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INTRODUCERE - Obiectivele si structura manuscrisului

Structurile heterociclice azotate sunt entitdti prezente adesea in multe clase de substante
naturale, ele fiind si componente de bazd ale compusilor terapeutici. De aceea, comunitatea
chimistilor depune eforturi constante pentru a accesa aceste structuri in mod selectiv si eficient.

In acest context, in afard de sinteza conventionald, adoptarea strategiilor ecologice poate
oferi un mijloc creativ pentru sinteza ulterioara a moleculelor pe baza de motive pirazolo|[3,4-
d]tiazol si pirazolo[3,4-c]pirazol printr-o abordare durabila.

Pirazolo[3,4-d|tiazoli Pirazolo[3,4-c]pirazoli

In prezent, conceptul de chimie verde a devenit un instrument de promovare a dezvoltarii
durabile atat in laboratoarele de cercetare cat si in industrie. Cele douasprezece principii ale
chimiei verzi stau la baza ghidurilor adresate celor care doresc sd urmeze tendinta chimiei verzi.
Acestea constituie un reper pentru actiunile ce pot fi intreprinse de specialisti din diferite
domenii ale chimiei (sinteza organica, ingineria chimicd sau chimia analiticd) pentru a genera
produse si procese chimice mai prietenoase cu mediul.

Dintre provocdrile chimiei verzi, putem aminti controlul procesului si evaluarea
caracterului ecologic al procedeelor adoptate. Controlul in chimia durabila trebuie inteles ca o
posibilitate de a selecta cea mai ecologicd optiune. Dezvoltarea si aplicarea procedurilor de
misurare permit compararea caracterului ,,verde” al solutiilor existente cu cele nou dezvoltate. In
evaluarea impactului asupra mediului al proceselor chimice sunt utilizati in prezent diferiti
factori caracterizati prin niveluri diferite de complexitate.

Obiectivele lucrarii

Aceasta tezd, dedicatd domeniului Ingineriei Mediului, a fost realizatd pe baza
rezultatelor obtinute In prima etapd a studiilor noastre ce au vizat obtinerea de noi sisteme
heterociclice azotate potential bioactive, respectiv ,,Sinteza si functionalizarea biciclilor 5-5
poliazotati: pirazolo[3,4-d]tiazoli si pirazolo[3,4-c]pirazoli”’( teza sustinuta pe 4 aprilie 2019 la
Universitatea din Orléans, Franta, in domeniul Chimie/disciplina Chimie organica, in cadrul
acordului de cotuteld intre Universitatea ,,Vasile Alecsandri” din Bacdu si Universitatea din
Orléans).
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In acest context, obiectivele prezentei lucrarii sunt orientate catre:

evaluarea metodologiei de sintezd'! utilizatdi pentru obtinerea de noi compusi

(21 pirazolo[3,4-d]tiazoli’ si 30 pirazolo[3,4-c]pirazoli®) cu potentiald activitate biologicd din

perspectiva conceptului de chimie verde/durabila;

v

investigarea potentialului terapeutic al acestor molecule, respectiv testarea in vitro a

capacitatii citotoxice a celor doud serii de analogi originali, in scopul dezvoltarii de noi structuri

cu proprietdti antitumorale.

>

>

Teza este structuratd in patru capitole:

Primul capitol al acestei teze este dedicat notiunilor de bibliografie privind concepte
precum ,,chimie verde”, ,,inginerie verde”, ,,economie circulard” si importanta aplicarii
acestora in dezvoltarea de noi sinteze/procese mai ecocompatibile in vederea reducerii
impactului negativ asupra mediului. De asemenea, au fost prezentate principalele metode
de evaluare a chimiei verzi (economia de atomi, factorul E, eficienta masica globala a
reactie (gRME), factorul stoechiometric (FS), EATOS, analiza EcoScale, analiza ciclului
de viata (LCA), ghidul de solventi CHEM21, etc.)

In al doilea capitol atentia a fost dirijati citre aspectul verde al reactiilor noastre cheie
utilizate pentru a construi molecule originale pentru fiecare familie de compusi. Pentru a
putea compara diferitele protocoale ale aceleiasi sinteze si pentru a determina care dintre
ele respectd cel mai mult mediul, s-au aplicat criteriile analizei EcoScale, ale ghidului de
solventi CHEM21 si s-au calculat o serie de indicatorii de masa specifici chimiei verzi.
Avand in vedere faptul ca, in literatura de specialitate, motivele pirazol si tiazol sunt
cunoscute ca avand un caracter terapeutic, in special capacitate citotoxica, al treilea
capitol a vizat evaluarea potentialului de aplicare a acestor strategii de sintezd in
obtinerea de noi molecule cu proprietati antitumorale.

Al patrulea capitol este dedicat Metodologiei experimentale utilizate.

La finalul manuscrisului sunt prezentate Concluziile generale, cu evidentierea

elementelor de originalitate si a directiilor viitoare de studiu.

N.-C.
N.-C.
N.-C.

Ostache, Ph.D. Dissertation, Université d'Orléans, 2019 http://www.theses.fr/20190RLE3015.
Ostache, M.-A. Hiebel, A.-L. Finaru, G. Guillaumet, F. Suzenet, ChemCatChem 2019, 11, 3530-3533.
Ostache, M.-A. Hiebel, A.-L. Finaru, H. Allouchi, G. Guillaumet, F. Suzenet, RSC Advances 2021, 11,

9756-9765.



Capitolul I. STUDIU BIBLIOGRAFIC PRIVIND APLICAREA
CONCEPTULUI DE CHIMIE VERDE SI METODELE DE
EVALUARE A IMPACTULUI ASUPRA MEDIULUI IN PROCESUL
DE SINTEZA AL MOLECULELOR BIOACTIVE

1.1. NOTIUNI GENERALE — CONCEPTUL DE CHIMIE VERDE/CHIMIE
DURABILA

In ultimele decenii, comunitatea specialistilor din domeniul chimiei s-a mobilizat pentru a
dezvolta noi strategii de sinteza care sunt mai putin periculoase pentru sdnatatea umana si pentru
mediu. Aceasta noud abordare a primit o atentie considerabild si desi poartd diverse denumiri,
,chimie verde”, ,,chimie durabild”, ,,chimie ecologicd” sau ,,chimie benignd prin proiectare”,
scopul este acelasi, de supraveghere a chimiei practicate la scard de laborator sau industriala,
stiind cd de fiecare datd consecintele transformarilor chimice nu se opresc la proprietatile
moleculei tintd sau la eficienta unui anumit reactiv.

Atat conceptul de chimie verde, cat si cel de dezvoltare durabila, au fost in plina
expansiune in anii 1990,* interesul manifestat in aceastd directie accentuddu-se spre sfarsitul
secolului 21. Pentru a evalua cat de ecologic este un anumit proces chimic, numerosi cercetatori
au subliniat faptul cd, trebuie acordatd o atentie deosebitd in primul rdnd problemelor de
siguranta, sdnatate si protectie a mediului, datoritd diversitatii caracteristicilor compusilor
utilizati (substraturi si reactivi), auxiliarilor (in principal solventi) precum si a deseurilor ce
rezulta.

Termenul de chimie verde este, de asemenea, definit ca: ,Inventia, proiectarea si
aplicarea unor substante chimice si procese pentru a reduce sau elimina utilizarea si generarea de
substante periculoase”.’

Adeptii chimiei verzi se strdduiesc sa protejeze mediul promovand noi metode, mai
prietenoase, care si minimizeze atit consumul de energie, cat si pe cel al resurselor naturale.
Sustinatorii conceptului, care au definit modul in care productia chimica ar putea respecta atat
sandtatea umana cat si mediul Tnconjurator pastrand in acelasi timp eficienta si profitabilitatea, au
fost chimistii Anastas si Warner.

4 J. H. Clark, Green Chem. 1999, 1, 1-8.
5 P. T. Anastas, J. C. Warner, Green Chemistry: Theory and Practice, Science Publications, Oxford, 1998.
6 M. Poliakoff, J. M. Fitzpatrick, T. R. Farren, P. T. Anastas, Science 2002, 297, 807-810.
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Principalele axe privind dezvoltarea tehnologiilor ce au la baza chimie verde sunt rezumate in
,,Cele douiisprezece principii ale chimiei verzi”,>’ descrise in cele ce urmeazi:

1. Preventia: este mai bine sa se limiteze productia de deseuri decdt sa se investeasca in
eliminarea acestora.

2. Economia de atomi: procesele chimice trebuie proiectate astfel incdt sa incorporeze numarul
maxim de atomi al materiilor prime in molecula finala.

3. Sinteze chimice mai putin nocive: metodele sintetice trebuie concepute pentru a crea si utiliza
substante care nu sunt toxice pentru oameni si pentru mediul inconjurator.

4. Conceptia de produsi chimici mai siguri: substantele chimice ar trebui sa fie proiectate pentru
a-si indeplini actiunea principala, minimizand in acelasi timp toxicitatea lor.

5. Solventi si compusi auxiliari mai siguri: compusii auxiliari trebuie eliminati daca este posibil.
In caz contrar, dacd sunt necesari pentru sintezd, ei trebuie sd fie inofensivi.

6. Ameliorarea randamentului energetic: cantitatea de energie utilizata in timpul procesului
trebuie redusa la minimum.

7. Utilizarea de materii prime regenerabile acolo unde este posibil.

8. Reducerea de compusi derivati: toate reactiile inutile (de exemplu, protectie/deprotejare) ar
trebui reduse la minimum, deoarece fiecare etapa necesita reactivi suplimentari si produce
deseuri.

9. Cataliza: folosirea catalizatorilor, mai performanti si selectivi, este preferata utilizarii
reactivilor in cantitate stoechiometrica (Premiul Nobel in Chimie, in 2021, a fost acordat Prof-
Dr. Benjamin List si Prof. Dr. David William Cross Macmillan pentru Cataliza organica).

10. Conceperea de substante usor de eliminat: substantele chimice trebuie proiectate pentru a se
transforma in produse de degradare inofensive dupa utilizare.

11. Analiza in timp real pentru prevenirea poluarii: sunt necesare metode de analiza in timp real
pentru prevnirea producerii de deseuri.

12. Siguranta in chimie pentru prevenirea accidentelor: produsele utilizate intr-un proces si
forma acestora trebuie studiate pentru a limita incendiile, exploziile si toate accidentele chimice
in general.

Aceasta abordare a ,,chimiei verzi” a fost completata in 2003 de cele 12 principii ale ,,ingineriei

verzi”:

1. Proiectantul trebuie sa se asigure ca toate materialele, sursele de energie si produsele folosite
sunt intrinsec cel mai putin periculoase posibil.

2. Este de preferat sa se evite producerea de deseuri la sursa decat sa se colecteze si sa se trateze
deseurile.

7 P. Anastas, N. Eghbali, Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 301-312.
8 P.T. Anastas, J. B. Zimmerman, Environ. Sci. Technol. 2003, 37, 94A-101A.
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3. Operatiunile de separare si purificare trebuie concepute astfel incat sa minimizeze consumul
de energie precum si cantitatile de materiale utilizate.

4. Procesele trebuie concepute astfel incdt sa se maximizeze eficienta in ceea ce priveste
cantitdatile de materiale utilizate, energie, spatiu §i timp.

5. Procesele trebuie dimensionate in functie de cantitdtile de produs (debit de iesire) si nu de
cantitdatile de intrare disponibile (debit de intrare), atdt din punct de vedere energetic, cat si al
materiilor prime, reactivi si auxiliari.

6. Alegerea reciclarii, reutilizarii sau valorificarii ar trebui sa fie determinata de gradul de
complexitate §i de investitiile necesare .

7. Durabilitatea si nu longevitatea ar trebui sa fie principalul obiectiv in etapa de proiectare.

8. Cdnd se proiecteaza un proces solutiile de tip capacitate sau capabilitate generala (de
exemplu conceptul ,,marime universala”) trebuie sd fie considerate un defect de proiectare.

9. Diversitatea materialelor utilizate in conceperea produselor trebuie redusa pentru a favoriza
eliminarea subproduselor si pastrarea valorii adaugate.

10. Proiectarea procesului trebuie sa integreze si sa interconecteze fluxurile de energie si cele de
materiale disponibile.

11. Evaluarea ciclului de viata al unui produs trebuie sa tina cont de soarta acestuia dupa
utilizare (reciclare, reutilizare, biodegradabilitate etc.).

12. Materiile prime si tipurile de energie utilizate trebuie sa fie mai degraba din categoria celor
regenerabile decdt epuizabile (de exemplu, energie de origine fosila).

Chimia verde si Ingineria verde oferd instrumente, procese si sisteme alternative care vor
schimba nu numai durabilitatea productiei de materiale chimice, ci si raportul lor cu mediul
inconjurator.

Aplicarea simultana a tuturor acestor principii este foarte greu de implementat si ramane
o provocare pentru chimisti. Cu toate acestea, ei sunt cei care vor juca un rol cheie in realizarea
conditiilor pentru dezvoltarea durabild, chimia verde reprezentdind o posibila strategie
castigitoare (Schema 1).°

Calitatea vietii

- i = __------"“‘-\
/- "\
| Chimia verde

4

N\
R
Protectia mediului Dezvoltare durabila

Schema 1. Chimia verde si factorii ce definesc noile evolutii in chimia moderna

° P. Tundo, P. Anastas, C. Black David St, J. Breen, J. Collins Terrence, S. Memoli, J. Miyamoto, M. Polyakoff, W.
Tumas, Pure Appl. Chem. 2000, 72, 1207-1228.



1.2. ECONOMIA CIRCULARA SI CHIMIA VERDE

Un concept strans legat de principiile discutate anterior este reprezentat de economia
circulard si, In special, de modul in care chimistii reusesc sa contribuie la aceasta. Astfel,
economia circulara constituie o oportunitate durabila reald pentru sistemul economic si pentru
mediul inconjurdtor actual, precum si o sursd de inovatie pentru toti cercetatorii. Astfel, a fost
definitd o scari cu cinci niveluri de contributie a chimiei la economia circulard!®!!:

v" Nivelul 1 — O chimie mai ecologici — chimie verde si sinteze/procese ecocompatibile
pentru a limita impactul negativ al chimiei asupra mediului;

Aplicarea celor 12 principii ale chimiei verzi propuse de Anastas si Warner la sfarsitul
anilor 1990, completate in 2003 de cele doudsprezece principii ale ingineriei verzi (Anastas si
Zimmerman) poate constitui un prim nivel de contributie al chimiei la 0 economie mai circulara.
v Nivelul 2 — Simplificare generali — simplificarea sintezelor si limitarea complexitatii
produsului, eficientd optimizata a consumului de resurse;

Este esential sd se proiecteze produse noi acceptate de consumatori sau sa se modifice
metodele de obtinere a acestora prin evitarea produselor multicomponente greu de separat (spre
exemplu amestecurile de metale sau solventi).

v Nivelul 3 — Inovatiile chimice in prim plan — inovatii, noi tehnologii, noi metode de
dezvoltare si noi concepte;

In conformitate cu economia circulara, inovatiile in sinteza moleculelor sunt strins legate
de progresele recente in cataliza, de noi instrumente de intensificare a proceselor, de dezvoltarea
de aplicatii n medii de reactie mai ecocompatibile (apa, lichide ionice, fluide supercritice etc.)
sau in combinatie cu metode de activare fizicd (microunde, fotochimie, mecanochimie,
sonochimie, plasma etc.).

v" Nivelul 4 — Bilant — evaludri de mediu si economice mai sistematice si mai extinse, in
special analize ale ciclului de viata la scard de laborator;

Stapanirea fluxurilor si materialelor din punct de vedere cantitativ si calitativ (puritate,
proprietati fizico-chimice etc.) precum si analiza ciclului de viatd (LCA) a produselor si a
proceselor sunt recomandate si in procesele de proiectare, chiar la scard de laborator.

v" Nivelul 5 — Abordiri locale si globale ce urmeazi sia fie dezvoltate: luarea in considerare
a problemelor si a oportunitdtilor cu o viziune locala si globald, combinatd cu o abordare multi-
partenera si multidisciplinara.

Ca parte a economiei circulare, chimistii sunt incurajati sa se implice in proiecte
multipartenere si multidisciplinare, asociate unui teritoriu cit mai extins, pentru a asigura o
valorificare superioard a produselor bazatd pe recuperare si reciclare, mentindnd in acelasi timp
trasabilitatea completd a produsului, ceea ce reduce impactul negativ asupra mediului
inconjurator.

10" G. Chatel, L'Actualité Chimique 2020, 456-457-458, 8-10.
I G. Chatel, Chem. Eur. J. 2020, 26, 9665-9673.
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1.3. SOLVENTII SI IMPACTUL LOR ASUPRA MEDIULUI

Solventii durabili atrag un interes din ce In ce mai mare atat in comunitatea cercetatorilor,
cat si in industria chimicd, datoritd constientizdrii tot mai mari a impactului acestora asupra
mediului, respectiv a schimbdrilor climatice. Pierderile de solventi reprezintd o parte
semnificativda a poludrii organice, iar indepartarea lor din sistem presupune un consum
considerabil de energie pentru un proces chimic.

In 2015, ONU a prezentat un nou plan de dezvoltare axat pe durabilitate denumit
, Iransformarea lumii noastre: Agenda 2030 pentru Dezvoltare Durabila”. Planul cuprinde 17
Obiective de Dezvoltare Durabila (ODD) care abordeaza o gama larga de probleme, dintre care
se remarcd necesitatea promovdrii unei chimii si inginerii ecologice si durabile.'?

De asemenea, la nivel european, au fost formulate o serie de initiative cu scopul de a
explora impactul, oportunitatile si riscurile diferitelor scenarii de dezvoltare energetica si
tehnologica pentru industria chimici in perioada 2020-2050.!

1.4. METODE DE EVALUARE ALE CHIMIEI VERZI

Conform literaturii de specialitate, Tmbunatatirile ce privesc sustenabilitatea tuturor
proceselor de productie ar trebui masurate cantitativ pentru a justifica investitia necesara. Daca
nu este posibild masurarea durabilitatii unui proces, nu este posibild nici compararea acestuia si
nici definirea obiectivelor de optimizare si modernizare.!* Cele mai vechi doud metode de
evaluare a chimiei verzi sunt economia de atomi'? si factorul E,'® !” propuse pentru prima data in
1991, respectiv 1992.

Economia de atomi (EA) se calculeaza prin impartirea masei moleculare a produsului
tinta la suma totald a maselor moleculare ale tuturor substantelor ce formeaza ecuatia
stoechiometricd a reactiei in cauzd. EA este un numar teoretic, bazat pe utilizarea cantitatilor
stoechiometrice exacte de materie prima si pe un randament de 100%. Substantele care nu apar
in ecuatia stoechiometrica (solventi si substante chimice auxiliare utilizate in recuperarea
produsului) nu sunt luate in considerare. Cu toate acestea, EA este o metoda de evaluare extrem
de utila pentru estimarea initiald, Tnainte de efectuarea experimentelor, care ia In considerare
utilizarea resurselor si generarea asociata de deseuri.

Factorul E (al doilea principiu al chimiei verzi), reprezintd, pe de alta parte, cantitatea
reald de deseuri produsd in proces. In versiunea originald,'® deseurile erau definite ca ,,totul in

2 E. Cséfalvay, G. R. Akien, L. Qi, L. T. Horvath, Catal. Today 2015, 239, 50-55.
3 M. Beller, G. Centi, L. Sun, ChemSusChem 2017, 10, 6-13.

4 R. A. Sheldon, J. M. Woodley, Chem. Rev. 2018, 118, 801-838.

3> B. Trost, Science 1991, 254, 1471-1477.

¢ R. A. Sheldon, Chem. Ind. 1992, 903-906.

7 R. A. Sheldon, Green Chem. 2017, 19, 18-43.
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afard de produs”, cu exceptia apei. Apa a fost exclusa pentru ca luarea ei in considerare ar putea
duce la o asimetrie a factorilor E, ceea ce face compararea proceselor semnificativ mai dificila.

O valoare a factorului E ridicatd inseamnd mai multe deseuri si, prin urmare, un impact
negativ asupra mediului. Factorul E ideal este zero.

Diverse alternative semi-cantitative (EATOS - Instrument de Evaluare a Mediului pentru
Sinteza Organici'® sau EcoScale'®) si cantitative (Eficienta Masicd a Reactiei dupi Curzons
(EMRcurzons), Factorul stoechiometric (FS), Eficienta Masicad Globald a Reactiei (gEMR),
Intensitatea Masei Procesului (IMP) etc.) au fost de asemenea propuse’® pentru a misura
amprenta proceselor asupra mediului in cazul chimiei verzi.?!?223:24.25

Analiza ciclului de viatd (ACV)** % este un alt mijloc care a fost special conceput
pentru a evalua impactul asupra mediului al unui produs, in toate etapele ,,de viata”, de la
extractia materiilor prime si prelucrarea materialelor pana la distributie, utilizare si eliminare sau
reciclare. ACV se realizeaza pe baza unor indicatori de mediu cuantificabili, precum consumul
de energie, Incélzirea globald, epuizarea stratului de ozon, acidificarea, eutrofizarea, formarea
smogului si ecotoxicitatea, pe langd deseurile generate. Integrarea metodelor de evaluare a
chimiei verzi bazate pe masd cu metode ACV pentru evaluarea cantitativa a impactului
proceselor asupra mediului a fost descrisd de mai multe ori in literatura de specialitate.?®

Unele companii si-au dezvoltat propriile metodologii ACV. Spre exemplu, GSK a
dezvoltat FLASC (Analiza Rapida a Ciclui de Viatad pentru Chimia de Sintezi)*® pentru a evalua
rutele sintetice catre produsi farmaceutici activi (PFA) si a descris recent, evolutia analizelor
ciclului de viata in aplicatii chimice si farmaceutice.* La randul siu, BASF a dezvoltat Analiza
Eco-eficientei,’! iar L’Oréal a introdus Amprenta Ecologici,*” care include amprenta de
productie si amprenta de proiectare ecologica.

18 M. Eissen, J. O. Metzger, Chem. Eur. J. 2002, 8, 3580-3585.

19 K. Van Aken, L. Strekowski, L. Patiny, Beilstein J. Org. Chem. 2006, 2, 1-7.

20 A. Lapkin, D. Constable, Eds., Green Chemistry Metrics: Measuring and Monitoring Sustainable Processes,
Wiley-Blackwell: Chichester, U.K., 2008.

21 J. Andraos, The Algebra of Organic Synthesis: Green Metrics, Design Strategy, Route Selection and Optimization,
CRC Press/Taylor and Francis Group, Boca Raton, FL, 2012.

22 A. D. Curzons, D. J. C. Constable, D. N. Mortimer, V. L. Cunningham, Green Chem. 2001, 3, 1-6.

2 D. J. C. Constable, A. D. Curzons, V. L. Cunningham, Green Chem. 2002, 4, 521-527.

24 C. Jimenez-Gonzalez, C. S. Ponder, Q. B. Broxterman, J. B. Manley, Org. Process Res. Dev. 2011, 15, 912-917.
25 C. Jiménez-Gonzalez, C. Ollech, W. Pyrz, D. Hughes, Q. B. Broxterman, N. Bhathela, Org. Process Res. Dev.
2013, 17,239-246.

26 M. A. Curran, Curr. Opin. Chem. Eng. 2013, 2, 273-277.

Y'W. E. Klopffer, Background and Future Prospects in Life Cycle Assessment, Springer, Dordrecht, Pays-Bas,
2014.

28 1. M. Gilbertson, J. B. Zimmerman, D. L. Plata, J. E. Hutchison, P. T. Anastas, Chem. Soc. Rev. 2015, 44, 5758-
5777.

2 A.D. Curzons, C. Jiménez-Gonzélez, A. L. Duncan, D. J. C. Constable, V. L. Cunningham, Int. J. Life Cycle
Assessment 2007, 12, 272.

30 C. Jiménez-Gonzalez, M. R. Overcash, Green Chem. 2014, 16, 3392-3400.

31 P, Saling, R. Maisch, M. Silvani, N. Kénig, Int. J. Life Cycle Assessment 2005, 10, 364-371.

32 L. Leseurre, C. Merea, S. Duprat de Paule, A. Pinchart, Green Chem. 2014, 16, 1139-1148.
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Capitolul I. EVALUAREA ECO-COMPATIBILA A
METODOLOGIEI DE SINTEZA A PIRAZOLOI3,4-d]ITIAZOLILOR
SI A PIRAZOLOI3,4-c]PIRAZOLILOR

2.1. ANALIZA INDICATORILOR VERZI PENTRU ETAPELE CHEIE iN
SINTEZA PIRAZOLO[3,4-d]TIAZOLILOR

Elaborata in 2006 de citre Van Aken et al.,!” EcoScale este un instrument semi-cantitativ
pentru a evalua calitatea prepardrii chimiei organice la scara de laborator. Aceasta abordare se
concentreaza pe mai mulfi parametri care caracterizeaza sinteza organica, cum ar fi randamentul,
costul, siguranta, conditiile si usurinta prepararii/purificarii. Cel mai inalt rang in EcoScale (100
de puncte) se referd la o reactie ,,ideald” care are un randament de 100%, utilizeazad reactivi
ieftini, este efectuatd la temperatura camerei si este sigurd pentru operatori si mediu. Valoarea
obtinuta conform EcoScale face posibila selectarea diferitelor produse nu numai in functie de
impactul lor asupra mediului, ci si in functie de costurile acestora. Rezumatul sanctiunilor
procedurale este prezentat in Capitolul 4 (Metodologie experimentald — Tabelele 41 si 42).

i. NayS.9H,0 (1,0 echiv.), DMF, 70 °C 2h £-BUONO (1,5 echiv.)
oN  ii- CH3COCH,CI (2,0 echiv.), 70 °C 2h CuBr; (1,2 echiv.), Br
)le\ iii. KoCO3, 70 °C (1,0 echiv.), 1h . s*j\'( ACN reflux, 2h \S/QI/\I {
SN 83 % 79% f N
1
R-NH-NH,, | EtOH
AcOH Reflux
18h
R'B(OH); (2,2 echiv.)
R CuTC (3,0 echiv.), B Cul (5% molar), Br R
Pd(PPh3)4 (10% molar) \ N N, K3POy4 (2,0 echiv.) N HN”
-« |
R1—</ s~ | N = ) NN N
DMF, microunde, 140 °C, 2h S DMA, 100 °C, 2h S
6 5 4
. 12 - 86% 33-86% 74 - 98%
R,R"=Ar 12 exemple 8 exemple 8 exemple

Schema 2. Sinteza pirazolo[3,4-d]tiazolilor

Pentru a putea compara doud protocoale diferite ale etapelor noastre cheie in sinteza
biciclilor de tip pirazolo[3,4-d]tiazol (Schema 2) si a vedea care dintre cele doua respecta cel mai
mult mediul, a fost aplicatd analiza semi-cantitativd EcoScale si, in afard de randament, s-au
calculat de asemenea cativa indicatori de masa ai chimiei verzi (Capitolul 4 — Metodologia
experimentala, Tabelul 43): economia de atomi (EA), eficienta masicd a reactiei dupd Curzons
(EMR curzons), factorul stoechiometric (FS) si eficienta masica globala a reactiei (gEMR).
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2.1.1. Etapa de condensare pentru formarea hidrazonelor 4a-h — evaluarea
indicatorilor ecologici

2.1.1.2. Optimizarea etapei de condensare cu fenilhidrazina

Pe baza acestor rezultate Incurajatoare privind ecocompatibilitatea etapei de condensare
cu fenilhidrazina, ne-am indreptat atentia catre conditiile optime pentru aceasta transformare
(Schema 4) si analiza EcoScale a acestora (Tabelul 9).

Formula: CgHgBrNOS, Formula: CgHgN, Formula: C,HgO Formula: C4,H12BrN3S,
Masa moleculara: 252,14 Masa moleculara: 108,14  Masa moleculara: 46,07 Masa moleculara: 342,27
R
N _Br H EtOH, AcOH (urme) . /©/
s— | +  HN \©\ > N~~"fiN
/ o Reflux s— | |
sIf R / _<S N
95% (R=H)
0,39 mmoli 0,78 mmoli 4a
128 mg
(0,37 mmoli)

Schema 4. Conditii optimizate pentru sinteza fenilhidrazonei 4a

Tabelul 9. Puncte de penalitate (EcoScale)* pentru conditiile optimizate ale etapei de
condensare (conditii non-stoechiometrice)

Parametri Puncte de penalitate

Randament (100 —95)/2=2,5

Montaj tehnic
Montaj clasic

Atmosfera (inertd) gazoasa 1
Temperatura/Timp
Incilzire > 1 h 3
Tratament/Purificare
Evaporare de solvent cu punct de fierbere < 150 °C 0
Cromatografie lichida clasica 10
Totalul punctelor de penalitate 16,5

*Reactivii, solventii, materialele auxiliare si pictogramele de securitate au fost excluse

Cu un scor EcoScale de 83,5% (100-16,5 puncte de penalizare), reactia poate fi
consideratd excelentad din punct de vedere al impactului redus asupra mediului.

Parametrii de masa corespunzatori sunt prezentati in tabelul de mai jos (Tabelul 10).
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Tabelul 10. Parametri de masa pentru conditiile optimizate ale etapei de condensare

Parametri Ecuatie si Valori

(0,00037/0,00039) x 100 = 95%

1. Randament (I]) Un rezultat excelent — numai 5% de deseuri au rezultat din aceasta

transformare.

2. Economia de atomi (EA) [342 /(252 +2x 108)] x 100 = 73%

27% din masa de atomi a reactivilor utilizati vor constitui deseuri.

3. Eficienta masici a [(0,128 / (0,100 + 0,084)] x 100 = 69%

reactiei dupa Curzons

31% din masa reactivilor utilizati In reactie nu sunt inclusi in produs

(EMRCurzons) . . . . .
(hidrazona) si sunt considerati deseuri.
4. Factorul stoechiometric 1 +1[(0,100 + 0,084) — (0,100 + 0,042)] / (0,100 + 0,042)] = 1.29
(FS) Valoarea de 1,29 indica faptul ca 29% din masa reactivilor sunt folositi
in exces.
5. Eficienta masica globala 0,128 /(0,100 + 0,084 + 0,789) = 0,13 (13%)
a reactiei (GEMR)

Aceasta semnifica faptul ca 87% din cantitatea substantelor implicate
in reactie nu este Incorporata in produsii finali si deci constituie deseuri
daca nu este reciclata.

Pe baza acestor rezultate, s-au putut compara punctele de penalizare pentru formarea

hidrazonei 4a (Tabelul 11).

Tabelul 11. Puncte de penalitate si valori EcoScale™ pentru sinteza hidrazonei 4a

Puncte de penalitate pentru

Parametri — TIE
Testul initial** Conditii optimale™**
Randament 29,0 (42%) 2,5 (95%)
(nr. echiv. variaza)
Montaj tehnic 1
Temperatura / Timp 3 3
Tratament / Purificare 10 10

Scor EcoScale global
< . 57
(fara securitate)

*Reactivii, solventii, materialele auxiliare si pictogramele de securitate au fost excluse

** 1,0 echivalent de hidrazina;
**%* 2.0 echivalenti de hidrazina.

In pofida aplicarii aceluiasi mod de lucru, randamentul este cel care determina faptul ca

odata conditiile optimizate identificate (dublarea numarului de echivalenti de hidrazind), acestea

sunt asociate cu o transformare catalogatd drept excelenta (valoare EcoScale mai mare de 75%).
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Parametrii de bilant de masd corespunzdtori sintezei optimizate in reactia cu
fenilhidrazona sunt superiori celor ai studiului initial, cu o singura exceptie: EA. Aceste rezultate
se datoreaza utilizarii In exces a fenilhidrazinei (Tabelul 12).

Tabelul 12. Parametri verzi asociati protocoalelor utilizate pentru sinteza hidrazonei 4a

Randament(%) EA (%) EMRcurzons (%)  FS gEMR(%)
Testul initial 42 95 40 1 6
Conditii optimizate 95 73 69 1,29 13

2.1.1.3. Generalizarea pentru alte hidrazine

Dupa cum se poate observa in Tabelul 13, evaluarea tuturor rezultatelor obtinute pentru
aceastd etapa (etapa care se refera la sinteza diferitelor hidrazone monosubstituite (4a-4h)),
indicd un compromis bun intre chimia verde si eficienta metodei de sintezd optimizata.

Tabelul 13. Parametri asociati protocolului optimizat folosit pentru sinteza hidrazonelor 4a-4e

Produs/ 4a 4b 4c 4d 4e 4f 4g 4h
Parametru R=H R=4-NO, |[R=4-CH; | R=4-CH;0| R=4-F R=3-F R=2-F R =4-CF;
1] (%) 95 93 74 85 98 98 98 88
Puncte de 16,5 17,5 27 21,5 15 15 15 20
penalitate

Scor EcoScale | 83,5 (E)* | 82,5 (E)* |73,0 (A)**| 78,5 (E)* | 85 (E)* | 85(E)* | 85(E)* 80 (E)*
EA (%) 73 69 63 62 62 62 62 68
EMRCc (%) 69 65 46 53 61 60 62 60
FS 1,29 1,37 1,39 1,41 1,39 1,39 1,39 1,41
gEMR (%) 13 14 10 12 13 13 14 14

Scor EcoScale = (100-Puncte de penalitate) : *superior fatda de 75% = procedeu excelent (E);
**ntre 75 si 50 % = procedeu adecvat (A); *** sub 50% = procedeu inadecvat (I).

Pentru sapte (4a-b si 4d-h) din cei opt compusi sintetizati scorul cumulat prin analiza
EcoScale este atribuit unui procedeu excelent (superior fatd de 75%) si, numai pentru compusul
4c, scorul de 73% corespunde unei transformari considerate acceptabile.

2.1.2. Etapa de ciclizare a hidrazonei 4a pentru formarea pirazolo[3,4-d|tiazolului
Sa — evaluarea indicatorilor verzi

Dupa ce a fost analizata formarea hidrazonei, ne-am concentrat pe urméatorul pas, si
anume ciclizarea intramoleculara. Pentru a face acest lucru, cele doud metode de ciclizare —
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cuplarea Buchwald-Hartwig (Figura 5) si condensarea Ullmann (Figura 6) — au fost studiate cu
ajutorul analizei EcoScale (Tabelele 14 si 15 si Tabelul 16 si 17).

In urma comparirii celor doua metode de ciclizare intramoleculara, Tabelul 18 arati fara
echivoc faptul cd reactia de condensare Ullmann este net superioard reactiei de cuplare
Buchwald in scopul obtinerii biciclilor heterociclici de tip pirazolo[3,4-d]tiazoli.

Tabelul 18. Scor EcoScale* global pentru obtinerea pirazolo[3,4-d]tiazolului 5a plecind de
la hidrazona 4a

Puncte de penalitate pentru ciclizare folosind

Parametri -
Cuplarea Buchwald-Hartwig Condensarea Ullmann
Randament 21,5 (57%) 5,5 (89%)
Montaj tehnic 0 1
Temperaturd / Timp 3 3
Tratament / Purificare 10 12

Scor EcoScale global 65.5
(fara securitate) ’

* Reactivii, solventii, materialele auxiliare si pictogramele de securitate au fost excluse

Parametrii bilantului de masa nu fac exceptie (Tabelul 19). Cu diferente foarte mici,
condensarea Ullmann este modalitatea mai ecologica pentru a ajunge la compusii doriti.

Tabelul 19. Parametri asociati protocoalelor operatorii pentru prepararea
pirazolo[3,4-d]tiazolului 5a plecdnd de la hidrazona 4a

Randament EA EMR curzons FS gEMR
(%) (%) (%) (%)
via Buchwald-Hartwig 57 30 17 1,57 2
via Ullmann 89 34 30 1,38 3

O valoare cu putin mai interesantd in ceea ce priveste factorul stoichiometric se observa
atunci cand se utilizeazd cuplarea Buchwald-Hartwig. Indiferent daca este comparat
randamentul, EA, EMRcurzons sau gEMR, procesul utilizat pentru prepararea pirazolo[3,4-
d]tiazolilor plecand de la hidrazone prin metodologia lui Ullmann se dovedeste a fi semnificativ
mai ecologic.

2.1.3. Generalizarea reactiei de condensare Ullmann cu alte hidrazone pentru
obtierea pirazolo|3,4-d]tiazolilor Sa-h

In aceasta transformare, dupa ce au fost prezentate avantajele reactiei de ciclizare prin
condensarea Ullmann, o panoplie de hidrazone aromatice monosubstituite au fost utilizate.
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Rezumatul parametrilor asociati cu protocolul optimizat pentru condensarea Ullmann este
prezentat in Tabelul 20.

Tabelul 20. Parametri asociati protocolului optimizat folosit pentru sinteza
pirazolo[3,4-d]tiazolilor 5a-h via reactia de condensare Ullmann

Produs/ 5a 5b 5¢ 5d 5e 5f S5¢ Sh
Parametru R=H R=4-NO, | R=4-CH; |[R=4-CH;0| R =4-F R=3-F R=2-F R =4-CF;
n (%) 89 33 55 67 78 78 86 60
Puncte de 21,5 49,5 38,5 32,5 27 27 23 36
penalitate

Scor EcoScale | 78,5 (E)* | 50,5 (A)**| 61,5(A)** 67,5 (A)** | 73 (A)** | 73 (A)** | 77 (E)* | 64 (A)**
EA (%) 34 37 35 36 35 35 35 39
EMRc (%) 27 12 19 25 28 28 31 23
FS 1,38 135 137 1,36 137 137 137 134
gEMR (%) 27 12 1,9 2.4 2,7 2.7 3,0 23

Scor EcoScale = (100-Puncte de penalitate) : *superior fata de 75% = procedeu excelent (E); **intre 75 si 50 % =
procedeu adecvat (A); *** sub 50% = procedeu inadecvat (I).

Se poate remarca faptul ca pentru sase (Sb-f si Sh) din cei opt pirazolo[3,4-d]tiazoli
sintetizati, scorul cumulat prin analiza EcoScale este caracteristic unui proces adecvat (intre 50%
si 75%) si, doar pentru compusii 5a si 5g, scorurile corespund unui procedeu considerat excelent.

2.1.4. Evaluarea indicatorilor verzi pentru cele doua etape folosite la obtinerea
pirazolo|[3,4-d|tiazolului Sa plecand de la tiazolul 3

Analiza noastrd ecocompatibila s-a orientat apoi catre formarea pirazolo[3,4-
d|tiazolilor in doua etape, pornind de la tiazolul 3 si comparind cele doua metode diferite de
ciclizare (Figura 8).

K3POy, (2,5 echiv.)

Pd(dba), (10% molar)
Xantphos (20% molar)

Metoda A
Toluen, Reflux, 48h 44 mg
. 0
Formula: CgHgBINOS, Formula: CgHgNa Formula: C12H13?TN352 57%
Masa moleculara: 252,14 Masa moleculara: 108,14 Masa moleculara: 342,27
N~ -Br H EtOH, AcOH (cat.) B O NN, Formuia: CioH1iNsS,
N ’ N ! 4 p o
/S_</ | o * HyoN —_— S—</ T H’}l — —— /S_<3 | N Masé moleculara: 261,36
S Reflux 18h / 'S =N
3 95% 5a
4a
. . . K3PO4 (2,0 echiv.)
(0,30 mmoli) (0,60 mmoli) (0,29 mmoli) Cul (5% motar) Metoda B
77 mg 65 mg 100 mg 68 mg

DMA, 100 °C, 2h
89%

Schema 8. Sinteza pirazolo[3,4-d]thiazolului 5a in 2 etape, plecdnd de la
tiazolul 3 (Buchwald-Hartwig vs. Ullmann)
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Pentru a evalua cele doud cdi de sintezd implementate pentru formarea pyrazolo[3,4-
dJtiazoli (in doud etape, plecind de la tiazoli functionalizati), datele obtinute sunt redate
comparativ 1n tabelul de mai jos (Tabelul 25).

Tabelul 25. Puncte de penalitate si scor global EcoScale* pentru prepararea
pirazolo[3,4-d]tiazolului 5a in doua etape plecdnd de la tiazolului 3

Puncte de penalitate pentru sinteza biciclului Sa

Parametri -
Cuplare Buchwald-Hartwig Condensare Ullmann
Randament 23 (54%) 8 (84%)
Montajul tehnic 0 2
Temperatura / Timp 6 6
Tratament / Purificare 20 22
Scor EcoScale global 51 &

(fara securitate)

*Reactivii, solventii, materialele auxiliare si pictogramele de securitate au fost excluse

Indiferent de modalitatea de ciclizare aleasa, pentru formarea pirazolo-tiazolilor, scorurile
generale EcoScale plaseaza aceasta sinteza in domeniul unui proces acceptabil. Trebuie remarcat
totusi, cd in pofida unei purificari mai laborioase in cazul in care se foloseste reactia de
condensare Ullmann pentru a forma moleculele tinta, rezultatele analizei EcoScale o favorizeaza
fata de reactia de cuplare Buchwald-Hartwig (62 vs. 51).

Parametrii bilantului de masa, reuniti in Tabelul 26, intdresc ideea enuntatd mai sus, cu
valori mai ecocompatibile in cazul in care se alege reactia de condensare Ullmann pentru
prepararea pirazolo[3,4-d|tiazolilor.

Tabelul 26. Parametri asociati protocoalelor luate in considerare pentru prepararea
pirazolo[3,4-d]tiazolului 5a in doua etape plecind de la compusul 3

Rdt (%)  EA (%) EMRcurons (%)  FS  gEMR (%)

Obtinerea hidrazonei 95 73 69 1,29 13
Buchwald-Hartwig 57 26 17 1,57 2
Global 54 45 14 1,75 1,5
Obtinerea hidrazonei 95 73 69 1,29 13
Condensarea Ullmann 89 29 30 1,38 3
Global 84 45 25 1,54 2,3

Valorile globale ale parametrilor sunt calculate luand in considerare cele doua etape de
reactie: formarea hidrazonei si ciclizarea (folosind una dintre cele doud strategii: cuplarea
Buchwald-Hartwig si condensarea Ullmann).
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2.1.5. Formarea pirazolo[3,4-d|tiazolului 5a intr-o maniera ,,one-pot” prin reactia
de condensare Ullmann

Ultimul obiectiv de analizat se referd la sinteza pirazolo[3,4-d]|tiazolilor intr-o maniera
,one-pot” (Schema 9). Este aceasta secventd mai ecocompatibild decat cea implementatd pentru
obtinerea acestor bicicluri conform metodei de sintezd secventiale? Analiza EcoScale este
prezentatd in Tabelele 27 si 28 vs. Tabelele 23 si 24.

Odata efectuatd, comparatia este mai bine ilustratd in Tabelul 29 deoarece, independent
de parametrul ales, putem observa clar faptul ca sinteza pirazolo[3,4-d]tiazolului 5a prin strategia
,,one-pot” este superioara fata de cea implementata in procesul initial secvential.

Tabelul 29. Comparatie intre punctele de penalitate si scoruri EcoScale* globale pentru
prepararea pirazolo[3,4-d]tiazolului 5a pornind de la tiazolul 3 prin condensarea Ullmann

Penalitati pentru sinteza pirazolo[3,4-d|tiazolului 5a in maniera

Parametri -
Secventiala ,,one-pot”
Randament 8,0 (84%) 5,5 (89%)
Montaj tehnic 2 1
Temperatura / Timp 6 3
Tratament / Purificare 22 12

Scor EcoScale global &
(fara securitate)

*Reactivii, solventii, materialele auxiliare si pictogramele de securitate au fost excluse

Pentru strategia secventiald, scorul de 62% corespunde unui procedeu considerat
acceptabil, In timp ce pentru metoda ,,one-pot”, scorul cumulat prin analiza EcoScale (78,5%)
este caracteristic unui proces excelent (peste 75%)

In mod similar, parametrii asociati bilantului de masi, regrupati in Tabelul 30 sustin
aceasti afirmatie. In ciuda valorilor comparabile (EA, FS) obtinute pentru cele doud modalititi
de sinteza ale heterociclilor studiati, procesul ,,one-pot” este cel care, urmand conditiile noastre
optimizate anterior, conduce la un randament mai mare.

Tabelul 30. Parametri de bilant de masa asociati protocolului pus in aplicare pentru
prepararea pirazolo[3,4-d]tiazolului 5a plecand de la compusul 3: secvential vs. ,,one-pot”

Rdt (%)  EA(%)  EMRcuons (%) FS  gEMR (%)

Procedeu secvential 84 29 25 1,54 23
Procedeu ,,one-pot” 89 29 26 1,54 2,4
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2.1.6. Generalizarea reactiei ,,one-pot” pentru obtinerea pirazolo[3.,4-d|tiazolilor
Sb-h prin reactia de condensare Ullmann

Pentru a arata eficienta strategiei ,,one-pot” prin intermediul condensarii lui Ullmann,
obtinerea acelorasi sisteme de pirazolo[3,4-d]|tiazoli (Sb-h) a fost testata folosind aceastd metoda.

Protocolul ,,one-pot” implementat a condus, de asemenea, la obtinerea de pirazolo|[3,4-
d]tiazoli Sb-h cu randamente mai bune In comparatie cu procedeul secvential.

Rezumatul valorilor parametrilor verzi asociati cu protocolul optimizat pentru productia
,one-pot” de pirazolo[3,4-d]tiazoli 5b-h prin condensarea Ullmann este prezentat in Tabelul 31.

Tabelul 31. Parametri asociati protocolului optimizat folosit pentru sinteza ,,one-pot” a
pirazolo[3,4-d]tiazolilor 5a-h via reactia de condensare Ullmann

Produs/ 5b Sc 5d Se 5f S5¢g Sh
Parametru R = 4-N02-C()H4 R = 4-CH3-C5H4 R = 4-CH3O-C6H4 R = 4-F-C()H4 R = 3-F-C5H4 R = 2-F-C6H4 R = 4-CF3-C6H4
1] (%) 14 98 97 83 90 86 83
P te d
uncte de 59 17 17,5 24,5 21 23 24.5
penalitate
Scor EcoScale | 41 (I)*** 83 (E)* 82,5 (E)* 75,5 (E)* | 79 (E)* 77 (E)* 75,5 (E)*

Scor EcoScale = (100-Puncte de penalitate) : *superior fata de 75% = procedeu excelent (E); **intre 75 si 50 % =
procedeu adecvat (A); *** sub 50% = procedeu inadecvat (I).

Se poate observa faptul ca pentru sase (Sc-h) din cei sapte pirazolo[3,4-d]|tiazoli
sintetizati, scorul cumulat prin analiza EcoScale este caracteristic unui proces excelent (mai mare
de 75%) si, numai pentru compusul 5b, scorul corespunde unei transformdri considerate
inadecvate (sub 50%).

2.2. ANALIZA INDICATORILOR VERZI PENTRU ETAPELE CHEIE iN
SINTEZA PIRAZOLO[3,4-c|PIRAZOLILOR

Folosind analiza EcoScale si parametrii de masa ai chimiei verzi (EA, EMRcurzons, FS s1
gEMR, Capitolul 4 — Metodologia experimentald, Tabelul 43), aceeasi metodologie a fost
aplicatd si pentru evaluarea caracterului ecocompatibil al etapelor cheie identificate in procesul
de sinteza al nucleului de tip pirazolo[3,4-c]pirazol (Schema 11).
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i..t-BUONO (1,5 echiv.), CuBr; (1,2 echiv.), MeCN, RT, 30 min
ii. DIBAL-H 1M inTHF (2,5 echiv.), THF anh., RT, 2h

\ NH f
/N 2 iii. MnO, (10,0 echiv.), DCM, RT, 24h
\S

CO,Et
10

87%

R'-B(OH), (1,5 echiv.)
R Cs,CO; (1,3 echiv.)

AcOH (cat.)

EtOH, Reflux, 18h
2. Cul (2,5% molar)
K,COj3 (2,0 echiv.)

NBS (1-1,5 echiv.)
MeCN

Reflux sau microunde
4h

\ . \ R
N N Pd(PPhs), (1,25% molar) N N
N/\ | /\ - ’ | \

N\ /
/ Dioxan/EtOH/H,0 = 3:1:0.5
R microunde, 140 °C, 1h Br
15a-r 14b-c
64 - 94%
R,R'=Ar 18 exemple

55-92%
2 exemple

1. R-NH-NH, (1,1 echiv.)

sau AcONa (1,1 echiv.)

DMF, microunde, 150 °C, 1h

\N Br
(|
'\\\Lo

11b

46 - 85%
9 exemple

p4
7 =
\I

13a-i

Schema 11. Sinteza pirazolo/[3,4-c]pirazolilor

2.2.1. Etapa ,,one-pot” de condensare si ciclizare — evaluarea indicatorilor verzi

2.2.1.3. Generalizarea pentru alte hidrazone

Dupa cum se poate observa in Tabelul 37, evaluarea tuturor rezultatelor obtinute pentru

aceastd etapd, etapd care se referd la sinteza diversilor pirazolo[3,4-c]pirazoli (13a-i)

monosubstituiti, indicd un compromis bun intre chimia verde si eficienta metodei de sinteza

optimizata.

Tabelul 37. Parametri asociati protocolului optimizat folosit pentru sinteza

pirazolo[3,4-c|pirazolilor 13a-i

Produs (R)/ 3a | 13b | 13¢ | 13d | 13¢ | 13f | 13g 13h | 13i
Parametru (H) | (4-CHs) |(4-CH;0)| (CN) | (4-CFs) | (4-F) | (3-F) @F) | 4-Py)
n (%) 76 64 46 76 54 ) 85 46 46
Puncte de 33 39 48 33 44 40 28,5 48 48
penalitate

Score EcoScale [67 (A)** |61 (A)** |52 (A)**| 67 (A)**56 (A)**60 (A)**|71,5 (A)**|52 (A)*452 (A)**
EA (%) 45 37 39 39 53 38 38 38 46
EMRc (%) 26 19 14 23 2 8 25 14 16
FS 134 | 128 | 128 | 128 | 130 | 128 | 1.28 128 | 134
gEMR (%) 2 2 1 2 2 1 2 1 1

Scor EcoScale = (100-Puncte de penalitate) : *superior fata de 75% = procedeu excelent (E); **intre 75 si 50 % =

procedeu adecvat (A); *** sub 50% = procedeu inadecvat (I).
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Pentru cei noud compusi sintetizati, scorul cumulat prin analiza EcoScale este
caracteristic unui proces ,,one-pot” acceptabil (mai mare de 50%), rezultat confirmat si de
parametrii asociati bilantului de masa .

Chiar daca ponderea sanctiunilor propuse in analiza EcoScale are un caracter subiectiv,
lucrarile lui Van Aken ef al. au oferit un instrument de evaluare rapid si versatil, printre
avantajele metodei remarcandu-se: usurinta calculdrii scorului si compardrii diferitelor rute
sintetice precum si includerea diverselor aspecte ale impactului asupra mediului in evaluarea
transformarii chimice.*’

2.3. SOLVENTI UTILIZATI PENTRU OBTINEREA PIRAZOLO|[34-
d|TIAZOLILOR SI A PIRAZOLO|3,4-d|PIRAZOLILOR

In procesul de sintezi si respectiv pentru purificarea pirazolo[3,4-d]tiazolilor si a
pirazolo[3,4-c]pirazolilor, conform criteriilor ghidului CHEMZ21, s-au utilizat atit solventi
recomandati (etanol, acetat de etil), cat si problematici (metanol) sau periculosi (eter de petrol,
fi gisite in special pentru solventii aprotici dipolari.>* Astfel, Aubrey et al. au analizat, pe baza
clasificarii CMR si a toxicitatii, un grup de 220 de solventi, selectand un numar de 40 pe care i
considerd a fi solventi ,verzi”.¥ Ulterior, autorii au demonstrat, folosind parametrii de
solubilitate ai lui Hansen (84, Sp, 6n)*° , cd solventii prezintd o buni capacitate de dispersie in
spatiul chimic.*®> Pe baza acestor criterii, candidati promititori pentru inlocuirea DMF si DMA
pot fi GVL si NBP.*7 O alta solutie, propusi de metodologia pusi in aplicare de Inomata et al.,
presupune folosirea unui sistem de amestecuri de solventi: un solvent donor de legaturi de
hidrogen (DLH) si un altul capabil sd accepte o legitura de hidrogen (ALH).*®

De asemenea, se profileaza solutii pentru partea de separare prin cromatografie atunci
cand se utilizeazd amestecul traditional DCM/MeOH: inlocuire fie cu sistemul binar
MeOH/CPME, fie cu AcOEt/Heptan, fie prin utilizarea unui amestec ternar
AcOEt/EtOH/Heptan.

Desi aceste optiuni existd, ele necesita studii suplimentare daca urmeaza sa fie aplicate
pentru sinteza heterobiciclilor nostri.

33 M. Tobiszewski, M. Maré, A. Gatuszka, J. Namie$nik, Molecules 2015, 20, 10928-10946.

34 J. D. Moseley, P. M. Murray, J. Chem. Technol. Biotechnol. 2014, 89, 623-632.

35 A. Benazzouz, L. Moity, C. Pierlot, M. Sergent, V. Molinier, J.-M. Aubry, Ind. Eng. Chem. Res. 2013, 52, 16585-
16597.

36 C. M. Hansen, J. Paint Technol. 1967, 39, 104-117.

37 A. Jordan, C. G. J. Hall, L. R. Thorp, H. F. Sneddon, Chem. Rev. 2022, 122, 6749-6794.

3% A. Duereh, Y. Sato, R. L. Smith, H. Inomata, Org. Process Res. Dev. 2017, 21, 114-124.
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Concluzii

Pe parcursul acestui capitol au fost discutate notiuni de chimie verde in contextul chimiei
de sintezd. Apoi au fost prezentate si cateva metode de analizd a sustenabilitatii strategiilor
adoptate. Dintre acestea din urma, datoritd avantajelor sale, analiza EcoScale a fost aleasd pentru
a evalua etapele cheie in sinteza pirazolo[3.,4-d]tiazolilor si a pirazolo[3,4-c]pirazolilor din
punctul de vedere al impactului asupra mediului. De asemenea, pe langd randament au fost
calculati si alti parametri reprezentativi, asociati bilantului de masd (EA, EMRcurzons, FS si
gEMR).

Comparatiile multiple, in special in ceea ce priveste etapele de condensare si ciclizare
intramoleculara, precum si cele referitoare la importanta utilizdrii procesului ,,one-pot”, au
evidentiat faptul cad, optimizarea conditiilor de reactie pentru strategia originald adoptatd au
condus la rezultate mai bune din punct de vedere chimic, concomitent cu limitarea daunelor
asupra mediului.

In ceea ce priveste influenta solventilor utilizati pentru sinteza si purificare, conform
recomandarilor si criteriilor ghidului CHEM21, va fi necesar un studiu mai aprofundat pentru
identificarea unor alternative mai prietenoase cu mediu.

In ansamblu, in comparatie cu sinteza bipirazolilor, strategia aplicatd pentru obtinerea
pirazolo[3,4-d]tiazolilor s-a dovedit a fi mai productiva si mai eco-responsabila.

24



Capitolul III. EVALUAREA TOXICITATII PIRAZOLOI3,4-
d]TIAZOLILOR $I A PIRAZOLOI3,4-c]PIRAZOLILOR

3.3. EVALUAREA ACTIVITATII BIOLOGICE A NOILOR SISTEME
BISHETEROCICLICE AZOTATE SINTETIZATE

Existand putine date in literatura privitoare la potentialul terapeutic al acestor molecule
condensate poliazotate, in prima parte a studiului nostru a fost evaluata lipofilicitatea celor 52 de
compusi sintetizati, Intrucat acest parametru este legat in mod esential de proprietatile ADME
(absorbtie, distributie, metabolism, excretie). Prin urmare, coeficientul de partitie (LogP) a fost
calculat utilizand software-ul MolDesc.

Avand 1n vedere ca rezultatele CLogP obtinute atesta ca acesti heterobiclii par potriviti
pentru dezvoltarea viitoare a candidatilor cu efect terapeutic®®, au fost selectati 46 de compusi
promitatori pentru a li se testa activitatea citotoxica in vitro folosind cinci tulpini de celule
canceroase (A549 — cancer pulmonar, Hs-683 — cancer de gliom, MCF-7 — cancer de san, SK-
MEL-28 si B16-F1 — cancer de melanom: Tabelul 40) prin test MTT (bromura de tetrazoliu
albastru de tiazolil).

Dintre aceste structuri studiate, 11 compusii (Sb, 6h, 6k, 61, 15d, 15g, 15h, 151, 15n, 15q
si 15r) au prezentat activitati inhibitoare importante impotriva liniilor celulare testate, cu valori
ICso Intre 0,1-1 pM si 1-10 uM puM (ICso definitd ca fiind concentratia care induce o reducere de
50% a cresterii celulare dupa 3 zile de incubatie). In plus, heterobiciclurile 5b, 61, 15g, 151, 15n
si 15q au prezentat o activitate antitumorald mai mare decédt controlul pozitiv 5-fluorouracil
impotriva celulelor Hs-683 si SK-MEL-28 cu valori ICso intre 0,1 si 10uM. Acesti compusi
poartd ca si caracteristici comune grupdri puternice atragatoare de electroni, cum ar fi NO2, CF3
sau grupdri donoare de electroni, cum ar fi CH30. Desi prezenta lor pare a fi cruciala pentru
activitatea biologicd manifestata, nu se poate afirma doar pe baza acestor rezultate preliminare ca
acesta este singurul element structural determinant.

Continuarea investigatiei poate oferi informatii valoroase pentru dezvoltarea ulterioard a
pirazolo[3,4-d]tiazolilor si a pirazolo[3,4-c]pirazolilor care contin grupdri fenil aromatice
monosubstituite ca potentiali agenti antitumorali.*® De asemenea, se remarca faptul cd prezenta
ambelor grupari p-CF3 si p-CH30- pe inelul aromatic pare sd afecteze activitatea antitumorala a
compusilor heterobiciclici studiati.

3 T. Sakaeda, N. Okamura, S. Nagata, T. Yagami, M. Horinouchi, K. Okumura, F. Yamashita, M. Hashida, Biol.
Pharm. Bull. 2001, 24, 935-940.

40 N.-C. Ostache, A. Paris, M.-A. Hiebel, A.-L. Finaru, R. Daniellou, F. Suzenet, G. Guillaumet, Farmacia 2021,
70, 258-265.
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Concluzii

Doua serii de analogi originali (pirazolo[3,4-d]tiazoli si pirazolo[3,4-c]pirazol) au fost
testate pentru activitdtile lor citotoxice impotriva a patru tulpini de celule canceroase umane si
una de soarece.

Testele biologice in vitro au demonstrat faptul ca pirazolo[3,4-d]tiazolul care contine atat
grupari trifluormetil cat si metoxi pe nucleele fenil (compusul 6l) prezintd o bund activitate
citotoxica impotriva Hs-683 (ICso = 0,1-1 uM) si A-549 (ICso = 1-10 puM). Prezenta
substituentilor ciano si/sau metoxi pe inelele fenil atasate la pirazolo[3.,4-c]pirazoli a aratat un
efect antitumoral incurajator impotriva A-549 (ICso = 1-10 pM pentru compusii 15g, 151, 15n),
Hs-683 (ICso = 1-10 uM pentru compusii 15g, 151), MCF-7 (ICso = 1-10 pM pentru compusii
15¢g, 151, 15n), SK-MEL-28 (ICso = 1-10 pM pentru compusul 15n ) si B16-F1
(ICs0 = 1-10 uM pentru compusul 15I).

Rezultatele obtinute sunt promitatoare, iar alte studii privind optimizarea structurala a
moleculelor ce contin gruparea fenil substituita (metoxi, trifluormetil si ciano) sunt in curs de
desfasurare, avand ca scop imbundtétirea potentialului lor antitumoral.
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CONCLUZII GENERALE SI PERSPECTIVE

In conformitate cu obiectivele propuse, in aceasti tezi dedicati domeniului Ingineriei
Mediului, ne-am interesat de aspectul verde al reactiilor cheie aplicate 1n sinteza de noi molecule
potential bioactive (pirazolo[3,4-d]tiazoli si pirazolo[3,4-c]pirazoli).

Pentru aceasta, in prima parte a acestei lucrari, un studiu bibliografic detaliat privind
axele principale pentru dezvoltarea tehnologiilor de chimie verde rezumate in ,,Cele 12 principii
ale chimiei verzi”, stabilite de chimistii Anastas si Warner si completate in 2003 de cele 12
principii ale ,,Ingineriei Verzi” a fost realizat. Prin aplicarea acestor principii, care pun accent pe
eficienta si optimizarea proceselor utilizate pentru a le face compatibile cu considerentele
ecologice, chimia poate aduce o contributie importanta la conceptul de economie circulara care
constituie astdzi baza dezvoltarii durabile. Au fost prezentate, de asemenea, diferitele abordari de
masurare a impactului asupra mediului al proceselor chimice (proceduri de evaluare cantitativa,
semi-cantitativa si comparativa).

In acest context, in a doua parte a acestui manuscris, cele doud strategii aplicate pentru
sinteza pirazolo[3,4-d]tiazolilor si pirazolo[3,4-c]pirazolilor au fost evaluate prin analiza semi-
cantitativd EcoScale precum si prin calculul unor indicatori asociati bilantului de masa
(economia de atomi (EA), eficienta masica a reactiei conform Curzons (EMRcurzons), factorul
stoechiometric (FS) si eficienta masicd globala a reactiei (gEMR)).

Scorurile generale ale analizei EcoScale aplicate la evaluarea etapelor cheie in sinteza
pirazolo[3,4-d]tiazolilor, si anume formarea hidrazonei 4a si ciclizarea acesteia conform uneia
dintre cele doud strategii (cuplarea Buchwald-Hartwig si condensarea Ullmann) pe cale
secventiald plaseaza aceasta sinteza in domeniul unui proces acceptabil indiferent de calea de
ciclizare aleasa. Trebuie remarcat totusi faptul ca, n ciuda unei purificari mai laborioase in cazul
utilizarii condensarii Ullmann, rezultatele analizei EcoScale o favorizeaza fatd de cuplarea
Buchwald-Hartwig (62% vs. 51%). Aplicarea condensarii Ullmann pentru etapa de ciclizare a
facut posibild obtinerea a 8 noi pirazolo[3,4-d|tiazoli functionalizati in pozitia 1 cu un scor
cumulat prin analiza EcoScale caracteristic unui proces adecvat (intre 50,5% si 73%) pentru sase
(Sb-f si 5h) din cei opt compusi, iar pentru ceilalti doi compusi (Sa si 5g) scorurile obtinute
corespund unui procedeu considerat excelent (78,5% si 77%).

Cu acest rezultat favorabil obtinut, s-a testat apoi obtinerea pirazolo[3,4-d]tiazolilor prin
condensarea Ullmann intr-o manieri ,,one-pot”. In acest caz, pentru compusul 5a, scorul cumulat
prin analiza EcoScale a fost de 78,5%, ceea ce este caracteristic unui proces considerat a fi
excelent (mai mare de 75%). Prin aceasta strategie au fost obtinute randamente mai mari
comparativ cu procedeul secvential pentru compusii Sb-h.

Parametrii masici (randament, economia de atomi, eficienta masicd a reactiei, factorul
stoechiometric si eficienta masica globald a reactiei) intdresc ideea enuntatd mai sus, cu valori
mai eco-compatibile in cazul in care condensarea Ullmann este aleasa pentru prepararea
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pirazolo[3,4-d]tiazolilor 5a-h, atat in cazul rutei secventiale, cat mai ales prin metodologia ,,one-
pot”.

In ceea ce priveste optimizarea sintezei pirazolo[3,4-c]pirazolilor 13a-i care implici o
transformare ,,one-pot” incluzand o condensare cu diverse hidrazine monosubstituite, urmata de
o reactie de ciclizare Ullmann fara ligand prin iradiere cu microunde, scorurile acumulate prin
analiza EcoScale sunt caracteristice unui proces ,,one-pot” acceptabil (mai mult de 50% pentru
cei 9 compusi). Trebuie mentionat faptul cd, chiar dacd scorul EcoScale corespunde unui proces
acceptabil, aceasta nu Tnseamna neaparat cd protocolul nu respecta principiile chimiei verzi. De
exemplu, Inlocuirea Incalzirii conventionale prin utilizarea reactorului cu microunde, penalizata
conform analizei EcoScale, a permis o reducere semnificativa a timpului de reactie si o crestere a
randamentului pentru toti compusii. In acelasi timp, parametrii de echilibru de masa asociati
confirmd rezultatele analizei EcoScale care indica un compromis bun intre chimia verde si
eficienta metodei de sintezd optimizata.

Chiar daca in analizele EcoScale deja prezentate solventii si pictogramele au fost exclusi,
purificare a produselor obtinute pe baza ghidului CHEM21.

Pentru sinteza si purificarea pirazolo[3,4-d]tiazolilor si a pirazolo[3,4-c]pirazolilor,
diferiti solventi recomandati (etanol, acetat de etil), problematici (metanol) dar si periculosi (eter
de petrol, DCM, DMF, DMA) au fost utilizati. Etanolul folosit in prima etapa a sintezei
heterobiciclilor nostri (condensarea hidrazinelor pe gruparea cetonicd) este un solvent
recomandat conform ghidului CHEMZ21, care permite din punct de vedere chimic obtinerea de
hidrazone intermediare cu randamente bune spre foarte bune.

Pentru solventii aprotici dipolari, si avand in vedere modul in care sunt Incadrati de cétre
ghidul CHEM21, va fi necesar un studiu mai aprofundat pentru a gasi alte optiuni mai
respectuoase pentru mediu.

Pe parcursul acestui capitol se poate observa faptul cd analiza EcoScale reprezintd un
instrument de evaluare rapidd care faciliteazd compararea diferitelor rute sintetice, incluzand
diverse aspecte privind impactul asupra mediului pe parcursul unui proces chimic. Intr-adevar,
este posibil si se mireasca atit randamentul reactiei, cat si caracterul ei verde. In plus, strategia
,one-pot” favorizata de analiza EcoScale conduce la o reducere a timpului de sinteza combinata
cu o crestere a randamentului total, facand astfel posibild reducerea costurilor de sinteza.
Calculele parametrilor de bilant de masa in functie de fiecare etapa au facut posibila confirmarea
rezultatelor analizei EcoScale.

In ceea ce priveste potentialul terapeutic, cele doua serii de analogi originali
(pirazolo[3,4-d]tiazoli si pirazolo[3,4-c]pirazoli) au fost testate pentru activitatile lor citotoxice
impotriva a patru tulpini de celule canceroase umane si a uneia de soarece. Pentru seria
pirazolo[3,4-d]tiazoli, testele biologice in vitro au demonstrat faptul ca 61, compusul care contine
atat grupari trifluormetil cat si metoxi pe inelele fenil a prezentat activitati citotoxice bune pana
la excelente impotriva tulpinilor celulare Hs-683 (ICso = 0,1-1 uM) si A-549 (ICso = 1-10 uM).
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In cazul seriei pirazolo[3,4-c]pirazoli, prezenta substituentilor ciano si/sau metoxi pe
inelele fenil atasate a indicat un efect antitumoral incurajator impotriva celulelor A-549
(ICso = 1-10 uM / compusii 15g, 151, 15n), Hs-683 (ICso = 1-10 uM / compusii 15g, 151),
MCF-7 (ICso = 1-10 uM / compusii 15g, 151, 15n), SK-MEL-28 (ICso = 1-10 uM / compusul
15n) si B16-F1 (ICs0 = 1-10 pM / compusul 151).

Luand in considere anasamblul rezultatelor obtinute, continuarea acestui studiu, bazat pe
principiile Economiei Circulare si Chimiei Verzi si tindnd seama de varietatea caracteristicilor
referitoare la produsii de plecare, conditiile de reactie, complexitatea produselor obtinute la scara
de laborator etc., vizeaza trei directii principale:

v optimizarea structurald in vederea imbunatatirii activitatii biologice;

v identificarea de solutii verzi alternative la solventii dipolari aprotici necesari pentru
sintezd/purificare;

v efectuarea unei analize a ciclului de viatd, la nivel de laborator, pentru compusii care au
prezentat activitate antitumorald incurajatoare precum si pentru procedeele aplicate.

In concluzie, consideram ca trebuie gasit intotdeauna un bun compromis intre

mentinerea celor mai bune performante in procesul de obtinere a noilor compusi si utilizarea
celor mai respectuoase conditii posibile in raport cu sandtatea si mediul inconjurator.
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