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Resumen

Las reacciones de cicloadicion alquino-azida catalizadas por cobre (CUAAC) constituyen una
estrategia sintética efectiva para la obtencion de compuestos 1,2,3-triazol 1,4 disustituidos.
En la sintesis a partir de compuestos de origen natural, los esteroides se consideran
plataformas estructurales importantes, ya que sus estructuras admiten una gran posibilidad
de modificaciones. Incorporar grupos funcionales reconocidos por su actividad biologica
constituye una aproximacion efectiva para la obtencion de nuevos compuestos esteroidales.
Por lo tanto, se planted la modificacion estructural de la estrona en dos pasos para obtener un

derivado azido-alquilado que permita la introduccién del grupo heterociclico triazol.

En este trabajo se describe la obtencion de una serie de ocho compuestos 1,2,3-triazol 1,4
disustituidos de origen esteroidal (derivados de la estrona) que fueron disefiados Yy
sintetizados utilizando una reaccion alquino-azida catalizada por cobre (CUAAC). Partiendo
de la estrona, se obtuvieron las azidas correspondientes para hacerlas reaccionar con dos
alquinos terminales (alcohol propargilico y fenilacetileno). Todos los compuestos obtenidos
se caracterizaron a través de Resonancia Magnética Nuclear, mostrando las sefiales
caracteristicas de las transformaciones quimicas llevadas a cabo. Concluyendo que esta
aproximacion sintética es efectiva para la obtencidén de compuestos 1,2,3-triazol disustituidos

en posiciones 1,4.

Adicionalmente, se evalu6 su potencial actividad bioldgica utilizando un enfoque in silico,
mediante la evaluacién de sus propiedades fisicoquimicas (usando la plataforma
Molinspiration), prediccion de actividad bioldgica (a través de las plataformas PASSonline,
Swiss Target Prediction y CLC-Pred) y la evaluacion de las propiedades biofarmacéuticas
(usando ADMETSar y SwissADME). Los resultados indicaron que los compuestos
propuestos cumplen con los requisitos minimos en cuanto a propiedades fisicoquimicas y
biofarmacéuticas para ser considerados como moléculas con probable actividad bioldgica.
Ademas, usando los predictores de actividad, se identifico una posible ruta biologica en la
que podrian ejercer actividad. Por ello, se evalué también la interaccién entre los compuestos

y dos blancos biologicos especificos: la enzima aromatasa y la enzima 17p-hidroxiesteroide
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deshidrogenasa. Usando el programa MOE, se obtuvieron los diagramas de interaccion 2D y
3D que muestran que efectivamente los compuestos interactian con los aminoacidos
reportados como clave en la inhibicion de las enzimas mencionadas, presentandose a nivel

in silico como inhibidores con mejor score de unién comparados con los ligandos endogenos.
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Nuevos compuestos
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Abreviaturas

17p-HSD
2D

3D

A
AcOEt
ADMET
Al

Ala

BBB
CCF
COoSsy
CuAAC
Cys

Da

DHT
DMF

ESKAPE

EtOH
FDA
Glu

Gly
HBA
HBD
HCI
HMBC
HSQC
lle

Leu

Met
MHz
Mmol
MOE
MW
NADHP
NnOHNH

17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa

Dos dimensiones

Tres dimensiones

Angstrom

Acetato de Etilo

Absorcion, Distribucién, Metabolismo, Excrecién y Toxicidad
Aromatase inhibitor

Alanina

Blood-Brain Barrier

Cromatografia en Capa Fina

Correlation Spectroscopy

Cicloadicion alquino-azida catalizada por cobre
Cisteina

Dalton

Dihidrotestosterona

N, N-dimetilformamida

Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa e Enterobacter spp

Etanol

Food and Drug Administration

Glutamina

Glicina

Hydrogen-bonding acceptor

Hydrogen-bonding donor

Acido Clorhidrico

Heteronuclear Multiple Bond Correlation
Heteronuclear Single Quantum Correlation
Isoleucina

Leucina

Metionina

Mega Hertz

Milimol

Molecular Operating Environment

Molecular Weight

Dinucleottido de Nicotinamida y Adenina Fosforilado
Numero de grupos NH y OH
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Pa
PAINS
Phe

Pi

Pro
RB
RMN
RMSD
SMILES
THF
Thr
TPSA
Trp
Val

Probabilidad de actividad
Pan-assay interference compounds
Fenialanina

Probabilidad de inactividad
Prolina

Rotable Bonds

Resonancia Magnética Nuclear
Root Mean Square Deviation
Simplified Molecular-Input Line-Entry System
Tetrahidrofurano

Treonina

Topological Polar Surface Area
Triptofano

Valina
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1. INTRODUCCION

En el area de desarrollo de nuevas moléculas con actividad bioldgica, una de las
aproximaciones sintéticas mas utilizadas es la obtencion de hibridos.! Con esta finalidad, se
consideran al menos un par de blogues estructurales para la obtencidn de nuevas moléculas.
De esta manera se pretende combinar las caracteristicas de ambos para mejorar sus
propiedades individuales, enfocandose en la obtencion de compuestos menos toxicos y mas
potentes.? Ademas, se suele tomar en cuenta la combinacion de compuestos naturales y
sintéticos, lo que permite ampliar la variedad de estructuras hibridas que se pueden disefiar®
y obtener a partir de diversos enfoques de sintesis como la sintesis total o la modificacion

estructural.

Entre los heterociclos mas importantes, se encuentran a los triazoles, formados por un nicleo
heterociclico de cinco miembros, con tres atomos de nitrogeno y dos de carbono.* Son
considerados bioisosteros de enlaces tipo amidas® presentan caracteristicas de polaridad,
rigidez, asi como capacidad de actuar como donantes y aceptores de enlaces de hidrégeno,
que permite que los triazoles imiten a otros grupos funcionales.® También presentan una gran

estabilidad en condiciones hidroliticas, oxidativas y reductoras.” Todas estas caracteristicas

! Tsogoeva, S. B. (2010). Recent progress in the development of synthetic hybrids of natural or unnatural bioactive
compounds for medicinal chemistry. Mini-Rev. Med. Chem., 10(9), 773-793. https://doi.org/10.2174/138955710791608280
2 Bhukal, A.,, Kumar, V., Kumar, L., & Lal, K. (2023). Recent advances in chalcone-triazole hybrids as potential
pharmacological agents. Results Chem., 6, 101173. https://doi.org/10.1016/j.rechem.2023.101173

8 Burke, M. D., & Schreiber, S. L. (2003). A planning strategy for Diversity-Oriented synthesis. Angew. Chem. Int. Ed.,
43(1), 46-58. https://doi.org/10.1002/anie.200300626

4 Kashyap, A., & Silakari, O. (2018). Triazoles. En Elsevier eBooks (pp. 323-342). https://doi.org/10.1016/0978-0-08-
102083-8.00009-1

5> Doiron, J. E., Le, C. A, Bacsa, J., Breton, G. W., Martin, K. L., Aller, S. G., & Turlington, M. (2020). Structural
consequences of the 1,2,3-Triazole as an amide bioisostere in analogues of the cystic fibrosis drugs VX-809 and VX-770.
ChemMedChem, 15(18), 1720-1730. https://doi.org/10.1002/cmdc.202000220

6 Bonandi, E., Christodoulou, M. S., Fumagalli, G., Perdicchia, D., Rastelli, G., & Passarella, D. (2017). The 1,2,3-triazole
ring as a bioisostere in medicinal chemistry. Drug Discov. Today, 22(10), 1572-1581.
https://doi.org/10.1016/j.drudis.2017.05.014

7 Matin, M. M., Chakraborty, P., Rahman, M. R., Hadda, T. B., Almalki, F. A., Mahmud, S., Ghoneim, M. M., Alruwaily,
M., & Alshehri, S. (2022). Triazoles and their derivatives: chemistry, synthesis, and therapeutic applications. Front. mol.
Biosci., 9. https://doi.org/10.3389/fmolb.2022.864286
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les confieren un enorme potencial en el disefio de farmacos, como farmacdéforos, biososteros

o plataformas estructurales.®

Por lo tanto, se consideran un componente potencial en una amplia gama de estructuras
farmacoldgicas.® Por lo tanto se ha descrito una gran variedad de compuestos que contienen
1,2,3-triazoles con actividad bioldgica antibacterial,’® anti-tubercular,'! anti-VIH,!2

anticancerigena®® y antiftingica'* (Figura 1).

W,

NH,
H NHZ
N S N
HN A O N* N
HO O N__~ N =~ f
o] \ N
COOH

HN
NH
Antimicrobiano (cefatrizina) Anti-tuberculoso
—N
& w
N-N F
OH
N
F « N
"/
o] o] N
Actividad anti-VIH Anticancerigeno Antifungico (fluconazol)

Figura 1. Compuestos con actividad biolégica que contienen heterociclos 1,2,3-triazoles.

& Lengerli, D., Ibis, K., Nural, Y., & Banoglu, E. (2022). The 1,2,3-triazole ‘all-in-one’ ring system in drug discovery: a
good bioisostere, a good pharmacophore, a good linker, and a versatile synthetic tool. Expert Opin Drug Discov., 17(11),
1209-1236. https://doi.org/10.1080/17460441.2022.2129613

% Varala, R., Bollikolla, H. B., & Kurmarayuni, C. M. (2021). Synthesis of Pharmacological relevant 1,2,3-Triazole and its
Analogues-A Review. Curr. Org. Synth., 18(2), 101-124. https://doi.org/10.2174/1570179417666200914142229

10 Zhang, B. (2019). Comprehensive review on the anti-bacterial activity of 1,2,3-triazole hybrids. Eur. J. Med. Chem., 168,

357-372. https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2019.02.055

11 Kumar, C. P., Prathibha, B., Prasad, K. N. N., Raghu, Prashanth, M., Jayanna, B., Alharthi, F. A., Chandrasekhar, S.,
Revanasiddappa, H. D., & Kumar, K. D. A. (2021). Click Synthesis of 1,2,3-triazole based imidazoles: antitubercular
evaluation, molecular docking and HSA binding studies. Bioorg Med Chem Lett, 36, 127810.
https://doi.org/10.1016/j.bmcl.2021.127810

2 Feng, L., Zheng, M., Zhao, F., & Liu, D. (2020). 1,2,3-Triazole hybrids with anti-HIV-1 activity. Arch. Pharm., 354(1).
https://doi.org/10.1002/ardp.202000163

18 Alam, M. M. (2021). 1,2,3-Triazole hybrids as Anticancer agents: A review. Arch. Pharm., 355(1).
https://doi.org/10.1002/ardp.202100158

1 Dai, Z., Chen, Y., Zhang, M,, Li, S., Yang, T., Shen, L., Wang, J., Qian, S., Zhu, H., & Ye, Y. (2015). Synthesis and
antifungal activity of 1,2,3-triazole phenylhydrazone derivatives. Org. Biomol. Chem., 13(2), 477-486.
https://doi.org/10.1039/c40b01758g
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Por otra parte, los esteroides representan uno de los enfoques mas importantes para el
desarrollo de nuevas moléculas a partir de productos naturales.® Esto se debe a varios
factores: estructuralmente, representan una plataforma que admite la integracion de diversos
grupos funcionales,’® Permitiendo la obtencién de una gran variedad de compuestos
derivados. También es importante considerar la rigidez estructural que les confieren los
anillos fusionados, lo que disminuye la cantidad de enlaces rotables y por lo tanto limita las

interacciones no especificas, lo que se resume en el concepto de promiscuidad estructural.

Ademas, a nivel bioldgico tienen la capacidad de penetrar las membranas celulares y acceder
a diversos receptores, por lo que pueden efectuar una gran cantidad de respuestas
fisioldgicas,’” por ello los compuestos que contienen una porcion esteroidea han sido
reportados con diversas propiedades farmacoldgicas como antiproliferativos,8

antiiflamatorios,'® antimicrobianos,? antifungicos,?! entre otros (Figura 2).

15 Brown, M. S., & Goldstein, J. L. (1986). A Receptor-Mediated Pathway for Cholesterol Homeostasis. Science, 232(4746),
34-47. https://doi.org/10.1126/science.3513311

16 Gomes, A. R., Pires, A. S., Roleira, F. M., & Da Silva, E. J. T. (2023). The structural diversity and biological activity of
steroid oximes. Mol., 28(4), 1690. https://doi.org/10.3390/molecules28041690

7 Gupta, A., Kumar, B. S., & Negi, A. S. (2013). Current status on development of steroids as anticancer agents. J. Steroid

Biochem. Mol. Biol., 137, 242-270. https://doi.org/10.1016/j.jsbmb.2013.05.011

18 Frank, E., & Schneider, G. (2013). Synthesis of sex hormone-derived modified steroids possessing antiproliferative
activity. J. Steroid Biochem. Mol. Biol., 137, 301-315. https://doi.org/10.1016/j.jsbmb.2013.02.018

19 Amr, A. E. E., & Abdulla, M. M. (2006). Anti-inflammatory profile of some synthesized heterocyclic pyridone and
pyridine  derivatives  fused with  steroidal structure. Bioorg. Med. Chem., 14(13), 4341-4352.
https://doi.org/10.1016/j.bmc.2006.02.045

20 Vollaro, A., Esposito, A., Antonaki, E., Iula, V. D., D’Alonzo, D., Guaragna, A., & De Gregorio, E. (2020). Steroid
derivatives as potential antimicrobial agents against Staphylococcus aureus planktonic cells. Microorganisms, 8(4), 468.
https://doi.org/10.3390/microorganisms8040468

2 Huang, L., Wang, B., Zhang, J., Yuan, C., Gu, W., Mu, S., & Hao, X. (2016). Synthesis and evaluation of antifungal
activity of C21-steroidal derivatives. Bioorg. Med. Chem. Lett., 26(8), 2040-2043.
https://doi.org/10.1016/j.bmcl.2016.02.080
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Antiinflamatorio Antiproliferativo Antimicrobiano Antifungico

Figura 2. Compuestos con actividad biolégica que contienen una estructura esteroidea en su estructura.

Debido a la gran cantidad de informacién respecto a la actividad bioldgica de un grupo
funcional, es necesario identificar aquellos blancos moleculares mas probables, de manera
que futuras investigaciones in vitro o in vivo resulten exitosas. Con esta finalidad, se han
desarrollado una serie de herramientas constituyen lo que se conoce como farmacologia in
silico.?? Estas herramientas incluyen enfoques computacionales, fisicos y matematicos que
permiten modelar procesos bioldgicos tedricos, caracterizando el comportamiento

farmacolégico de una sustancia dentro de un organismo vivo.?3

La ventaja de los marcos de farmacologia in silico es que ofrecen un enfoque de bajo costo,
rapido y sistemético de alto rendimiento para guiar la priorizacién de objetivos. El punto
clave de esta perspectiva es identificar marcadores moleculares criticos para diversas
enfermedades, especialmente aquellas con mecanismos moleculares complejos,?* Dirigiendo

asi objetivos especificos que optimizan los recursos destinados a las investigaciones.

Ademas de los blancos moleculares y la informacion asociada a las interacciones en el sitio
de union, se pueden cubrir otros aspectos de los compuestos obtenidos. Entre estas
caracteristicas se encuentran las propiedades fisicoquimicas y ADMET, las cuales afectan la
farmacocinética y farmacodinamia y también estan asociadas a la seguridad y toxicidad. Por

lo tanto, son factores importantes en el desarrollo de moléculas con actividad biolégica.?® En

22 Chang, Y., Hawkins, B. A., Du, J. J., Groundwater, P. W., Hibbs, D. E., & Lai, F. (2022). A guide to in silico drug design.
Pharmaceutics, 15(1), 49. https://doi.org/10.3390/pharmaceutics15010049

23 patil VM. (2017). In Silico Pharmacology and Drug Discovery. Annals of Pharmacology and Pharmaceutics ,2(5), 1051.
24 Spanakis, M. (2023). In silico Pharmacology for Evidence-Based and Precision Medicine. Pharmaceutics, 15(3), 1014.
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics15031014

% Bultum, L. E., Tolossa, G. B., Kim, G., Kwon, O., & Lee, D. (2022). In silico activity and ADMET profiling of
phytochemicals from Ethiopian indigenous aloes using pharmacophore models. Sci. Rep., 12(1).
https://doi.org/10.1038/s41598-022-26446-x
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conjunto, toda esta informacidn permite entender las interacciones de los compuestos en un

sistema bioldgico.

En este trabajo de tesis experimental, se planted la obtencidn y caracterizacion de compuestos
hibridos que contienen un anillo tipo triazol, especificamente un nucleo 1,2,3-triazol, y un
fragmento derivado del esteroide estrona, usando un enfoque de la “click chemistry” a través
de una reaccion de cicloadicion alquino-azida catalizada por cobre (CUAAC) (Figura 3).
Ademas, se realizo la evaluacion in silico de sus propiedades fisicoquimicas, ADMET y la

determinacion de su potencial actividad bioldgica.

O
Triazol
N
N// N /H;O
_ Porcion esteroidal
R

Figura 3. Estructura general de los compuestos
sintetizados en este trabajo: hibridacion de la
estrona y el nacleo heterociclico 1,2,3-triazol.
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2. Antecedentes

2.1 Triazoles
También conocidos como pirrodiazoles, los triazoles son ciclos de cinco miembros

doblemente insaturados que contienen tres &tomos de nitrégeno y dos de carbono. Pueden

presentar dos formas isoméricas 1,2,3-triazoles y 1,2,4-triazoles (Figura 4).%

a) b)
1 1
H
5N, 5
N2 2
4
N 47
3

Figura 4. Formas isoméricas del triazol: a) 1,2,3-triazol y b) 1,2,4-triazol.

A pesar de que los isdbmeros contienen caracteristicas similares, en este trabajo nos
centraremos Unicamente en los 1,2,3-triazoles. Debido a la disposicion de los heteroatomos
en posiciones 1, 2 y 3 también se les conoce como v-triazoles (triazoles vecinales).?” Estos
contienen un nitrégeno tipo pirrol y dos de tipo piridina. Debido a que todos los atomos tienen
hibridacion sp?, tiene seis electrones deslocalizados en orbitales moleculares 7, lo que les
confiere caracter aromatico.?® Ademas, son capaces de acomodar una amplia gama de
sustituyentes (electréfilos y nucleofilos) alrededor de sus estructuras centrales lo que permite

obtener una gran diversidad de derivados.

% Kashyap, A., & Silakari, O. (2018). Triazoles. En Elsevier eBooks (pp. 323-342). https://doi.org/10.1016/b978-0-08-
102083-8.00009-1

27 Benson, F. R. B., & Savell, W. L. (1950). The chemistry of the vicinal triazoles. Chem. Rev., 46(1), 1-68.
https://doi.org/10.1021/cr60143a001

28 Ram, V. J., Sethi, A. S., Nath, M., & Pratap, R. (2019). Five-Membered heterocycles. En Elsevier eBooks (pp. 149-478).
https://doi.org/10.1016/b978-0-08-101033-4.00005-x
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Este tipo de heterociclo ha sido ampliamente estudiado, como se mencion6 anteriormente.
Se han asociado a distintos blancos bioldgicos y, por lo tanto, se han desarrollado varias
metodologias Utiles para la obtencion de estos compuestos. A continuacion, se describen las

caracteristicas relevantes de los 1,2,3-triazoles en cuanto a su actividad bioldgica y sintesis.

2.1.1 Actividad biologica

Los triazoles poseen una serie de caracteristicas que los hacen de gran interés en el desarrollo
de nuevos compuestos organicos bioactivos.?® En primer lugar, presentan una gran
estabilidad, asociada a su caracter aromatico y a la presencia de nitrégenos en la estructura;
esto les confiere resistencia en ambientes bioldgicos. También son propensos a formar
puentes de hidrogeno, lo que incrementa su solubilidad y favorece su interaccidn con blancos
bioldgicos. Sus caracteristicas estructurales les permiten formar otros enlaces no covalentes,

como interacciones ion-dipolo, n-w, hidrofobicas y fuerzas de van der-Waals.® %

De esta manera, los 1,2,3-triazoles pueden integrarse en el disefio de las moléculas con
distintas intenciones. Por un lado, estructuralmente pueden brindar una mayor estabilidad,;
como farmacoforos, se convierten en la estructura central de las interacciones con el blanco
molecular especifico, por lo tanto, son responsables de la actividad bioldgica de los

compuestos que lo presentan.

En mayor medida, las investigaciones relacionadas con este tipo de compuestos han
incrementado con el desarrollo de metodologias de sintesis que mejoran los rendimientos y
facilitan la obtencién de los compuestos. Esto se relaciona directamente con el hecho de que
no son compuestos que tengan presencia en la naturaleza; por lo tanto, no tienen una ruta de

biosintesis que permita su obtencion a traves de fuentes distintas a la sintética.

29 Kharb, R., Sharma, P. C., & Yar, M. S. (2010). Pharmacological significance of triazole scaffold. J. Enzyme
Inhib. Med. Chem., 26(1), 1-21. https://doi.org/10.3109/14756360903524304

%0 Rusu, A., Moga, I., Uncu, L., & Hancu, G. (2023). The role of Five-Membered heterocycles in the molecular structure of
antibacterial drugs used in therapy. Pharmaceutics, 15(11), 2554. https://doi.org/10.3390/pharmaceutics15112554
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Desde el desarrollo del enfoque “click chemistry” por Sharpless® y la implementacion de
catalisis por cobre,* se ha observado un aumento en la cantidad de estudios relacionados con
compuestos 1,2,3-triazoles adquiriendo una mayor relevancia como potenciales compuestos

con actividad biologica.

Dada la gran variedad de interacciones con blancos bioldgicos a las que se pueden unir, se
reconocen varias actividades bioldgicas principales, entre las que destacan: antimicrobiana,
analgésica-antiinflamatoria,®* antineoplasica,® antimalaria,*® antiviral,*" antiproliferativa®y
anticancerigena.®® De esta manera, podemos observar que tienen una amplia gama de
aplicaciones terapéuticas. Su enfoque es hacia la innovacion con presencia cada vez mayor

en todas las disciplinas cientificas.
2.1.2 Actividad antimicrobiana

Los triazoles son un grupo de compuestos cuya principal actividad antimicrobiana se asocia
con enfermedades fangicas. En la practica clinica, una serie de farmacos que contienen
anillos de tipo triazol estan aprobados para su prescripcion; incluso se consideran como el
tratamiento principal para infecciones flingicas.*® Estos compuestos (Figura 5) fluconazol,

31 A stepwise Huisgen cycloaddition process: Copper(l)-catalyzed regioselective «ligation» of azides and terminal alkynes.
(2002). PubMed. https://doi.org/10.1002/1521-3773(20020715)41:14

32 Tornge, C. W., Christensen, C. B. V., & Meldal, M. (2002). Peptidotriazoles on solid phase: [1,2,3]-Triazoles by
regiospecific Copper(l)-Catalyzed 1,3-Dipolar cycloadditions of terminal alkynes to azides. J. Org. Chem., 67(9), 3057-
3064. https://doi.org/10.1021/jo011148j

33 patil, S. A., Nesaragi, A. R., Rodriguez-Berrios, R. R., Hampton, S. M., Bugarin, A., & Patil, S. A. (2023). Coumarin
triazoles as potential antimicrobial agents. Antibiotics, 12(1), 160. https://doi.org/10.3390/antibiotics12010160

3 Kumar, A., Alam, M. S., Hamid, H., Chugh, V., Tikla, T., Kaul, R., Dhulap, A., & Sharma, S. K. (2023). Design and
synthesis of anti—inflammatory 1,2,3-triazolylpyrrolobenzodiazepinone derivatives and impact of molecular structure on
COX-2 selective targeting. J. Mol. Struct., 1272, 134151. https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2022.134151

% Al-Masoudi, N. A., & Al-Soud, Y. A. (2002). Synthesis of 1'-p-D-glucopyranosyl-1,2,3-triazole-4,5-dimethanol-4,5-
bis(isopropylcarbamate) as  potential  antineoplastic  agent. = Tetrahedron  Lett., 43(22), 4021-4022.
https://doi.org/10.1016/50040-4039(02)00733-5

3 |opes, F. V., Stroppa, P. H. F., Marinho, J. A., Soares, R. R., De Azevedo Alves, L., Goliatt, P. V. Z. C., Abramo, C., &
DaSilva, A. D. (2021). 1,2,3-Triazole derivatives: synthesis, docking, cytotoxicity analysis and in vivo antimalarial activity.
Chem. Biol. Interact., 350, 109688. https://doi.org/10.1016/j.cbi.2021.109688

%7 Viegas, D. J., Da Silva, V. D., Buarque, C. D., Bloom, D. C., & Abreu, P. A. (2019). Antiviral activity of 1,4-
Disubstituted-1,2,3-Triazoles against HSV-1 in vitro. Antivir. Ther., 25(8), 399-410. https://doi.org/10.3851/imp3387

3 Maghraby, M. T., Almutairi, T. M., Brése, S., Salem, O. I. A, Youssif, B. G., & Sheha, M. (2023). New 1,2,3-
Triazole/1,2,4-triazole hybrids as aromatase inhibitors: design, synthesis, and apoptotic antiproliferative activity. Mol.,
28(20), 7092. https://doi.org/10.3390/molecules28207092

39 Xu, Z., Zhao, S., & Liu, Y. (2019). 1,2,3-Triazole-containing hybrids as potential anticancer agents: current developments,
action  mechanisms and  structure-activity  relationships. Eur. J. Med. Chem., 183, 111700.
https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2019.111700

40 McCreary, E. K., Davis, M., Narayanan, N., Andes, D. R., Cattaneo, D., Christian, R., Lewis, R. E., Watt, K. M.,
Wiederhold, N. P., & Johnson, M. D. (2023). Utility of Triazole Antifungal Therapeutic Drug monitoring: Insights from the
Society of Infectious Diseases Pharmacists. Pharmacotherapy: The Journal of Human Pharmacology and Drug Therapy,
43(10), 1043-1050. https://doi.org/10.1002/phar.2850
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itraconazol, voriconazol, posaconazol e isavuconazol; adquirieron su relevancia debido a su
amplio espectro de actividad y a su menor toxicidad comparada con otras familias de

antifangicos, tales como los imidazoles.?®
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Actividad anti-VIH Anticancerigeno Antifingico (fluconazol)

Figura 5. Farmacos antifingicos que contienen en su estructura el heterociclo triazol.

Ademas, una serie de farmacos antibiéticos que contienen 1,2,3-triazoles en su estructura
(Figura 6) han exhibido efectividad frente a infecciones graves que ponen en riesgo la vida
de los pacientes.* estas enfermedades de importancia médica, son causadas por patdgenos
denominados =~ ESKAPE  (Escherichia  coli, Staphylococcus  aureus, Klebsiella
pneumonia, Acinetobacter ~ baumannii, Pseudomonas  aeruginosa Yy Enterobacter),

caracterizados por su resistencia a antibioticos y evasion a mecanismos inmunes.*?

41 Marzi, M., Farjam, M., Kazeminejad, Z., Shiroudi, A., Kouhpayeh, S., & Zarenezhad, E. (2022). A recent overview of
1,2,3-Triazole-Containing hybrids as novel antifungal agents: focusing on synthesis, mechanism of action, and Structure-
Activity Relationship (SAR). J. Chem., 2022, 1-50. https://doi.org/10.1155/2022/7884316

42 Deng, C., Yan, H., Wang, J.,, Li, K, Liu, B., & Shi, Y. (2022). 1,2,3-Triazole-containing hybrids with potential
antibacterial activity  against ~ ESKAPE pathogens. Eur. J. Med. Chem., 244, 114888.
https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2022.114888
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Figura 6. Farmacos antibiéticos que contienen un anillo heterociclico de triazol.

Estos compuestos, actian como antibioticos de amplio espectro, contra bacterias
grampositivas y gramnegativas; lo que explica que sean efectivos en el tratamiento de una
amplia variedad de infecciones.** También estan disponibles como medicamentos
combinados, como el caso de piperacilina/tazobactama* o tazobactama/ceftolozano® lo que

potencia sus efectos.

La diversidad de microorganismos que pueden causar este tipo de enfermedades, asi como el
desarrollo de agentes patdgenos multifarmaco-resistentes, crean una alta demanda de nuevos
o mejorados farmacos.*® La combinacion de 1,2,3-triazoles con otros farmacoforos es una
estrategia que ha permitido el desarrollo de nuevos candidatos eficaces para combatir
enfermedades infecciosas.*’ Entre estos compuestos podemos encontrar hibridos de 1,2,3-

$Yu, X, Wang, C. Y., Li, Y. Y., Li,J., Wan, Q., Chen, J. H., Tay, F. R., & Niu, L. N. (2019). Considerations and caveats
in combating ESKAPE pathogens against nosocomial infections. Adv. Sci., 7(1). https://doi.org/10.1002/advs.201901872
4 Molloy, L., Abdulhamid, I., Srivastava, R., & Ang, J. Y. (2020). Ceftolozane/Tazobactam treatment of multidrug-resistant
pseudomonas aeruginosa infections in children. Pediatr. Infect. Dis., 39(5), 419-420.
https://doi.org/10.1097/inf.0000000000002593

45 Martinez-Miranda, R., Gastélum-Acosta, M., Guerrero-Estrada, P., Ayala-Figueroa, R. I., & Osuna-Alvarez, L. E. (2020).
Actividad antimicrobiana de ceftolozano-tazobactam y ceftazidima-avibactam contra bacilos gramnegativos clinicamente
relevantes aislados en México. Gac. Med. Mex., 156(6). https://doi.org/10.24875/gmm.19005335

46 Todorov, L., & Kostova, I. (2023). 1,2,3-Triazoles and their metal chelates with antimicrobial activity. Front. Chem., 11.
https://doi.org/10.3389/fchem.2023.1247805

47 patil, A., Banerji, R., Kanojiya, P., Koratkar, S. S., & Saroj, S. D. (2021). Bacteriophages for ESKAPE: Role in
pathogenicity —and  Measures of control.  Expert. Rev. Anti. Infect. Ther., 19(7), 845-865.
https://doi.org/10.1080/14787210.2021.1858800
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triazoles  con  pleuromutiling,*®  macrdlidos,*®*  quinolina/quinolona/acridona,®

cumarinas/cromenos® y aminoacidos/péptidos.®!

Bajo este contexto, podemos confirmar que varios de los farmacos antimicrobianos existentes
contienen farmacoforos de triazol en sus estructuras. * Esto ratifica que los triazoles se

reconocen como plataformas estructurales con actividad antimicrobiana significativa.*?
2.1.3 Actividad anticancerigena

El cancer representa una de las problematicas mas importantes en la actualidad. Las cifras de
nuevos casos y de mortalidad mantienen en alarma a todos los especialistas relacionados con
su tratamiento. Se ha estimado que la mortalidad incremente de 16.3 a 29.5 millones para el
2040, si las estadisticas siguen la tendencia actual.® Esto genera una gran demanda de nuevos
farmacos que permitan solucionar las principales deficiencias de los farmacos actuales, que
se asocian principalmente a los mecanismos de resistencia propios de las células cancerosas
y a la escasa selectividad de los farmacos utilizados, afectando asi a células sanas, y

provocando la disminucion en la supervivencia de los pacientes.>

Los 1,2,3-triazoles, debido a su destacable potencial biolégico, han sido considerados en el
descubrimiento de farmacos para el desarrollo de agentes anticancerigenos.® Se han descrito

varios mecanismos a partir de los cuales ejercen este efecto, entre los que destacan: la

8 Breiner, L. M., Briganti, A. J., McCord, J. P., Heifetz, M. E., Philbrook, S. Y., Slebodnick, C., Brown, A. M., & Lowell,
A. N. (2022). Synthesis, testing, and computational modeling of pleuromutilin 1,2,3-triazole derivatives in the ribosome.
Tetrahedron Chem., 4, 100034. https://doi.org/10.1016/j.tchem.2022.100034

49.Qin, Y., Xu, L., Teng, Y., Yang, Y., Wang, Y., & Ma, P. (2021). Design, synthesis and antibacterial evaluation of novel
3-O-substituted 15-membered azalides possessing 1,2,3-triazole side chains. Bioorg. Med. Chem. Lett., 49, 128330.
https://doi.org/10.1016/j.bmcl.2021.128330

50 Graciano, I. A., De Carvalho, A. S., De Carvalho Da Silva, F., & Ferreira, V. F. (2022b). 1,2,3-Triazole- and quinoline-
based hybrids with potent antiplasmodial activity. Med. Chem., 18(5), 521-535.
https://doi.org/10.2174/1573406418666211110143041

51 Schréder, D. C., Kracker, O., Frohr, T., Géra, J., Jewginski, M., NieB, A., Antes, 1., Latajka, R., Marion, A., & Sewald,
N. (2019). 1,4-Disubstituted 1H-1,2,3-Triazole containing peptidotriazolamers: a new class of peptidomimetics with
interesting foldamer properties. Front. Chem., 7. https://doi.org/10.3389/fchem.2019.00155

52 Zhao, S., Liu, J., Lv, Z., Zhang, G., & Xu, Z. (2023). Recent updates on 1,2,3-triazole-containing hybrids with in vivo
therapeutic  potential  against cancers: a  mini-review. Eur. J.  Med. Chem. 251, 115254.
https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2023.115254

53 Agarwal, D. S., Sakhuja, R., Beteck, R. M., & Legoabe, L. J. (2023). Steroid-triazole conjugates: A brief overview of
synthesis and their application as anticancer agents. Steroids, 197, 109258. https://doi.org/10.1016/j.steroids.2023.109258
5 Alam, M. M. (2021). 12,3-Triazole hybrids as anticancer agents: A review. Arch. Pharm., 355(1).
https://doi.org/10.1002/ardp.202100158
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inhibicion de enzimas (anhidrasa carbdnica,® aromatasa,®® timidilato sintasa,®’ triptéfano
2,3- dioxigenasa®®), factores de crecimiento (factor de crecimiento endotelial vascular®®) y
sus receptores (receptor de crecimiento epidérmico).®° Sin embargo, debido a que el cancer
es una enfermedad compleja con una gran cantidad de mecanismos involucrados, es probable
que los compuestos con accion anticancerigena no se asocien con un blanco especifico; en
su lugar, es probable que tengan su efecto sobre un conjunto de vias de sefializacidn asociadas
a citotoxicidad, activacion de apoptosis, inhibicién de angiogénesis; y otros mecanismos

asociados a los tratamientos del cancer.

En este punto, es importante sefialar que los compuestos tipo triazol que han mostrado
efectividad se encuentran en etapas tempranas de desarrollo; es decir, se ensayan in vitro y
ex vivo. A este nivel, la basqueda se centra en la obtencion de compuestos que tengan
actividad en lineas celulares cancerigenas multirresistentes a farmacos y una mayor

selectividad.®*

De acuerdo con estas investigaciones, los triazoles presentan una ventana terapéutica util por
su toxicidad citoselectiva para células cancerosas resistentes a los farmacos.?® Algunos
resultados destacables indican que compuestos 1,2,3-triazol derivados de paeonol requieren
una dosis 20 veces menor para obtener el mismo efecto que su analogo que no contiene el
grupo 1,2,3-triazol.%* Esto ha impulsado el campo de investigacion de los 1,2,3-triazoles, por

lo que dentro de las estrategias mas importantes para la obtencion de estos compuestos es la

%5 Singh, P., Swain, B., Thacker, P. S., Sigalapalli, D. K., Yadav, P. P., Supuran, C. T., & Arifuddin, M. (2020). Synthesis
and carbonic anhydrase inhibition studies of sulfonamide based indole-1,2,3-triazole chalcone hybrids. Bioorg. Chem., 99,
103839. https://doi.org/10.1016/j.bioorg.2020.103839

5% Maghraby, M. T., Almutairi, T. M., Brase, S., Salem, O. I. A, Youssif, B. G., & Sheha, M. (2023b). New 1,2,3-
Triazole/1,2,4-triazole hybrids as aromatase inhibitors: design, synthesis, and apoptotic antiproliferative activity. Mol.,
28(20), 7092. https://doi.org/10.3390/molecules28207092

57 Alam, M. M., Malebari, A. M., Nazreen, S., Neamatallah, T., Almalki, A. S. A., Elhenawy, A. A., Obaid, R. J., & Alsharif,
M. A. (2021). Design, synthesis and molecular docking studies of thymol based 1,2,3-triazole hybrids as thymidylate
synthase inhibitors and apoptosis inducers against breast cancer cells. Bioorg. Chem., 38, 116136.
https://doi.org/10.1016/j.bmc.2021.116136

% Hou, X., Gong, X., Mao, L., Zhao, J., & Yang, J. (2022). Discovery of novel 1,2,3-triazole derivatives as IDO1 inhibitors.
Pharmaceuticals, 15(11), 1316. https://doi.org/10.3390/ph15111316

% Wang, D., Liu, K., Li, X., Lu, G., Xue, W., Qian, X., O, K. M., & Meng, F. (2021). Design, synthesis, and in vitro and in
vivo anti-angiogenesis study of a novel vascular endothelial growth factor receptor-2 (VEGFR-2) inhibitor based on 1,2,3-
triazole scaffold. Eur. J. Med. Chem., 211, 113083. https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2020.113083

60 Kumar, S., Sengupta, S., Ali, I., Gupta, M. K., Lalhlenmawia, H., Azizov, S., & Kumar, D. (2023). Identification and
exploration of quinazoline-1,2,3-triazole inhibitors targeting EGFR in lung cancer. J. Biomol. Struct. Dyn., 41(21), 11353-
11372. https://doi.org/10.1080/07391102.2023.2204360

61 Yang, T., Shi, X., Guo, L., Gu, S., Zhang, W., Xu, G., Li, W., & Jiang, Y. (2019). Design, synthesis, and antitumor
activity of novel paeonol derivatives containing the 1,4-benzoxazinone and 1,2,3-triazole moieties. J. Chem. Res., 43(7-8),
241-247. https://doi.org/10.1177/1747519819857479
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conjugacion quimica con otros farmacoforos. En particular, en el caso de triazoles hibridados
con esteroides (Figura 7), se han descrito derivados de estrona, estradiol y androstrano que
presentan una mejor actividad comparado con el estdndar cisplatino en diversas lineas
celulares como HelLa (cancer cervicouterino humano), A278 (carcinoma ovarico), A431
(cancer epidermoide de piel) y MCF-7 (linea celular de cancer de mama),®%° K562 (leucemia

mieldégena humana), OVCAR-3 (cancer ovarico humano) y WM35 (melanoma).®
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Figura 7. Compuestos hibridos de 1,2,3-triazol y esteroides que presentan actividad anticancerigena.

62 Szaho, J., Pataki, Z., Wolfling, J., Schneider, G., Bozsity, N., Minorics, R., Zupké, 1., & Mernyék, E. (2016). Synthesis
and biological evaluation of 13A-estrone derivatives as potential antiproliferative agents. Steroids, 113, 14-21.
https://doi.org/10.1016/j.steroids.2016.05.010

83 Molnér, J., Frank, E., Minorics, R., Kéadar, Z., Ocsovszki, I., Schénecker, B., Wélfling, J., & Zupko, 1. (2015). A Click
approach to novel D-Ring-Substituted 16A-Triazolylestrone derivatives and characterization of their antiproliferative
properties. PLOS ONE, 10(2), e0118104. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0118104

84 Kadar, Z., Molnar, J., Schneider, G., Zupkd, 1., & Frank, E. (2012). A facile “click’ approach to novel 15B-triazolyl-5a-
androstane derivatives, and an evaluation of their antiproliferative activities in vitro. Bioorg. Chem., 20(4), 1396-1402.
https://doi.org/10.1016/j.bmc.2012.01.008

85 Kadar, Z., Kovacs, D., Frank, E., Schneider, G., Huber, J., Zupké, |., Bartok, T., & Wélfling, J. (2011). Synthesis and in
vitro antiproliferative activity of novel androst-5-ene triazolyl and tetrazolyl derivatives. Mol., 16(6), 4786-4806.
https://doi.org/10.3390/molecules16064786

% Solum, E. J., Vik, A., & Hansen, T. V. (2014). Synthesis, cytotoxic effects and tubulin polymerization inhibition of 1,4-
disubstituted 1,2,3-triazole analogs of 2-methoxyestradiol. Steroids, 87, 46-53.
https://doi.org/10.1016/j.steroids.2014.05.020
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2.1.4 Obtencion de 1,2,3-triazoles disustituidos a través de reacciones CUAAC

Dada la importancia de los triazoles, su sintesis ha atraido mucha atencion. Sin embargo, es
importante considerar no solo la obtencion del anillo heterociclico, sino también las
posiciones y tipo de sustituyentes, ya que estos cambios pueden influir significativamente en
los resultados bioldgicos. Para afinar estos detalles en el disefio de nuevos compuestos con
actividad bioldgica, uno de los conceptos mas relevantes es el estudio de la relacion

estructura-actividad.

Los estudios de relacion estructura-actividad permiten identificar los grupos funcionales y
las posiciones en los farmacoforos que se pueden modificar para mejorar propiedades como
solubilidad, potencia, selectividad, estabilidad metabdlica, permeabilidad, toxicidad o
actividad bioldgica.%” En el caso de los 1,2,3-triazoles, aunque las posiciones 1,3,4 admiten
una mayor cantidad de modificaciones, se observa una mayor diferencia entre la estructura 'y
las propiedades segun los grupos unidos al &tomo de nitrogeno la posicion 1.2° De acuerdo
con lo anterior, para este trabajo consideramos la sustitucion de la posicion 1 del triazol para

introducir la porcion esteroidea.

Para la obtencion del anillo 1,2,3-triazol se han descrito varias metodologias que se pueden
agrupar de manera general en dos categorias segun la ruta de formacion del anillo: la
formacion inter o intramolecular del heterociclo. Dentro del primer grupo se destaca la
cicloadicion 1,3-alquino-azida y la cicloadicion de compuestos CH-acidicos a azidas. Por
otro lado, en el segundo grupo la formacion intramolecular se ha obtenido a través de la
oxidacion de bishidrazonas de 1,2-dicarbonilos y la oxidacion de 1,2-bisfenilhidrazonas
(Figura 8).% Sin embargo, la cicloadicion alquino-azida se ha posicionado como la

metodologia principal para la obtencion de compuestos 1,2,3-triazol.

67 Structure-Activity Relationship (SAR) study designs. (2020, 9 junio). Australian Translational Medicinal Chemistry
Facility. https://www.monash.edu/atmcf/capabilities/-developing-structure-activity-relationships-sar
8 Eicher, T., Hauptmann, S., & Speicher, A. (2003). The chemistry of heterocycles. https://doi.org/10.1002/352760183x
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Figura 8. Métodos de sintesis para la obtencién de compuestos 1,2,3-triazol.

La cicloadicion alquino-azida fue reportada por primera vez por Huisgen en 1961%° como
unareaccién térmica, no catalizada y no selectiva que resulta en la formacién de los productos
disustituidos en posiciones 1,4 y 1,5. Aungue esta aproximacion sintética es un protocolo
bien establecido y bastante predecible para la obtencion de los heterociclos 1,2,3-triazoles
disustituidos, presenta dos inconvenientes principales: la falta de selectividad y los tiempos

prolongados de calentamiento necesarios para alcanzar la energia de activacion.”

En estudios subsecuentes, se desarroll6 una modificacion a esta aproximacion. La
introduccién de metales como el cobre actuando como catalizador, generé lo que se conoce
como cicloadiciones alquino-azida catalizadas por cobre (CUAAC).”* Esta metodologia se ha
posicionado como la aproximacion sintética mas importante para la obtencion de triazoles

1,2,3 disustituidos en posiciones 1,4.

Sharpless incluyé esta reaccion en lo que denomind click chemistry, un planteamiento
sintético que considera a los compuestos como pequefios blogques que se unen para generar

nuevos compuestos. Una de las caracteristicas principales de la click chemistry es que estos

69 Huisgen, R. (1963) 1,3-Dipolar Cycloadditions: Past and Future. Angew. Chem., 2, 565-598.
http://dx.doi.org/10.1002/anie.196305651

0 Beutick, S. E., Vermeeren, P., & Hamlin, T. A. (2022). The 1,3-Dipolar cycloaddition: From conception to quantum
chemical design. Chem. Asian J., 17(17). https://doi.org/10.1002/asia.202200553

1 Tornge, C. W., Christensen, C. B. V., & Meldal, M. (2002). Peptidotriazoles on solid phase: [1,2,3]-Triazoles by
regiospecific Copper(l)-Catalyzed 1,3-Dipolar cycloadditions of terminal alkynes to azides. J. Org. Chem., 67(9), 3057-
3064. https://doi.org/10.1021/jo011148j
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sean procesos sencillos, considerando: condiciones de reaccion compatibles con oxigeno y
agua, materiales de partida y reactivos facilmente disponibles, y procesos simples de
purificacion.”? Este concepto llevo a Sharpless a recibir el Premio Nobel de Quimica en 2001,
lo que atrajo aun mas atencion a la reaccion CUAAC, debido a su selectividad sin precedentes,
naturaleza robusta y alcance sintético para obtener una gran cantidad de compuestos y su

potencial aplicacion en diversos ambitos.”

En contraste con la cicloadicion térmica de Huisgen (Figura 9), la reaccion CuAAC
transforma azidas organicas y alquinos terminales exclusivamente en 1,2,3-triazoles 1,4-
disustituidos gracias al mecanismo catalitico que involucra mdultiples intermediarios
organicos de cobre.” Permitiendo asi la conexion de dos bloques estructurales diferentes,
gue a menudo son bastante complejos por si mismos, siendo un procedimiento ampliamente
aplicado en la modificacion de biomoléculas como carbohidratos, esteroides e incluso

proteinas.’

a) Cicloadicién térmica de Hiusgen

R H H R

60-120°C == . Y—(

horas-dias N N
a9 R2 R2 N, .N
© ® / N" R N
R2-N—N=N Mezcla 1:1 de isomeros 1,4y 1,5

+
R'—R3
b) CuAAC
1
Cu(l), t.a. H R
minutos-horas _
R2 N\ I,N
N
Isémero 1,4

Figura 9. Cicloadicidn alquino- azida a) cicloadicién térmica de Huisgen y b) catalizada por cobre.

2 Kolb, H. C.; Finn, M. G.; Sharpless, K. B. Click Chemistry:Diverse Chemical Function from a Few Good Reactions.
Angew.Chem., Int. Ed.2001,40, 2004—2021.

3 Jewett, J. C., & Bertozzi, C. R. (2010). Cu-free click Cycloaddition Reactions in Chemical Biology. Chem. Soc. Revs.,
39(4), 1272. https://doi.org/10.1039/b901970g

4 Breugst, M., & ReiBig, H. (2020). The Huisgen reaction: Milestones of the 1,3-Dipolar cycloaddition. Angew.Chem.,
59(30), 12293-12307. https://doi.org/10.1002/anie.202003115
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Un aspecto muy importante a considerar es el uso del catalizador; como se describid
anteriormente, la reaccion involucra la participacion de especies de cobre que actian como
intermediarios. Se ha identificado que Unicamente el cobre en estado Cu(l) actia como
catalizador de la reaccion. Por lo que se deben contemplar estrategias para asegurar la
presencia de la especie catalitica. Se han desarrollado una serie de propuestas que implican
la utilizacion de complejos de cobre (1), por ejemplo, Cul,”> CuOTf CeHe'® y
[Cu(NCMe)4]*;"" la reduccion in situ de una sal de cobre (11) como en el caso de la reduccion
de CuSO4-5H,0 en presencia de ascorbato de sodio;”® e incluso la oxidacion de cobre

metalico en reacciones asistidas por ultrasonido.”

La eleccion de la fuente de Cu (I) requiere considerar distintas condiciones como los costos
y la operatividad de la reaccién. Sin embargo, una de las metodologias mas reportadas es la
reduccidn in situ de cobre (11), que comprende un ciclo catalitico inicial en el que el cobre

que ha sido reducido luego ingresa al ciclo catalitico principal que conlleva a la CUAAC.®

2.1.5 Mecanismo de reaccién

En la primera aproximacion al mecanismo de reaccién de la reaccibn CUAAC se planted
como monomerico, con la participacion de solo una especie de Cu (I). Sin embargo, con la
posterior publicacién de estudios que revelaron una cinética de segundo orden para el cobre

se cuestiono el nimero de especies de cobre participantes.®

Actualmente, los estudios teoricos respaldan la participacion de dos especies de Cu (1) en el

ciclo catalitico, basandose en que una segunda especie de cobre disminuiria la tensién de

> Tornge, C. W., Christensen, C. B. V., & Meldal, M. (2002). Peptidotriazoles on Solid Phase: [1,2,3]-Triazoles by
Regiospecific Copper(l)-Catalyzed 1,3-Dipolar Cycloadditions of Terminal Alkynes to Azides. J. Org. Chem., 67(9), 3057-
3064. https://doi.org/10.1021/jo011148j

6 Bolje, A., Urankar, D., & Ko3$mrlj, J. (2014). Synthesis and NMR Analysis of 1,4-Disubstituted 1,2,3-Triazoles Tethered
to  Pyridine, Pyrimidine, and Pyrazine Rings. Eur. J. Org. Chem., 2014(36), 8167-8181.
https://doi.org/10.1002/ejoc.201403100

"Viana, M. S., Gomes, C. S. B., & Rosa, V. (2023). Heteroleptic Copper Complexes as Catalysts for the CUAAC Reaction:
Counter-lon Influence in Catalyst Efficiency. Catalysts, 13(2), 386. https://doi.org/10.3390/catal13020386

8 Jankovi¢, D., Virant, M., & Gazvoda, M. (2022). Copper-Catalyzed Azide—Alkyne Cycloaddition of Hydrazoic Acid
Formed In Situ from Sodium Azide Affords 4-Monosubstituted-1,2,3-Triazoles. J. Org. Chem., 87(6), 4018-4028.
https://doi.org/10.1021/acs.joc.1¢02775

9 Cintas, P., Barge, A., Tagliapietra, S., Boffa, L., & Cravotto, G. (2010). Alkyne—azide click reaction catalyzed by metallic
copper under ultrasound. Nat. Protoc., 5(3), 607-616. https://doi.org/10.1038/nprot.2010.1

8 Rodionov, V. O., Fokin, V. V., & Finn, M. G. (2005). Mechanism of the Ligand-Free Cul-Catalyzed Azide—Alkyne
Cycloaddition Reaction. Angew. Chem. Int. Ed, 44(15), 2210-2215. https://doi.org/10.1002/anie.200461496
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anillo en uno de los intermediarios metalociclicos formados, disminuyendo efectivamente la

barrera energética®! haciendo el proceso mas favorable energéticamente.

De manera que el mecanismo de reaccion resultante (Esquema 1) procede con la interaccion
de un i6n Cu (1) con el triple enlace de alquino (paso 1, Esquema 1). Esto se ha justificado
con la tendencia del cobre (1) a formar parte tanto del enlace = como del enlace o en el triple
enlace C-C.82 Por lo tanto, se tiene la interaccion de dos especies de cobre: mientras un ion
Cu (1) sustituye el hidrogeno de la posicion terminal del alquino, otra especie se coordina con
el enlace n para facilitar la cicloadicion 1,3. Posteriormente este mismo centro interacttia con
la azida para activarla, conduciendo a la formacién del metalociclo de seis miembros en
donde se genera la formacion del primer enlace C-N. En este contexto, los estudios tedricos
han determinado que la presencia de una especie binuclear de Cu(l) es mas favorable
energéticamente que las especies mono, tri o tetranucleares. "© Este paso es seguido por la
formacion del enlace C-N intramolecular dando como resultado el intermediario triazolil-Cu,
que posteriormente disocia uno de los iones de cobre. En el paso final de la reaccion, la
transferencia de un protdon del alquino al triazolilo permite regenerar al complejo acetiluro de
cobre que ingresa al sitio catalitico y da lugar a la obtencion del 1,2,3-triazol 1,4-disustituido

como producto de reaccion.??

81 Straub, B. F. (2007). py-Acetylide and p-alkenylidene ligands in “click” triazole syntheses. ChemComm., 37, 3868.
https://doi.org/10.1039/b706926j

82 Héron, J., & Balcells, D. (2022). Concerted Cycloaddition Mechanism in the CUAAC Reaction Catalyzed by 1,8-
Naphthyridine Dicopper Complexes. ACS Catal., 12(8), 4744-4753. https://doi.org/10.1021/acscatal.2c00723
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Esquema 1. Mecanismo de reaccion de las reacciones CUAAC, adaptada de Tornge, C. W., Christensen, C. B. V., &
Meldal, M. (2002). 7

A pesar de que diversos estudios han permitido dilucidar aspectos bastante concretos del
mecanismo de reaccion, aun hay aspectos que se estan investigando. Por ejemplo, el hecho
de que los alquinilos de cobre suelen formar agregados polinucleares®® (paso 7, Esquema 1)
cuya constante de formacion se ha calculado que es bastante mayor a la constante de
disociacién, lo que influiria significativamente la velocidad de la reaccion global. Sin
embargo, el mecanismo actualmente aceptado es el descrito en el Esquema 1 ya que
involucra el consenso de los hallazgos confirmados en diversos estudios tedricos y

experimentales que han logrado aislar y caracterizar varios intermediarios.

8 Escobar, A. L. S. (2012). Reacciones de cicloadicion 1, 3-dipolares a alquinos catalizadas por cobre. Anales de Quimica
de la RSEQ), (4), 306-313.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Obtener los compuestos 1,2,3 triazoles 1,4-disutituidos derivados de estrona. Asi como,
evaluar in silico sus propiedades fisicoquimicas, ADMET, y mediante estudios de docking
molecular determinar su actividad como inhibidores de las enzimas aromatasa y 17p-

hidroxiesteroide deshidrogenasa.

3.2 Objetivos especificos

1. Obtener azidas derivadas de estrona.

2. Sintetizar los compuestos 1,2,3-triazoles disustituidos en posiciones 1,4 a partir de
una reaccion de cicloadicion alquino-azida catalizada por cobre (CUAAC).

3. Caracterizar los compuestos obtenidos mediante métodos fisicos y espectroscopicos.

4. Evaluar in silico las propiedades fisicoquimicas y ADMET.

5. Realizar el docking molecular de los compuestos obtenidos para determinar su
actividad inhibitoria frente a las enzimas aromatasa y 17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa utilizando MOE como programa para la visualizacion, modelado y

simulaciones in silico de las interacciones ligando-receptor.
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4. DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Sintesis de 1,2,3-triazoles disustituidos en posiciones 1,4

Para la obtencion de los compuestos hibridos, se planted el uso de la cicloadicion 1,3 alquino-
azida catalizada por cobre para la formacion del heterociclo triazol. Para lo cual se trabajo en
incluir el grupo funcional azida sobre la porcién esteroidea. De manera que la reaccion con
una serie de alquinos comerciales procediera con la formacion de los compuestos 1,2,3-

triazol disustituidos en posiciones 1,4.

En el inicio de esta ruta sintética, las azidas se obtuvieron como derivados del esteroide

estrona a partir de dos pasos de reaccion (Esquema 2).

o] (o] o}
+ NaOH, THF/H,0 20:1 NaN; DMF
70°C, 12 h " ta.ah
n=3,4,56

HO o Ny 0
2 (98%) 3 (95%)
_ 3an=3
20 nes b =4
2c n=5 3¢ n=5
- 3d n=6

2d n=6

Esquema 2. Sintesis de azidoalquilderivados 3.

Para la primera etapa de la sintesis se llev6 a cabo la alquilacion del hidroxilo fendlico a
través de una reaccion Sn2, para lo que se utilizaron condiciones previamente descritas en la
bibliografia.®* Bajo estas condiciones de reaccion, la base elimina el proton acido del fenol
en la estrona y actia como nucleofilo sobre las cadenas alquilicas dibromadas, obteniéndose

los derivados 2a-d con rendimientos cuantitativos. En este paso de la reaccion, el control de

84 Kvasnica, M., Rarov4, L., Oklestkova, J., Bud&siNsky, M., & Kohout, L. (2012). Synthesis and cytotoxic activities of
estrone and estradiol cis-dichloroplatinum(ll) complexes. Bioorg. Med. Chem., 20(24), 6969-6978.
https://doi.org/10.1016/j.bmc.2012.10.013
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la temperatura es crucial, ya que, como ha observado nuestro grupo de investigacion, un

aumento en la temperatura conduce a la formacion de dimeros de estrona.®

Con la finalidad de determinar el efecto del espacio entre el heterociclo y la estrona, se
propuso variar la longitud de la cadena alquilica (n=3, 4, 5y 6) de las cadenas utilizadas

como espaciadores moleculares.

En el espectro de RMN de H se evidencio la formacion de los derivados alquilados por la
aparicion de las sefiales pertenecientes a los protones de los metilenos adyacentes al bromo
y al oxigeno, observados como sefiales triples ubicados entre 3.42-3.49 ppm y 3.93-3.97 ppm
respectivamente. De igual forma, en el espectro de *C-RMN se observaron las sefiales de
estos carbonos en 6=31.58 y 67.62-65.15 ppm. Estos datos se compararon con los reportados

en la literatura, asi como con la informacion disponible sobre sus propiedades fisicas.3

En el siguiente paso de reaccion los compuestos bromados 2a-d se hicieron reaccionar con
NaNs3 (5 eqg.), en DMF como disolvente. La reaccion permanecio a temperatura ambiente con
agitacion durante 4 horas. La reaccion transcurre a través de un mecanismo Sn2, con la
sustitucién del bromo por el grupo azida obteniéndose los productos 3a-d con rendimientos
de alrededor del 95%. Este es el procedimiento mas comun para la obtencion de azidas
alifaticas, dentro de sus caracteristicas mas destacables es su compatibilidad con distintos

solventes.®®

Por otra parte, una de las preocupaciones mas comunes cuando se trabaja con azidas es su
naturaleza explosiva. Particularmente, este comportamiento suele describirse para azidas de
bajo peso molecular. Ademas, se acepta que, para el proceso de aislamiento, cumplir con la
proporcién atébmica N:(C+0)> 1:3 es indicio de un aislamiento seguro; si la proporcion es
igual 0 menor a 1:2 exige un proceso de cuidado extremo.® En el caso de los compuestos
obtenidos (3a-d) ambas caracteristicas, alto peso molecular y proporciéon N:(C+O) se

cumplen para que sean compuestos seguros de manipular.

8 Fuentes Aguilar, A.G. (2016). Sintesis de heterociclos esteroidales con potencial biolégico [Tesis para
obtener el grado de Maestria en Ciencias Quimicas, Benemérita Universidad Auténoma de Puebla]. Repositorio
de Acceso Abierto https://hdl.handle.net/20.500.12371/1765

8 Dfaz-Diaz, D., Finn, M.G., Sharpless-Barry, K., Fokin, V. V & Hawker, C. J. (2008). Cicloadicién 1,3-dipolar
de azidas y alquinos. I: Principales aspectos sintéticos. An. Quim., 104(3), 173-180.
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En los espectros de *H- RMN (Figura 10) no se observo gran diferencia en el desplazamiento

quimico del metileno sobre el que se lleva a cabo la sustitucion del bromo por el grupo azida.
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Figura 10. a) Espectro de *H-RMN 500 MHz en CDCls del compuesto 2d. b) Espectro de *H-RMN 500 MHz en CDClz del
compuesto 3d.

Sin embargo, en el espectro de 3C-RMN la sefial del metileno se desplazé de 31.59 ppm a
un intervalo entre 48.29- 51.38 ppm, evidenciando la transformacion quimica (Figura 11).

28 |Pagina



a)

Br

v Raa L s ytentel bt N s SRRV UL JOF O S8 ¢ BSVLS V.5 AR b b s e it

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

T T T
70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42f1(40 )38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1C
ppm

O

70 68 66 64 62 60 S8 56 54 52 50 4B 46 44 42 40 38
f1 (ppm])

Figura 11. a) Espectro de *C-RMN 125 MHz en CDCls del compuesto 2d. b) Espectro de 3C-RMN 126 MHz en CDCl3
del compuesto 3d.

El siguiente paso, que consistio en la reaccion CUAAC (Esquema 3) se siguio la metodologia
planteada por Hussain et al.8” En primera instancia se planted utilizar los compuestos
azidoalquil derivados 3 sin purificar, Gnicamente tratando la reaccion con salmuera para
eliminar el DMF y el exceso de NaNs. Sin embargo, en un primer ensayo se observo un

rendimiento bajo (56%). Para descartar la posibilidad de que residuos de azida de sodio

87 Hussain, M., Qadri, T., Hussain, Z., Saeed, A., Channar, P. A., Shehzadi, S. A., Hassan, M., Larik, F. A., Mahmood, T.,
& Arif, M. (2019). Synthesis, antibacterial activity and molecular docking study of vanillin derived 1,4-disubstituted 1,2,3-
triazoles as inhibitors of bacterial DNA synthesis. Heliyon, 5(11), e02812. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2019.e0281
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pudieran haber reaccionado con el cobre utilizado como catalizador,® se decidi6 purificar

los compuestos mediante cromatografia en columna.

O
@]
L- ascorbato de sodio,
/@\ Ccuso,
N3y HO DMF, 100° C, 12 h JAR
3 nO
5
+ /
R
R
4/ 5a n=3 R= Ph (85%) 5e n=3 R= CH,0H (78%)
4 5b n=4 = Ph (76%) 5f n=4 R=CH,0H (61%)
5¢ n=5 R=Ph (78%) 59 n=5 R=CH,0H (72%)
4aR=Ph 5d n=6 R=Ph (72%)  5hn=6 R= CH,OH (56%)

4b R= CH,OH

Esquema 3. Sintesis de triazoles 1,2,3 disustituidos en posiciones 1,4.

Se hicieron reaccionar los compuestos 3 (3a-d), con los alquinos comerciales fenilacetileno
o alcohol propargilico respectivamente, en DMF, la reaccion se mantuvo a 100° C durante
12 horas. Se utiliz6 como catalizador CuSQOs4, que proporciond iones Cu (1) al medio; estos
pasaron por un proceso de reduccion con L-ascorbato de sodio que permitié la formacion de
iones Cu (1) in situ, siendo estos los Gltimos los que catalizan la reaccién de cicloadicion 1,3-
alquino-azida, dando como resultado de manera selectiva el triazol disustituido en posiciones

1,4; de acuerdo con la metodologia reportada.

La reduccion in situ de sales de cobre (11) tiene como principal ventaja que no requiere de
atmosfera inerte para evitar la oxidacion del cobre (1) a cobre (I1) en presencia del oxigeno
atmosférico,®® ya que el Cu(ll) se reduce reiteradamente por accion del ascorbato de sodio
presente en la reaccion, de manera que el Cu(l) puede ingresar nuevamente al ciclo catalitico;
de tal manera que este enfoque ofrece ademas una disminucion de costos debido al uso de
disolventes no anhidros y la simplificacion las condiciones de reaccion. Ademas, se ha

demostrado que se obtienen rendimientos mayores con el uso de este sistema catalitico de
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reduccidn in situ comparado con la utilizacion de sales de Cu (1) tales como Cul; Jankovi¢ y
colaboradores reportaron la sustitucion del CuSO4 por Cul obteniendo una disminucion en el
rendimiento de reaccion, y se obtuvieron rendimientos ain mas bajos en ausencia de
ascorbato de sodio,’® corroborando que el uso del ascorbato de sodio ademas es una buena
estrategia para asegurar la permanencia de iones Cu(l) en el medio de reaccion, aun cuando

se utilicen sales de Cu(l).

Para la asignacion estructural del triazol se utilizo como referencia el desplazamiento
quimico reportado en la literatura para triazoles disustituidos en posiciones 1,4 y 1,5. De
acuerdo con estos reportes, en el caso de *H-RMN no se observa una diferencia significativa
en los desplazamientos quimicos de los protones de los isomeros 1,4 y 1,5 disustituidos; sin
embargo, si se ha observado una tendencia en los desplazamientos quimicos encontrados en
los espectros de **C-RMN. Mientras que el carbono de la posicion 4 se encontr6 en un
intervalo de desplazamiento quimico de 117-123 ppm; el carbono de la posicion 5 present6
un desplazamiento quimico de 130-136 ppm,® mismos que permiten una correlacion en los
espectros dos dimensiones (2D). Para el caso de este trabajo, con los datos de correlacién de
los espectros de dos dimensiones del proton del triazol y el carbono al que se encuentra
directamente unido. Asi, se identificaron a los compuestos obtenidos como 1,2,3-triazoles
disustituidos en posiciones 1,4 consistentes con la bibliografia para las reacciones tipo
CuAAC.

En el caso de los derivados de fenilacetileno (5a-d), se obtuvieron con rendimientos
moderados (58-78%), siendo el rendimiento global de la ruta sintética de 67 a 79% partiendo
desde estrona. La caracterizacion (Figura 12) a través de *H-RMN permitié identificar las
sefiales pertenecientes a los protones del anillo aromatico del sustituyente fenilo entre 7.82 y
7.32 ppm, asi como la sefial correspondiente al hidrogeno de la posicion 5° del triazol
formado en un desplazamiento promedio de 7.76 ppm como una sefial simple. Por otro lado,
en el espectro de °C se identificaron los carbonos correspondientes al anillo de fenilo y al

triazol en la region caracteristica de los carbonos aromaticos.

8 Creary, X., Anderson, A. S., Brophy, C., Crowell, F., & Funk, Z. (2012). Method for Assigning Structure of 1,2,3-
Triazoles. J. Org. Chem., 77(19), 8756-8761. https://doi.org/10.1021/jo301265t

31|Pagina



a)

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.C
1 (ppm)
b)
0
H-1
Ar-Hm N=N H-2
Ar-Hp{/ N N o~
e
5 H-4
ArHo o o
5 H-4 ‘
| P |
Hp B .
H I i W I
I Y i f
B UL l_.‘"‘,_,h ,"' ML | 1

LS a4 T EEY ry T

n oo N - o ~N &~
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 .6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2

58 5
f1 (ppm)

o}
c)
|
4! '\l
'5, e o s O
4’
J I ‘ |
\ |
il 165 160 155 150 145 140 130 125 120 115 110 105 1

135
f1 (ppm)

Figura 12. a) y b) Espectro de *H-RMN 500 MHz en CDClI3 del compuesto 5d. c) Espectro de *C RMN de 126 MHz-en
CDCls del compuesto 5d.
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Por otra parte, los derivados del alcohol propargilico (5e- h) se obtuvieron en rendimientos
bajos (22-32%); con rendimientos globales del 19-29%, siguiendo la metodologia

anteriormente descrita.

a)

T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

b) o]
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Figura 13. a) y b) Espectro de 'H-RMN 500 MHz en CDCls del compuesto 5h. c) Espectro de *C-RMN 126 MHz en
CDCls del compuesto 5h.
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En el espectro de *H-RMN de los compuestos 5e-h se identifico la sefial caracteristica del
proton de la posicion 5° del 1,2,3-triazol en un valor promedio de 7.55 ppm, asi como el
grupo metileno que sustituye a la posicion 4°, a pesar de que los protones de este metileno
son diasterotopicos, se observaron en el espectro como una sefial simple que integra para dos
protones entre 4.77-4.80 ppm; lo que indica que se encuentran en un ambiente electrénico

muy similar (Figura 13).

Ya que observamos una disminucién en el rendimiento, se propuso modificar las condiciones
de reaccién. Por lo que, como primera intervencion, se modifico el disolvente utilizado,
considerando que estos disolventes no permitirian conservar las condiciones de temperatura
(100° C), se propuso mantener las condiciones de temperatura a reflujo durante el mismo
periodo de tiempo (12-16 horas).

Tabla 1. Condiciones de reaccion utilizados para los ensayos de cambio de disolvente para la obtencidn de los
compuestos 5e-5h.

Temperatura Disolvente % de
rendimiento
Reflujo MeOH/H;0 i3
Reflujo EtOH/ H,0 *
Reflujo ButOH/ H,0
Reflujo Isopropanol/H.O
Reflujo Octanol/ H,O
Reflujo Acetonitrilo
Reflujo Acetona *
Reflujo DCM/MeOH *
Reflujo THF

*No se observé reaccion
--- se observo reaccion, pero no se logré aislar el producto

Los resultados anteriormente descritos no fueron favorables. En primer lugar, se intentaron
replicar las condiciones estandar de la reaccion de cicloadicion alquino-azida tipo click,
donde se utilizan diferentes mezclas alcohol-agua como disolvente de la reaccion.®® Sin
embargo, las derivados azidoalquilicos demostraron baja solubilidad a temperatura ambiente,
que si bien aumentaba un poco con el incremento de la temperatura, no se logro solubilizar

completamente el fragmento esteroidal, de manera que la reaccion procedié con bastante
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lentitud y los productos de reaccion no se lograron aislar. Con esta observacion, se decidio
disminuir la polaridad de los disolventes utilizados buscando que, al mejorar la solubilidad,

la reaccion se favoreciera en mayor medida, sin embargo, no se observo este efecto.

En este punto, considerando la metodologia planteada que incluye lavados con soluciones
acuosas para eliminar la DMF utilizada en el medio de reaccion, se contemplé la posibilidad
de que el aumento considerable en la polaridad de los productos 5e-h pudiera hacer que estos
pasaran a la fase acuosa, resultando en un rendimiento pobre. Para eliminar este factor, se
llevé a cabo la co-evaporacion de DMF con tolueno empleando bomba de alto vacio hasta
sequedad. Esto permitié mejorar los rendimientos de la reaccion entre el 56-62%. Por ultimo,
siguiendo la metodologia descrita por Hussain et al. 8 se manejé una equivalencia 2:1
derivados azidoalquilo y los alquinos. Con el objetivo de mejorar la economia atémica, se
decidié reducir la cantidad de reactivos a una relacion 1:1 (Tabla 2). Esta modificacién

permitié aumentar los rendimientos hasta un 98%.

Tabla 2. Comparacion de los rendimientos obtenidos al modificar las condiciones de reaccion de la CuAAC para la
obtencion de los compuestos 5e-h.

Rendimiento de la reaccion

Lavados con Evaporacion del Cambio de

salmuera disolvente equivalentes
5e 32 78 98
5f 28 61 95
59 22 72 95
5h 25 56 82

Con estas consideraciones, se optd por optimizar la obtencion de los compuestos derivados
de fenilacetileno 5a-d mediante la co-evaporacion directa del disolvente utilizando tolueno
y ajustando la relacion estequiométrica. Esta estrategia mejoré los rendimientos de la

reaccion hasta un 95 % (Tabla 3).
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Tabla 3. Comparacion de los rendimientos obtenidos al modificar las condiciones de reaccién de la CUAAC para la
obtencién de los compuestos 5a-d.

Rendimiento de la reaccion (%o)

Lavados con Evaporacion del disolvente
salmuera y cambio de equivalentes
5a 86 95
5b 76 92
5¢c 78 92
5d 72 89

Una vez optimizadas estas condiciones de reaccion, se planted la obtencion de los 1,2,3-
triazoles disustituidos en posiciones 1,4 a partir de los alquinos bromuro de propargilo y
propargilamina. Sin embargo, en ambos casos observamos que la materia prima no se

consumio totalmente.

En el caso de los derivados de bromuro de propargilo, a través de CCF (Cromatografia en
Capa Fina) observamos la formacion de una gran cantidad de subproductos, algunos de ellos
no fueron lo suficientemente estables para lograr aislarlos. Por otro lado, los que se lograron
aislar pertenecen a los azido-alquil derivados, sin observarse las sefiales caracteristicas de la

formacion del heterociclo.

Kumar et. al.,*! reportaron una serie de 1,2,3- triazoles disustituidos en posiciones 1,4 como
hibridos derivados de cumarinas; mismos que fueron identificados a través de *H-RMN con
sefiales caracteristicas del proton de la posicién 5 del triazol como un singulete con
desplazamientos quimicos entre 8.04-7.89 ppm, asi como la sefial perteneciente al metileno
que sustituye en la posicion 4 como un sefial simple que integra para dos protones con
desplazamientos quimicos situados entre 4.58- 4.62 ppm. Por otro lado, Hussain et al.,®’
reportaron la formacién de este tipo de heterociclicos hibridos de vainillina, mismos que
sefialan la identificacion de estos compuestos a través de estas sefiales caracteristicas en

rangos de desplazamiento quimico similares a los mencionados anteriormente. Ya que en
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espectros de los subproductos que logramos aislar de estos ensayos no observamos estas

sefiales caracteristicas, concluimos que no apreciamos la formacion de este producto.

En el caso de los derivados de propargilamina, tampoco se observé el consumo completo de
la materia prima. A traves de cromatografia en columna, se lograron aislar compuestos
identificados como los derivados alquilazido. Krzywik et. al® reportaron la obtencién de
derivados 1,2,3-triazoles a partir de la modificacion estructural de la colchicina usando una
aproximacion sintética similar, a través de una CUAAC con un sistema catalitico CuSO4/
ascorbato de sodio obteniendo un rendimiento del 25%; por lo que se intentd replicar sus

condiciones de reaccion sin tener éxito de aislar productos identificables.

8 Krzywik, J., Nasulewicz-Goldeman, A., Mozga, W., Wietrzyk, J., & Huczynski, A. (2021). Novel Double-
Modified Colchicine Derivatives Bearing 1,2,3-Triazole: Design, Synthesis, and Biological Activity
Evaluation. ACS Omega, 6(40), 26583-26600. https://doi.org/10.1021/acsomega.1c03948
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4.2 Evaluacion in silico de propiedades fisicoquimicas y de actividad biologica

4.2.1 Propiedades fisicoquimicas

Las propiedades fisicoquimicas pueden impactar directamente el comportamiento de una
molécula al interactuar con un sistema vivo.* Por ejemplo, propiedades como el tamafio
molecular y el coeficiente de particion determinaran la probabilidad de que un compuesto
atraviese las membranas bioldgicas y pueda interaccionar con receptores intracelulares.
Ademas, determinar propiedades involucradas en la absorcion y la biodisponibilidad de las

moléculas.®?

Los descriptores moleculares que se utilizan con frecuencia incluyen el peso molecular
(MW), el coeficiente de particion octanol/agua (SlogP), el area de superficie polar topolégica
(TPSA), los donantes de enlaces de hidrégeno (HBD), los aceptores de enlaces de hidrégeno
(HBA) y el nimero de enlaces rotativos (RB). Estos descriptores se utilizan normalmente
para cuantificar caracteristicas similares a farmacos o farmacos en desarrollo. En general,
estos descriptores pretenden capturar tres caracteristicas significativas de interés en el
desarrollo de farmacos: tamafio (MW), polaridad (SlogP, TPSA, HBD, HBA) y flexibilidad
(RB).%

Es por esto que se han desarrollado una serie de parametros fisicoquimicos que tienen como
finalidad asegurar que las moléculas analizadas cumplan con los requisitos minimos para
que, a este nivel, una molécula sea considerada apta como candidato a evaluaciones de

actividad biolégica y de propiedades farmacocinéticas.
4.2.2 Molinspiration

Molinspiration es una plataforma en linea que ofrece una variedad de herramientas para la

quimica computacional y la bioinformatica, principalmente enfocadas en el disefio y analisis

% Bunally, S., Luscombe, C. N., & Young, R. J. (2019). Using Physicochemical Measurements to Influence Better
Compound Design. SLAS Discov., 24(8), 791-801. https://doi.org/10.1177/2472555219859845

91 Malan, S. F., Chetty, D. J., & Du Pressis, J. (2002). Physicochemical properties of drugs and membrane permeability. S.
Afr. J. Sci., 98, 385-391. https://doi.org/10.10520/EJC97511

92 Raevsky, O. A. (2004). Physicochemical Descriptors in Property-Based Drug Design. Mini-Rev. Med. Chem., 4(10),
1041-1052. https://doi.org/10.2174/1389557043402964

9 Martinez-Mayorga, K., Madariaga-Mazon, A., Medina-Franco, J. L. & Maggiora, G. (2020). The impact of
chemoinformatics on drug discovery in the pharmaceutical industry. Expert Opin. Drug. Discov., 15(3), 293-306.
https://doi.org/10.1080/17460441.2020.1696307
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de moléculas. Las herramientas de Molinspiration son ampliamente utilizadas en el campo
de la quimica medicinal para evaluar las propiedades y actividades de los compuestos
quimicos (logP, area de superficie polar, nimero de donantes y aceptores de enlaces de
hidrogeno y otros). Es uno de los sitios mas populares para llevar a cabo este tipo de calculos,
con un estimado de mas de 80 000 moléculas analizadas por mes.%*

Los compuestos 5a-h fueron analizados utilizando la plataforma Molinspiration,
obteniéndose los resultados presentados en la Tabla 4.

Tabla 4. Resultados de parametros fisicoquimicos obtenidos del programa molinspiration.

Compuesto LogP MW NnON nOHNH # Violaciones TPSA  Enlaces
rotables
Criterio <5 <500 <10 <5 <2 140A <10
5a 5.02 44157 5 0 1 57.02 6
5b 5.29 455.6 5 0 1 57.02 7
5¢ 5.80 469.63 5 0 1 57.02 8
5d 6.30 483.66 5 0 1 57.02 9
5e 2.92 39550 6 0 0 7725 6
5f 3.19 409.53 6 0 0 7725 7
59 3.70 42356 6 0 0 7725 8
5h 4.21 43758 6 0 0 7725 9

En primer lugar, se pudo observar que cuatro de los compuestos evaluados, especificamente
aquellos que contienen un anillo fenilo como sustituyente en la posicién 4 de los triazoles
(5a-d) no cumplen con el valor 6ptimo de LogP. Este parametro esta relacionado con la
capacidad de un compuesto de atravesar las membranas bioldgicas a través de un sistema de
difusion simple (sin requerir de transportadores, canales o involucrar procesos energéticos),%

sin embargo, es importante considerar que las moléculas de tipo esteroidal tienen una

% Molinspiration — cheminformatics [last accessed: November 2023] www.molinspiration.com

% Chandrasekaran, B., Abed, S. N., Al-Attraqgchi, O., Kuche, K., & Tekade, R. K. (2018). Computer-Aided Prediction of
Pharmacokinetic (ADMET) Properties. En Elsevier eBooks (pp. 731-755). https://doi.org/10.1016/b978-0-12-814421-
3.00021-x
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excelente capacidad para atravesar membranas celulares® y pueden unirse a transportadores

especificos lo que evita la necesidad de una difusion simple a través de la membrana.®’

Todas las moléculas de interés biologico cumplen con un peso molecular <500 Da, por lo
que, a pesar de su tamafio, para fines de analisis de quimica medicinal se consideran como

moléculas pequefias.

En cuanto al numero de aceptores de puentes de hidrogeno (que se cuantifican a traves de la
suma de nitrégenos y oxigenos presentes), asi como el nimero de donadores de puentes de
hidrégeno (cuantificados por la presencia de grupos amino y grupos hidroxilo). Los
compuestos evaluados cumplen con las caracteristicas indicadas. Estos parametros se deben
considerar ya que los puentes de hidrégeno son enlaces no covalentes que frecuentemente se
encuentran en las interacciones ligando-receptor.%® Ademas, estan también relacionados con
la polaridad, de manera que pueden modificar el perfil de permeabilidad y biodisponibilidad

del compuesto.®

El pardmetro TPSA que se refiere a el area polar superficial topografica se toma en cuenta
como una medida de la polaridad, observamos que ninguno de los compuestos se encuentra
cerca del limite (140 A2), sin embargo, usualmente se considera como punto de corte 60-90
A2 para considerar que puede atravesar la barrera hematoencefélica, y por lo tanto tener
actividad a nivel de sistema nervioso central.1% Por lo que esto enciende las alertas sobre la

posibilidad de un efecto secundario a nivel neurolégico.

Por otro lado, el nimero de enlaces rotables se asocia con un mayor nimero de conférmeros
que se puedan adaptar a los sitios activos de las proteinas, tanto a la del blanco molecular

deseado y a otros mas, a lo que se denomina como promiscuidad,®® por lo tanto, una

% Bansal, R., & Suryan, A. (2022). A Comprehensive Review on Steroidal Bioconjugates as Promising Leads in Drug
Discovery. ACS Bio & Med Chem Au, 2(4), 340-369. https://doi.org/10.1021/acshiomedchemau.1c00071

97 Okamoto, N., Viswanatha, R., Bittar, R., Li, Z., Haga-Yamanaka, S., Perrimon, N. & Yamanaka, N. (2018). A Membrane
Transporter Is  Required for  Steroid Hormone Uptake in  Drosophila. Dev.  Cell, 47(3), 294-
305.e7. https://doi.org/10.1016/j.devcel.2018.09.012

% Kenny, P. W. (2022). Hydrogen-Bond Donors in Drug Design. J. Med. Chem., 65(21), 14261-14275.
https://doi.org/10.1021/acs.jmedchem.2c01147

9 Coimbra, J. T. S., Feghali, R., Ribeiro, R. P., Ramos, M. J., & Fernandes, P. A. (2021). The importance of intramolecular
hydrogen bonds on the translocation of the small drug piracetam through a lipid bilayer. RSC Adv., 11(2), 899-908.
https://doi.org/10.1039/d0ra09995¢

100 Shityakov, S., Neuhaus, W., Dandekar, T., & Forster, C. (2013). Analysing molecular polar surface descriptors to predict
blood-brain barrier permeation. Int. J. Comput. Biol. Drug Des., 6(1/2), 146. https://doi.org/10.1504/ijcbdd.2013.052195
101 Redhair, M., & Atkins, W. M. (2021). Analytical and functional aspects of protein-ligand interactions: Beyond induced
fit and conformational selection. Arch. Biochem. Biophys., 714, 109064. https://doi.org/10.1016/j.abb.2021.109064
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disminucion en la selectividad del ligando por la proteina blanco. Todos los compuestos

evaluados se encuentran dentro del rango aceptable de enlaces rotables.

Considerando estos resultados, de acuerdo al programa molinspiration se considera que los
compuestos cumplen con la mayoria de estos pardmetros fisicoquimicos, exceptuando el de

solubilidad; el cual se contabiliza como una violacion.

4.2.3 Prediccidn de actividad biologica

Para el desarrollo de moléculas bioactivas se ha vuelto clave identificar las proteinas objetivo,
de manera que esto permita obtener informacion relativa a los procesos biol6gicos
involucrados. El aporte de los enfoques bio y quimioinforméaticos permite estimar los
objetivos més probables, de manera que a partir de un ligando se puedan obtener los blancos
mas probables.'? Actualmente se encuentran disponibles en linea diversos predictores de

actividad bioldgica que permiten el estudio de moléculas pequefias.

4.2.3.1 Pass Online

El programa PASS permite estimar el probable perfil de actividad biolégica de un compuesto
que es evaluado como potencial farmaco de acuerdo a su formula estructural, para lo cual el
primer requisito que debe cumplir los compuestos a evaluar es que tenga un tamafio entre los
50 y 125 Da.1®

De una manera simplificada, se puede explicar el funcionamiento de este programa como un
analisis de las relaciones estructura-actividad de un conjunto de sustancias farmacoldgicas
que incluyen candidatos a farmacos, en diversas etapas de investigacion preclinica y clinica,

asi como compuestos con actividad toxica especifica. Lo que permite categorizar las

102 Brogi, S., Ramalho, T. C., Kuca, K., Medina-Franco, J. L. & Valko, M. (2020). Editorial: In silico Methods for Drug
Design and Discovery. Front. Chem., 8. https://doi.org/10.3389/fchem.2020.00612

108 Filimonov, D. A, Lagunin, A. A., Gloriozova, T. A, Rudik, A. V., Druzhilovskii, D. S., Pogodin, P. V. & Poroikov, V.
V. (2014). Prediction of the Biological Activity Spectra of Organic Compounds Using the Pass Online Web
Resource. Chem. Heterocycl. Compd., 50(3), 444-457. https://doi.org/10.1007/s10593-014-1496-1
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moléculas como “activas” o inactivas”, para lo cual se ha calculado un porcentaje de

prediccion promedio del 95%.1%3

Los resultados se obtienen a través de una lista de tipos de actividad y su probabilidad de
“estar activo” Pa y “estar inactivo” que varian de 0 a 1. De manera que la probabilidad de
encontrar una actividad dada incrementa a medida que el valor de Pa aumenta y el valor de

Pi disminuye.'% Entonces los resultados se pueden interpretar de la siguiente manera:

. Si Pa>0.7: La molécula que se esta analizando presenta actividad bioldgica,
significando que existen agentes farmacéuticos similares en su base de datos que
son analogos a ese compuesto bioactivo.

. Si el 0.5<Pa<0.7: EI compuesto bioactivo no es muy conocido y por lo tanto no
sera analogo a algun agente farmacéutico conocido.

. Si Pa<0.5: La molécula analizada no comparte alguna similitud con agentes
farmacéuticos en su base de datos. Interpretandose que el compuesto bioactivo es
una nueva clase de molécula para actividades biolégicas que se deseen analizar.

. Cuando los valores de Pay Pi son similares, se considera que hay una probabilidad
del 50% de que el compuesto analizado presente la actividad bioldgica descrita.

Considerando lo anterior, se llevo a cabo el analisis de las moléculas 5a-h con el objetivo de
obtener resultado de su potencial actividad bioldgica. Del total de resultados obtenidos se
consideraron solo aquellos resultados con un valor de Pa >0.7 y que ademas tuvieran un
resultado de Pa>>Pi (Tabla 5).
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Tabla 5. Analisis de los compuestos 5a-h a través del programa PASS Online para la determinacién de potencial
actividad biolégica. Pa: Probabilidad de actividad Pa: Probabilidad de inactividad.

Actividad Compuestos
5a 5b 5¢ 5d 5e 5f 5¢

Anti-seborreico Pa 0807 0.731 0624 0.679 0729 0.735 0.613

Pi 0.004 0.032 0.051 0.041 0.032 0.031 0.053
Inhibidor de 3(0 17)beta Pa 0.726 0.704 -- 0.695 0.675 0.515 0.639
hidroxiesteroide

Pi 0.001 0.001 -- 0.001 0.001 0.002 0.001
Inhibidor oxidoreductasa Pa 0.704 0.751 0.724 0.767 0.666 0.777 0.734

Pi 0.013 0.010 0.013 0.009 0.020 0.008 0.012
Inhibidor de ovulacién Pa 0.625 0.603 0.626 0.610 0.567 0.625 0.552

Pi 0.013 0.017 0.013 0.015 0.027 0.013 0.033
Inhibidor de N- Pa 0.609 0637 0.637 0.608 0.636 0.742 0.635

acetilglucosaminiltransferasa

Pi 0.012 0.009 0.009 0.012 0.010 0.004 0.010
Tratamiento en trastornos Pa 0571 0555 0.565 0.555 0.558 0.590 0.542
menopausicos

Pi 0.008 0.009 0.008 0.009 0.009 0.007 0.010

De acuerdo con los resultados obtenidos, los compuestos evaluados presentan como
actividades principales: antiseborreico, inhibidor de 3- 0 17B-hidroxiesteroide, inhibidor de
la ovulacidn, inhibidor de la N-acetilglucosaminiltransterasa y tratamiento en trastornos
menopausicos. Todas estas actividades se relacionan con lo mencionado anteriormente
acerca de la funcion de la actividad bioldgica de compuestos derivados de la estrona.'® Por
lo que se puede concluir que los compuestos propuestos para este trabajo cumplen con
propiedades similares a los derivados de la estrona ya reportados y por lo tanto tienen

probabilidades de presentar actividad bioldgica.

104 Szaho, J., Pataki, Z., Wolfling, J., Schneider, G., Bdzsity, N., Minorics, R., Zupkd, 1., & Mernyak, E. (2016). Synthesis
and biological evaluation of 13a-estrone derivatives as potential antiproliferative agents. Steroids, 113, 14-21.
https://doi.org/10.1016/j.steroids.2016.05.010
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4.2.3.2 Swiss Target Prediction

Este sitio web permite estimar los blancos macromoleculares méas probables de una molécula
pequefia, asumida como bioactiva. La prediccion se basa en una combinacion de similitud
2D y 3D con una biblioteca de 370.000 moléculas activas conocidas en mas de 3000 proteinas
de tres especies diferentes. De manera que los resultados indican la probabilidad de que una
molécula evaluada tenga una determinada proteina como diana, pero no la probabilidad de

ser bioactiva.1®

De los compuestos evaluados, los derivados de fenilacetileno (compuestos 5a-5d)
presentaron una probabilidad de 1.06 de unirse a una serie de 58 receptores humanos que
contempla enzimas, quinasas, receptores acoplados a proteina G, proteasas, receptores de
membrana, etc; mientras que los derivados de alcohol propargilico (compuestos 5e-5h)
mostraron una probabilidad de 0.125 de unirse a 53 receptores de distintos tipos (Tabla 6).
Estos resultados indican que no se observa selectividad alguna, ademas, considerando que
los valores en la escala de cero a uno, estos valores resultan de baja probabilidad de

interaccion con los receptores diana.

105 Daina, A., Michielin, O. & Zoete, V. (2019). SwissTargetPrediction: updated data and new features for efficient
prediction of protein targets of small molecules. Nucleic. Acids Res., 47(W1), W357-
W364. https://doi.org/10.1093/nar/gkz382
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Tabla 6. Resultados representativos de prediccion de actividad biologica a través del programa Swiss Target Prediction.

Compuesto
5a-d

5e-h

Blanco/target
6-fosphofructo-2-
quinasa/fructosa-2,6-
bisfosfatasa 3

Receptor de factor de
crecimiento de
hepatocitos

Receptor 2 de
cannabinoides

Factor de coagulacién
IX

Molecula de adhesion
intracelular (ICAM-1),
Integrina alpha-L/beta-
2
Renina
Proteina-glutamina
gamma-
glutamiltransferasa
Receptor muscarinico
de acetilcolina M3
Tirosin-protein quinasa
TIE-2
Molecula de adhesion
intracelular (ICAM-1),
Integrina alpha-L/beta-
2

Tipo
Enzima

Quinasa

Receptor acoplado
a proteina G

Proteasa

Receptor de
membrana

Proteasa
Enzima

Receptor acoplado
a proteina G
Quinasa

Receptor de
membrana

Probabilidad de unién
0.106

0.106

0.106

0.106

0.106

0.125
0.125
0.125
0.125

0.125

Al final estos resultados se deben evaluar desde la perspectiva de que se basan en similitud,

por lo que estan condicionados a la existencia de estructuras similares en las bases de datos

utilizadas en el programa.’®® Por lo tanto, para aquellos compuestos que no arrojaron un

resultado favorable, es importante considerar la posibilidad de que se relacione con la

ausencia de compuestos de referencia similares, en lugar de con la ausencia de actividad

bioldgica.

4.2.3.3 CLC-Pred prediccion del efecto citotoxico de los compuestos en lineas celulares

de cancer
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CLCL-Pred es un servicio web disponible para la prediccion de citotoxicidad de compuestos
quimicos contra lineas celulares normales y tumorales de diversos tejidos. Cada tabla de
resultados incluye los valores de Pa (probabilidad de actividad) y Pi (probabilidad de
inactividad), el nombre de las lineas celulares y el nombre del tejido. Estos datos permiten

dar el seguimiento correspondiente al tipo de cancer asociado.'%

Sin embargo, se debe considerar que la prediccidn de citotoxicidad contra cada linea celular
se ejecuta de forma independiente de otras lineas celulares con una precision de prediccion
diferente. Por lo que cada resultado se debe considerar de manera individual. Al igual que en
el caso de PASS-online, los resultados a considerar son aquellos donde Pa>Pi. Ademas, el

punto de corte se posiciond el valor de Pa>0.5.

Los resultados de los compuestos evaluados indican que s6lo cuatro de ellos (5a, 5b, 5e, 5f)
tienen probabilidad mayor al 50% de presentar actividad contra lineas celulares en pulmén y
piel (Tabla 7). Sin embargo, debido a antecedentes sobre derivados de la estrona como
agentes antiproliferativos, sobretodo actuando sobre lineas celulares de cancer de mama se

esperaria encontrar resultados relacionados a estos antecedentes.'%

Tabla 7. Resultados de la actividad citotdxica en lineas celulares cancerigenas

Compuestos
Tejido Linea celular 58 5b 5e 5f
Piel UACC-62 Pa 0.544 0.529 0.528 *
Pi 0.014 0.012 0.012 e
Pulmén MDA-MB-231 Pa 0.544 0.514 0.514 0.503
Pi  0.029 0.034 0.034 0.037

*Valores de probabilidad menores a 0.5

106 |_agunin, A. A., Dubovskaja, V. I., Rudik, A. V., Pogodin, P. V., Druzhilovskiy, D. S., Gloriozova, T. A., Filimonov, D.
A., Sastry, N. G. & Poroikov, V. V. (2018). CLC-Pred: A freely available web-service for in silico prediction of human cell
line cytotoxicity for drug-like compounds. PLOS ONE, 13(1), e0191838. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0191838
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También es destacable mencionar que los compuestos evaluados no presentan actividad de
citotoxicidad sobre lineas celulares de células sanas.>® Esto es especialmente importante
debido a que la citotoxicidad sobre lineas celulares no cancerigenas se asocia a efectos

secundarios.

4.3 Docking molecular

De acuerdo con los resultados obtenidos de la prediccion de actividad, en su mayoria estas
son dirigidas por la porcion esteroidea y hacia la via de sintesis de estrogenos. Por ello, en
este trabajo planteamos la evaluacion de la union de los compuestos obtenidos a enzimas

como la enzima aromatasa y la 17-B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa.

A medida que se ha descrito la implicacion de las hormonas sexuales en el desarrollo de
diversas patologias; las vias de sintesis y regulacion hormonal se han convertido en un
objetivo en procesos de disefio y obtencion de compuestos con actividad bioldgica. Por
ejemplo, se ha determinado que el cuarenta por ciento de todos los canceres, concretamente
el de mama, préstata, ovario y utero, son sensibles a los esteroides sexuales y, por tanto, son

candidatos ideales para enfoques basados en el control de la actividad endocrina.’

4.3.1 Aromatasa

La enzima conocida comUnmente como aromatasa pertenece a la superfamilia de citocromos
P450, por lo tanto, la enzima se reconoce como P450 19A1. Su funcion es la conversion de
androgenos a estroégenos. Es decir, la obtencion de estrona, 17p-estradiol y 178,16a-estriol a
partir de andronstendiona, testosterona y 16-hidroxitesteosterona. De manera concreta,
cataliza la desmetilacion del carbono 19 de los andrdgenos, produciendo estrégenos fenélicos

de 18 carbonos.'® La conversion ocurre en tres pasos, los dos primeros corresponden a una

17 Labrie, F., Luu-The, V., Lin, S., Labrie, C., Simard, J., Breton, R., & Bélanger, A. (1997). The key role of 17p-
hydroxysteroid dehydrogenases in sex steroid biology. Steroids, 62(1), 148-158. https://doi.org/10.1016/s0039-
128x(96)00174-2

108 Blakemore, J. K., & Naftolin, F. (2016). Aromatase: Contributions to Physiology and Disease in women and men.
Physiol., 31(4), 258-269. https://doi.org/10.1152/physiol.00054.2015
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reaccion de C19-metil hidroxilacion, y en el tltimo paso se lleva a cabo la aromatizacién del

anillo A del esteroide.1

Como parte de superfamilia de citocromos P450, comparte la caracteristica estructural de
contener un grupo hemo como prostético de la enzima. Ademas, es un citocromo que requiere
NADPH para ejercer su accion.''® Aunque no se han descrito totalmente el mecanismo de

transferencia electronica, se sabe que en cada paso se requiere de Oz y NADHP.1%

La aromatasa es una enzima cuya actividad estd estrechamente regulada. Se expresa
principalmente en los ovarios de mujeres premenopdausicas; en la placenta de mujeres
embarazadas; y en las células de fibroblastos adiposos de mujeres posmenopausicas.*® A
nivel patoldgico, se conoce que al menos el 70% de los casos de cancer de mama expresan
receptores de estrogenos. De manera que, los estrogenos se reconocen como esencialmente
necesarios para la proliferacion.'!* De ahi que algunos de los tratamientos desarrollados para
combatir el cancer de mama se enfoquen en la inhibicidn de la enzima aromatasa como medio

para interrumpir la sintesis y accion de los estrogenos.

De acuerdo a esta linea de investigacion, se han desarrollado al menos 3 generaciones de
inhibidores de la aromatasa (Al). Sin embargo, tanto la primera como la segunda generacion
han destacado por su alto grado de toxicidad y baja selectividad.® Los resultados de la
actividad bioldgica de los Al de tercera generacién han demostrado ser mas efectivos y
menos toxicos, por lo que la FDA (Food and Drug Administration) los ha recomendado como
tratamiento de primera linea para el carcinoma de mama.*'? Esto hace que la blsqueda de
nuevos compuestos que puedan replicar o mejorar estos resultados sea un espacio de

oportunidad para la sintesis organica.

109 Suvannang, N., Nantasenamat, C., Isarankura-Na-Ayudhya, C., & Prachayasittikul, V. (2011). Molecular docking of
aromatase inhibitors. Mol., 16(5), 3597-3617. https://doi.org/10.3390/molecules16053597

10 Chan, H. J., Petrossian, K., & Chen, S. (2016). Structural and functional characterization of aromatase, estrogen receptor,
and their genes in endocrine-responsive and —resistant breast cancer cells. J. Steroid Biochem. Mol. Biol., 161, 73-83.
https://doi.org/10.1016/j.jsbmb.2015.07.018

11 Al-Shami, K., Awadi, S., Khamees, A., Alsheikh, A. M., Al-Sharif, S., Bereshy, R. A., Al-Eitan, S. F., Banikhaled, S.
H., Al-Qudimat, A. R., Al-Zoubi, R. M., & Zoubi, M. S. A. (2023). Estrogens and the risk of breast cancer: A narrative
review of literature. Heliyon, 9(9), e20224. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2023.e20224

12 Tharlimann, B., Hess, D., Koberle, D., Senn, 1., Ballabeni, P., Pagani, O., Perey, L., Aebi, S., Rochlitz, C., & Goldhirsch,
A. (2004). Anastrozole (‘Arimidex’) versus tamoxifen as first-line therapy in postmenopausal women with advanced breast
cancer: Results of the double-blind cross-over SAKK trial 21/95 - a sub-study of the TARGET (Tamoxifen or ‘Arimidex’
Randomized Group Efficacy and Tolerability) trial. Breast Cancer Res. Treat, 85(3), 247-254.
https://doi.org/10.1023/b:brea.0000025420.78346.f9
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Para el ensayo in silico de los compuestos obtenidos, se llevo a cabo el proceso de validacion
del sistema, eliminando el ligando co-cristalizado de la proteina, y llevando a cabo un re-
docking con la testosterona (Figura 14). El resultado obtenido de la desviacion cuadratica
media (RMSD, por sus siglas en inglés) fue de 0.0865 con una energia de union de -9.2290.

Estos resultados indican que el conformero cristalografico y el del docking son muy

parecidos.

(i ®
373 N4
o) — ')

) polar > sidechain acceptor _/ solvent residue arene-arene
acidic  *+ sidechain donor metal complex @H arene-H

Q basic > backbone acceptor  “ solvent contact @+ arene-cation
greasy ** backbone donor metal/ion contact

-, proximity ligand receptor

" contour exposure exposure

Figura 14. Diagramas de interaccion en 2D y sus poses tridimensionales de la testosterona en la estructura cristalina de la
aromatasa obtenido con el programa MOE.

Met374A
Ry 3 En la Figura 14 se muestra la pose con menor RMSD. Se
puede observar que los residuos de aminoacidos Trp224,
Phe221, Phel34, 11e333, Val 370 y Met374 se encuentran en

la proximidad del ligando cristalografico, posicionandose

1le133A
11370A

como el sitio de unién. Las interacciones encontradas en este

docking Figura 15 corresponden a un puente de hidrogeno

Leud77A

entre el grupo amino de la Met374 y el grupo hidroxilo de la
Figura 15. Diagrama 2D generado en .., , . . .
ProteinsPlus posicion 17 de la testosterona. Asi como interacciones de tipo

hidrofobico de los residuos 11e133, Val370 y Leu477. La
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interaccion principal tanto de los ligandos enddgenos como de los Al ha sido reportada como

el enlace de hidrdgeno con la Met374.1%°

Para los compuestos evaluados, se seleccionaron las poses de menor score para realizar el

andlisis post-doking utilizando Pymol y ProteinsPlus para evaluar las interacciones en

modelos 2D y 3D. En la tabla 10 se muestran los resutados obtenidos de la energia de union

y las interacciones entre la aromatasa y los compuestos derivados de estrona (5a-5h).

Tabla 8. Tabla de interacciones moleculares entre la aromatasa y los compuestos evaluados (5a-5h).

Compuesto  Score RMSD Interacciones Otras
(Kcal/mol) . . . a través de interacciones
Diagrama de interacciones 2D
puentes de
hidrégeno
5a -10.0255 1.6354 Mars7a Met374 1le123 11e133
\“’L Alad43
5b -9.2376 0.9779 N Mo Met374 11e133
{7y Cys437 Thr310
Met303 Phe148
Gly439 Alad43
Ala306
e,
5c -9.6056 0.9779 . Met374 Phe430
?’éﬂ Met311 Gly439
- :;"‘; Cys437
- T Phe430
ONs Met304
Val370
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5d

5e

5f

59

-10.4623

-10.0216

-10.5094

-10.6144

2.5838 Mety7an Met374
) ’ggo Thr310
”‘f--.TmmA Valazoa

1.4712 & T Met374
e Thr310
1.3591 wetaran Met374

;'H R—__
1.5414 ., MegiaA Met374
NS Met311

Ala306A
Thratoa

Gly439
Val370
Alad43
11e133

Cys437
Ala306
11e132

Phe148
Ala438
Ala306
Cys437
Val370
Thr310

Gly439
Ala306

Gly439
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5h -11.3314  2.6151 Met374 Ala306
%" Thr310 Leul52
Met446
Gly439
Thr310

Los compuestos derivados del fenilacetileno no muestra un comportamiento especifico de
acuerdo a la estructura y el score obtenido. Sin embargo, el compuesto que exhibe mejores
resultados es el 5a. Todos los compuestos derivados del fenilacetileno mostraron resultados
de score mejores a los obtenidos por el ligando cristalogréfico, los cuales comparten la
interaccion de enlace de hidrogeno con la Met374 (Figura 16). Otras interacciones de tipo
puentes de hidrdgeno se presentan en el compuesto 5b con los aminoacidos Cys437, Met303
y Gly439. El compuesto 5¢ presenta una interaccion con la Met311 y el compuesto 5d con
la Thr370.

5a 5b
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Figura 16. Diagramas de interaccion en 2D de 5a-d en la estructura cristalina de la aromatasa
obtenido con el programa MOE.

Ademas de estas interacciones, los compuestos 5¢ y 5d presentaron interacciones de tipo
aromaticas por parte del anillo de triazol con los residuos Phe430 y Thr310 respectivamente
Figura 17. El hecho de que solo se observen en los derivados con mayor longitud permite
demostrar que es importante el tamafio de la cadena espaciadora para alcanzar sitios de
contacto con los aminoacidos posicionados cerca del sitio de unién. Esta interaccion con la

Thr310 la presentan también los Al Aminoglutetimida y el Formestano.*
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Figura 17. Diagramas de interaccion en 2D de a) compuesto 5¢ y b) compuesto 5d en la
estructura cristalina de la aromatasa obtenidos con ProteinsPlus.

De acuerdo a los resultados obtenidos, los compuestos con un menor score son 5e-5h, siendo
estos los derivados del alcohol propargilico. Con un mejor score si se compara con el
obtenido del ligando co-cristalizado. También se puede observar una tendencia a un score
menor, a medida que se aumenta la longitud del espaciador molecular entre la estrona y el
grupo triazol. Ademas de la interaccion principal con la Met374, estos compuestos presentan

otras interacciones a través de puentes de hidrogenos e interacciones de tipo aromatico.

Los compuestos 5e y 5h, presentan interacciones a través de puentes de hidrégeno con el
residuo Thr310 Figura 18. Estas interacciones también las presentan la Aminoglutetimida y
el Formestano, que corresponde a Al de primera y segunda generacidn respectivamente.®®
De estos dos compuestos, resulta ser que en estudios previamente reportados la
Aminoglutetimida presenta una energia de union menor que el ligando enddgeno y de otros

inhibidores de la aromatasa, a pesar de presentar multiples contactos. Por otro lado, el
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Farmestano en este mismo estudio presenta una mejor energia de union, incluso mejor que

la energia de union del ligando co-cristalizado.

Mel3744 Met374A

P}‘-f—g;:o b)

R H R
]
}

a)

Val370A

Thr310A
Yis,,

Ala306A
Leu152AMet446A
Gly439A

Thr310A
Thr310A

Thr310A O
~

Ala306A

HO

Figura 18. Diagrama 2D obtenido en ProteinsPlus de los derivados a) compuesto 5c¢ y b) compuesto 5d.

Otras interacciones de tipo aromatico también se observaron entre el anillo de triazol y
algunos residuos de aminoécidos. Los compuestos 5f y 5g, adicionalmente presentan una
interaccién de tipo aromatico con el aminoacido Gly239. Por otro lado, el compuesto 5e
presenta interacciones de tipo aromatico con los residuos Phel48 y Ala4380 Figura 19. Si
bien en los Al que presentan nitrégenos en su estructura han sido reconocidos por la
coordinacion con el grupo hemo, identificar estas interacciones podria indicar que estan

contribuyendo a los valores de score obtenidos.
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Figura 19. Diagramas de interaccion en 2D de a) compuesto 5f y b) compuesto 5e en la
estructura cristalina de la aromatasa obtenido con el programa MOE.

Finalmente, algunas de las interacciones de tipo hidrofébicas encontradas en los compuestos
evaluados han sido también reportadas en los 1A. Los compuestos 5¢, 5d y 5e comparten la
interaccion con la Val370 con los inhibidores Aminoglutetimida, Fadrozol, Formestano,
Exemestano, Anastrozol, Letrozol y Vorozol. Por otro lado, los compuestos 5a, 5b y 5d
presentan una interaccion lle133 que también presentan Aminoglutetimida, Formestano,
Anastrozol, Letrozol y Vorozol. El residuo aminoacidico Ala306 se ha descrito parte de las
interacciones con Fadrozol, Exemestano, Anastrozol, Letrozol y Vorozol y en esta evalucion
se ha encontrado en interaccion con los compuestos 5b, 5d, 5e y 5h. Finalmente, los
compuestos 5b, 5e y 5h presentan una interaccion con el residuo Thr310 misma que los

inhibidores Fadrozol, Anastrozol, Letrozol y Vorozol.
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4.3.2 17B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa (17p-HSD)

La enzima 17-beta-hidroxiesteroide-deshidrogenasa (17p-HSD) cataliza la interconversion
entre la forma activa e inactiva de hormonas esteroidales especificas en su paso final de
biosintesis.!*® Su actividad es dependiente del cofactor NADPH*/NADP. Se han descrito al

menos 14 tipos de 17B-HSD, de las cuales 12 se encuentran presentan en los seres humanos.

El estudio de las diferencias entre los tipos de 17B-HSD han permitido asociar algunos de
ellos con funciones especificas, la 17-beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa humana tipo 1
(17B-HSD1) se conoce con anterioridad que desempefia funciones criticas en la sintesis de
estradiol y, mas recientemente, en la inactivacion de la dihidrotestosterona (DHT), lo que

muestra una funcion dual que promueve la proliferacion de células de cancer de mama. '

Esto ha posicionado a la inhibicion de 17B-HSD1 y, por tanto, la reduccion de la
concentracion intracelular de estradiol, como un enfoque prometedor para el tratamiento de
enfermedades dependientes de estrogenos.**® A partir del siglo 21 se han desarrollado una
gran cantidad de estudios acerca de los inhibidores de la 178-HSD1, lo que ha permitido
identificar a inhibidores reversibles de tipo esteroidal y no esteroidal. En el caso particular
de los inhibidores de tipo esteroidal, se ha trabajado sobre el mecanismo de inhibicién de la
enzima por su sustrato E1 (Estrona) intentando mimetizar las interacciones que permiten la

regulacion enddgena de la actividad catalitica.'®

Recientemente, la evidencia apoya la propuesta de que el mecanismo de inhibicién por el
sustrato se lleva a cabo por la formacion de un complejo dead-end resultado de la unién no

productiva de la molécula sustrato en el sitio catalitico de la 17B-HSD1.1" El analisis

113 Moeller, G., & Adamski, J. (2009). Integrated view on 17beta-hydroxysteroid dehydrogenases. Mol. Cell.
Endocrinol., 301(1-2), 7-19. https://doi.org/10.1016/j.mce.2008.10.040

114 Aka, J. A., Zerradi, M., Houle, F., Huot, J., & Lin, S. (2012). 17beta-hydroxysteroid dehydrogenase type 1
modulates breast cancer protein profile and impacts cell migration. Breast Cancer Res. Treat., 14(3).
https://doi.org/10.1186/bcr3207

15 Klein, T., Henn, C., Negri, M., & Frotscher, M. (2011). Structural basis for species specific inhibition of 17B-
Hydroxysteroid dehydrogenase type 1 (17B-HSD1): computational study and biological validation. PloS One, 6(8), €22990.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0022990

16 poirier, D., Roy, J., & Maltais, R. (2021). A Targeted-Covalent inhibitor of 17B-HSD1 blocks two Estrogen-Biosynthesis
pathways: in vitro (Metabolism) and in vivo (Xenograft) studies in T-47D breast cancer models. Cancers, 13(8), 1841.
https://doi.org/10.3390/cancers13081841

U7 Li, T., Stephen, P., Zhu, D., Shi, R., & Lin, S. (2019). Crystal structures of human 17B-hydroxysteroid dehydrogenase
type 1 complexed with estrone and NADP+ reveal the mechanism of substrate inhibition. FEBS Lett., 286(11), 2155-2166.
https://doi.org/10.1111/febs.14784
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estructural ha permitido determinar la His??

es un residuo clave en la reorganizacion y
estabilizacion del complejo dead-end. Ademaés, se ha determinado que en el caso de las
moléculas de tipo esteroidal hay una orientacion inversa en el sitio de union al sustrato, de
manera que el anillo D se posiciona hacia el extremo de reconocimiento (His??' y Glu?®?) y
el anillo A se coloca hacia el sitio catalitico. Este cambio espacial impide la accion catalitica

de la enzima.

Se llevo a cabo el proceso de validacion del sistema, eliminando el ligando co-cristalizado
de la proteina, androstenediona, y llevando a cabo un re-docking con el mismo compuesto
androstendiona (Figura 20). El resultado obtenido de la desviacion cuadratica media
(RMSD, por sus siglas en inglés) fue de 0.7901 con una energia de union de -5.3717. Estos

resultados indican que el conformero cristalografico y el del docking son muy parecidos.

val
188

O polar ¥ sidechain acceptor ) solvent residue arene-arene
acidic  + sidechain donor metal complex ©H arene-H
QO basic  =~* backbone acceptor - solventcontact @+ arene-cation
O greasy -+ backbone donor = metalfion contact
.., proximity o ligand Oreceptor
contour exposure exposure

Figura 20. Diagramas de interaccion en 2D y sus poses tridimensionales de la testosterona en la
estructura cristalina de la 173-HSD1 obtenido con el programa MOE.
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En la Figura 21 se muestra la pose con menor RMSD.
"#4% Se puede observar que los residuos de aminoécidos
Phe226, Tyr218, Val225, Ser222, His221, Glu282,
Met279, Phe259, Leul49, Val343, Prol187 y Val288 se

encuentran en la proximidad del ligando cristalogréafico,

posicionandose como el sitio de union. Las
Pro187A
interacciones encontradas en este docking Figura 21
Leuta9n corresponden a un puente de hidrégeno entre el anillo

imidazol de His221 y el grupo carbonilo de la posicion

Figura 21. Diagrama obtenido en 17 de la androstenediona. Como se menciono
ProteinsPlus de la pose de revalidacion del . . .
Iigandoriestosterona. anteriormente, la His221 se ha determinado ser clave en

los mecanismos de inhibicion de la enzima 17p-
HSD1,**> por lo que de ahora en adelante sera considerada la interaccion principal. También

se logro determinar otras interacciones de tipo hidrofébico de los residuos Prol187 y Leul49.

Interacciones

Score . ) ) através de Otras
Compuesto RMSD Diagrama de interacciones 2D . .
(Kcal/mol) puentes de interacciones
hidrogeno

His221 Leul49

5a -6.7855 2.1487 Val188 Phe259
Prol67 His221

Thrl90

Leul49

5b -7.1973 2.2683 His221 Glu282
Phel59

Pheison Arg258

Arg258A
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5¢c

5d

5e

5f

59

-7.4929

-7.7130

-7.2797

-7.7136

-7.5571

4.6839 \
V
SN
2.0740
\\H\O
21029 mmmrwu:\

Leu149a

45571 (H

JJ-H
Lysisa

Pro187A Phe226A

Leu149A

1.1084

Tyr1554

His221

His221
Thr190

His221
Thr190 lle14

His221 Gly92
Lys159

His221
Cys185
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Pro187
Phe226
Pro187
Leul49

Val225
Thr140

Prol67
Pro187
Leul49

Pro187
Thr140
Leul49
His221

Pro187
Phe226
Leul49



His221

Val143
Lys159

5h -8.0048 1.5283 Thr190
Tyrl55

Leul49
Gly141

De acuerdo con los resultados obtenidos, los compuestos evaluados muestran una tendencia
a mejorar el score de union a medida que la cadena espaciadora entre la estrona y el grupo

triazol aumentan de nimeros de carbonos.

Los compuestos derivados del fenialcetileno (5a-d) presentan score de unién menores que
los obtenidos en la validacion por el ligando cristalografico. Ademas de la interaccion
principal con el residuo His221, se ha determinado la presencia de otras interacciones del
anillo triazol con distintos aminoacidos. Los compuesto 5b y 5¢ muestra interacciones de
tipo aromatico con el triazol y Thr298; asi como del anillo fenilo del residuo Phe226

respectivamente Figura 22.
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Figura 22. Diagrama 2D obtenido en MOE a) compuesto 5b, quien presenta interacciones de tipo H-
aromatico entre el anillo del triazol y el residuo del aminoacido Thr298; y b) el compuesto 5c que presenta
interacciones de tipo H-aromatica entre el residuo Phe226 y el anillo A de la estrona.



Los compuestos 5a ademas de la interaccidn principal muestra interacciones tipo puente de
hidrégeno con el anillo del triazol y los residuos de los aminoacidos Val188 y Prol87.
Mientras que el compuesto 5d muestra interacciones de puentes de hidrogeno con la Thr290,

Figura 23.
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Figura 23. Diagramas de interaccion 2D generado en MOE a) compuestos 5a y b) compuesto 5d

Las interacciones encontradas en la evaluacion de los compuestos tipo triazol, permiten
determinar que tanto la parte derivada de la estrona como el anillo de triazol son importantes
para que el compuesto interactie en el sitio de union. Los resultados obtenidos son
consistentes con los reportados para los derivados de esteroides!*? donde la similitud
estructural y la rigidez del nlcleo esteroidal permiten que actien como inhibidores. Por otro
lado, los triazoles han sido relacionados con interacciones fuertes con los aminoacidos
cercanos al sitio de union'*8 lo que permite aumentar la estabilidad de los complejos ligando-

estructura mejore y por lo tanto se obtienen energias de union mas bajas.

118 Hernandez-Lopez, H., Leyva-Ramos, S., Gémez-Duran, C. F. A., Pedraza-Alvarez, A., Rodriguez-Gutiérrez, I. R.,
Leyva-Peralta, M. A., & Razo-Hernandez, R. S. (2020). Synthesis of 1,4-Biphenyl-triazole derivatives as possible 17f-
HSD1 inhibitors: an in Silico study. ACS Omega, 5(23), 14061-14068. https://doi.org/10.1021/acsomega.0c01519
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5. CONCLUSIONES

Siguiendo la metodologia planteada se logré la modificacion estructural de la estrona en la
posicién 3. A través de dos pasos de reaccion se logro la obtencion de azido-alquil derivados
del esteroide estrona (3a-3d) que se utilizaron como intermediarios en la reaccion con
alquinos comerciales (fenilacetileno, alcohol propargilico y propargilamina) a través de una
reaccion de cicloadicién alquino-azida catalizada por Cobre (Cu-AAC) para la obtencion de
triazoles 1,4-disustituidos. Como producto final de esta ruta de sintesis se logro la obtencion
de 8 compuestos 1,2,3-triazoles, los cuales se obtuvieron de los alquinos fenilacetileno y
alcohol propargilico. Se obtuvo de manera selectiva los compuestos disustituidos en posicion
1,4, coincidiendo con lo reportado en la literatura para este tipo de reaccion; especificamente,
en la posicion 1 se encuentran sustituidos por el fragmento azido-alquil derivado y la posicion

4 por el sustituyente derivado del alquino.

La ruta sintética seguida resultd ser una estrategia efectiva para la obtencion de los
compuestos 1,2,3-traizol disustituidos en posiciones 1,4. Ya que Unicamente requirio de 3

pasos de reaccion, los cuales alcanzaron rendimientos de reaccion de hasta 98%.

La caracterizacion de los compuestos obtenidos se llevd a cabo a través de métodos
espectroscopicos como *H-RMN, 3C-RMN, HSQC, HMBC y COSY. Se logr6 corroborar
la estructura de los compuestos obtenidos al identificar las sefiales caracteristicas de las

transformaciones quimicas obtenidas en cada paso.

Los resultados de la evaluacion in silico de los compuestos obtenidos permitié definir que
cumplen con los parametros especificados en caracteristicas fisicoquimicas como MW,
TPSA, HBD, HBA, RB, nOH y nNHOH que son importantes para que un compuesto tenga
mejores oportunidades para interactuar en un sistema biolégico. Ademas, en la evaluacion
de las propiedades biofarmacéuticas también se obtuvieron resultados favorables en cuanto
a absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad. Finalmente, de acuerdo a los

resultados de prediccion de actividad los blancos moleculares mas probables para este tipo
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de compuestos son aquellos involucrados en la sintesis y metabolismo de las hormonas

esteroidales, precisamente debido a la similitud de la porcién derivada de la estrona.

Estos altimos resultados llevaron a dirigir la evaluacion de los compuestos como inhibidores
de la aromatasa y la 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa. Los resultados de la simulacién
de las interacciones entre los compuestos y las enzimas seleccionadas arrojaron diagramas
de interaccion en 2D, donde se identificaron las interacciones principales reportadas en la
literatura para inhibidores de estas enzimas. Tal es el caso de la Met374 para la aromatasa y
la His221 para la 17B-HSD. Ademas, los resultados del score de union indican que los
compuestos evaluados tienen una mejor afinidad de unién comparada con los ligandos

cristalograficos enddgenos.
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6. DESARROLLO EXPERIMENTAL

6.1 Métodos generales

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato de punto de fusion PRENDO FP-420 y
no fueron corregidos. Las rotaciones dpticas se midieron en un polarimetro Autopol 111 serie
#35598. Los espectros se obtuvieron en un instrumento Bruker Avance-500 y Bruker Ascend
500 (500.13 MHz para *H y 125.77 MHz para **C). Los desplazamientos quimicos (&) se
reportan en ppm. Los valores de las constantes de acoplamiento (J) se expresan en Hertz
(Hz). Las sefiales de RMN de 'H y 3C fueron asignadas con ayuda de experimentos de RMN
de 1D y 2D (COSY, HMBC y HSQC). Para la cromatografia en columna se utilizd gel de
silice 60 (malla 230-400). La cromatografia en placa fina se usaron placas comerciales de gel
de silice 60 F2s4, como reveladores se utilizo radiacion de luz ultravioleta de onda corta de
254 nm utilizando una lampara UVG-54. También se emplearon reveladores de solucién
vainillina al 10% en EtOH en presencia de 1% de H2SOa.

6.2 Métodos de sintesis, propiedades fisicas y espectroscopicas de los compuestos

obtenidos

6.2.1 Preparacion de bromoalquil derivados

El dibromoalcano (14.7 mmol) fue agregado a una solucién de estrona (1.8 mmol) y NaOH
(4.6 mmol) en 10 mL de THF y agua 1 mL. La mezcla de reaccion fue calentada en reflujo
durante 12 horas. El final de la reaccion fue monitoreado por cromatografia en capa fina
(hexano/AcOEt 7:3). La mezcla obtenida fue diluida en AcOEt y extraida con solucion
acuosa de HCI al 10% (3x), lavado con agua (3x) y secado en Na>SOas. El solvente fue
evaporado y el crudo de reaccion fue purificado por cromatografia en silice gel
(hexano/AcOEt 8:2). El compuesto puro se llevo a sequedad al vacio.
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6.2.2 Obtencion de la 3-(3°-Bromopropoxi)estra-1,3,5(10)-trien-17-ona

0

Br~ "0

El compuesto fue preparado de acuerdo al procedimiento general descrito. Rendimiento:
99%.99%.'"H NMR (500 MHz, CDCl3) & 7.25 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-1), 6.77 (dd, J = 8.6, 2.7
Hz, 1H, H-2), 6.70 (d, J= 2.7, 1H, H-4), 4.12 (t, J = 5.8 Hz, 2H, CH20), 3.65 (t, J = 6.4 Hz,
2H, CH2Br), 2.97 — 2.90 (m, 2H, H-6a, H-6p), 2.59 — 2.51 (m, 1H, H-16 p), 2.47 — 2.40 (m,
1H, H-110), 2.34 (tt, J = 6.2 Hz, 2H, CH2CH,Br), 2.19 (dt, J = 18.9, 8.9 Hz, 1H, H-9), 2.14
—2.02 (m, 2H), 2.00 (dd, J = 9.1, 2.7 Hz, 1H), 1.72 — 1.42 (m, 7H), 0.95 (s, 3H, C-18). 1*C
NMR (126 MHz, CDCls) & 221.1 (C-17), 156.7 (C-3), 137.9 (C-5), 132.3 (C-10), 126.4 (C-
1), 114.5 (C-4), 112.1 (C-2), 65.1 (CH20), 50.4 (C-14), 48.0 (C-13), 44.0 (C-9), 38.3 (C-8),
35.9 (C-16), 32.4 (CH,Br), 31.6 (C-12), 30.2 (CH2CH.Br), 30.0 (C-6), 26.6 (C-7), 25.9 (C-
11), 21.6 (C-15), 13.9 (C-18).

6.2.3 Obtencion de la 3-(4’-Bromobutoxi)estra-1,3,5(10)-trien-17-ona

0O

Br\/\/\o

El compuesto fue preparado de acuerdo al procedimiento general descrito. Rendimiento:
99%. 'H NMR (500 MHz, CDCls) & 7.20 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-1), 6.70 (d, J = 8.2 Hz, 1H,
H-2), 6.64 (s, 1H, H-4), 3.97 (t, J = 6.1 Hz, 2H, CH20), 3.49 (t, J=6.4, 2H, CH2Br), 2.94-
2.84 (m, 2H, H-60, H-6pB), 2.51 (dd, J =19.0, 8.7 Hz, 1H, H-16 B), 2.39 (m, 1H, H-11a), 2.32
—2.20 (m, 1H, H-9), 2.14 (dt, J = 18.6, 8.9 Hz, 1H), 2.10 - 1.97 (m, 3H), 1.94 (q, J=8.9, 7.0
Hz, 3H), 1.68 — 1.39 (m, 7H), 0.91 (s, 3H, C-18). 1*C NMR (126 MHz, CDClz) § 221.1 (C-
17), 156.9 (C-3), 137.8 (C-5), 132.1 (C-10), 126.4 (C-1), 114.5(C-4), 112.1 (C-2), 66.7
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(CH20), 50.4 (C-14), 48.0 (C-13), 44.0 (C-9), 38.4 (C-8), 35.9 (C-16), 33.6 (CH.Br), 31.6
(C-12), 29.7 (C-6), 29.5(C-7), 27.9(CH2CH:Br), 26.6 (CH2CH,0), 25.9 (C-11), 21.6 (C-15),
13.9 (C-18).

6.2.4 Obtencion de la 3-(5°-Bromopentoxi)estra-1,3,5(10)-trien-17-ona

O

AN
Br (0]

El compuesto fue preparado de acuerdo al procedimiento general descrito. Rendimiento:
99%. *H NMR (500 MHz, CDCl3). § 7.20 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-1), 6.71 (dd, J = 8.7, 2.8 Hz,
1H, H-2), 6.64 (d, J= 2.8 1H, H-4), 3.94 (t, J = 6.4 Hz, 2H, CH20), 3.4 (t, J = 6.9, 2H,
CH:2Br), 2.95 — 2.85 (m, 2H, H-60, H-6p), 2.50 (dd, J = 19.0, 8.7 Hz, 1H, H-16 B), 2.39 (m,
1H, H-11a), 2.25(td, J = 10.9, 3.9 Hz, 1H, H-9), 2.21 — 2.09 (m, 1H), 2.09 — 1.98 (m, 2H),
198-188 (m, 3H), 1.79 (g, J = 7.1 Hz, 2H), 1.67 — 1.39 (m, 10H), 0.91 (s, 3H, H-18). 1*C
NMR (126 MHz, CDCls) & 221.1 (C-17), 157.0 (C-3), 137.8 (C-5), 132.0 (C-10), 126.4 (C-
1), 114.5 (C-4), 112.1 (C-2), 67.5 (CH20), 50.4 (C-14), 48.0 (C-13), 44.0 (C-9), 38.4 (C-8),
35.9 (C-16), 33.7 (CH2Br), 32.5, 31.6 (C-12), 29.7 (C-6), 28.50, 26.6 (C-7), 25.9 (C-11),
24.9, 21.6 (C-15), 13.9 (C-18).

Brao~
¢
6.2.5 Obtencion de la 3-(6’-Bromohexoxi)estra-1,3,5(10)-trien-17-ona

El compuesto fue preparado de acuerdo al procedimiento general descrito. Rendimiento:
98%. *H NMR (500 MHz, CDCl3) & 7.19 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-1), 6.71 (dd, J = 8.7, 2.0 Hz,
1H, H-2), 6.64 (d, J= 2.0 Hz, 1H, H-4), 3.93 (t, J = 6.19 Hz, 2H, CH20), 3.42 (t, J = 6.8, 2H,
CH:2Br), 2.91 — 2.85 (m, 2H, H-6a, H-6pB), 2.50 (dd, J = 19.0, 8.7 Hz, 1H, H-16B), 2.39 (d, J
= 9.6 Hz, 1H, H-11a), 2.25 (td, J = 10.8, 3.9 Hz, 1H, H-9), 2.19 — 2.09 (m, 1H), 2.09 — 2.04
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(m, 1H), 2.00 (ddd, J = 12.7, 5.9, 3.2 Hz, 1H), 1.97 — 1.93 (m, 1H), 1.89 (t, J = 6.7 Hz, 2H),
1.78 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 1.67 — 1.57 (m, 2H), 1.57 — 1.38 (m, 7H), 0.91 (s, 3H, H-18). 13C
NMR (126 MHz, CDCls) § 221.1 (C-17), 157.1 (C-3), 137.7 (C-5), 131.9 (C-10), 126.3 (C-
1), 114.5 (C-4), 112.1 (C-2), 67.6 (CH20), 50.4 (C-14), 48.1 (C-13), 44.0 (C-9), 38.4 (C-8),
35.9 (C-16), 33.9 (C-12), 32.7, 31.6 (CH2Br), 29.7 (C-6), 29.2, 27.9, 26.6 (C-7), 25.9 (C-11),
25.3, 21.6 (C-15), 13.9 (C-18).

6.2.6 Preparacion de azidoalquil derivados

Nituro de sodio (9 mmol) fue agregado a una solucion de bromoalquil derivados (1.8 mmol)
en 8 mL de DMF. La mezcla de reaccion se colocé en agitacion a temperatura ambiente por
4 horas. El final de la reaccién fue monitoreado por cromatografia en capa fina
(hexano/AcOEt 7:3). La mezcla obtenida fue diluida en AcOEt y extraida con salmuera (3x),
lavado con agua (3x) y secado en Na>SOa. El solvente fue evaporado y el crudo de reaccion
fue purificado por cromatografia en silice gel (hexano/AcOEt 9:1). EI compuesto puro se
llevo a sequedad al vacio.

Ny~ >0

6.2.7 Obtencion de la 3-(3’-Azidopropoxi)estra-1,3,5(10)-trien-17-ona

El compuesto fue preparado de acuerdo al procedimiento general descrito. Rendimiento:
95%. [a]3° + 123.40 (c=1 mg/mL, DCM). P.F.=76° C. *H NMR (500 MHz, CDCls3) & 7.20
(d, J=8.7 Hz, 1H, C-1), 6.71 (dd, J = 8.6, 2.1 Hz, 1H, C-2), 6.65 (d, J= 2.1 Hz, 1H, C-4),
4.02 (t, J = 5.9 Hz, 2H, CH20), 3.51 (t, J = 6.7 Hz, 2H, CH2Ns3), 2.90 (dd, J = 10.2, 5.8 Hz,
2H, H-6a, H-6B), 2.51 (dd, J = 19.1, 8.7 Hz, 1H, H-16p), 2.43 — 2.36 (m, 1H, H-11a), 2.25
(td, J = 10.8, 3.9 Hz, 1H, H-9), 2.14 (dt, J = 18.6, 8.9 Hz, 1H), 2.02 (tt, J = 10.9, 4.4 Hz, 3H),
1.98 — 1.92 (m, 1H), 1.70 — 1.37 (m, 7H), 0.91 (s, 3H, H-18). 3C NMR (126 MHz, CDCl3)
§ 221.1 (C-17), 156.7 (C-3), 137.9 (C-5), 132.3 (C-10), 126.4 (C-1), 114.5 (C-4), 112.1 (C-
2), 64.4 (CH20), 50.4 (C-14), 48.3 (CH2Ns3), 48.0 (C-13), 44.0 (C-9), 38.3 (C-8), 35.9 (C-
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16), 31.6 (C-12), 29.7 (C-6), 28.8 (CH2CH,Br), 26.5 (C-7), 25.9 (C-11), 21.6 (C-15), 13.9
(C-18).

N3\/\/\O

6.2.8 Obtencion de la 4-(4’-Azidobutoxi)estra-1,3,5(10)-trien-17-ona

El compuesto fue preparado de acuerdo al procedimiento general descrito. Rendimiento:
95%. [a]2® + 154.60 (c=1 mg/mL, DCM). P.F.=67° C. *H NMR (500 MHz, CDClz) & 7.20
(d, J = 8.5 Hz, 1H, H-1), 6.71 (dd, J = 8.6, 2.1 Hz, 1H, H-2), 6.64 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H-4),
3.96 (t, J =6.29, 2H, CH20), 3.36 (t, 2H, J = 6.34, CH2N3), 2.90 (dd, J = 10.4, 5.9 Hz, 2H,
H-6a, H-6B), 2.51 (dd, J = 19.0, 8.7 Hz, 1H, H-16pB), 2.40 (d, J = 11.4 Hz, 1H, H-11a), 2.26
(td, J = 10.8, 3.8 Hz, 1H, H-9), 2.20 — 2.09 (m, 1H), 2.10 — 2.04 (m, 1H), 2.04 — 1.98 (m,
1H), 1.98 — 1.92 (m, 1H), 1.85 (m, 2H), 1.80 (dt, J = 9.0, 6.5 Hz, 2H), 1.71 — 1.32 (m, 6H),
0.91 (s, 3H, C-18).*°C NMR (126 MHz, CDCls) § 221.1 (C-17), 156.9 (C-3), 137.8 (C-5),
132.1 (C-10), 126.4 (C-1), 114.5 (C-4), 112.0 (C-2), 67.1 (CH20), 51.2 (CH2Ns3), 50.4 (C-
14), 48.0 (C-13), 44.0 (C-9), 38.4 C-8), 35.9 (C-16), 31.6 (C-12), 29.7 (C-6), 26.6, 26.5, 25.9
(C-11), 25.8, 21.6 (C-15), 13.8 (C-18).

NN
N3 (0]

6.2.9 Obtencion de la 3-(5’-Azidopentoxi)estra-1,3,5(10)-trien-17-ona

El compuesto fue preparado de acuerdo al procedimiento general descrito. Rendimiento:
98%.P.F.=56.5 ° C. 'H NMR (500 MHz, CDCls3) 5 7.20 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-1), 6.71 (dd, J
= 8.8, 2.6 Hz, 1H, H-2), 6.64 (d, J= 2.6 Hz, 1H, H-4), 3.94 (t, J = 6.4 Hz, 2H, CH20), 3.30
(t, J =6.9 Hz, 2H, CH2N3), 2.90 (dd, J = 10.2, 6.0 Hz, 2H, H-60, H-6B), 2.51 (dt, J = 19.0,
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8.7 Hz, 1H, H-16B), 2.39 (d, J = 10.4 Hz, 1H, H-11a), 2.25 (td, J = 10.9, 3.8 Hz, 1H, H-9),
2.14 (dd, J = 18.6, 8.9 Hz, 1H), 2.09 — 1.97 (m, 1H), 1.95 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 1.79 (q, J =
7.0 Hz, 2H), 1.72 — 1.40 (m, 11H), 0.91 (s, 3H, H-18). 13C NMR (126 MHz, CDCls) § 221.1
(C-17), 157.0 (C-3), 137.8 (C-5), 132.0 (C-10), 126.4 (C-1), 114.5 (C-4), 112.1 (C-2), 67.5
(CH20), 51.4 (CHN3), 50.4 (C-14), 48.0 (C-13), 44.0 (C-9), 38.4 (C-8), 35.9 (C-16), 31.6
(C-12), 29.7 (C-6), 28.9, 28.67, 26.6 (C-7), 25.9 (C-11), 23.4, 21.6 (C-15), 13.9 (C-18).

N\/\/\/\
3 o)

6.2.10 Obtencidn de la 3-(6’-Azidohexoxi)estra-1,3,5(10)-trien-17-ona

El compuesto fue preparado de acuerdo al procedimiento general descrito. Rendimiento:
98%. [a]4® + 108.737 (c=1 mg/mL, cloroformo). P.F.= 51.5. *H NMR (500 MHz, CDCls)
§7.19 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-1), 6.71 (dd, J = 8.7, 1.9 Hz, 1H, H-2), 6.64 (d, J = 1.9 Hz, 1H,
H-4), 3.94 (t, J = 6.3 Hz, 2H, CH20), 3.30 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CH2Nz), 2.89 (dd, J = 10.3,
6.1 Hz, 2H, H-6a, H-6B), 2.50 (dd, J = 19.0, 8.7 Hz, 1H, H-16p), 2.45 - 2.32 (m, 1H, H-11a),
2.30 — 2.20 (m, 1H, H-9), 2.13 (dd, J = 18.8, 9.1 Hz, 1H), 2.05 (d, J = 5.4 Hz, 1H), 2.03 -
1.98 (m, 1H), 1.95 (dd, J = 9.5, 2.9 Hz, 1H), 1.83 — 1.73 (m, 2H), 1.67 (q, J = 7.3 Hz, 3H),
1.61 (d, J = 12.1 Hz, 1H), 1.60 — 1.38 (m, 6H), 0.91 (s, 3H, H-18). 1*C NMR (126 MHz,
CDCls) 6 221.1 (C-17), 157.0 (C-3), 137.8 (C-5), 132.0 (C-10), 126.4 (C-1), 114.5 (C-4),
112.1 (C-2), 67.5 (CH20), 51.4 (CH2Ns3), 50.4 (C-14), 48.0 (C-13), 44.0 (C-9), 38.4 (C-8),
35.9 (C-16), 31.6 (C-12), 29.7 (C-6), 28.9, 28.7, 26.6 (C-7), 25.9 (C-11), 23.4, 21.6 (C-15),
13.9 (C-18).

6.2.11 Preparacion de triazoles 1,4 derivados del fenilacetileno

A una solucion de Na;SO4 (0.0125 mmol) en DMF (1 mL) se le agreg6 L-ascorbato de sodio
(0.0502 mmol) y se colocé en agitacion a temperatura ambiente hasta obtener una solucion
azul. Luego se agreg0 gota a gota a una solucién de azidoalquil derivados (0.251 mmol) y
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fenilacetileno (0.251 mmol) en DMF (8mL). Se llevo a calentamiento a 100° C durante 12-
16 horas. Una vez transcurrido el tiempo de reaccién se finaliz6 agregando agua destilada.
El disolvente de la mezcla se evapord y el crudo de reaccion fue purificado por cromatografia
en silice gel (hexano/AcOEt 9:1, hexano/AcOEt 6:4). El compuesto puro se llevo a sequedad

al vacio.

N-N">"0

6.2.12 Obtencion de la 3-[(4’-fenil[1.2.3]triazol-1’-il)propoxi]estra-1,3,5(10)-trien-17-

ona

El compuesto fue preparado de acuerdo al procedimiento general descrito con un tiempo de
reaccion de 12 horas. Rendimiento: 95%. [a]3° + 94.800 (c=1 mg/mL, cloroformo). P. F.=
184 ° C.H NMR (500 MHz, CDCl3) 5 7.80 (d, J = 8.6, 2H, Ar-Ho), 7.75 (s, 1H, H-5°), 7.41
(dd, J =8.4, 7.0 Hz, 2H, Ar-Hm), 7.32 (dd, J=7.0 Hz, 1H, ArH-p), 7.20 (d, J = 8.6 Hz, 1H,
H-1), 6.71 (dd, J = 8.6, 2.8 Hz, 1H, H-2), 6.63 (d, J = 2.8 Hz,1H, H-4), 4.62 (t, J = 6.8 Hz,
2H, CH2N), 3.97 (t, J =5.7 Hz, 2H, CH20), 2.87 (dd, J = 7.2, 3.3 Hz, 2H, H-6a, H-6), 2.50
(dd, J = 19.0, 8.7 Hz, 1H, H-16p), 2.45 — 2.36 (m, 3H), 2.25 (q, J = 6.5 Hz, 1H, H-9), 2.14
(dd, J = 19.0, 8.9 Hz, 1H), 2.09 — 1.93 (m, 3H), 1.69 — 1.38 (m, 7H), 1.32 — 1.23 (m, 1H),
0.91 (s, 3H, H-18). 13C NMR (126 MHz, CDCls) §221.0 (C-17), 156.5 (C-3), 147.7 (C-4),
138.0 (C-5), 132.6 (C-10), 130.6 (Ar-Hlps), 128.8 (Ar-Cm), 128.1 (C-1), 126.5 (C-2), 125.7
(Ar-Co), 120.2 (C-5"), 114.5 (C-4), 112.2 (C-2), 63.9 (CH20), 50.4 (C-14), 48.0 (C-13), 47.2
(CH2N), 44.0 (C-9), 38.3 (C-8), 35.9 (C-16), 31.6 (C-12), 30.0, 29.7 (C-6), 26.5 (C-7), 25.9
(C-11), 21.6 (C-15), 13.9 (C-18).
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6.2.13 Obtencion de la 3-[(4’-fenil[1.2.3]triazol-1’-il)butoxi]estra-1,3,5(10)-trien-17-ona

El compuesto fue preparado de acuerdo al procedimiento general descrito con un tiempo de
reaccion de 12 horas. Rendimiento: 92%. [«]%® + 83.4000 (c=1 mg/mL, cloroformo). P. F.
= 115.5'H NMR (500 MHz, CDCls) 6 7.80 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Ar-Ho), 7.77 (s, 1H, H-5),
7.42 (dd, J = 7.7 Hz, 2H, Ar-Hm), 7.32 (dd, J = 7.4 Hz, 1H, Ar-Hp), 7.19 (d, J = 8.8 Hz, 1H,
H-1), 6.70 (dd, J = 8.6, 2.7 Hz, 1H, H-2), 6.62 (d, 2.7 Hz, 1H, H-4), 4.49 (t, J = 7.1 Hz, 2H,
CH:2N), 3.98 (t, J = 5.9 Hz, 2H, CH20), 2.87 (m, 2H, H-6a, H-6f), 2.50 (dd, J = 19.0, 8.7
Hz, 1H, H-16p), 2.42-2.34 (m, 1H, H-11a), 2.24 (m, 1H, H-9), 2.20 — 2.08 (m, 3H), 2.08 —
1.92 (m, 1H), 1.88 — 1.79 (m, 2H), 1.69 — 1.33 (m, 7H), 0.90 (s, 3H, H-18). 13C NMR (126
MHz, CDCl3) § 221.0 (C-17), 156.7 (C-3), 147.8 (C-4°), 137.9 (C-5), 132.3 (C-10), 130.7
(Ar-HIps), 128.8 (Ar-Cm), 128.1 (C-1), 126.4 (C-2), 125.7 (Ar-Co), 119.5 (C-5°), 114.5 (C-
4),112.0 (C-2), 66.9 (CH20), 50.4 (C-14), 50.0 (CH2N), 48.0 (C-13), 44.0 (C-9), 38.4 (C-8),
35.9 (C-16), 31.6 (C-12), 29.6 (C-6), 27.3, 26.5 (C-7), 26.2, 25.9 (C-11), 21.6 (C-15), 13.8
(C-18).

NP NG N
’/NN O

6.2.14 Obtencion de la 3-[(4’-fenil[1.2.3]triazol-1’-il)pentoxi]estra-1,3,5(10)-trien-17-

ona

El compuesto fue preparado de acuerdo al procedimiento general descrito con un tiempo de
reaccion de 14 horas. Rendimiento: 92%. [a]3° + 79.000 (c=1 mg/mL, DCM). P.F.=123.5.
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IH NMR (500 MHz, CDCl3) § 7.83 (d, J = 7.6 Hz, 2H, Ar-Ho), 7.76 (s, 1H, H-5"), 7.43 (d, J
= 7.3 Hz, 2H, Ar- Hm), 7.38 — 7.29 (dd, J = 7.4 Hz, 1H, Ar-Hp), 7.18 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-
1), 6.68 (dd, J = 8.53, 2.22 Hz, 1H, H-2), 6.62 (d, J = 2.22 Hz, 1H, H-4), 4.43 (t, J = 7.19,
2H, CH2N), 3.93 (t, 2H, CH20), 2.88 (m, 2H, H-6a, H-6p), 2.50 (dd, J = 19.1, 8.7 Hz, 1H,
H-16B), 2.42 — 2.34 (m, 1H, H-110), 2.24 (m, 1H, H-9), 2.18 — 2.09 (m, 1H), 2.09 — 1.90 (m,
5H), 1.82 (g, J = 7.1 Hz, 2H), 1.74 (s, 1H), 1.68 — 1.34 (m, 8H), 0.90 (s, 3H, H-18). 13C NMR
(126 MHz, CDCl3) & 221.1 (C-17), 156.9 (C-3), 147.8 (C-4"), 137.8 (C-5), 132.1 (C-10),
130.7 (Ar-Hlps), 128.9 (Ar-Cm), 128.1 (C-1), 126.4 (C-2), 125.7 (Ar-Co), 119.5 (C-5"),
114.5 (C-4), 112.0 (C-2), 67.3 (CH0), 50.4 (CH2N), 50.3 (C-14), 48.0 (C-13), 44.0 (C-9),
38.4 (C-8), 35.9 (C-16), 31.6 (C-12), 30.1, 29.7 (C-6), 28.7, 26.6 (C-7), 25.9 (C-11), 23.2,
21.6 (C-15), 13.9 (C-18).

N=N
\ |
(O

6.2.15 Obtencion de la 3-[(4’-fenil[1.2.3]triazol-1’-il)hexoxi]estra-1,3,5(10)-trien-17-ona

El compuesto fue preparado de acuerdo al procedimiento general descrito con un tiempo de
reaccion de 16 horas. Rendimiento: 89%. [a]3° + 67.000 (c=1 mg/mL, cloroformo). P.F.
=129.5 ° C.*H NMR (500 MHz, CDCls) § 7.83 (d, J = 7.6 Hz, 2H, Ar-Ho), 7.75 (s, 1H, H-
5%), 7.43 (dd, J = 7.6 Hz, 2H, Ar-Hm), 7.37 — 7.29 (m, 1H, Ar-Hp), 7.18 (d, J = 8.6 Hz, 1H,
H-1), 6.69 (dd, J = 8.5, 2.6 Hz, 1H, H-2), 6.62 (d, J = 2.6 Hz, 1H, H-4), 4.41 (t, J = 7.1 Hz,
2H, CH2N), 3.92 (t, J = 6.4 Hz, 2H, CH20), 2.88 (dd, J = 10.4, 6.0 Hz, 2H, H-6a, H-6p),
2.50(dd, J=19.1, 8.7 Hz, 1H, H-16B), 2.38 (d, J = 10.2 Hz, 1H, H-11a), 2.29 — 2.20 (m, 1H,
C-9), 2.14 (dt, J = 18.5, 8.8 Hz, 1H), 2.09 — 1.91 (m, 5H), 1.76 (td, J = 13.2, 12.6, 6.0 Hz,
3H), 1.69 — 1.38 (m, 10H), 0.90 (s, 3H, H-18). 3C NMR (126 MHz, CDCls) § 221.1 (C-17),
157.0 (C-3), 147.9 (C-4°),137.8 (C-5), 132.0 (C-10), 130.7 (Ar-Hlps), 128.9 (Ar-Cm), 128.1
(C-1),126.4 (C-2), 125.7 (Ar-Co), 119.5 (C-5"), 114.5 (C-4), 112.1 (C-2), 67.5 (CH20), 50.4
(CH2N), 50.3 (C-14), 48.0 (C-13), 44.0 (C-9), 38.4 (C-8), 35.9 (C-16), 31.6 (C-12), 30.3,
29.7 (C-6), 29.0, 26.6 (C-7), 26.2, 25.9 (C-11), 25.6, 21.6 (C-15), 13.9 (C-18).
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6.2.16 Preparacion de triazoles 1,4 derivados del alcohol propargilico

A una solucion de Na;SO4 (0.0125 mmol) en DMF (1 mL) se le agrego L-ascorbato de sodio
(0.0502 mmol) y se colocd en agitacion a temperatura ambiente hasta obtener una solucion
azul. Luego se agrego gota a gota a una solucién de azidoalquil derivados (0.251 mmol) y
alcohol propargilico (0.251 mmol) en DMF (8mL). Se llevé a calentamiento a 100° C durante
12-16 horas. Una vez transcurrido el tiempo de reaccion se finalizé agregando agua destilada.
El disolvente de la mezcla se evaporo y el crudo de reaccion fue purificado por cromatografia
en silice gel (hexano/AcOEt 9:1-> AcOet/hexano 2:1). ElI compuesto puro se llevd a

sequedad al vacio.

6.2.16 Obtencion de la 3-[(4’-hidroximetil[1.2.3]triazol-1’-il)propoxi]estra-1,3,5(10)-

trien-17-ona

El compuesto fue preparado de acuerdo al procedimiento general descrito con un tiempo de
reaccion de 12 horas. Rendimiento: 98%. [a]3° + 88.350 (c=1 mg/mL, cloroformo). P.F.
=129.5 ° C. 'H NMR (500 MHz, CDCls) & 7.55 (s, 1H, 5°), 7.20 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-1),
6.69 (dd, J = 8.7, 2.1 Hz, 1H, H-2), 6.63 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H-4), 4.77 (s, 2H, CH20H), 4.57
(t, J = 6.73, 2H, CH2N), 3.98 — 3.87 (t, J = 5.82, 2H, CH20), 2.97 — 2.77 (m, 2H, H-60, H-
6p), 2.51 (dd, J = 19.1, 8.7 Hz, 1H, H-16p), 2.38 (q, J = 6.9 Hz, 3H), 2.25 (td, J = 10.7, 3.7
Hz, 1H), 2.20 — 2.10 (m, 1H), 2.09 — 1.98 (m, 1H), 1.98 — 1.91 (m, 1H), 1.68 — 1.38 (m, 7H),
0.91 (d, J = 1.9 Hz, 3H, H-18). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) § 221.1 (C-17), 156.4 (C-1),
147.6 (C-4"), 138.0 (C-5), 132.6 (C-10), 126.5 (C-2), 122.3 (C-5°), 114.4 (C-4), 112.1 (C-2),
63.8 (CH20), 56.4 (CH,0H), 50.4 (C-14), 48.0 (C-13), 47.1 (CH2N), 44.0 (C-9), 38.3 (C-8),
35.9 (C-16), 31.6 (C-12), 30.0 (C-6), 29.7 (CH2CH:N), 26.5 (C-7), 25.9 (C-11), 21.6 (C-15),
13.9 (C-18).
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6.2.17 Obtencion de la 3-[(4’-hidroximetil[1.2.3]triazol-1’-il)butoxi]estra-1,3,5(10)-

trien-17-ona

El compuesto fue preparado de acuerdo al procedimiento general descrito con un tiempo de
reaccion de 16 horas. Rendimiento: 95%. [a]2® + 90.800 (c=1 mg/mL, cloroformo). P.F.
=76.5 ° C. *H NMR (500 MHz, CDCls) § 7.57 (s, 1H, H-5"), 7.20 (d, J = 8.6 Hz, 1H, C-1),
6.69 (dd, J =8.7, 2.7 Hz, 1H, C-2), 6.62 (d, J = 2.7 Hz, 1H, C-4), 4.78 (s, 2H, CH20H), 4.44
(t, J = 7.1 Hz, 2H, CH2N), 3.96 (t, J = 6.0 Hz, 2H, CH20), 2.93 — 2.85 (m, 2H, H-60, H-6p),
2.50 (dd, J=19.1, 8.7 Hz, 1H, H-16p), 2.39 (d, J = 10.4 Hz, 1H, H-110), 2.29 — 2.22 (m, 1H,
C-9), 2.13 (m, 3H), 2.02 (m, 2H), 1.80 (m, 2H), 1.69 — 1.39 (m, 6H), 0.91 (s, 3H, H-18). 13C
NMR (126 MHz, CDCls) & 221.2 (C-17),156.7 (C-3), 147.8 (C-4°), 137.9 (C-5), 132.3 (C-
10),126.4 (C-1), 121.7 (C-5"), 114.4 (C-4), 112.0 (C-2), 66.8 (CH20), 56.5 (CH.OH), 50.4
(C-14),50.0 (CH2N), 48.0 (C-13), 44.0 (C-9), 38.3 (C-8), 36.0 (C-16), 31.6 (C-12), 29.7 (C-
6), 27.3, 26.5 (C-7), 26.2, 25.9 (C-11), 21.6 (C-15), 13.9 (C-18).

6.2.18 Obtenciéon de la 3-[(4’-hidroximetil[1.2.3]triazol-1’-il)pentoxi]estra-1,3,5(10)-

trien-17-ona

El compuesto fue preparado de acuerdo al procedimiento general descrito con un tiempo de
reaccion de 16 horas. Rendimiento: 95%. [a]3° + 86.670 (c=1 mg/mL, cloroformo). P.F.
=107 ° C. 'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 7.53 (s, 1H, H-5"), 7.19 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-1),
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6.68 (d, J = 7.5, 1H, H-2), 6.62 (s, 1H, H-4 ), 4.80 (s, 2H, CH20H), 4.38 (t, J = 7.1 Hz, 2H,
CH2N), 3.92 (t, J = 6.2 Hz, 2H, CH20), 2.89 (dd, J = 10.1, 5.7 Hz, 2H, H-6a, H-6B), 2.50
(dd, J = 19.0, 8.7 Hz, 1H, H-16B), 2.39 (d, J = 10.6 Hz, 1H, H-11a), 2.25 (td, J = 10.8, 4.0
Hz, 1H, C-9), 2.14 (dt, J = 18.6, 8.8 Hz, 1H), 1.98 (m, 3H), 1.86 — 1.69 (m, 3H), 1.53 (M, J
=32.2, 7TH), 1.26 (s, 1H), 0.91 (s, 3H, H-18). 3C NMR (126 MHz, CDCls) § 221.0 (C-17),
156.9 (C-3), 147.7 (C-4"), 137.8 (C-5), 132.1 (C-10), 126.4 (C-1), 121.6 (C-5"), 114.5 (C-4),
112.1 (C-2), 67.3 (CH20), 56.6 (CH,0H), 50.4 (C-14), 50.2 (C-14), 48.0 (C-13), 44.0 (C-9),
38.4 (C-8), 35.9 (C-16), 31.6 (C-12), 30.0, 29.7 (C-6), 28.6, 26.6 (C-7), 25.9 (C-11), 23.2,
21.6 (C-15), 13.9 (C-18).

HO N=N

6.2.19 Obtencion de la 3-[(4’-hidroximetil[1.2.3]triazol-1’-il)hexoxi]estra-1,3,5(10)-

trien-17-ona

El compuesto fue preparado de acuerdo al procedimiento general descrito con un tiempo de
reaccion de 16 horas. Rendimiento: 82%. [a]3° + 60.770 (c=1 mg/mL, cloroformo). P.F.
=48 ° C. 'H NMR (500 MHz, CDCls) & 7.53 (s, 1H, H-5%), 7.19 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-1),
6.69 (dd, J = 8.3, 2.9 Hz, 1H, H-2), 6.63 (d, J = 2.9 Hz, 1H, H-4), 4.78 (s, 2H, CH20H), 4.36
(td, J = 7.2, 1.7 Hz, 2H, CH2N), 3.91 (t, J = 6.3 Hz, 2H, CH-0), 2.89 (dd, J = 10.7, 5.8 Hz,
2H, H-60, H-6pB), 2.50 (dd, J = 19.1, 8.7 Hz, 1H, H-16pB ), 2.39 (d, J = 10.7 Hz, 1H, H-11a),
2.25 (td, J = 10.8, 3.6 Hz, 1H, C-9), 2.19 — 2.10 (m, 1H), 2.08-1.21, (m, 16H), 0.91 (d, J =
1.7 Hz, 3H, H-18). *3C NMR (126 MHz, CDCl3) & 221.2 (C-17), 157.0 (C-3), 147.6 (C-4"),
137.8 (C-5), 132.0 (C-10), 126.4 (C-1), 121.6 (C-5°), 114.5 (C-4), 112.1 (C-2), 67.5 (CH20),
56.5 (CH20H), 50.3 (CH2N), 48.0 (C-13), 44.0 (C-9), 38.4 (C-8), 35.9 (C-16), 31.6 (C-12),
30.2, 29.7 (C-6), 29.0, 26.6 (C-7), 26.2, 25.9 (C-11), 25.5, 21.6 (C-15), 13.9 (C-18).
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6.3 Determinacion de probable actividad bioldgica y de propiedades
fisicoquimicas

Para la evaluacion de las propiedades fisicoquimicas de los compuestos obtenidos, se
construyeron las moléculas en 2D en el editor de moléculas ChemDraw versién 13.0. Esto
permitio obtener el codigo Simplified Molecular Input Line Entry System (SMILES) el cual

es un lenguaje que permite especificar estructuras moleculares.

Se utilizaron las plataformas PASSonline, Swisstarget Prediction y CLC-Pred para evaluar
las probabilidades de que los compuestos propuestos presentaran alguna actividad biolégica.
Estas plataformas funcionan de manera parecida, al introducir los cdigos SMILES de los
compuestos, los resultados obtenidos muestran las probabilidades de que los compuestos
muestren actividad, de acuerdo a los algoritmos propios que permiten la blsqueda en las
bases de datos propias. Los datos obtenidos se filtraron de acuerdo a la probabilidad,

reportandose asi los datos de mayor probabilidad.

Por otro lado, la evaluacion de las propiedades fisicoquimicas se llevé a cabo utilizando
SwissADME y AdmetSAR. De manera similar, se utiliza el codigo SMILES como fuente de
informacién acerca de las moléculas a evaluar. Estas plataformas arrrojan resultados

numeéricos por lo cual no se requirié llevar a cabo algin tratamiento para los datos.
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6.4 Determinacion de probable actividad bioldgica y de propiedades
fisicoquimicas

Para la evaluacion de las propiedades fisicoquimicas de los compuestos obtenidos, se
construyeron las moléculas en 2D en el editor de moléculas ChemDraw version 13.0. Mismas
que fueron tratadas en el software Molecular Operating Environment (MOE) para llevar a

cabo la minimizacion de energia utilizando AMBERT 10: EHT como campo de fuerza.

Por otro lado, se obtuvieron las estructuras cristalinas de las enzimas aromatasa y 173-HSD
de la plataforma Protein Data Bank con los cddigos PDB: 5JKW y 1QY X, respectivamente.
Se eliminaron las moléculas co-cristalizadas no necesarias para la interacion ligando-
proteina; ademas, se ajustaron las cargas, los &tomos de hidrogeno y se minimizé la energia
usando MOE usando como campo de fuerza AMBERT 10: EHT.

Se llevd a cabo la validacion del sistema a través de un re-docking con el ligando co-
cristalizado utilizando triangulacion como funcion de colocacion y los score se calcularon
con la funcion London AG y se seleccionaron las mejores poses usando la funcion
GBVI/WSA AG (Gerneralized-Born Volume Integral/ Weight Surface Area). El sitio de
unién fue determinado usando el ligando cristalografico, es decir, se selecciono el sitio
ortostético. Para cada compuesto se generaron 100 repeticiones para 100 poses. Una vez
definidas las mejores poses, se analizaron visualmente buscando aquellas con mejor

sobrelapamiento con el ligando cristalografico.

Las poses elegidas fueron analizadas en MOE a través de la obtencion de los diagramas de
interaccion en 2D y 3D. Ademaés, se utiliz PloteinPlus para un analisis adicional de los

resultados obtenidos, reportandose las interacciones obtenidas de ambos analisis.
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