final 14 (53%).
Conform datelor cromatografiei pe strat subtire, conversia completd a fost observata dupa 12
ore, in timp ce pentru compusul 4 au fost necesare § ore.

S-a constatat ca azida 3, spre deosebire de azida regioizomera 4, reactioneaza cu prop-2-in-
1-ol, forméand produsul 15 cu un randament de 63% in decurs de 2 ore. Mai mult decat, reactia
de cicloadditie [3+2] decurge in prezenta sistemului Cul/DIPEA/AcOH la temperatura camerei,
in timp ce 1n cazul azidoalcoolului 4 au fost necesare conditii mai dure.
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Figura 2. Obtinerea 1,2,3-triazolilor din azidoalcoolul 3

Condensarea fenilacetilenei cu azidoalcoolul 3 a decurs analog cu cea a azidoalcoolului 4,
timp de 8 ore, prin refluxare cu CuSOs si ascorbat de sodiu in fert-butanol apos, care a rezultat
produsul cristalin 16.

In urma cercetdrilor cautarii noilor compusi biologic activi, a fost realizati sinteza
moleculelor hibride care contin fragmente de 2-carend si fragmentul 1,2,3-triazol, conform
schemei prezentate figura 3.
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Figura 3. Sinteza triazolilor cu scheletul monoterpenei 2-carenei

Reactia compusului 7 cu 1-azido-4-nitrobenzen in prezenta dietilaminei conduce la aductul
18. Ca al doilea model a fost utilizata reactia acetooacetatului 7 cu 4-azido-7-clorochinolina. S-
a constatat cd compusul 18 poate fi obtinut cu un randament de 55%.

Reactia terpenoidului 3-oxobutanoat 7 cu 2-azido-1-ariletanoni s-a realizat in mod similar
in mediu DMSO. Condensarea compusului 7 cu 2-azido-1-feniletanona a decurs cu formarea
compusului 20, izolat cu un randament de 60% dupa cromatografie pe coloana pe silica gel. In
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reactia compusului 7 cu 2-azido-1-(2,4-diclorofenil)etanona, randamentul produsului de
ciclizare 17 nu a depasit 45%.

Activitatea citotoxica a compusilor sintetizati si a compusului de referintd etopozida a fost
determinata prin metoda [14], prin stabilirea concentratiei substantei care inhiba 50% (doza
toxicd ICso) din viabilitatea celulelor tumorale pe celule Capan-1, HCT-116, LN-229, NCI-H460,
DND-41, HL-60, K-562, Z-138.

In urma cercet au fost obtinute date ce au demonstrat ca azidoalcoolii 8, 9, 14 si 15 nu au
prezentat citotoxicitate pe liniile celulare testate, in timp ce compusii 3 si 4 au demonstrat
activitate citotoxica In intervalul de concentratii investigat. Compusii heterociclici 7, 10-14 si
16 au prezentat activitate moderata Impotriva majoritatii liniilor celulare, cu valori ICso intre 15,7
si 100,0 uM, fiind citotoxicitate mai redusd comparativ cu cea a compusilor initiali.

Produsul 17 s-a dovedit a fi unul dintre cei mai activi derivatii 2-careni substituiti, cu valori
ICso sub 10 uM pentru toate liniile celulare, ceea ce indica un efect citotoxic puternic.

Concluzie

in concluzie, studiul realizat demonstreaza eficienta aplicarii strategiei de chimiei ,,click”,
in special a reactiilor de cicloadditie [3+2] azidd—alchind, pentru obtinerea unor derivati
heterociclici noi pe baza scheletului natural al (+)-3-carenei. S-a evidentiat in mod evident ca
natura substraturilor (azida si alchind), precum si sistemul catalitic utilizat influenteaza
semnificativ viteza reactiei, randamentul si regioselectivitatea procesului, fiind observate
diferente notabile intre regioizomerii azidici 3 si 4.

Rezultatele au relevat ca modificarile structurale ale acetilenelor monosubstituite pot activa
sau inhiba reactia, iar selectia conditiilor optime (de exemplu, Cul/DIPEA/AcOH sau
CuSOs/ascorbat de sodiu) este esentiald pentru obtinerea produselor dorite. De asemenea, s-a
demonstrat ca pozitia gruparii azidd in moleculad influenteazd nu doar cinetica reactiei, ci si
selectivitatea cat si randamentul produsilor finali.

Evaluarea biologica a compusilor sintetizati a relevat cd majoritatea derivatilor au
demonstrat o activitate citotoxicd moderatd, iar anumite structuri hibride manifesta un potential
semnificativ proprietati citotoxice pronuntate, in special compusul 17 s-a remarcat printr-o
activitate citotoxica ridicata asupra tuturor liniilor celulare investigate, cu valori ICso sub 10 uM,
care poate sugera un candidat promitator pentru dezvoltarea ulterioard de agenti antitumorali.

Astfel, cercetarea confirma valoarea derivatilor carenelor prin metode de tip chimiei ,,click”
ca o directie viabila in descoperirea de noi compusi biologic activi si deschide noi oportunitati
pentru optimizarea structurald si evaluarea proprietatilor farmacologice aprofundata a acestor
compusi.
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