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Sintesis, caracterizacién y pruebas citotéxicas en diversas
lineas celulares cancerosas de compuestos de derivados
esteroidales 1-4-1,2,3-triazol-testosterona.
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RESUMEN

Se han sintetizado 6 nuevos compuestos derivados esteroidales 1-4-1,2,3-triazol-testosterona
mediante la cicloadicion azida alquino catalizada por Cu (I) (CuAAC) en un solo paso, satisfaciendo
los criterios de lo que se conoce como quimica clic, partiendo de etisterona comercial y una gama
de fenilazidas sustituidas en la posicion para, donde se incluyeron los 4 miembros mas comerciales
de la familia de los halégenos. La caracterizacion de los 6 compuestos sintetizados se realizé por
resonancia magnética nuclear 'H, '*C; espectrometria de masas DART*, FTIR y para el primer
compuesto por difraccion de rayos X. Uno objetivos de este trabajo es observar la efectividad
biolégica de los compuestos mediante pruebas citotdxicas evaluando la actividad anticancerigena
de los mismos en las siguientes lineas celulares: pulmén, leucemia, meningioma, colon, préstata,
mama; la evaluacion en células de rifion se utiliz6 como células control. Los resultados obtenidos
mostraron que la actividad mas alta es para el compuesto (3),X=Cl obteniendo resultados
anticancerigenos mas altos para todas las lineas celulares estudiadas, los mejores de ellos fueron
combatiendo el adenocarcinoma de leucemia (K562) y del adenocarcinoma de pulmén (SKLU 1).
Los compuestos (2),X=F y (5),X=I también proporcionaron resultados nada despreciables sobre los
carcinomas evaluados. Los resultados de los compuestos con halégeno (en la posicién para del
anillo bencénico en la posicion 1 del 1,2,3-triazol) juega un papel crucial en la actividad
anticancerigena de los compuestos de derivados esteroidales 1-4-1,2,3-triazol.
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1. ANTECENTES

El cancer es la principal causa de muerte en todo el mundo; en 2020 se atribuyeron a esta
enfermedad casi 10 millones de defunciones.!"! EI Observatorio global del cancer (GCO),
organismos integrante de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), cuenta con un gran
acervo de informacion estadistica acerca de casos médicos y decesos atribuidos al cancer
por cada pais o regién en especifico; en la figura 1 se muestra la tasa de casos clinicos por
cada 100,000 habitantes, observandose valores altos en la mayoria de los paises con
mayor desarrollo socioeconémico, por ejemplo Australia (con el mayor valor a nivel orbe,
452.4), EE.UU., Reino Unido, Japon y Espafa; mientras que en los paises con menor nivel
en cuanto al desarrollo, los valores son menores. México se encuentra en la parte media
baja de esta clasificacion, por debajo de sus pares econémicos en la regién, Colombia y
Brasil. En otras regiones en vias de desarrollo, observamos que Sudafrica tiene un indice
alto en los estandares del continente africano; un caso de estudio a seguir en un futuro es
el de Nigeria, ya que se estima que a finales de esta década surja como la economia
emergente mas prolifera debido a la explotacion de sus hidrocarburos, entre otros de sus
recursos y que por el momento cuenta con un indicador bastante bajo, de 110.4 de
casos/100,000 habitantes.

Tasas de incidencia estimadas en 2020
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Figura 1. Tasas de incidencias de cancer en el 2020 a nivel mundial.!?!

Siendo el cancer una enfermedad multifactorial, no es facil poder determinar el porqué de
esta tendencia; se podria explicar a partir de que, en los paises de alto desarrollo, el
consumo de productos procesados, tabaco y alcohol es superior que otros, esto entre otros
factores; muy aparte esta la radiacion solar y exposicion a quimicos a la que estan
expuestas sus poblaciones. Segun la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS), un
tercio de los nuevos casos de cancer estan asociados a factores de riesgo conductuales y



por lo tanto, modulables, es decir, que podrian ser evitados o reducidos. Dentro de estas
conductas se incluye la contaminacion atmosférica en las ciudades.

Si bien el cancer se considera una enfermedad de paises desarrollados, la falta de politicas
publicas en paises en desarrollo no contribuye al decremento de casos. La OMS indico en
2018, un incremento del 13% de los casos cancerigenos causado por infecciones
carcindgenas, la mayoria de ellos, concentrados en paises con pocos recursos econdémicos,
entre los patdégenos que provocaron actividad cancerigena destacan: Helicobacter pylori,
los papilomavirus humanos, el virus de la hepatitis B y hepatitis C.!"! Aunado a lo anterior,
la falta de prevencion, deteccién temprana, acceso a servicios sanitarios y tratamientos
adecuados incrementan la mortandad por el padecimiento de carcinomas.

Tasa de defunciones por causas de tumor maligno por grupos de edad y sexo, 2021.
(Defunciones por cada 10 mil habitantes)

Causa de la muerte de tumores malignos | Causa de la muerte de tumores malignos en
en hombres mujeres
De 0 a 14 afios De 0 a 14 afios

-Leucemia 0.29 -Leucemia 0.21

-Tumor maligno de las meninges, 0.06 -Tumor maligno de las meninges, 0.06
encéfalo y otras partes del SNC encéfalo y otras partes del SNC

-Tumor maligno del higado y de las  0.02 -Tumor maligno del higado y e las 0.01
vias biliares intrahepaticas vias biliares intrahepaticas

-Linfoma no Hodgkin 0.02 -Linfoma no Hodgkin 0.01
De 15 a 29 aiios De 15 a 29 aiios

-Leucemia 0.31 -Leucemia 0.20

-Tumor maligno de las meninges, 0.07 -Tumor maligno de ovario 0.10
encéfalo y otras partes del SNC -Tumor maligno del cuello del Utero 0.07

-Linfoma no Hodgkin 0.06 -Tumor maligno de las meninges,

-Tumor maligno de estdmago 0.06 | encéfaloy otras partes del SNC 0.05
De 30 a 59 afios De 30 a 59 afios

-Tumor maligno del colon, del recto  0.60 -Tumor maligno de la mama 1.52
y del ano -Tumor maligno del cuello del utero 0.88

-Tumor maligno del estomago 0.47 -Tumor maligno de ovario 0.54

-Tumor maligno de la trdquea, delos  0.29 -Tumor maligno del estbmago 0.45
bronquios y del pulmén

-Leucemia 0.28
60 y mas afos 60 y mas afos

-Tumor maligno de la prostata 10.59 -Tumor maligno de la mama 4.81

-Tumor maligno de la traquea, delos  4.44 -Tumor maligno del higado y de las 3.29
bronquios y del pulmén vias biliares intrahepaticas

-Tumor maligno del colon, delrectoy  3.83 -Tumor maligno del colon, del recto 2.91
del ano y del ano

-Tumor maligno del higado y de las  3.74 -Tumor maligno del estomago 2.61
vias biliares intrahepaticas

Tabla 1. Tasa de defunciones por tumores malignos en México durante el 2021.5!



Durante el 2020 se registraron 90,603 decesos en México causados por tumores malignos;
durante la ultima década se observa un alza en la tasa de defunciones ocasionados por
cancer pasando de 6.18 (en 2010) a 7.06 defunciones por cada 10 mil habitantes durante
2021, mostrando por primera vez una disminucién en la tendencia (siendo 7.17 la mas alta
en 2020). La CDMX (9.3) y los estados de Colima (8.5), Sonora (8.1), Veracruz (8.1),
Chihuahua (8.0) y Morelos (7.8) cuentan con los valores mas altos en esta medicion."!

La OMS describe que la manifestacion de esta enfermedad tiene que ver con el sexo y el
incremento de la edad de las personas, aumentando la probabilidad de poseer un
descontrol celular que detone un melanoma en ciertas partes localizadas en el cuerpo
humano. En la tabla 1 se muestran las tasas de muertes en México debidas a tumores
malignos (defunciones por 10 mil personas) segun su edad y el sexo.

Los agentes anticancerigenos son criticos para el tratamiento del cancer, cada vez mas
necesarios conforme aumenta la edad de una poblacion, sin embargo, las secuelas
asociadas al uso de estos crean una necesidad urgente en explorar nuevos farmacos con
efectos secundarios bajos y alta eficacia.'®” Por lo que desde hace algunos afios el reto de
los laboratorios de investigacion es la formulacion de nuevos medicamentos eficientes y
seguros para impedir la formacion y contener el crecimiento tumores denominados
malignos. Los esteroides, debido a su marco rigido, actividad de amplio espectro y
capacidad de unién a los receptores hormonales especificos, se han convertido en los
compuestos quirales preferidos para el desarrollo de diversos biofarmacos.”!

Este trabajo tuvo como objetivo lograr sintetizar 6 nuevos compuestos mediante una
cicloadicion azida alquino catalizada por cobre(l) (CUAAC) a partir de una progestina activa
y un compuesto aromatico unido a un 1,3 dipolo, en los cuales se evalud la actividad
biolégica contra células cancerosas localizados de distintas partes del cuerpo y determinar
la efectividad de cada uno de ellos.

1.1 Cancer.

El cancer se origina cuando las células en alguna parte del cuerpo comienzan a crecer sin
control. El crecimiento de las células cancerosas es diferente al crecimiento de las células
normales. En lugar de morir, las células cancerosas continuan creciendo y formando nuevas
células anormales; ademas, las células cancerosas pueden también invadir o propagarse a
otros tejidos, algo que las células normales no tienen capacidad de hacer. El hecho de
crecer sin control e invadir otros tejidos es lo que les da el caracter neoplasico.

La Sociedad Americana de Cancer (ASC) propone dos categorias de clasificacion:
canceres hematoldgicos (canceres de la sangre) y los canceres de tumor solido (se
desarrollan en cualquier 6rgano, tejido o parte del cuerpo). Los ejemplos comunes para la
primer categoria son leucemia, linfoma y mieloma multiple; los tumores en el seno, prostata,
pulmon y colorrectal corresponden a los mas comunes de la segunda categoria.



Esta clasificacion solo es una de las muchas con las cuales se denominan, otras se
conforman de acuerdo con las caracteristicas que posee cada neoplasia; la forma y la
rapidez en que se desarrollan, se propagan y como responden a los tratamientos, que cabe
mencionar que son unicas para cada tipo de cancer y en algunas ocasiones especificas
para cada paciente."!

Una dieta balanceada, con el minimo consumo de grasas saturadas y alimentos
procesados, es una buena forma de prevenir el cancer, la ACS cuenta con unas guias de
nutricion y actividad fisica para reducir el riesgo de cancer. Como ya se habia mencionado
antes, esta enfermedad se origina multifactorialmente y estos factores suelen ser diferentes
para el desarrollo del cancer en cada parte del cuerpo, por ejemplo, algunas instituciones
asocian la disminucion de riesgo de cancer colorrectal al consumo de calcio junto con
algunos productos lacteos, detallando el papel del calcio como protector del colon, pero por
otro lado, un aumento potencial en la ingesta de calcio aumenta la probabilidad de tener
cancer de prostata, por lo que la ACS no recomienda el uso suplementos de alto contenido
de calcio.'**

La exposicion a radiaciones es otro de los factores que incrementa la probabilidad de
contraer esta enfermedad, ya sean radiaciones tan poderosas como los rayos X o una de
intensidad menor como los UV. La idiosincrasia del ser humano en las ultimas décadas ha
propiciado el incremento en los casos de melanomas por someterse a grandes cantidades
de esta radiacion para efectos estéticos, en camas de broceando o sobre exposicion a rayos
solares, pasando de 8.7 (en 1975) a 28 casos por cada 100 mil personas de piel blanca en
los Estados Unidos.®

La sociedad actual esta expuesta a otros factores que pueden provocar cancer y que no
estan asociados al estilo de vida, algunos de ellos tienden a ser heredados o provocados
por ciertas infecciones virales,” la aceleracion de los procesos alimenticios para abastecer
8 mil millones de habitantes, los cambios en la composicidn atmosférica como
consecuencia de la contaminacién de la misma, entre cientos de factores, aunado al
desinterés en general de la poblacion, no contribuyen al decremento de incidencia de esta
mortal enfermedad.

Debido a lo dificil que es diagnosticar con prontitud el cancer, los esfuerzos en estos
momentos estdn mayormente en combatir la enfermedad y contrarrestar los dafos
ocasionados por ella. A lo largo de las ultimas décadas se han desarrollado una gama
medicamentos antineoplasicos, intentando cada vez, mejorar su limitada eficacia, dada la
resistencia adquirida de algunos melanomas a la administraciéon de estos compuestos. A
medida que el numero de pacientes con cancer crece rapidamente, el desarrollo de agentes
anticancerosos con un mecanismo de accion novedoso, mejor eficiencia y menos efectos
secundarios ha atraido una mayor atencién por parte de los quimica farmacéutica. Dentro
de este grupo de agentes se encuentran los 1,2,3-triazoles, formando parte del este
universo compuestos heterociclicos que contienen nitrégeno, los cuales han sido



estudiados extensamente por su importancia estructural en algunos farmacos. La literatura
reporta numerosas rutas para la preparaciéon de 1,2,3-triazoles, pero la cicloadicion térmica
1,3-dipolar de Huisgen de alquinos terminales con azidas organicas es un enfoque clasico
y tradicional para su preparacion.

1.2 Reaccion de Huisgen.

La formacion térmica o fotoquimica de ciclobutanos a partir de alquenos y la sintesis de
Diels-Alder son dos cicloadiciones importantes en las que se producen anillos de 4 y 6
miembros, respectivamente. Una cicloadicion del tipo 3+2—5 que conduzca a un anillo de
5 miembros sin carga no puede ocurrir con reactivos estabilizados por octetos que no tienen
carga formal. Mas bien, se debe emplear un dipolo 1,3-a-b-¢, de modo que el atomo posea
un sexteto de electrones, es decir, una capa de valencia incompleta combinada con una
carga formal positiva, que el atomo ¢ este cargado negativamente, y el atomo central b
tenga un par electrones no compartido;'®'! era lo que publicaba Rolf Huisgen en 1963.

Las reacciones de cicloadicion [3+2] de compuestos 1,3-dipolares con sustratos que
contienen enlaces C=C (triples) son procesos conocidos desde hace mas de 100 afios, si
bien su estudio sistematico y aplicacion en sintesis organica no se inici6 hasta la década
de los afios sesental’”.. El uso de la cicloadicion de alquino-azida de Huisgen se ha
extendido ampliamente en varios aspectos del descubrimiento nuevos medicamentos y la
bioquimica, debido a su alta regioselectividad y a las diferentes propiedades quimicas y
fisicas de los productos 1,4 y 1,5 que de ella derivan./®® Los productos obtenidos en estas
reacciones pueden considerarse como resultantes de una cicloadicion térmica segun las
reglas de Woodward-Hoffmann. Desde un punto de vista sintético, esta reaccion permite la
preparacion de heterociclos de cinco eslabones con una total economia atémica. Ademas,
debido a que presentan una compatibilidad elevada con la presencia de una considerable
variedad de grupos funcionales, su aplicacion en procesos de sintesis convergente resulta
particularmente adecuada.!"”

De manera analoga a la reaccion de Diels-Alder, un 1,3 dipolo reacciona como un sistema
de 4 electrones 1 (con una férmula general "a-b-c") con un dipolardéfilo "d=e" o "d=e" (que
entrega 2 electrones 1T) en una cicloadicion 3+2 al producto de cinco miembros. Los 1,3-
dipolos abc no pueden describirse mediante férmulas de octeto neutro, pero tienen una
carga positiva en el atomo central b; las dos formulas de sexteto con b neutra explican la
eleccion del nombre 1,3-dipolo para estos compuestos. Las cuatro representaciones en la
figura 2 reflejan el caracter ambivalente de los 1,3-dipolos con propiedades nuclecfilicas y
electrdfilas; en la figura 2 no se muestran posibles estructuras resonantes di radicales.
Estos sistemas de aniones heteroalilo o heteropropargilo reaccionan con una variedad de
sistemas de dobles y triples enlaces para proporcionar cicloaductos de cinco miembros bajo
neutralizacion de las cargas formales.™
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Figura 2. Cicloadicion (3+2) de 1,3-dipolos “a-b-c” y dipolardfilos “d-e” a heterociclos de cinco miembros (sélo
se dibujan los pares de electrones libres relevantes para el sistema 41).1°!

Un 1-3 dipolo es una estructura a-b-c con tres atomos donde existe una separacion de dos
cargas (2 cargas de signo opuesto), sus estructuras pueden formarse comunmente por
atomos de nitrégeno, carbono y oxigeno. Las 6xidos de nitrilo y las nitronas (alilo), entre
otros, son dos de los 1-3 dipolos en donde se encuentran estos tres elementos, siendo el
atomo central b, un nitrégeno. Las azidas muestran una estructura lineal (propargilo-alenilo)
donde los tres 4tomos; a, b y ¢ son de nitrogeno (figura 3)./2%!
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Figura 3. Reaccién de Huisgen.?°!

La cicloadicion 1,3-dipolar de alquinos y azidas, es una variante de la denominada reaccion
de Huisgen, constituye la ruta mas efectiva para la sintesis de los 1,2,3-triazoles. La gran
utilidad de esta reaccioén radica en la facilidad para introducir las funciones del alquino o la
azidas en moléculas organicas. Factores cinéticos permiten que las azidas alifaticas
permanezcan practicamente inertes hasta reaccionar con un buen dipolardfilo. Esta
estabilidad cinética es directamente responsable de la baja velocidad de reaccién de las
cicloadiciones de alquinos y azidas que generalmente requieren elevadas temperaturas y
largos tiempos de reaccion, dando lugar a una mezcla de regioisomeros, los 1,2,3-triazoles
1,4 disustituidos y 1,5 disustituidos.”! Estas condiciones pueden dar lugar a bajos
rendimientos si el derivado 1,3-dipolar no es muy estable y también conlleva a dificiles
metodologias de separacion para obtener cada uno de los isbmeros por separado. La
formacion de los heterociclos resultantes de estas cicloadiciones suele encontrarse muy
favorecida termodinamicamente, sin embargo, la elevada energia de activacion de estos
procesos hace que en muchas ocasiones tengan que llevarse a cabo mediante el empleo
de calentamientos prolongados.''”!



1.3 Azidas Organicas.

La colocacion selectiva de grupos azida en compuestos heterociclicos se ha vuelto un tema
de investigacion prioritario en la sintesis organica, particularmente en el descubrimiento de
nuevos farmacos. A pesar de esto, no ha sido estudiado a fondo la importancia de este
grupo funcional, dada la prevalencia de estructuras donde se presentan las azidas y la
importancia de lo facil que se puede diversificar para producir sustancias quimicas con alto
valor agregado como aminas, iminas, amidas, aziridinas y triazoles.!'” Las azidas son
intermediarios versatiles en la sintesis organica.'"

Desde el descubrimiento de las azidas organicas por Peter Grie3, que sintetizo la
fenilazidas en 1864, se han desarrollado numerosos protocolos sintéticos y aplicaciones de
estas moléculas ricas en energia; en los ultimos afios han mostrado un resurgimiento de la
popularidad del uso de azidas organicas en la quimica organica. Las azidas organicas
recibieron considerable atencion en las décadas de 1950 y 1960 con nuevas aplicaciones
en la quimica de las acilas, arilas y alquiladizas. El interés industrial por los compuestos
organicos de azidas comenzd con el uso de azidas para la sintesis de heterociclos como
triazoles y tetrazoles, asi como con su uso como agentes espumantes y como grupos
funcionales en productos farmacéuticos.!""! Una aplicacién importante de esta clase de
compuestos es la cicloadicion 1,3-dipolar con un reactivo insaturado para dar una variedad
de heterociclos de cinco miembros.!'*

Mas alla de la sintesis de nuevos compuestos, las azidas también destacan por su
capacidad para generar explosiones, que no solo es propia de la azida de hidrégeno; la
mayoria de las azidas son sustancias explosivas que se descomponen con la liberacién de
nitrogeno a través de la mas minima entrada de energia externa, por ejemplo, presion,
impacto o calor. Las azidas de metales pesados se utilizan en la tecnologia de explosivos,
en la que sirven como detonadores. La azida de sodio son utilizadas para iniciar el proceso
de las bolsas de aire de los autos. Las azidas organicas, particularmente la azida de metilo,
a menudo se descomponen de forma explosiva.''"!

También en tiempo reciente se han utilizado las azidas conformadas por tres isotopos °N
como marcador durante las reacciones para seguir el mecanismo de los compuestos
quimicos de interés y lograr obtener imagenes de resonancia magnética (MRI, por sus
siglas en inglés) hiperpolarizadas en cualquier momento durante el proceso. Este no es un
método invasivo y nos muestra el comportamiento de las moléculas en reacciones quimica
o la interaccion bioldgica de los mismos en los organismos a los que se les ha suministrado,
para este proposito, la estabilidad requerida en el grupo que sirve de etiqueta debe ser
grande y un grupo azida es lo suficiente estable para poder soportar la hiperpolarizacion y
mostrar muy buenos resultados;!"*! funciones que son importantes en estos dias, como las
reacciones bioortogonales que veremos en algunas secciones siguientes.



Las arilazidas gracias a su estabilidad relativamente alta son utilizadas en algunos procesos
biolégicos e industriales como marcadores de foto afinidad, como reticuladores en
fotorresistores, para polimeros conductores y para la activacion inducida por la luz de las
superficies poliméricas y son intermediarios importantes procesos organicos. Las azidas
son fuertes nucledfilos y puede ser descrita con diferentes estructuras resonantes (como se
puede muestra en la figura 4), una de las mas importantes es N=N*=N"[""]
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Figura 4. Estructuras resonantes de las azida.[''a

1.3.1 Sintesis de Azidas Organicas

En principio, las azidas organicas se pueden preparar a través de cinco métodos diferentes:
a) insercion del grupo Ns (sustitucion o adicién), b) insercion de un grupo Nz
(diazotransferencia), c) insercién de un nitrégeno atomo (diazotizacion), d) escision de
triazinas y compuestos analogos y e) el reordenamiento de azidas.!""! En la figura 5 se
observa los atomos inmiscuidos para cada proceso.
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Figura 5. Localizacion de las variantes para sintesis de azidas.l''2

Si bien hay numerosos métodos disponibles para la preparacion de azidas alifaticas, existe
una eleccion limitada para las arilazidas. La ruta mas sencilla para la preparacion de
arilazidas implica la diazotizacion de aminas con acido nitroso seguida de la adicion de
azida sodica a baja temperatura; sin embargo, para esta transformacion se requieren
condiciones muy agresivas que no son compatibles con algunos grupos funcionales
presentes en ciertos sustratos.

Esto llevé al grupo de J. Das a informar los resultados de una azidacién con condiciones
mas suaves para la misma transformacion. Debido a la experiencia que contaban con la
desaminacién de arilamidas con nitratos de alquinos, este grupo dedujo, que las arilaminas
en presencia de un nucledfilo fuerte como la azida lograria que la reacciéon de desaminacion
podria desviarse hacia la formacion de azida (figura 6), ya que las arilaminas sufren
diazotizacion con nitrito de alquilo.!"*
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Figura 6. Reaccién de desaminacion.?°]



1.4 Etisterona

1.4.1 Hormonas Esteroideas

La estructura basica de los esteroides estd dada a partir del
ciclopentanoperhidrofenantreno, que se puede describir como cuatro anillos fusionados,
tres de ellos de 6 atomos de carbono y uno de solo 5 atomos; otra forma con la que se le
conoce a esta estructura de 17 carbonos es con el nombre de esterano.!'”! Se utiliza una
nomenclatura sistematica que se acordd en las primeras convenciones durante los afios
30’s del siglo pasado y que hoy dia persiste y no se ajusta a la nomenclatura UIPAC.

Se establecié iniciar el conteo a partir del atomo superior del primer ciclo (etiquetado con la
letra A) de 6 atomos carbono de izquierda a derecha perteneciente al perhidrofenantreno,
continuando con el siguiente a la derecha (identificado como B), y asi sucesivamente con
el siguiente (identificado como C) y finalmente se culmina con los atomos pertenecientes al
ciclopentano (identificado como D); en la figura 7 se puede observar de forma grafica la
forma en que se lleva a cabo.
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Figura 7. Nomenclatura sistematica de conteo de atomos de carbono del
ciclopentanoperhidrofenantreno.

La clasificacion mas aceptada de los esteroides proviene por numero de carbonos que lo
componen, como ya habia mencionado, la molécula de esterano esta compuesta por 17
carbonos, otra forma de llamarlo es gonano (que proviene de las gonadas), conforme va
incrementandose el niumero de atomo de carbono en ciertas posiciones especificas, el
esterano va adquiriendo diferentes nombres por las distintas caracteristicas y funciones que
realizan en los organismos. En la tabla 2" se describen los incrementos, nombres y
ejemplos caracteristicos de para cada uno de los 8 esteroides que se atienen a esta
clasificacion.

Las estructuras del ciclopentanoperhidrofenantreno ademas de los nombres que se indican
en la tabla 2, también estan sujetos a otras reglas de nomenclatura que indican la posicién
espacial de los sustituyentes, asi como la ausencia carbono de un enlace entre dos
carbonos en los anillos A, B, C, D o en alguna posicion, por ejemplo, la del carbono 19 que
es muy frecuente en compuestos que sirven como anticonceptivos. Por otro lado, esta
nomenclatura también contempla la presencia de un carbono, enlace o anillo de mas en el
esterano.



Clasificacion de hormonas esferoidales

Compuesto
No. C'2

Principales

Caracteristicas

Estructura

Gonano
17

(Esterano)

Estrano
18

Estrégenos

-Diferenciacién sexual del
cerebro, conducta sexual
femenina, maduracién ésea.
-Producido por los ovarios, la
placenta durante el
embarazo y glandulas
suprarrenales.

Androstano
19

Andrégenos

-Conducta sexual y fenotipo
masculino, tejido muscular,
agresividad, libido.
espermatogénesis.
-Producido en los testiculos,
glandula suprarrenal,
androsterona en ovarios.

Pregnano
21

Progestagenos
Glucocorticoides

Mineralocorticoides

-Preparacién del endometrio
sexual, desarrollo del
embarazo, glandula
mamaria; metabolismo de
glucosa e hidroelectrolitico.
-Producido por los ovarios y
placenta; los corticoides en la
glandula suprarrenal.

21

Colano
24

Acidos Biliares

-Ayuda a la absorcion de
vitaminas liposolubles, evitan
infecciones y limpian los
intestinos.

-Producidos en el higado e
intestino delgado.

21 22

20

Colestano*
27

-Sintesis de Hormonas
esteroidales; Regula el calcio
y el fosforo, remodela los
huesos. Reduce la absorcién
del colesterol.

-Vitamina D a partir del
colesterol.

Ergostano *
28

*Esteroles

»  |Estigmastano*

29

23

24

24

Tabla 2. Clasificacion de Hormonas Esteroidales de acuerdo con la posicion y con el nimero de carbonos.!

25



A continuacion, las reglas mas frecuentes aplicadas a estas hormonas:

. La forma de indicar un doble enlace entre dos atomos que no tienen numeracién
consecutiva se anota entre paréntesis el de mayor numero; en el siguiente ejemplo
observaremos al 1(10),2,4-estratrieno-3,17R-diol o (1,3 5(10)- ); en esta molécula se
muestra un sustituyente hidroxi en posicién beta, por delante de la molécula del esterano
(de 18 carbonos) que se muetra en la figura 8.

OH

CH,

Figura 8. Molécula de 1(10),2,4-Estratrieno-3,17R-diol.

* Laausencia de un carbono en una posicion de las que se indican en la tabla 2 se debe
indicar con la palabra “Nor” que en aleman significa “ausencia de”, por lo que la 19-Nor-
170-metil-5-pregnen-3-20-ona(b), nos indica que en esta molécula de 21 carbonos no
esta presente el carbono 19 y que el metilo esta en posicion o estd por detras de la
molécula del pregnano. En cambio, cuando la ausencia del carbono forma parte de uno
de los ciclos del ciclopentanoperhidrofenantreno se indica el anillo que carece del atomo
de carbono precedido de la palabra Nor, como en el C-Nor-androstano (a); figura 9.

o}
Figura 9. Moléculas C-Nor-androstano y de 19-Nor-17a-metil-5-pregnen-3-20-ona.

* La nomenclatura homo se da cuando hay un carbono de mas en alguno de los ciclos
que conforman el ciclopentanoperhidrofenantreno, repitiendo el nimero mas cercano a
la unién entre los ciclos diferenciandolo con letra iniciando por la letra a minuscula, por
ejemplo, si el ciclo A en vez de tener 6 d&tomos de carbono tuviera 7 se denominaria
como 4a-homo-androstano (figura 10).

CH,

Figura 10. Molécula de 4a-homo-androstano.



Cuando falta un enlace entre dos atomos de carbono de la molécula esteroidal, se
denomina como seco, la nomenclatura inicia con la posiciéon de los atomos de carbono
entre los que no hay enlace seguido de la palabra seco, un ejemplo muy claro se
encuentra en las dos estructuras de la vitamina D, el colecalciferol (vitamina D3) es un
compuesto en donde no existe el enlace entre el carbono 9 y 10, provocando una doble
configuracion (cis y trans) al rotar la molécula sobre el enlace 6 y 7. En la figura 10 se
muestran el cis-9,10-seco-5,7,10(19)-colestatrien-3b-ol (a) y el trans-9,10-seco-
5,7,10(19)-coletatrien-3a-ol (b); figura 11.

HoW

Figura 11. Moléculas de cis y trans-9,10-seco-5,7,10(19)-colestatrien-3b-ol.

En caso de que haya un enlace de mas entre dos atomos de carbonos que nos son
adyacentes en un mismo anillo, se denomina compuesto ciclo, se inicia el nombre con
los atomos de carbono inmiscuidos seguido de la palabra ciclo, la figura 12 nos muestra
el compuesto 6,8-ciclo-andostrano.

Figura 12. Molécula de 6,8-ciclo-androstano.

Un ciclo adjunto a la molécula del gonano, se identifican los atomos de carbono entre
los cuales se entrelazan los anillos y se identifican con letras los enlaces de acuerdo con
la importancia del anillo sustituyente hasta llegar al citado enlace donde se entrelazan;

el 17a-metil-5a-androstano-[3,2-c]pirazol-17R-ol (figura. 13).
OH

CH,

N B
H =

I

Figura 13. Molécula de 17a-metil-5a-androstano-[3,2-c]pirazol-173-ol.



. Por ultimo, cuando un heteroatomo sustituye a un &tomo de carbono del
ciclopentanoperhidrofenantreno, la nomenclatura que se utiliza es la de Hantzsch —
Widman para nombrar al sustituyente, por ejemplo, el oxigeno al estar en la molécula se
identifica la posicion agregando la palabra correspondiente, en esta caso “oxa”, 1713-

Hidroxi-17 a-metil-2-oxa-5a-androstan-3-ona (figura 14).

OH

CH,

Figura 14. Molécula de 17R-Hidroxi-17a-metil-2-oxa-5a-androstan-3-ona.

1.4.2 Colesterol

El colesterol y los fosfolipidos son constituyentes esenciales en todas las membranas
celulares y, por ello, necesarios para el mantenimiento de la funcionalidad y supervivencia
de las células. Si las células no reciben colesterol exégeno de las lipoproteinas de baja
densidad, las células tienen la capacidad de sintetizar colesterol desde una molécula tan
abundante y sencilla como es el acetato, de tal forma que las células aseguran sus
necesidades de colesterol y por ello su supervivencia. Por otro lado, el exceso de colesterol,
consecuencia de una alteracion en el metabolismo lipidico, es capaz de producir
ateroesclerosis, que representa la primera causa de muerte en todo el mundo, y muy
especialmente en los paises mas desarrollados.!"®

El colesterol es una estructura molecular de ciclopentanoperhidrofenantreno con cabeza
polar (grupo hidroxilo) y cola apolar.l'” El colesterol es el precursor de todas las hormonas
esteroidales, como los glucocorticoides, mineralocorticoides, andrégenos, estrogenos y
progesterona. La sintesis de hormonas esteroidales a partir de colesterol tiene lugar en las
células de las glandulas suprarrenales, ovarios y testiculos, y los tejidos periféricos. La
conversion de colesterol a pregnenolona se lleva a cabo mediante la enzima citocromo
P450scc. La pregnenolona se convierte en diferentes hormonas esteroidales a través de
una serie de pasos bioquimicos que implican la accion de varias enzimas.'® En la figura 15
se muestra un diagrama en el cual se observa los cambios en la estructura del colesterol.

1.4.3 Progestinas

Con el avance en los estudios de la reproduccion de los mamiferos a finales del siglo XIX 'y
las primeras tres décadas del siglo siguiente se observé que el cuerpo luteo (cuerpo
amarillo), era fundamental para el desarrollo del embarazo y que de él se emanaba una
sustancia en “pro de la gestacién”; la hormona secretada por el cuerpo amarillo, a grandes
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rasgos, produce un estado especial de la mucosa uterina y prepara al utero para la
recepcion de los embriones induciendo la proliferacion progestacional del endometrio y
nutrir/proteger los ovocitos fecundados y permitir su implantacion. Como lo dice su nombre,
el cuerpo luteo (CL) se presenta en la parte lutea (secretora) del ciclo menstrual (del dia 16
al 28 Aprox.).* En 1929, Corner y Allen informaron que el extracto del CL la existencia de
esta hormona especial, un par de afios después lograron a purificar la sustancia del CL
obteniendo un compuesto con formula empirica C21H300-2. La hormona del CL fue nombrada
como "progestina" por sus funciones pro-embarazo/gestacion.!"”

La apariciéon de progestina en otras fases del ciclo menstrual puede conducir a efectos que
no son los adecuados para la fertilidad. En 1935 determinaron llamar progesterona a este
compuesto que ya habia sido aislado de manera cristalina casi de manera simultanea por
diferentes grupos de distintos paises.*”!

Debido a que la progesterona natural era muy dificil y costosa de extraer (se requerian
cerca de 50,000 cuerpos luteos de cerdas para obtener unos cuantos miligramos), no se
absorbia de manera eficiente a través de las pildoras ya que se metabolizaba antes de
causar un efecto en las hembras. En los afios siguientes se inicié la sintesis de las
progesterona a partir de otras hormonas y del mismo colesterol (como lo realizan los
organismos); las dosis tenian que ser muy grandes en animales de talla pequefia para
observar cambios en su proceso de reproduccion. Esta situacion llevo a probar con todos
los compuestos (hormonas esteroides) de estructuras parecidas que se fueron sintetizando,
durante ese mismo tiempo, en los distintos laboratorios en todo el mundo, ahi fue que
nacieron las progestinas.'*"

Las progestinas fueron sintetizadas para generar los mismos efectos de la progesterona,
es decir, realizar en parte los efectos de la progesterona e interactuar con los receptores de
esta, con la diferencia que la larga vida de las progestinas con respecto a las progesterona
que también pueden interactuar con otros receptores, eso si, causando efectos
secundarios, los cuales hasta ultimas fechas son aprovechados y en otros evitados segun
el caso particular de cada usuario. La tarea principal de las progestinas radica en reducir la
cantidad y elasticidad del moco cervical para dificultar la movilidad de los espermatozoides;
en algunos casos retrasa o inhibe la ovulacién y evita que el endometrio consiga un tamafio
adecuado que otorgue las condiciones adecuadas para un embarazo temprano.'?

Como se ha mencionado antes, las progestinas se iniciaron a sintetizar a partir de 1930,
pero fue hasta principios de los anos cincuenta que se patento la Noretisterona (una
progestina, la etisterona sin el carbono 19) que sirvi6 como principio activo de la primera
pildora anticonceptiva, la cual fue desarrollada por los laboratorios Syntex en México. Una
década después “la pildora” (como se le llamé coloquialmente) fue comercializada y con
esto se llegd a uno de los eventos con mayor relevancia y menos comprendidos en la
historia de la humanidad.®*



En 1938 Hans H. Inhoffen y Walter Hohlweg trabajando en ese entonces para los
laboratorios Schering, publicaron la sintesis del 17a-Etinilestradiol,”” el estrégeno que mas
se utiliza hoy en dia en una mezcla con distintas progestinas como método anticonceptivo.
Tomando en cuenta los trabajos Lavoslav Ruzi¢ka y K. Hofmann en donde realizaron la
sustitucion con un grupo acetiluro en el carbono 17 del androstano y derivados del
andostreno;*’! esta sustitucion y oxidacién de la cetona otorga al estradiol una mayor
resistencia a la degradacioén en la flora intestinal, provocada por el impedimento estérico
que otorga el alcohol terciario hacia el lado B y el alquino terminal en el lado a, haciendo
posible que sea funcional por medio de via oral; el estradiol al ser ingerido es rapidamente
inactivado al oxidarse los grupos hidroxilo.

La adicion de acetileno podria dar como resultado dos isémeros cis-trans; sin embargo, la
formacion de un isémero parece estar fuertemente favorecida, por la misma estructura del
sustrato, la hormona esteroidal, ya que el producto entra por el lado a, obteniendo un
rendimiento del 90%. Con fines de caracterizacidon, presentaron, entre otras cosas, el
monobenzoato, bien cristalizado, que después de la saponificacion alcalina, vuelve al
material de partida con propiedades inalteradas. Este hallazgo subraya la unidad del
compuesto de etinilo.?”!

1.4.4 Etisterona.

La etisterona puede verse como la version etinilada de la testosterona, entre otras
moléculas que contienen el grupo 17a-etinilo. Inhoffen y Hohlweg en la misma publicacion
reportan la sintesis de la etisterona (17a-Etiniltestosterona), con la misma légica de
sustitucion en el carbono 17. La ingesta de 60 mg de progesterona la describieron como
ineficaz, al contrario solo con 4 mg de etisterona la prueba oral mostré buenos resultados
en conejos; con 2 mg de etisterona se observaron un tercio de eficacia respecto a la
progesterona administrada de manera subcutanea.'””’ También mostraron que la eficacia
disminuia a un cuarto en la ingesta después de cambiar el grupo etinil por uno vinilo; y la
eliminacion del grupo hidroxilo de la etisterona la volvia completamente ineficaz tanto por
via subcutanea (10 mg) y oral (20 mg)."!

Para la sintesis de la etisterona (lll) partieron de la deshidroepiandrosterona (DHEA) (1) que
se le afadié un grupo acetileno obteniendo el etinilandrostenediol (Il), y por ultimo paso
oxidaron el alcohol secundario del carbono 3 a un grupo ceto por medio de isopropilato de
aluminio en acetona-benceno. A finales del mismo afio, el premio nobel

Ruzi¢ka y Hofmann reportaron la sintesis de (lll) partiendo de (ll) agregando terc-butilato
de aluminio mediante la reaccion de Oppenauer en acetona obteniendo resultados
aproximados en el punto de fusion 264-266 °C y 270-272 °C en cada caso; y en la relacion
de rotacion entre los compuestos de (l) y (lll) de 142° semejantes a los de A5-androsteno-
diol y la testosterona de 159°. Para caracterizar el nuevo derivado de testosterona se
prepar6 su oxima. Ademas, la banda de absorcion ubicada en 2385 A (log



€ = 4.35) en una solucion alcohdlica indica la presencia de un grupo ceto a-insaturado
(figura 16).2°
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Figura 16. Sintesis de Etisterona a partir de DHEA.[?"]

Como hemos visto en los parrafos anteriores el grupo alquino terminal es fundamental para
resistir la degradacion de las hormonas esteroides sintéticas; ademas un buen dipolofilico
para ser utilizado en las reacciones de cicloadicién 1-3 dipolar.

Por otro lado, se reportdé por primera vez en 1994, que compuestos con estructuras
semejantes al estradiol obtuvieron buenos resultados para evitar la formacion de nuevos
vasos sanguineos (angiogénesis) lo que es fundamental para el crecimiento de tumores y
es una caracteristica dominante en varias enfermedades angiogénicas como la retinopatia
diabética, la artritis, los hemangiomas y la psoriasis. El 2-metoxiestradiol, un metabolito de
estrogeno endogeno de funcion previamente desconocida es un potente inhibidor de la
proliferacion y migracion de células endoteliales, asi como de la angiogénesis in vitro. Por
lo tanto, el 2-metoxiestradiol es el primer esteroide que tiene una alta actividad
antiangiogénica por si mismo. Estos resultados sugieren que este compuesto puede tener
potencial terapéutico en el cancer y otras enfermedades angiogénicas.*®!

1.5 Quimica Clic

La Quimica Clic (QC) esencialmente busca de forma rapida generar nuevas propiedades y
funciones en sus productos de reaccion a partir de moléculas pequefas. Actualmente es
una herramienta de sintesis quimica reconocida en el ambito cientifico, farmacéutico,
biotecnologico y en la ciencia de los materiales, ya que ha contribuido al desarrollo de
materiales mas durables, resistentes y versatiles.*”!

La cicloadicién dipolar 1,3 de Huisgen de alquinos y azidas para producir 1,2,3-triazoles no
fue tan popular hasta el uso del cobre () como catalizador, resolviendo el problema de la
regioselectividad, siendo la mas reconocida entre todas las reacciones que se denominan
QC, denominado la como “la reaccion clic”.

El descubrimiento de la cicloadicion de azida-alquino catalizada por Cu(l) en 2002,
transformo6 la QC de un concepto de trabajo a una realidad aceptada. Esta reaccion
generalmente se lleva a cabo bajo condiciones suaves utilizando diversos sustratos
disponibles, de alto rendimiento como productos 1,4-regioisomeros de 1,2,3-triazoles



unicos en lugar de aductos de triazol aleatorios, lo que cumple completamente con la
definicion conceptual de la QC. Esta reaccion "casi perfecta” se ha convertido en sinénimo

de QC, y a menudo se conocida como "La reaccion clic".?%

Las azidas son derivados 1,3-dipolares cuya descomposicion se encuentra muy favorecida
termodinamicamente, aunque debido a su elevada estabilidad cinética pueden ser aisladas.
La reaccion de azidas con alquinos es una cicloadicién [3+2] térmica concertada que
conduce, salvo en casos muy favorables, a la formacion de 1,2,3-triazoles de modo no
regioselectivo (figura 17).1""!
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Figura 17. Cicloadicion [3+2] térmica y catalizada por cobre de azidas y alquinos.!'5!

Alternativamente, el creciente desarrollo de la QC también ha tenido un impacto en el
desarrollo de nuevas arquitecturas hibridas de azucares/esteroides. La formacioén del triazol
en estos compuestos es mas que un simple enlazador pasivo; se asocia facilmente con
objetivos bioldgicos a través de enlaces de hidrégeno e interacciones dipolares y muestra
propiedades biologicas interesantes, como actividades antialérgicas, antibacterianas y anti-
VIH.I"2

1.5.1 Inicios de la Quimica Clic

Si bien la primera descripcién de una cicloadicion catalizada por cobre de un compuesto
1,3-dipolar (nitrona) y un alquino fue realizada en el afio 1993 por el grupo de Miura;*" fue
hasta los afios entre 1999 y 2001 que los recién galardonados con el premio Nobel de
quimica 2022, el grupo de Morten Meldal de la Universidad de Copenhague, Dinamarca y
el de Barry Sharpless del Scripps Research Institute en California, EE. UU., describieron de
manera independiente que la adicion de cantidades sub estequiométricas de una sal de
cobre produce un aumento significativo de la velocidad de reaccién, que permite efectuar
estas transformaciones a temperatura ambiente y en tiempos de reaccion muy cortos. Estas
reacciones pueden llevarse a cabo en disolventes aproticos y proético e incluso en agua, en
un rango bastante amplio de valores de pH.”” La QC se ocupa de la generacion de
sustancias mediante la unién de bloques de construccion pequefios, selectivos y modulares
con enlaces de heteroatomos (C-X-C). Estos bloques de construccion contienen un alto
contenido de energia incorporado que impulsa una reaccion de enlace espontanea e
irreversible con sitios complementarios en otros bloques



y funciona de manera confiable en aplicaciones de pequefia y gran escala. La regla general
para este enfoque fue que "... todas las busquedas deben restringirse a moléculas que sean
faciles de hacer". La QC dicta un "principio rector": un principio nacido para satisfacer las
demandas de la quimica moderna.®*

Las publicaciones sobre la cicloadicion [3+2] mediante la reaccion clic se fueron
incrementado al paso de los ultimos afos, ya constatadas las bondades de las reacciones
catalizada por cobre [CUAAC]., su facil manejo, insensibilidad al H2O y a la oxidacion, una
amplia gama de sutratos, buenos rendimientos y sobretodo la regioselectividad 1-4.
Tambien se mostro el interes por la busqueda de nuevos catalizadores metalicos para
superar o mostrar la misma regioselectividad y rendimientos; por ejemplo al usar rutenio
como catalizador (RUAAC) se obtienen los triazoles regioselectivos 1-5. Los 1,2,3-triazoles-
1,4-disutituidos provenientes de una reaccion CuACC tambien pueden ser sustituidos en la
posicion 5 otorgando mayor diversidad y posibilidades a esta grupo de compuestos. 2?24

1.5.2 Mecanismo de Reaccion.

A esta fecha no se ha dilucidado por completo el mecanismo de reaccion de los procesos
CuAAC/QC. Entre los procesos catalizados por metales de transicion, las reacciones que
involucran cobre siguen siendo particularmente dificiles para una investigaciéon mecanicista
rigurosa debido al bajo potencial de reduccion del cobre. A pesar de esto, la catalisis de
cobre ha sido utilizado con éxito en las ultimas décadas en una variedad de métodos,
incluida la formacién de enlaces carbono-heteroatomos; formacion de enlaces C-C;
procesos oxidativos; y, mas recientemente, cicloadiciones dipolares.'*

En 2005, Fokin junto con Sharpless® (entre otros autores) publicaban que las especies
mononucleares de Cu(l) eran los catalizadores activos, formando un intermediario de
triazoluro de Cobre(l), proponiendo un mecanismo de reaccion haciendo conjeturas por los
datos obtenidos por la Teoria Funcional de Densidad (DFT) y la evidencia experimental con
la que contaban (figura 18).

R, Cu Ry

‘(\ - > < N> N
~~
NaMSe NQN/N\R X R
E.nCu:]+
HZ—E—CFLM
R~
N N
SN R
Ro——=——CuLn-

N=N*-—N—R,
Figura 18. Primer mecanismo de la reaccion de “Quimica clic” catalizada por Cu(l).[>*!



En 2013, el grupo de Worrell y Fokin (este ultimo colaborador de Sharpless), utilizaron uno
de los complejos de Nolte en una reacciéon CuAAC de cierta manera peculiar, el alquino
terminal ya se encontraba como acetiluo de cobre, por lo que el paso de la deprotonacion
ya se habia realizado antes de la reaccién propuesta. El tiempo de reaccién y la formacion
de la triazolida de cobre (4) se vio completamente afectado con el Cu(PPhs).NO3
(catalizador 3 en la figura 19), en 20 minutos se completo la reaccion, mientras que sin
catalizador “externo”, la reaccion no se llevo a a cabo. Este hallazgo dio paso a proponer la
participacion de intermedios polinucleares de Cu(l) en el mecanismo de esta cicloadicion
dipolar 1,3. Los complejos monomeéricos acetulro de cobre no son reactivos frente a las
azidas organicas a menos que se afiada un catalizador de cobre exogeno.?!
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Figura 19. Graficas de una reaccion CUAAC con y sin catalizador - Cu(PPh3),NO3.[5%!

En 2015, Jin y colaboradores,®* retomo el trabajo de Nolte (2007)**y de Fokin (2013),%
logrando sintetizar una serie de complejos cationicos de cobre, llamados carbenos alquil
amino ciclicos (CAACs), con distintas caracteristicas que permiten el aislamiento de
especies deficientes en electrones, ricas en electrones e incluso paramagnéticas; con los
cuales se pudo delimitar la interaccion del cobre contra la azidas organicas. Gracias a la
inusual estabilidad de estos complejos CAACs, se compararon los mecanismos mono y
dinucleares y se aportaron pruebas inequivocas de que este ultimo es el mas favorece a
la reaccion desde el punto de vista cinético.

Los resultados de Liqun Jin arrojaron que:™*



. El CAAC mononuclear de cobre reaccionaron lentamente (durante 16 horas) con la
azida de bencino para dar el heterociclo metalizado (una triazolida de cubre) con un
mediano rendimiento.

. Al adicionar a la “triazolida de cobre” equivalentemente fenilacetileno, se obtuvo
despues de 5 horas el respectivo 1-bencil-4 fenil-1,2,3-triazol y el complejo de
monocobre.

. El CAAC doblenuclear mediante la coordinaciéon de ambos atomos de cobre reacciona

rapidamente con la azida de bencilo en cloruro de metileno formando un intermediario
hasta antes no conocido, un compuesto 1-bencil-4 fenil-1,2,3-triazol con las posiciones
3,5 dimetaladas.

. Al adicionar equivalentemente fenilacetileno, a la la estructura 3,5-dimetalada-1,2,3-
triazol, se obtuvo despues de 5 horas el respectivo 1-bencil-4 fenil-1,2,3-triazol y el
complejo doblenuclear.

. Ambos complejos mono y doble nuclear pueden producir la respectiva triazolida de
cobre, teniendo el complejo bi nuclear una constancia de velocidad muy superior a la
del mono nuclear.

. Por otro lado, las constancias de velocidad de la protodesmetalizacion para la
formacion del triazol y las especies catalicas en ambos casos es muy semejante con
ambos complejos de Cu(l).

Lo anterior ha llevado a proponer el siguiente mecanismo de reaccion para la cicloadiciones
alquino azida catalizadas por Cu(l), en donde intervienen dos atomos de cobre en el ataque
del acetileno para poder completar la formacion del heterociclo (figura 20).
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Figura 20. Mecanismo de la reaccion de CUAAC con dos intermedios de cobre.[>*!

Primeramente, se requiere la presencia en el medio de reaccioén de una base que produzca
la desprotonacion del alquino, o bien en ausencia de ésta por la coordinacion 1 del
fragmento C=C al atomo de cobre, que la facilite. Posteriormente, se produce la
coordinacion de la azida, que se comporta como un ligando débil o-donador, al atomo de
cobre. La adicion nucledfila del atomo de nitrégeno terminal de la azida al carbono



sustituido del acetileno conduce a un metalaciclo, que tras un proceso de contraccion del
anillo da lugar a un 3-triazolil complejo de cobre®. Este intermedio ha podido ser aislado del
medio de reaccion mediante su estabilizacion estérica con ligandos auxiliares voluminosos.
Finalmente, en una etapa de protonacién (protedlisis) se libera el triazol y se regenera el
catalizador. En consideracion a la regioselectividad observada, globalmente este proceso
es equivalente a una cicloadicién con demanda electronica inversa, es decir, la reaccion
esta controlada por la interaccion entre el orbital LUMO del dipolo y el HOMO del
dipolardfilo.!?!

El mecanismo de la cicloadicion catalizada por cobre ha sido objeto de considerable
atencion. El catalizador de Cu(l) activo se puede generar a partir de sales de Cu(l) o sales
de Cu(ll) usando ascorbato de sodio como agente reductor. La adicion de un ligero exceso
de ascorbato de sodio evita la formacion de productos de homoacoplamiento oxidativo. La
principal dificultad asociada a la reaccion de azidas con alquinos es la oxidacién del
catalizador de Cu'* a especies de Cu?*, que son inactivas en la cicloadicién

y que ademas pueden mediar reacciones competitivas de acoplamiento oxidante como la
formacién de diinos (reaccién de Glaser-Hay).

El empleo controlado de oxidantes suaves ofrece oportunidades interesantes para la
preparacion de derivados mas elaborados mediante reacciones de acoplamiento oxidante
del intermedio cobre-triazol. Asi, por ejemplo, mediante esta estrategia se ha descrito la
preparacion de bis-triazoles y de 5-alquinil-triazoles por homoacoplamiento y acoplamiento
con un acetiluro de cobre, respectivamente, del complejo de triazolilo (figura 21).0tro
aspecto interesante de la reactividad del intermedio cobre-triazol consiste en la reaccion
con electréfilos, que permite la preparacién de triazoles 1,4,5-trisustituidos.!"”
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Figura 21. Reactividad del intermedio cobre-triazol.['*!



1.5.2 Quimica Clic sin catalizadores y Quimica Bioortogonal.
1.5.2.1 Quimica Clic libre de Cu(l).

El tercer grupo en haber sido galardonado con el premio Novel de quimica 2022 como
consecuencia haber dirigido importantes esfuerzos de investigacion hacia el desarrollo de
procedimientos libres de metales para generar triazoles en condiciones suaves®® y poder
ser aplicada la reaccion de QC dentro de seres vivos, es el de Carolyn R. Bertozzi de la
Universidad de Stanford en California EE.UU., en 2004, Bertozzi y colaboradores utilizaron
la caracteristica de los cicloalquinos, especialmente los ciclooctinos altamente tensos, como
una solucién para reemplazar el CUAAC en los sistemas bioldgicos (figura. 22).1%"!
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Figura 22. Cicloadicién de azida-alquino promovida por tension (SPAAC).[371

Nuevamente basado en azidas, este tipo de cicloadicion dipolar 1,3 se denominé como
cicloadicion de azida-alquino promovida por tension (Strain-Promoted AzideAlkyne
Cycloaddition, SPAAC). El grupo de Bertozzi pudieron demostrar que la reaccion SPAAC
que involucra una estructura ciclooctina biotinilada y varias azidas alifaticas se desarrolld,
cdmo se mencionaba antes, en condiciones suaves en acetonitrilo o mezclas de
acetonitrilo y solucion tampén fosfato salino (PBS), aunque a una velocidad baja en las
concentraciones utilizadas. Esta cicloadicion de ciclooctino (3+2) de azida funciono
bastante bien en ausencia de Cu!, aunque potencialmente dio lugar a una mezcla de
compuestos isoméricos.*”! Ademas del ciclooctino demostré que el que otros dipolaréfilos
como ebnminas y enolatos y alquenos activados son precursores Utiles para la formacion
de triazoles.'®®

1.5.2.2 Quimica Bioortogonal

Este desarrollo de la aplicacion directa de SPAAC en células humanas acentua otro
concepto: el de la quimica bioortogonal.*”! Las reacciones quimicas bioortogonales son
aquellas que no interactuan ni interfieren con la biologia, han permitido la exploracion de
numerosos procesos bioldgicos que antes eran dificiles de estudiar. Un grupo funcional
bioortogonal ampliamente utilizado es la azida, que se puede incorporar en una miriada de
moléculas biologicas alimentando células u organismos con sustratos metabdlicos
funcionados con azida. La abundancia, la ubicacion y la dinamica de las biomoléculas
marcadas con una azida se pueden monitorear mediante ligacion quimica con sondas que
tienen una funcionalidad complementaria. La reaccion clic catalizada por cobre entre azidas
y alquinos terminales es ideal para muchas aplicaciones, pero el cobre (l) tiene el



efecto secundario indeseable de ser citotoxico en bajas concentraciones. La reacciéon de
azidas con alquinos tensados, como ciclooctinos, alivia esa carga al formar facilmente un
producto de triazol sin un catalizador téxico. Tales reacciones, ademas de otras
cicloadiciones seleccionadas.”® Lo relevante de este tipo de quimica es que se puede
realizar en dentro de los organismos vivos, deberian poder ocurrir en condiciones
fisioldgicas sin interferir o verse afectadas por los procesos bioldgicos circundantes.

Los dos conceptos de quimica clic y quimica bioortogonal han tenido un tremendo impacto
en la quimica y sus ciencias vecinas. Los descubrimientos de CuAAC, SPAAC vy otras
reacciones relacionadas abordaron una importante necesidad insatisfecha y estimularon
una intensa actividad en muchas areas diferentes.”*’!

1.5.2.3 Quimica clic, economia atémica y quimica verde.

Al hablase de la quimica bioortogonal, contamos con un tipo de quimica excepcional en el
cual se evita el uso de cualquier compuesto o proceso que suponga un peligro para un
organismo en especifico. A pesar de que este trabajo no se realizé con SPAAC, si no con
CuAAC, posee grandes ventajas sobre la gran mayoria de las reacciones convencionales,
en los siguientes parrafos se describiran las grandes ventajas que presentan las reacciones
mediante quimica clic.

La economia atomica y la quimica verde son un par de conceptos deben considerarse como
fundamentales en el campo de la quimica sostenible para promover la eficiencia y la
reduccién de impactos ambientales en la sintesis de compuestos quimicos en general.

Los nuevos sistemas en la quimica moderna han ido en busqueda de mejorar la selectividad
en las reacciones y con frecuencia se pasa por alto una segunda caracteristica de la
eficiencia: la cantidad de reactivos que terminan en el producto, una caracteristica a la que
podriamos referirnos como economia atémica.'®*) Cuanto mayor sea la proporcion de
atomos presentes en los reactivos que se convierten en productos, mayor sera la economia
de atomos de la reaccién. Este enfoque busca minimizar la generacién de subproductos no
deseados, lo que a su vez reduce la cantidad de residuos y la energia necesaria para
purificar los productos finales.

La quimica verde, por otro lado, busca minimizar los impactos ambientales en el proceso y
a lo largo de todo el ciclo de vida de un producto quimico. Esto implica el uso de métodos
que son inherentemente mas seguros, mas eficientes y menos dafinos para el medio
ambiente. Los principios de la quimica verde incluyen la prevencién de la generacion de
residuos, el uso de reactivos y solventes mas seguros, la maximizacién de la eficiencia en
el uso de recursos y la minimizacion de los riesgos para la salud humana y el ecosistema.



Sin duda la quimica clic es una de estas reacciones que nos brindan estas caracteristicas
muy importantes, alta tolerancia a grupos funcionales, formacién de un solo producto, alta
economia atomica, alto rendimiento, sin necesidad de purificacion en columna.!®4

Las nuevas vias verdes juegan un papel vital en el campo de la quimica sintética mediante
la erradicaciéon de solventes y quimicos dafiinos o el manejo adecuado de materiales de
desecho.'® Logrando con ello que la quimica del clic posea un enfoque fructifero para la
fabricacién de nuevas moléculas en distintos campos de la industria.

Al alinearse la quimica clic con la quimica verde y la economia de atomos se obtienen
reacciones altamente selectivas, eficientes y de alta modularidad que permiten la union
rapida y especifica de fragmentos moleculares. Esta aproximacion minimiza la formacion
de subproductos y la necesidad de pasos adicionales en la sintesis. En conjunto, la
economia de atomos, la quimica verde y la quimica clic representan un enfoque integral
para una sintesis quimica mas sostenible. Al considerar la eficiencia en el uso de atomos,
la reduccion de residuos y la seleccion de métodos reactivos seguros y eficientes, podemos
contribuir al desarrollo de procesos quimicos mas amigables con el medio ambiente y al
avance de la ciencia en beneficio de la sociedad.

1.6 Triazoles.

La quimica heterociclica se ha vuelto en un campo muy relevante e independiente de la
quimica, con una historia propia, presencia en la sociedad y con buenas perspectivas a
futuro. Los primeros compuestos conocidos por la humanidad fueron de origen
heterociclico. La vida; como la nuestra, depende totalmente de los compuestos
heterociclicos, nace a partir de purinas/piridinas, se nutre de carbohidratos y en caso de
enfermedad, se cura con medicamentos, muchos de los cuales son de naturaleza
heterociclica.*”

Los azoles representan una amplia, muy interesante y perspectiva clase de compuestos
aromaticos heterociclicos de cinco miembros cuya estructura contiene de uno y hasta cinco
atomos de nitrégeno y también puede contener al menos un atomo de azufre u oxigeno
como parte del anillo conjugado del azol.

Los azoles forman una familia heterogénea de compuestos que comparten una anillo
azolico central; " el anillo azdlico es un heterociclo insaturado conformado que ya se habia
mencionado por 5 atomos, en donde el numero de heteroatomos y la localizaciéon de estos
funge un papel central para la interaccion y reactividad de estos.

La clasificacién de los azoles que unicamente incluyen como heteroatomo en el anillo
azolico atomos de nitrogeno es la siguiente:

e  Pirrol: Con un solo atomo de nitrégeno y 4 de carbono.

e Pirazol: Dos atomos de nitrogeno en la posicion 1y 2 del heterociclo.



¢ Imidazol: Dos atomos de nitrégeno en la posicion 1 y 3 del heterociclo.

e 1,23 triazol y 1,2,4 triazol: Con tres atomos de nitrégeno, los numeros que anteceden al
nombre es la ubicacion de cada uno de los heteroatomos.

e Tetrazol: Cuatro atomos de nitrégeno.

e Pentazol: Nombre para el de cinco atomos de nitrégeno.
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Figura 23. Férmulas estructurales de azoles neutros no sustituidos (so6lo incluye nitrégeno).*'!

En la figura 23 se pueden apreciar las diferencias entre los anillos azoélicos neutros segun
la cantidad de heteroatomos de nitrogeno.

Los medicamentos que incluyen los azoles son los medicamentos antifungicos que
consumimos con cotidianidad durante mas de medio siglo para combatir los problemas
ocasionados por la Candida ssp, entre otros hongos que afectan algunas zonas cutaneas
de nuestro cuerpo. Los antimicéticos fueron de los primeros farmacos conformados por
azoles primeramente a partir de imidazoles (clotrimazol, miconazol, ketoconazol) entre los
afnos 60s y 80s y en los afios noventa se colocaron en venta los primeros medicamentos
hechos a partir de triazoles (fluconazol, itraconazol).*”’ Estos medicamentos han ido
evolucionando con el tiempo a fin de minimizar los efectos adversos y aumentar el
metabolismo y eliminacion de los hongos; los antimicoticos de cuarta generacién comienzan
a ser conformados por tetrazoles.

El nombre de triazol fue otorgado por Joan Adolf Bladin en 1885. En 1989 el quimico
Andreocci en Italia lo llamo pirrodiazol considerandolo como un compuesto analogo al pirrol;
durante las siguientes 3 décadas siguientes los sucesores de Andreocci, llevaron a cabo
las investigaciones sobre los 1,2,4-triazoles. La sintesis de estos compuestos fue retomada
cuando se descubrié que ciertos triazoles eran capaces de evitar la turbidez en las
emulsiones utilizadas para revelar fotografias y algunas otras utilidades herbicidas, ademas
de ser como anticonvulsivos. Todos los triazoles son de origen sintético, aun no se ha
detectado un anillo de triazol en la naturaleza.!?!

El triazol es una clase importante de compuestos heterociclicos que presentan una amplia
gama de actividades farmacoldgicas. También conocido como pirrodiazol, es un sistema de
anillos di insaturados de cinco miembros que contiene tres atomos de nitrégeno en un
nucleo heterociclico y se presenta en dos formas isoméricas posibles, 1,2,3 triazolesy 1,2,4
triazoles.!**!



Constituyen el esqueleto basico de varios compuestos medicinales que poseen
propiedades  antibacterianas,  antimicrobianas,  anticancerigenas 'y  anti-VIH
(inmunoestimulante); también en medicamentos anticonvulsivo, antipaludico, antiviral,
analgésico, antioxidante, antiproliferativo, antitumoral.'*I'*4! Sin olvidar que son grandes
antimicoticos.

Los triazoles tienen una formula molecular de C;HsN3 y presentan en dos posibles formas
isoméricas, 1,2,3-triazoles y 1,2,4-triazoles (figura 23), en la primera de ellas los tres atomos
de nitrogeno estan adyacentes enlazados con dos atomos de carbono y dos dobles enlaces
en su sistema ciclico; el otro isomero posee los atomos de nitrogeno en las posiciones 1, 2
y 4 y los dos carbonos en las 3 y 5 presentando dos dobles enlaces. En ambos uno de los
atomos de nitrégeno es de tipo pirrol y los otros dos similares a la piridina.[**! Fisicamente
se describen como cristales de color blanco a amarillo palido solubles en agua o alcohol,
con un punto de fusion de alrededor de los 120 °C.1**! Los triazoles son grupos funcionales
relativamente estables y los enlaces de triazol se pueden usar en una variedad de
aplicaciones (por ejemplo, reemplazando la cadena principal de fosfato del ADN).“®!

1.6.1 Compuestos 1,2,4-Triazol.

Todos los atomos del 1,24-triazol tienen hibridacion sp? tienen electrones 611
deslocalizados sobre el anillo que forman el caracter aromatico del ciclo, es también
conocido como s-triazol (simétrico), que se puede observar en la figura 24, en donde
también se puede observar diferencia entre los nitrégenos tipo pirrol y piridina. La
sustitucion electrofilica se lleva a cabo en los nitrégenos debido a la alta densidad de
electrones.*’!

v

Figura 24. 1,2,4-Triazol.[*%]
El conocimiento de las preferencias tautoméricas y los

factores que afectan el equilibrio es esencial para comprender la reactivada de los
compuestos quimicos y sus efectos en los sistemas biologicos. Existen dos formas
tautoméricas en este heterociclo, el 1H-1,2,4-triazol y el 4H-1,2,4-triazol, que son dificil de
separar por el rapido intercambio de una forma a otra, ambos se muestran en la (figura 25);
los métodos tedricos y analiticos muestran que el tautdmero preferido es la estructura del
1H™“®!. El tautomerismo en sistemas heterociclicos de cinco miembros es un fenémeno
intrigante, que ha sido reconocido durante mucho tiempo. El conocimiento de las
preferencias tautomeéricas y los



factores que afectan el equilibrio son esenciales para comprender la reactividad de los
compuestos en los procesos quimicos y sus efectos en los sistemas bioldgicos.!*”!
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Figura 25. Tautomeria del 1,2,4-Triazol.[**]

Entre los 1,2,4-triazoles, los 3(5)-amino-1,2,4-triazoles han sido reconocidos como piezas
fundamentales para la construccion de estructuras mas complejas. El método mas sencillo
y se usO para la formacion de este tipo de triazoles es la ciclocondensacion de
amidoguanidinas.'”®’ De igual manera, se pueden sintetizar a partir de hidracinas y
formamidas con calentamiento por microondas en ausencia de catalizadores. Otro método
de obtencion involucra la ciclacion oxidativa de amidinas con nitrilos o la dimerizacién
oxidativa de las mismas, utilizando cobre como catalizador en una atmosfera de oxigeno,™”
la diferencia se encuentra en elegir el radical que queremos obtener en las pociones 3y 5
del triazol, el de la amidina y el nitrilo o dos veces el del amidina; utilizando las mismas
amidinas para obtener también radicales en el nitrdgeno de la posicion 1, sin duda la
regioselectividad de estas reacciones otorga una gran oportunidad para la sintesis de
moléculas con ciertas caracteristicas especificas. Estos casos solo son unos cuantos
ejemplos de reacciones para formar 1,2,4-triazoles, en la bibliografia por lo menos podemos
encontrar 9 meétodos bien caracterizados y con buenos rendimientos en la obtencion de los
productos.

Los atomos de carbono en el 1H-1,2,4-triazol son T1-deficientes debido a que tienen dobles
enlaces con atomos de nitrdgeno mas electronegativos y la densidad electrénica de ambos
carbonos es baja y susceptible a la sustitucion nucleofilica (SN) en condiciones ambiente.
Es una base débil, su pK, es de 2,19 para las especies protonadas. El proton NH- en el N-
no_sustituido-1,2,4-triazol es de naturaleza acida. El pK, del 1,2,4-triazol es de 10.26. Los
iones triazolio formados también son propensos a formar nucledfilos. La sustitucion
electrofilica (SEAr) toma lugar solo en los atomos de nitrégeno debido a su gran densidad
electronica. !

Otra de las propiedades de los 1,2,4-triazoles es que se puede fusionar junto con las
pirimidinas, que por si solos son base estructural de compuestos que van desde herbicidas
hasta la actividad antitumoral, para formar estructuras mas complejas con mayor
importancia farmaco-industrial como las 1,2,4-triazolo[1,5,a]pirimidinas,”® por ejemplo el
Trapidil, un farmaco vaso dilatador y reduce el aglutinacion de plaquetas para evitar la
trombosis, que se muestra en la figura 26.
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Figura 26. Trap|d|I-1 ,2,4-triazolo-[1,5,a]-piridina.%

Sin mas los 1,2,4-triazoles son los compuestos que impulsaron una era en distintas
industrias, pero en lo particular en el ramo farmacéutico vinieron a dar solucién a inhibir y
dar una respuesta benéfica para la salud de los humanos.

1.6.2 Compuestos 1,2,3-Triazol.

Los 1,2,3 triazoles son una importante estructura heterociclica debido a sus extensas
actividades biologicas. Esta estructura se puede obtener facilmente con rendiminetos de
buenos a excelentes en la escala de mitigramos mediante la quimica clic.*”’ EI campo
emergente de la quimica clic ofrece un enfoque Unico para loa sintesis de moléculas que
contienen 1,2,3-triazoles. Esta reaccion debe su utilidad en parte a la facilidad con la que
pueden introducir azidas y alquinos en una molécula y su relativa estabilidad en diversas
condiciones.*’!

Gracias al auge de la quimica clic, los 1,2,3-triazoles han cobrado gran importancia en los
ultimos anos, tomando mayor importancia que los 1,2,4-triazoles, que considerablemente
fueron mas utilizados por diferentes industrias donde fueron encontrando su nicho durante
el transcurso del siglo pasado. Los 1,2,3-triazoles son unidades de conexién para la sintesis
de nuevos compuestos muy atractivos debido a que son estables a la degradacién
metabdlica y pueden formar puentes de hidrogeno, lo que puede ser favorables en la union
de distintos targets biomoleculares y puede mejorar la solubilidad.'*"

Figura 27. 1,2,3-triazol.[5']

El 1,2,3-triazol es un heterociclo de nitrogeno insaturado, aromatico, de cinco miembros,
con exceso de 1T con un sistema de anillo de 61 electrones, compuesto por tres atomos
regulares de nitrégeno y dos de carbono con dos enlaces dobles. De los tres atomos de
nitrdgeno, uno es de tipo pirrol y los otros dos son de tipo piridina. Todos los atomos en los
1,2,3-triazoles son sp?. Los electrones 611 hibridados y disponibles estan deslocalizados
alrededor del anillo, responsables de su caracter aromatico.*”!



Se pueden distinguir tres grupos principales en los 1,2,3-triazoles dependiendo de la
posiciéon de los sustituyentes en el anillo. Mientras que 1H-y 2H-1,2,3-triazol son
compuestos aromaticos los isomeros 4H no lo son. Esto refleja en la abundancia de ejemplo
de triazoles 1H-y 2H-1,2,3-triazol y la rareza de los 4H-1,2,3-triazol. En la bibliografia a los
1,2,3-triazoles se les denomina v-triazol para diferenciarlos de s-triazol, los 1,2,4-triazol 1N-
1,2 no sustituido,*®! como se menciond en la seccion pasada.
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Figura 28. Deslocalizacién de los dobles enlaces respecto a los sustituyentes.

Las dos formas tautoméricas del 1,2,3-triazol estan en equilibrio, tanto en solucién como en
fase gaseosa (figura 29). En fase gaseosa el tautomero 2H del 1,2,3-triazol se presenta en
99.9% de la mezcla de equilibrio. En solucién, el momento dipolar de loa 1H es mucho mas
alto y favorece a estas estructura, como consecuencia, se observan mezclas de 1H y 2H-
1,2,3-triazol. En estado sdlido, el 1,2,3-triazol existe como mezcla como mezcla 1:1 de
tautomeros 1H y 2H, mientras que 4-fenil-1,2,3-triazol y 4-nitro-1,2,3-triazol se encuentran
respectivamente, en las formas tautoméricas 2H y 1H respectivamente. El momento dipolar
experimental para el benceno en la mezcla tautomérica 1H- y 2H-1,2,3-triazol es 1.85D a
258-C y 2.08. Los momentos dipolares experimentales son los siguientes: 1H-1,2,3-triazol
4.38D y 2H-1,2,3-triazol 0.22D. El 1H-1,2,3-triazol es tanto una base débil (pKa 1.17) como
un acido débil (pKa 9.4) de fuerza comparable al fenol. Los 1H-1,2,3-Triazol-4,5-
dicarbonitrilo (pKa 2.53), 4,5-dibromo-1H1,2,3-triazol (pKa 5.37) y 4-nitro-1H-1,2,3 -triazol
(pKa 4.80) son compuestos mucho mas acidos. El 1-metil-1H-1,2,3-triazol (pKa 1.25)
muestra una basicidad comparable al 1H-1,2,3-triazol, pero el 2-metil-2H-1,2,3-triazol es

una base mucho mas débil.1**!
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Figura 29. Tautomeria del 1,2,3-Triazol.[*5]

1.7 Agentes anticancerigenos.

El cancer tiene distintos estados que medicamente estan clasificados segun la fase de
evolucion. Hoy en dia los tratamientos para esta enfermedad son dispares en funcion del
tipo de cancer, por ejemplo, se emplea la terapia bioldgica que consiste en un anticuerpo
monoclonal, o el tratamiento con radioterapia donde se utilizan rayos de alta energia para
destruir las células cancerosas, y el tratamiento del Cancer de Colon Rectal (CCR) mas
aplicado es la cirugia. Sin embargo, el mas estudiado esta siendo la quimioterapia, donde



se usan farmacos para destruir células cancerosas. Estos farmacos entran en el torrente
sanguineo y pueden afectar las células cancerosas de todo el cuerpo. Los farmacos
anticancerosos se administran ordinariamente por la vena, aunque algunos pueden darse
de forma oral.

Los agentes anticancerigenos son criticos para el tratamiento del cancer, pero los efectos
secundarios y la resistencia a los medicamentos asociados con los agentes
anticancerigenos que se usan actualmente crean una necesidad urgente de explorar
nuevos farmacos con efectos secundarios bajos y alta eficacia.®”

La quimioterapia contra el cancer, que emplea farmacos anticancerigenos, citotdxicos o
citostaticos, actuan ralentizando o deteniendo la proliferacion rapida de las células
cancerigenas.® Las biomoléculas son una opcién atractiva como vectores de entrega y se
han explorado diferentes moléculas con distintos grados de éxito. Las hormonas sexuales
como los estrogenos y los andrégenos son de particular interés debido a su importancia en
los canceres del sistema reproductivo. Los estrogenos naturales y sintéticos se han unido
a una variedad de diferentes unidades organometalicas y de coordinacion con el objetivo
de apuntar a los receptores de estrogeno.”*

1.7.1 Hormonas Esteroidales

Los esteroides, que se encuentran naturalmente en animales, plantas y hongos, podrian
actuar como moléculas de sefalizacion o como componentes importantes de las
membranas celulares que alteran la fluidez de la membrana.®” Esteroides como el
estradiol, la testosterona, DHEA y el pregneno, son desde su origen biolégicamente activos,
pero generalmente con baja toxicidad, por lo que las células cancerosas sensibles a los
esteroides podrian aceptar preferentemente estas composiciones moleculares.””

A pesar de que algunos esteroides como el estrogeno y sus receptores estan involucrados
directamente en el desarrollo de muchos tipos de tumores malignos. Estos tumores
generalmente se clasifican en cuatro grupos, (1) canceres de mama y ginecoldgicos, (2)
canceres de glandulas endocrinas, (3) canceres digestivos y (4) carcinoma de pulmén.™!

El Aromasin, Galeterone y Fulvestrant (figura 30) son algunos de los agentes
anticancerigenos que surgieron en los farmacéforos esteroideos, por lo que los esteroides
han sido de gran interés en los Ultimos afios como parte estructural de nuevos farmacos.®’!
En particular el fulvestrant se une a las proteinas que cominmente son llamadas receptores
de estrégeno, que se encuentran en algunas células de cancer de mama. A veces, estas
proteinas hacen que las células cancerosas se multipliquen. El fulvestrant bloquea estas
proteinas e imposibilita que se multipliquen las células cancerosas. El aromasin
(exemestano) se utiliza en combinacion de otros medicamentos para combatir el cancer de
mama y la galeterona es utilizada contra el cancer de préstata.



Los receptores de esteroides (SR) se conocen desde hace mucho tiempo como actores
clave en la fisiopatologia del cancer de mama. Durante las ultimas décadas, se han
estudiado ampliamente, pero siguen siendo un tema importante de investigacion sobre el
cancer de mama. La familia de SR comprende receptores de estrégeno (ER), progesterona
(PR), andrégenos (AR), glucocorticoides (GR) y mineralocorticoides (MR).
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Figura 30. Medicamentos contra el cancer con estructuras esteroidale.

Hoy en dia, la terapia endocrina del cancer de mama se basa en apuntar a ER y algunos al
receptor de vitamina D (VDR) . Entre estos compuestos se encuentran el Paricalcitol
(analogo de la vitamina D, a) y la Eplerenona (antagonista de MR, b) para la prevencion de
la cardiotoxicidad (disfuncion del musculo cardiaco a causa de la exposicion a un
tratamiento antineoplasico).® Las estructuras se muestran en la figura 31,

Figura 31. Eplerenona y Paricalcitol.

En los informes de la literatura, se sabe que la etisterona compite por la unién del receptor
de AR y suprime los niveles de activacién transcripcional de AR en relacién con la
dihidrotestosterona (DHT). La cicloadicion de azida-alquino (CuAAC) para producir una
familia de conjugados multivalentes que exhiben una potente actividad anti proliferativa en
células LNCaP-abl, un modelo de cancer de prostata resistente a la terapia. seria crucial en

AR farmacologia y biologia quimica./’?



Ruiz y et al., utilizo etisterona disponible comercialmente (17-o-etinil-testosterona o [(17-a-
etinil-17-B-hidroxi-androst-4-en-3-ona)] y (4-bromobencil)dimetilamina como reactivos en
una reaccion de Sonogashira catalizado por paladio. La unién del complejo de esteroide y
metal (complejo de platino con 17-a-[4"-etinil-dimetilbencilamina]-17-B-testosterona)
mediante un conector alquino es atractiva debido a su viabilidad sintética y porque, como
unidad espaciadora, introduce distancia sin volumen estérico (figura 32). Obteniendo
buenos resultados en las pruebas citotoxicas de cancer de mama y ovario.”

OH
CH, CH,
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Figura 32. Complejo de platino.[!

1.7.2 1,2,3-triazol

El 1,2,3-triazol es un componente basico privilegiado en el descubrimiento de nuevos
agentes anticancerigenos, y algunos de sus derivados ya se han aplicado en clinicas o en
ensayos clinicos para combatir el cancer.'” Los heterociclos de 1,2,3-triazol son “scaffolds”
(andamios) medicinales privilegiados bien conocidos debido a sus importante actividad
biolégica, que incluyen anti-VIH, antimicrobiano, antialérgico, antagonista selectivo de los
receptores adrenérgicos (3, antituberculosos, antagonistas del receptor cannabinoide,
anticonvulsivo, actividad antiprotozoaria, etc. 124174

Los mecanismos precisos por los cuales los triazoles pueden inducir citotoxicidad no estan
completamente claros, pero se han propuesto varios posibles mecanismos. Ademas, se ha
demostrado que algunos compuestos de triazol pueden evitar el abastecimiento de
nutrientes evitando el crecimiento o interactuar con proteinas especificas en las células, lo
que puede afectar su actividad y conducir a la muerte celular.”"® Algunos de los
compuestos que contienen 1,2,3-triazol, como la cefatrizina y el carboxiamidotriazol (figura
33), ya se han utilizado en clinicas o estan bajo evaluacién clinica para el tratamiento del
cancer, lo que revela su potencial como posibles farmacos contra el cancer.*!
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Figura 33. Medicamentos contra el cancer con 1,2,3-Triazol./®!



1.7.3 Compuestos hibridos 1,2,3-Triazol — Hormonas Esteroidales.

Es concebible que la hibridacion de la estructura de 1,2,3-triazol con otros farmacoforos
anticancerosos tenga el potencial de proporcionar nuevos candidatos anticancerosos con
baja toxicidad y alta eficacia contra los canceres resistentes a los farmacos. Aly et al.
informaron una actividad antimicrobiana significativa de un compuesto obtenido al convertir
el colesterol en su derivado triazol mediante la reaccién de clic. Las moléculas hibridas
tienen el potencial de reducir los efectos secundarios y superar la resistencia a los
medicamentos, ya que los hibridos con dos o mas farmacoforos diferentes también pueden
tener multiples mecanismos de accion.!*?!

Los esteroides son bien conocidos por su amplia gama de actividades biolégicas debido a
los diversos grupos funcionales que se colocan alrededor del nucleo tetraciclico rigido.
Algunos derivados de la pregnenolona (figura 34) fueron preparados por Bandy et al. y se
evaluo la citotoxicidad in vitro en siete lineas celulares: DU-145, PC-3 (prostata), HEp-2
(higado), HEp-2 (piel), SF-295 (SNC), 502713 (colon), HCT-15 y A-549 (pulmoén). La
mayoria de los compuestos sintetizados mostraron una excelente actividad contra las lineas
celulares de cancer derivadas de prostata, DU-145 y PC-3. El compuesto 1a (R=4-COCH3)
mostré una buena actividad anticancerigena frente a las lineas celulares DU-145, PC-3,
SF-295, 502713 y HCT-15 y fue mas potente frente a la linea celular PC-3 con un valor
ICs0% de 0,03 uM.!

CH,

HO
Figura 34. Compuesto de Bandy et al.®



2. OBJETIVOS.

2.1 Objetivo General.

Evaluar la actividad citotoxica de los compuestos derivados esteroidales 1-4-1,2,3-triazoles
-testosterona sintetizados mediante CUAAC a partir de diferentes fenilazidas y etisterona.

2.2 Objetivos Particulares.

e Sintetizar y caracterizar los heterociclos de cinco miembros 1,4-1,2,3,-triazoles
obtenidos por reacciones de ciclacion de la etisterona con las fenilazidas
correspondientes, a través de técnicas analiticas como: resonancia magnética
nuclear, espectrometria de masas de baja resoluciéon DART", FTIR y difraccién de
rayos X.

e Evaluar la actividad citotoxica de los compuestos derivados esteroidales 1-4-1,2,3-
triazol-testosterona frente a varias lineas celulares de cancer humano.

e Estudiar la relacién estructura-actividad de los compuestos de triazol en términos de
sus grupos funcionales y su actividad citotoxica.



3. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

En este capitulo se presentan los materiales, procedimientos y los resultados obtenidos en
la sintesis, caracterizacion y evaluacion biolégica de esta serie de derivados esteroidales
1-4-1,2,3-etisterona-triazoles, obtenidos a través de los procedimientos de cicloadicion
catalizados por Cu(l), en los cuales se ha evaluado la actividad anticancerigena de estos
compuestos en diferentes lineas celulares.

3.1 Materiales y Equipos.

Para la formacion de los 1,2,3-triazoles 1-4 disustituidos los reactivos empleados fueron
marca Sigma-Aldrich y se utilizaron sin previa purificacion, Etisterona (E1001-25G); 4(4-
Metilfenoxi)-anilina (CDS000613), azida de trimetilsilano (155071), nitrito de tert-butilo
(235385), Yoduro de cobre () (03140); las siguientes azidas se encuentran en solucién a
0.5M disueltas en tercbutil-metil-eter: 1-Azido-4-fluorobenceno (779253), 1-Azido-4-
clorobenceno (727482), 1-Azido-4-bromobenceno (779377), 1-Azido-4-iodobenceno
(779482). Los disolventes fueron grado reactivo, al igual que el carbén activado y el sulfato
de cobre pentahidratado anhidro empleados en la reaccion, separacion y purificacion de los
triazoles.

Los Equipos y materiales se enlistan a continuacion:

e Reactor de sintesis - Anton Paar - Monowave 50 — Calentamiento y agitacion.

e Parilla de calentamiento y agitacion marca Fisher.

e Balanza analitica con presién de 0.1 ug.

e Tubo de presién de 120 mL -Ace-Glass- con tapén y rosca #25.

e Lampara luz UV; Placas de cromatografia -Merck.

¢ Rota vapor - bomba de presién reducida — Buchi R210 - chiller de recirculacion.

¢ Campana de extraccion.

e Matraces tipo bola 50, 100, 250 mL.

e Vasos de precipitados de 10, 20, 50 100, 150, 500, 600 mL; tubos Falcén de 50 y
20 mL.

¢ Micropipetas c/ puntas de 50 a 1000 pL; pipeteador eléctrico auxiliar.

o Pipetas Pasteur, espatulas, agitadores magnéticos, soportes universales.

e Papel filtro Whatman No 42. Embudos de vidrio tallo largo.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de proton ("H-RMN) se realizaron a 300
y 400 MHz y para carbono 13 (*C-RMN) se realizaron a 75 MHz en un Espectrometro
Bruker Avance lll. Los desplazamientos quimicos estan dados en ppm (8) y las constantes
de acoplamiento (J) se reportan en Hertz (Hz). Se utiliz6 como disolventes cloroformo
deuterado (CDCl3).

El espectrometro de masas empleado para la determinacion de la estructura de los
compuestos que se sintetizaron para la realizacion de este trabajo fue en un instrumento



JEOL The AccuTOF: JMS-T100LC equipado con la fuente de iones DART positivo y fueron
registrados por un digitalizador de 2 GHz.

Para el analisis de cristalografia se utilizé un Difractometro de Monocristal marca Bruker,
modelo D8 Venture, con microfuentes de cobre y molibdenio; con accsorios de baja
temperatura en el intervalo de 100 a 300 K.

Para los estudio de rotacién optica se utilizé un Polarimetro Perkin ElImer 343 a temperatura
ambiente utilizando soluciones de cloroformo.

3.2 Sintesis de compuestos.

Los reactivos utilizados para la sintesis de los compuestos fueron adquiridos en Sigma-
Aldrich, etisterona (pureza > 99,0 %), 4 soluciones de halégeno azidobenceno (X =F, CI,
Br, 1) y las dos anilinas [anilina y 4-(4-Metilfenoxi)-anilina] para la sintesis de las dos azidas
faltantes; utilizandose directamente sin purificacion adicional. Los disolventes empleados
fueron grado HPLC o UPLC como cloroformo, tert-butanol, agua y acetonitrilo. Las
reacciones se llevaron a cabo reacciones en tubos de vidrio a presion cerrados
herméticamente usando cinta de PTFE en las tapas. En la literatura se encontré reportada
la sintesis de las azidas aromaticas; 1-azidobenceno por Lindsey'®® y Barral'' y 1-azido-4-
(4-metilfenoxi)-benceno por Canseco.’” Las sintesis se basan en el uso del azida de
trimetilsililo, el trimetilsililo es un buen grupo saliente y libera el grupo funcional, pudiendo
reaccionar la azida con una anilina, en tiempos prolongados de reaccién y buenos
rendimientos.

17a-(1N-benciltriazol-4-il)-testosterona — Compuesto 1.

1-Azidabenceno.

En un tubo de presion con tapén de rosca se agregan 300 L de anilina (pur. >99.5%, 3.01
mmol), con 20 mL de CH3;CN, posteriormente se agregan 868 uL de nitrito de tert-butilo
(6.61 mmol), el tubo se coloca en un bafo de agua a 5 °C. Con agitacion magnética se
agrega gota a gota 922 uL de azida de trimetilsililo (6,61 mmol); con el tubo sellado y al
paso de 10 min se retira del bafio frio. Se mantiene en agitacion durante 20 hr a Ta. Se
obtiene una solucion rojiza, se evapora a presion reducida el CH3CN. El residuo se lavé con
CsH12 (30 ml), se filtra al generarse un precipitado; se obtiene una solucién color ambar, se
evapora completamente el disolvente a presion reducida, obteniéndose la azida en forma
de liquido aceitoso rojizo (297 mg, 82.92%).
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Figura 35. Azidobenceno.



17a-(1N-benciltriazol-4-il)-testosterona.

En una reaccion de un solo paso se hicieron reaccionar 200 mg de etisterona (pureza >
99,0%, 0.640 mmol) y 103 mg de 1-azidobenceno recién sintetizado (0.860 mmol) en una
mezcla de CHCIs (10 mL), agua: tert-butanol 1:1 (10 mL) y acetonitrilo (5 mL). Después se
afadieron 56 mg de CuS04-5H,0 (0.224 mmol) y 133 mg de ascorbato de sodio (0.672
mmol) en un tubo reaccion de alta presion. Dejando reaccionar durante 18 horas a una
temperatura de 65 °C con agitacion. Preparacion: el producto se extrajo con CHCI3 (3 X 100
mL). Las fases organicas combinadas se lavaron con agua (2 x 100 mL). Después se seco
con sulfato sddico anhidro, se filtro y evaporo hasta la sequedad. El residuo se disolvio en
cloroformo (30 mL); se afiadié carbon activado (20 g) y se calenté a 45 °C durante 10
minutos con agitacion, después se filtr6 y la fase organica se evaporé nuevamente a
sequedad. El compuesto amarillento se disolvié en diclorometano (10 mL) y se pas6 a
través de una almohadilla de gel de silice (3 g). La fase organica se evapor6 hasta quedar
completamente seco dando el triazol puro microcristalino blanco que se lavé con CsHi2 (50
mL) y se secé a alto vacio durante 30 minutos. (226 mg, 82%) 'H NMR (CDCls, 400 MHz):
0 7.87 (S, 1H, H021.Trz), 7.75 (m, 2H023.24 Ar), 7.52 (m, 1H025.26 Ar), 5.69 (S, 1H, Hc4 Alq), 2.30
(m, 9H, etist), 1.82 (m, 10H,etist), 1.18 (S, 3H, HC19 Alif), 1.09 (S, 3H, Hc1s Alif), 0.77(td [3J15.2
Hz, 3J6.4 Hz]), 0.59 (td [ *J16.4 Hz, J6.4 Hz]). "*C{"H} NRM (CDCls, 75 MHz): & 199.65 (Cs3
c=0), 171.29 (Cs aq), 154.38 (C20 trzetis), 137.18 (C27 ar), 129.91 (C23-24 ar), 128.86 (Ca alqueno),
123.98 (C22ar), 120.52 (C2s-26 ar), 119.33 (C211rz), 82.40 (C17 cipen-on), 53.28 (C13), 49.15 (Co),
47.09 (C14), 38.71 (C1o), 38.06(Csg), 35.72 (C1 citex), 34.02 (C2 ciHex), 32.95 (Ci6 cipen), 32.86
(Cé citex), 31.20 (C7 ciHex), 28.92 (C12 citex), 23.86 (Ci1-ciHex), 23.77 (Csa air), 20.77 (Ci1s cipen),
17.57 (Cig air), 14.40 (Cis air). MS (C27H3302N3 413.578 g/mol). [a]*°p=+32.65°(c=0.098,
CHCLs) IR(8 cm-1): 473, 516, 552, 596, 662, 687, 757, 799, 864, 911, 998, 1024, 1072,
1117, 1191, 1223, 1274, 1314, 1425, 1500 (), 1665 (c-0), 2854 (c=c), 2916, 2947, 3488 (c.
oH). ElI compuesto fue caracterizado por difraccién de rayos X mostrando la conectividad

esperada.
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Figura 36. Compuesto 1.




17a-(1N-(4-fluorobencil)-triazol-4-il)-testosterona — Compuesto 2.

En una reaccion tipo “one-pot” se mezclaron 383 mg de etisterona [ pureza (pur.) >99%,
1.23 mmol] y 2525 uL de 1-Azido-4-fluorobenceno (pur. 95%, 1,26 mmol) con 2.50 mL de
aguay con 2.5 mL de alcohol tert-butilico. Después se agregaron 79 mg de sulfato de cobre
pentahidratado (CuSO4+5H,0, 0.315 mmol) y 62 mg de ascorbato de sodio (CsH7NaOs,
0.315 mmol) para formar la especie catalitica Cu'. Se adiciond 1 mL de acetonitrilo (CH3CN)
para favorecer la solubilidad de la etisterona. La disolucioén resultante se colocé en tubo de
reaccién con tapa y se introduce a un reactor de induccién térmica marca Anton Paar
Modelo Monowave 50 (A.P.M.M.50.) con agitaciéon magnética de 1000 rpm durante 8 hr a
90 °C. Después de terminada la reaccion, se dejar enfriar, la reaccion resultante se extrae
agregando cloroformo (CHCIs, 30 mL x2). Las fases organicas se concentraron y se lavaron
en un embudo de separacioén al cual se agregaron 40 mL de H-O, la operacion se repite
dos veces mas. Se agregaron 40 g de sulfato de sodio anhidro (Na;SO.) para eliminar
residuos de agua y se filtra. Después se agregaron 40 g de carbon activado para retirar
cualquier tipo de impureza inorganica (trazas de especies de Cu) con agitacion magnética
calentando a 45-48 °C durante 10 min, se filtr6 y se lavé con 40 mL CHCIs. Después de
este procedimiento, se evaporé el CHCI3; hasta obtener un residuo sin disolvente. El residuo
se lavdo con 50 mL de pentano (CsHi2), se decanté y evapord hasta la sequedad,
obteniéndose el triazol puro en polvo con apariencia microcristalina de color crema (374
mg, 680/0). "H NMR (CDC|3, 300MHZ)Z 07.80 (S, 1H, HC21Trz), 7.72 (d, 3JHH = 7.5 Hz, 2Hc25-26
Ar), 7.21 (d, 3JHH =7.5 HZ, 2ch3.24 Ar), 5.69 (S, 1H, Hc4 Alq), 2.36 (m, 9H, etist), 1.85 (m, 10H,
etist), 1.17 (s, 3H, Hc1o air), 1.09 (s, 3H, Hcis air), 0.76(td [2J11.41z, 3Jasmz]), 0.58(td [PJ126mz,
3Ja8m2]). *C{'H} NRM (CDCl3, 75 MHz): & 199.61 (C3c=0), 171.25 (Cs Alq cuaternario), 164.16 (C27
ArF), 154.57 (C20 trz-etis), 133.49 (Ca3-24 ar), 123.98 (Cs aiq), 122.53 (C22 arn), 119.53 (C21 tr2),
117.00 (C25.26 ar), 82.43 (C17 cipencg-oH), 53.28 (C13 ciren), 49.13 (Co citex), 47.08 (C14 cipen),
38.10 ( Ciocitex), 36.44 (Cs ciHex), 35.71 (C1 ciHex), 34.03 (Cz citex), 32.93 (Ci6 cipen), 32.86 (Ce
ciHex), 31.68 (C7 ciHex), 28.92 (C12citex), 23.88 (Ci1-ciHex), 20.75 (Ciscipen), 17.55 (Cig aiir), 14.32
(Cusaif). Espectrometria de masas de baja resolucion DART" (LRMS-DART™), (C27H3202N3F
449.586 g/mol); masa exacta: 449.2479 m/z, [M+H]'= 450 m/z (100%); [M+H+1]"= 451 m/z
(29.2%), [M+H+2]"= 452 m/z (4.1%), [M*-F] = 432 m/z. IR(9 cm™): 414, 458, 516, 567, 602,
667, 712, 752, 806, 818, 866 (c.r), 953, 998, 1026, 1110, 1188, 1229, 1261, 1333, 1385,
1424, 1434, 1489, 1540 (triaz), 1650 (c-0), 2858 (c=c), 2927, 3404, 3469 (c-om).
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Figura 37. Compuesto 2.



17a-(1N-(4-clorobencil)-triazol-4-il)-testosterona — Compuesto 3.

En una reaccion “one-pot” se mezclaron 383 mg de etisterona (pur. >99%, 1.23 mmol) y
2525 yL de 1-Azido-4-clorobenceno (pur. 95%, 1,26 mmol) con 2.50 mL de agua y con 2.5
mL de alcohol tert-butilico. Después se agregaron 79 mg de CuSO4°5H,0 (0.315 mmol) y
62 mg de CeH;NaOs (0.315mmol) para formar la especie catalitica Cu'. Se adiciond 1 mL
de CHsCN para favorecer la solubilidad de la etisterona. La disolucién resultante se coloco
en tubo de reaccién con tapa y se introduce a un reactor de induccion térmica marca
A.P.M.M.50. con agitacion magnética de 1000 rpm durante 8 hr a 100 °C. Después de
terminada la reaccion, se dejar enfriar, la reaccion resultante se extrae agregando 30 mL
de CHCIs, se repite una vez la operacion. Las fases organicas se concentraron y se lavaron
en un embudo de separacioén al cual se agregaron 40 mL de H-O, la operacion se repite
dos veces mas. Se agregaron 40 g de Na>SO4 anhidro para eliminar residuos de agua y se
filtra. Después se agregaron 40 g de carbén activado para retirar cualquier tipo de impureza
inorganica (trazas de especies de Cu) con agitacion magnética y se calentd a 45-48 °C
durante 10 min, se filtr6 y se lavé con 40 mL CHCIs. Después de este procedimiento, se
evapor6 el CHCI3; hasta obtener un residuo sin disolvente. El residuo se lavo con 50 mL de
CsH12, se decant6 y evapord hasta sequedad obteniéndose el triazol puro en polvo con
apariencia microcristalina de color blanco (427 mg, 75%). 'H NMR (CDCl; 400MHz): & 7.83
(S, 1H, HC21Trz), 7.70 (d, 3JHH =75 HZ, 2HC25-26 Ar), 7.49 (d, 3-JHH =7.5 HZ, 2H023.24 Ar), 5.69 (S,
1H, Hca Alq), 2.30 (m, 9H, etist), 1.82 (m, 10H, etist), 1.18 (S, 3H, Hc1o A|if), 1.09 (S, 3H, Hc1s Alif)
0.77(td [ *J11.6 Hz, *Jaanz]), 0.58 (td [PJ12.4 1z, 2Jasrz]). PC{"H} NRM (CDCls, 75 MHz): 5 199.61
(Csc=0), 171.23 (Cs cuaterario Alg), 154.71 (C20 trz-etis), 135.65 (Ca7 ar-c1), 134.59 (Cas.26 ar), 130.07
(C2s-24 ar), 123.99 (Cs aig), 121.65 (Ca2 arn), 119.27 (C21 tr2), 82.44 (C17 cipen-on), 53.27 (Cu3),
49.13 (Co), 47.10 (C14), 38.12 ( C10), 36.44 (Cs), 35.71 (C4), 34.03 (C2), 32.93 (C+s6), 32.85
(Cs), 31.68 (C7), 28.92 (C12), 23.90 (C11), 20.75 (C45), 17.55 (C19), 14.39 (C+s). LRMS-
DART+, (C27H3202N3Cl 466.023 g/mol); masa exacta: 465.2183 m/z, [M+H]'= 466 m/z
(100%)., [M+H+1]"= 467 m/z (30.0%), [M+H+2]"'= 468 m/z (32.0%), [M+H+3]"'= 469 m/z
(10.0%), [M+H+4]*= 470 m/z (2.1%).[0]*p=+20.59°(c=0.034, CHCL3) IR(® cm™): 476, 519,
571, 668, 751, 801, 831, 869 (c.ci), 914, 950, 1024, 1086, 1190, 1227, 1268, 1332, 1372,
1445, 1497 (wiaz), 1614, 1658 (c-0), 2861 (c=c), 2935, 3443 (c-oH).
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Figura 38. Compuesto 3.



17a-(1N-(4-bromobencil)-triazol-4-il)-testosterona — Compuesto 4.

En una reaccion “one-pot” se mezclaron 383 mg de etisterona (pur. >99%, 1.23 mmol) y
2525 pL de 1-Azido-4-bromobenceno (pur. 95%, 1,26 mmol) con 2.50 mL de agua y con
2.5 mL de alcohol tert-butilico. Después se agregaron 79 mg de CuSQO4+5H,0 (0.315 mmol)
y 62 mg de CsH7NaOg (0.315mmol) para formar la especie catalitica Cu'. Finalmente se
adicion6 1 mL de CH3;CN para favorecer la solubilidad de la etisterona. La disolucién
resultante se coloco en tubo de reaccion con tapa y se introduce a un reactor de induccion
térmica marca A.P.M.M.50 con agitacion magnética de 1000 rpm durante 8hrs a 100 °C.
Después de terminada la reaccion, se dejar enfriar, la reaccion resultante se extrae
agregando 30 mL de CHCIs, se repite la operacién una vez mas. Las fases organicas se
concentraron y se lavaron en un embudo de separacion al cual se agregaron 40 mL de H20,
la operacion se repite dos veces mas. Se agregaron 40 g de Na SO, anhidro para eliminar
residuos de agua y se filtra. Después se agregaron 40 g de carbon activado para retirar
cualquier tipo de impureza inorganica (trazas de especies de Cu) con agitacion magnética
y se calent6 a 45-48 °C durante 10 min, se filtr6 y se lavé con 40 mL CHCIs. Después de
este procedimiento, se evaporé el CHCI3; hasta obtener un residuo sin disolvente. El residuo
se lavd con 50 mL de CsHi2, se decantd este, después se evapord hasta sequedad
obteniéndose el triazol puro en polvo con apariencia microcristalina de color blanco
ligeramente amarillento. (437 mg, 70 %). 'H NMR (CDCls, 300MHz): § 7.83 (s, 1H, Hc217r2),
7.64 (d, 3JHH =75 HZ, 4Hc23-24-25-26 Ar), 5.69 (S, 1H, Hca Alq), 2.30 (m, 9H, etist), 1.82 (m, 10H,
etist), 1.17 (s, 3H, Hc1o air), 1.08 (s, 3H, Heis aiif), 0.77(td [ 3J11.4 1z, 2Jas hz]), 0.58 (td [ 3J12:3 1z,
3Jasnz]). *C{'H} NRM (CDCls, 75 MHz): § 199.60 (C3c-0), 171.21 (Cs ), 154.74 (Ca20 trz-etis),
136.15 (Cas-26 ar), 133.04 (Caz24ar), 123.99 (Caag), 122.44 (Ca2arn), 121.88 (C27 Arer), 119.20
(C21 trz), 82.45 (C17 cipen-on), 53.27 (C13), 49.13 (Co), 47.10 (C14), 38.13 ( C10), 36.45 (Cs),
35.71 (C4), 34.03 (Cz), 32.93 (C16), 32.86 (Cs), 31.68 (C7), 28.92 (C12), 23.89 (C11), 20.75
(C1s), 17.55 (C1g), 14.39 (C1g). LRMS-DART" (C27H3202N3Br 510.474 g/mol); masa exacta:
509.1678 m/z, [M+H]"= 510 m/z (100%)., [M+H+1]*= 511 m/z (30.0%), [M+H+2]"'= 512 m/z
(100.0%), [M+H+3]*= 513 m/z (30.0%), [M+H+4]"= 514 m/z (5.0%). IR (8 cm™): 466, 518,
585, 597, 668, 749, 801, 829, 869 (c-sr), 952, 999, 1024, 1071, 1126, 1190, 1228, 1273,
1333, 1385, 1443, 1494 (tiaz), 1616, 1658 (c=0), 1728, 2865 (c=c), 2940, 3449 (c-oH).
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17a-(1N-(4-iodobencil)-triazol-4-il)-testosterona — Compuesto 5.

En una reaccion “one-pot” se mezclaron 383 mg de etisterona (pur. >99%, 1.23 mmol) y
2525 pL de 1-Azido-4-iodobenceno (pur. 95%, 1,26 mmol) con 2.50 mL de agua y con 2.5
mL de alcohol tert-butilico. Después se agregaron 79 mg de CuSQO4-5H,0 (0.315 mmol) y
62 mg de CeH;NaOs (0.315mmol) para formar la especie catalitica Cu'. Finalmente se
adicioné 1 mL de CH3CN para favorecer la solubilidad de la etisterona. La disolucion
resultante se coloco en tubo de reaccion con tapa y se introduce a un reactor de induccion
térmica marca A.P.M.M.50. con agitacion magnética de 1000 rpm durante 8hrs a 100 °C.
Después de terminada la reaccion, se dejar enfriar, la reaccion resultante se extrae
agregando 30 mL de CHCIs, se repite la operacion una vez mas. Las fases organicas se
concentraron y se lavaron en un embudo de separacion al cual se agregaron 40 mL de H20,
la operacion se repite dos veces mas. Se agregaron 40 g de Na SO, anhidro para eliminar
residuos de agua y se filtra. Después se agregaron 40 g de carbon activado para retirar
cualquier tipo de impureza inorganica (trazas de especies de Cu) con agitacion magnética
y se calent6 a 45-48 °C durante 10 min, se filtré y se lavé con 40 mL CHCIs. Después de
este procedimiento, se evaporé el CHCI3; hasta obtener un residuo sin disolvente. El residuo
se lavd con 50 mL de CsHi2, se decantd este, después se evapord hasta sequedad
obteniéndose el triazol puro en polvo con apariencia microcristalina de color blanco
ligeramente pardo (485 mg, 71 %). 'H NMR (CDCls, 400 MHz): 6§ 7.84 (t, 3Jun = 7.5 Hz,
3Hc21-Trz c25-26 Ar), 7.51 (d, 3JHH =7.5 HZ, 2Hc23-24 Ar), 5.68 (S, 1H, Hca Alq), 2.30 (m, 9H, etist),
1.82 (m, 10H, etist), 1.18 (S, 3H, HC19A|if), 1.09 (S, 3H, Hc13A|if); 0.76(td [ 3J11.7 Hz, 3J4.8 Hz]), 0.57
(td [ 3J12.3 1z, 3Jasz]). *C{'H} NRM (CDCls, 75 MHz): 6§ 199.59 (C3¢-=0), 171.24 (Csa), 154.75
(C20 trz-etis), 138.96 (Cos.26 Ar), 136.80 (C23-24 ar), 123.96 (Cs ag), 121.97 (C22 arn), 119.11 (Coq
trz), 93.58 (C27 ar1), 82.42 (C17 cipen-oH), 53.24 (C13), 49.09 (Co), 47.08 (C14), 38.68 (C1o), 36.42
(Cs), 35.68 (C4), 34.02 (Cy), 32.92 (C16), 32.86 (Cs), 31.66 (C7 ), 28.92 (C12), 23.89 (C11),
20.73 (C15), 17.54 (C19), 14.38 (C1s). LRMS-DART"? (C27H3202N3| 557.474 g/mol); masa
exacta = 557.1539 m/z, [M+H]*= 558 m/z (100%)., [M+H+1]"= 559 m/z (30.0%), [M+H+2]"=
560 m/z (5.0%). [a]*>o=+11.70°(c=0.094, CHCLs). IR(5 cm™): 406, 432, 459, 512, 529, 567,
596, 669, 693, 753, 802, 829, 868, 917 (c.), 949, 955, 985, 1029, 1058, 1117, 1190, 1229,
1260, 1295, 1328, 1357, 1378, 1393, 1415, 1429, 1450, 1467, 1492, 1539 (iiaz), 1585, 1614,
1648, 1677 (c=0), 2854, 2887 (c=c), 2923, 3407 (c-on).
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17a-(1N-(4-(4-oxo-fenil)bencil)-triazol-4-il)-testosterona — Compuesto 6.

1-Azido-4-(4-metilfenoxi)-benceno.

Una solucion de 600 mg de 4-(4-metilfenoxi)-anilina (pur. 96%, 3.01 mmol) en 20 mL de
CH3CN se enfri6 con un bafio frio para mantener la temperatura entre 0 y 5 °C. A
continuacion, se afadio nitrito de tert-butilo (870 pL, 6.62 mmol) a la disolucién inicial
seguido de la adicién lenta de azidotrimetilsilano (923 pL, 6,62 mmol) con agitacién
enérgica. La disolucion resultante se mantuvo con agitacion a baja temperatura durante una
hora, después se retird el bafo frio para alcanzar la Ta. y se dej6 la reaccion con agitacion
durante una noche. Preparacion: La soluciodn rojiza obtenida se evaporé rotandolo a una
presion de vacio de 110 mbar hasta que se eliminé todo el acetonitrilo y alcanzar el vacio
total. El residuo se lavé con CsH12 (3 X 30 mL), se filtrd a través de un filtro de PTFE (0,45
um) y se lavd con acetonitrilo (2 X 5 mL). La solucidon de color ambar se evaporé a alto
vacio para obtener un sdlido microcristalino de color marrén rojizo. La cromatografia en
capa fina de silice (Si-TLC) mostré una conversion completa respecto al material de partida
amina. No se realizaron mas pruebas analiticas y el producto de azida se utilizé tal como
se habia sintetizado para realizar la sintesis por quimica de clic del compuesto (5). (553
mg, 83 0/0)_
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Figura 41. Azida-4-(4-metilfenoxi)-benceno.
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17 a -(1N-(4-(4-oxo-fenil)bencil)-triazol-4-il)-testosterona.

En una reaccién en solo paso se mezclaron 383 mg de etisterona (pur. >99%, 1.23 mmol)
y 276 mg de 1-Azido-4(4-metilfenoxi)-benceno (1.23 mmol) con 3.50 mL de agua y con 3.5
mL de alcohol tert-butilico. Se integra la especie catalitica Cu', al agregar 19 mg de yoduro
de cobre [Cul(l), 0.98 mmol]. Finalmente se adiciond 2 mL de acetonitrilo para favorecer la
solubilidad de la etisterona. La disolucion resultante se coloco en tubo de reaccion con tapa
y se introduce a un reactor de induccion térmica con agitacion magnética de 1000 rpm
durante 8hrs a 100 °C. Al terminar se dejar enfriar, el producto se extrae agregando 30 mL
de CHCIs, repitiendo la operacion. Las fases organicas se concentran y se lavan en un
embudo de separacion, al cual se agregaron 40 mL de H20, repitiendo dos veces mas. Se
agregaron 40 g de Na>SO4 anhidro para eliminar residuos de agua y se filtra. Se agregaron
40 g de carbdn activado para retirar cualquier tipo de impureza inorganica (trazas de
especies de Cu) con agitacion magnética y se calenté a 45-48 °C durante 10 min, se filtrd
y se lavo con 40 mL CHCIs. Después de este procedimiento, se evaporé el CHCI; hasta
obtener un residuo sin disolvente. El residuo se lavé con 50 mL de CsHi2, se decanta,
después se evaporo hasta sequedad obteniéndose el triazol puro en polvo con apariencia
microcristalina de color blanco (493 mg, 75 %).



1H NMR (CDC|3, 400 MHZ)Z 07.77 (S, 3H, HCZ1-Trz), 7.64 (d, 3JHH =7.5 HZ, 2H023.24 Ar), 717
(d, 3JHH =7.5 HZ, 2Hc31.32 Ar), 7.09 (d, 3JHH =7.5 HZ, 2H(;25.26 Ar), 6.96 (d, 3JHH =7.5 HZ, 2H029.30
Ar), 5.69 (S, 1H, Hca Alq), 2.36 (S, 3H, Hcaa A|if), 2.30 (m, 9H, etist), 1.82 (m, 10H, etist), 1.18 (S,
3H, Hc1o Alif), 1.09 (S, 3H, Hc1s A|if). 130{1H} NRM (CDC|3, 75 MHZ)Z 0 199.62 (Cs c=o), 171.26
(Csalq), 158.21 (C2s ar-0), 154.29 (Ca20 trz-etis), 153.98 (C27 ar-0), 134.07 (Cas ar), 132.06 (C23-24ar),
130.66 (Cs1-32ar), 123.99 (Ca ), 122.21 (C22arn), 119.68 (Cas26 ar), 119.47 (C29.30ar), 118.93
(C211z), 82.41 (C17cipen-on), 53.30 (C13), 49.14 (Co), 47.08 (C14), 38.71 (C1o0), 36.45 (Cs), 35.72
(C1), 34.02 (C2), 32.95 (C1s), 32.86 (Cs ), 31.20 (C7), 28.92 (C12), 23.86 (C11), 23.77 (Caa),
20.77 (C1s), 17.57 (C1s), 14.40 (C1s). LRMS-DART* (CasHseOsNs 537.702 g/mol) masa
exacta: 537.2991 m/z, [M+H]*= 538 m/z (100%)., [M+H+1]"= 539 m/z (38.0%), [M+H+2]"=
540 m/z (8.0%), [M+H+3]"= 541 m/z (2.0%). IR(S cm™"): 433, 469, 485, 533, 558, 674, 726,
748, 801, 833, 835, 872, 949, 996, 1010, 1023, 1043, 1065, 1104, 1125, 1164, 1199, 1227,
1244, 1267, 1297, 1328, 1350, 1389, 1419, 1438, 1501 (i), 1613, 1671 (c=0), 2860, 2888
(c=c), 2928, 2952, 3538 (c-oH).
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Figura 42. Compuesto 6.



4. CARACTERIZACION Y DISCUSION DE RESULTADOS.

4.1 Sintesis de los compuestos esteroidales 1-6.

La sintesis de los compuestos esteroidales ligados a 1,4-1,2,3-triazoles (1-6) se realizd
mediante una reaccion clic en un procedimiento de un solo paso a partir de etisterona (17a-
Etiniltestosterona) y la correspondiente fenilazida sustituida para producir los heterociclos
de cinco miembros que unen a este par de moléculas y contribuyen a las funciones
biolégicas de los mismos.

Se utilizaron dos fuentes diferentes de Cu(l) mostrando solidez de los protocolos de las
reacciones CUAAC; el compuesto 6, X=0Oxi fue catalizado con yoduro de cobre y el resto
de los compuestos con la reduccion de CuSO4*5H20 mediante ascorbato de sodio, cada
una de ellas fue utilizada por separado en los primeros articulos de la quimica clic,
Sharpless y Medal.

Los compuestos (1-6) obtuvieron buenos rendimientos de reaccion, los cuales oscilaron
entre el 70 y el 82%, siendo el mas alto el del compuesto 1, X=H (tabla 3).

Rendimiento de reaccion.
Compuesto  1a(Ns) 1(H) 2(F) 3(Cl) 4(Br) 5(1) 6a(Ns) 6(Oxi)
Rendimiento(%) | 82.92 82 68 75 70 71 81.53 75
Tabla 3. Rendimiento de la reaccion.

Considerando que se trata de una reaccion practicamente estequiométrica, es decir, la
cantidad de producto obtenido es cercana a la cantidad de reactivo utilizado. Los resultados
nos muestran que los rendimientos obtenidos en la reaccion son medianamente buenos, la
eficiencia no fue la esperada, y puede ser atribuido a factores como la pureza de los
reactivos, ya que no fueron sometidos a una purificacion previa, las condiciones de reaccion
y la recoleccion del producto al término de la evaporacion de los disolventes. Por otro lado,
se logré obtener una cantidad significativa de producto, lo que indica que la sintesis es
viable y puede ser escalada a mayores cantidades.

4.2 Caracterizaciéon de los compuestos 1-6.

La caracterizacion de compuestos es una etapa crucial en la investigacion quimica, ya que
permite confirmar la identidad de los productos sintetizados y obtener informacion sobre su
estructura y propiedades. En esta seccién, se discutiran los resultados de la caracterizacién
de los compuestos obtenidos mediante técnicas de espectrometria de masas, resonancia
magnética nuclear, espectroscopia infrarroja y cristalografia de rayos X. Se presentaran los
datos obtenidos, su interpretacion y su relacién con la literatura existente en el area de
estudio.



4.2.1 Espectrometria de Masas de los compuestos 1-6.

La técnica Espectrografia de Masas fue realizada en baja resolucion (LRMS, por sus sigla
en inglés) mediante el método de Analisis Directo en Tiempo Real (DART, por sus siglas
en inglés) utilizando polaridad positiva (LRMS-DART™) para completar la caracterizacion de
(2-6) en solucion. De acuerdo con estos resultados, los espectros de masas corresponden
a la masa molecular esperada de los nuevos compuestos sintetizados. En los espectros de
masas se detecto el ion molecular protonado [M+H+]" para cada compuesto, que es una
caracteristica comun en moléculas propensas a ser protonadas como las que fueron
analizadas. Para los compuestos 2-5, que son los compuestos halogenados con X = F, Cl,
Br, I; sus espectros de masas mostraron patrones distintos de abundancia isotdpica
esperados (tabla 4).

Comparacion del valor tedrico vs espectrometria de masas.

Compuesto 2 (F) 3 (Ch 4 (Br) 5() 6 (Oxi)
Formula quimica C27H3202N3F  Cp7H3202N3CI Co7H3202N3Br CorH3202N3l CagHzgO3N3
Masa monoisotdpica (m/z) 449.2479 465.2183 509.1678 557.1539 537.702
[M+H+] (m/z) 450 466 510 558 538
[M+H+1] (m/z) 451(29.2%) 467 (30%) 511 (30%) 559 (30%)  539(38%)
[M+H+2] (m/z) 452 (4.1%) 468 (32%) 512(100%) 560 (5%) 540(8%)

Tabla 4. Fragmentos de los compuestos obtenidos en LRMS-DART".

4.2.2 Resonancia Magnética Nuclear.

4221 Resonancia magnética nuclear de protén (‘"H RMN).

La formacion de los compuestos (1-6), se observé mediante los experimentos de '"H RMN
analizando la informacién obtenida de los espectros en cloroformo deuterado (CDCls) a 400
MHz y Ta. Inicialmente, se observé la desapariciéon del proton alquino de la etisterona
esperado a 2.86 ppm, este desplazamiento es tipico de los protones alquinos que oscilan
entre 2.50 y 3.50 ppm en CDCls. La desaparicion de este protén es de hecho una ciclizacion
[3+2] que da lugar al protodn triazol aromatico (Htrz, del C21) que normalmente aparece en
el rango de 7.00 a 8.50 ppm. De hecho, esta magnitud se ha utilizado como sefal "distintiva"
para la formacion de 1,4-1,2,3-triazoles seguida por 'H RMN®B1 E| desplazamiento
quimico de este Htrz observado para los compuestos 1 a 6 se realiz6 en el rango de 7.77-
7.85 ppm (tabla 5), practicamente no se observé ninguna tendencia ascendente o
descendente en términos de desplazamiento quimico con respecto al sustituyente que se
encuentra en la posicion para del anillo fenilo del fragmento del triazol.

Para el proton alqueno del fragmento esteroidal en el carbono Cs se observd un
comportamiento similar con un desplazamiento quimico de alrededor de 5,69 ppm para
todos los compuestos. Para los grupos metilo C1g y C1g en la posicion a (figura 43), son
magnéticamente equivalentes y no se observaron acoplamientos homonucleares o



heteronucleares con los protones esteroidales restantes, ni con el proton del alcohol
terciario en el carbono ipso Cy.
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Figura 43. Compuestos esteroidales ligados a 1,4-1,2,3-triazoles 'H RMN.
'"H RMN 3(ppm)
Compuesto 2 (F) 3 (Cl) 4 (Br) 5() 1(H) 6 (Oxi)
'3C 'H [ [ [ [ [ [
4 s| 1 5.69 1.09 5.69 1.17 5.69 1.07 5.69 1.15 5.69 0.99 5.69 1.11
18 s| 3 1.09 3.00 1.09 3.71 1.09 3.05 1.09 3.01 1.09 3.02 1.09 3.22
19 s| 3 117 3.02 1.18 3.85 117 3.08 117 3.00 1.18 3.06 1.18 3.15
21 s | 1 7.80 1.05 7.83 1.04 7.83 1.00 7.85 3.31 7.80 1.00 7.77 1.09
23 d 1 7.21 7.50 7.64 7.51 7.20 7.09
2.11 2.26 2.26 2.14
24 d 1 7.21 7.48 7.64 7.51 7.23 7.09
417
25 d 1 7.72 7.71 7.64 7.83 7.23 5.14 7.64
2.10 2.31 3.31 2.14
26 d 1 7.72 7.69 7.64 7.83 7.22 7.64
27 d 1 7.21
29 d 1 717
2.14
30 d 1 717
31 d 1 6.96
2.14
32 d 1 6.96
34 s| 3 2.25 3.22

Tabla 5. Comparacion de resultados de 'H RMN en diferentes dtomos de los compuestos sintetizados.
También es importante hacer notar que las diferencias en los espectros y valores que
reflejan los estudios en los compuestos 1 y 6 debido a que sus diferencias con respecto a
los primeros 4. El compuesto X=H (1) muestra una sefal de un quinto protén (C27) en donde
estan los desplazamientos propios de una anillo aromatico y compuesto (6) aporta 4
protones en la misma zona de desplazamiento aromatica y una clara sefial en 2.25 ppm
que corresponde a los tres protones que pertenecen al Csa.



4.2.2.2 Resonancia magnética nuclear del carbono 13 (*C RMN)

La formacion de los compuestos 1-6 también esta respaldada por el anélisis mediante *C
{"H} RMN. Se observaron sefiales debidas a los carbonos carbonilicos (Cs) (tabla 6) de
estos compuestos con desplazamientos quimicos casi idénticos a ~199,61 ppm (199,61-
199,65 ppm) siendo este desplazamiento quimico caracteristico de los compuestos
carbonilicos. Otra sefal distintiva es la del alqueno del nucleo esteroidal C4 y Cs, que se
muestra en alrededor de 123.96 y 171,22 ppm. En cuanto a los carbonos del anillo triazdlico,
las sefales debidas al carbono cuaternario (Cx) aparecieron en torno a 171,24 ppm
(171,21-171,26 ppm), y las debidas al carbono terciario (C21) unido al protén triazol (Hi-),
se observaron a aproximadamente 119,23 ppm (118,93-11,53 ppm). Todos estos cambios
quimicos estan de acuerdo con otros compuestos esteroidales similares a 1,4-1,2,3-
triazoles informados anteriormente.'®?!

3C RMN &(ppm)
Compuesto ~ C3 Cs Cxo Cas26 C2z Cazos  Cy Cx C21 Cr
(©0)  (©=0) (c=C) (A7) (A7) (A7) (c=C) (A7) (c=C) ©)
1 (H) 199.65 171.27 154.37 129.83 128.86 125.54 123.99 120.52 119.32 82.43
2 (F) 199.61 17125 15457 117.00 164.14 133.49 123.98 12253 119.53 82.43
3 ) 199.61 17123 154.71 130.07 135.64 13459 123.99 121.65 119.27 82.44
4 (®r) 199.60 171.21 154.74 136.15 121.88 133.04 123.99 12244 119.20 82.45
5 0 199.62 171.24 154.75 138.96 94.3 136.80 123.96 12197 119.11 8242
6 (oxi 199.62 17126 15429 119.68 153.98 130.66 123.99 12221 11946 82.42

Cas Css  Cs1a2 Ca30 Cas

(Ar) (Ar) (Ar) (Ar) (Me)

6 ox) | 15851 134.07 132.06 118.93 20.901
Tabla 6. Comparacion de resultados de '*C RMN en diferentes atomos de los compuestos sintetizados
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Figura 44. Compuestos esteroidales ligados a 1,4-1,2,3-triazoles '3C RMN.
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Se logro observar una tendencia en el desplazamiento quimico de >*C RMN del (C,7) (Figura
44 y Tabla 6), en funcién de la electronegatividad del sustituyente. EI compuesto 2, X=Fl,
arrojo el mayor desplazamiento quimico, siendo el mas desprotegido de la serie como era
de esperar, por incluir el atomo mas electronegativo de todos los que se encuentran en esa
posicion. Conforme avanza el numero atémico de cada sustituyente en



esa posicidn el apantallamiento va incrementando, tanto con los demas halégenos, como
con el oxigeno; el compuesto no sustituido esta mayormente influenciado por el caracter
aromatico del Ca7.

4223 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR).

La espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) es una técnica que se
basa en la interaccion de la luz infrarroja con las moléculas, o que permite obtener
informacion sobre la estructura de los compuestos, en concreto mediante los enlaces
quimicos de las moléculas. Cada tipo de enlace (por ejemplo, enlaces C=C, C=0, O-H)
absorbe energia infrarroja a una frecuencia especifica, por lo que presentamos en la tabla
7 los valores de las intensidades de absorcién de los espectros para los enlaces mas
representativos de la serie de compuestos de esta tesis. Los espectros de las moléculas
sintetizadas son muy semejantes entre si, se observa en general que todos tienen la misma
estructura, con pocos, enlaces con oxigeno, dobles enlaces y grupos carbonilos; por lo que
se destacan los enlaces del C17-OH, C4=Cs, C3=0, C=Cy. y C27-X; los valores de la tabla
también son muy cercanos entre si, ademas que destacan los valores relativamente bajos
de los halégenos en los compuestos 2 al 5. Koschella et al.®®! muestra resultados de FTIR
de los carbonos del triazol C=Cy, rondando valores por debajo de los convencionales
alrededor de 9=2000 cm™.

Valores de FTIR; 9 (cm™)

Compuesto C47-OH C4=Cs Cs=0 C=Cy; Cor-X
Ca7H3302N3 (1) 3488 2854 1665 1500 -
C27H320:NsF - (2) 3469 2858 1650 1540 866
C27H3202N3C1 - (3) 3443 2861 1658 1497 869
C27H3202N3Br  (4) 3449 2865 1658 1494 869
C27H3202Nsl - (5) 3407 2887 1677 1539 917
Cs4H3203N30  (6) 3538 2888 1671 1501 -

Tabla 7. Valores de FTIR para los enlaces de los compuestos obtenidos.

4.2.3 Rotacioén optica de los compuestos 1, 3y 5.

Rotacion éptica en CHCIs.
Compuesto 1(H) 3(Cl) 5(1)
[a]%%p +32.65° C=0.098 +20.59° C=0.034 : +11.70° C=0.094
Tabla 8. Rotacion éptica.




Los tres compuestos muestran dextrorrotacion para la luz de sodio D (A=598 nm) a las
concentraciones C (g en 100 mL de CHCIs) definidas en la tabla 8; mostrando quiralidad de
la en las moléculas de los compuestos 1, 3 y 5, diferenciandose del valor de testosterona
que ronda los +109° en condiciones semejantes; lo que demuestra que los compuestos
tienen estructuras parecidas, pero con ciertas distancias con respecto a la parte que aporta
los 4 centros quirales en cada uno de los compuestos.

4.2.4 Cristalografia por difraccion de rayos X del compuesto 1.

El analisis de estado solido del compuesto 1 se llevé a cabo mediante técnicas de difraccion
de rayos X de monocristal, esta técnica de no destructiva para determinar la disposiciéon
atémica en tres dimensiones dentro de una muestra. La estructura molecular aclar6
completamente el patrén de conectividad esperado deducido del analisis de la solucién. La
estructura molecular del compuesto 1 se representa en la figura 45 y los datos
cristalograficos se presentan en la tabla 9. Dos grupos metilo e hidroxilo estan orientados
hacia el mismo lado a colocado en la periferia y el marco de 1,2,3-triazol es perpendicular
al fragmento de esteroide. Esto cristalizd en el sistema cristalino ortorrombico con el grupo
espacial P21242;4.

Figura 45. Estructura molecular del compuesto 1.



Formula Empirica

CZ7H3302N3

Masa atémica -Formula 431.56
Temperatura K 298(2)
Sistema cristalino ortorrdmbico
Grupo espacial P212121
alA 11.3234(2)
b/A 12.1210(2)
c/A 16.5164(3)
a/° 90
B/° 90
y/° 90
Volumen/A3 2266.89(7)
z 4
pcalcg/cm?® 1.265
p/mm-1 0.631
F(000) 928.0
Tamario de cristal/mm3 0.4 x 0.36 x 0.24
Radiacion CuKa (A = 1.54178)
20 Rango de coleccion de datos/® 9.05 to 136.55
indice de rangos -13<h<13,-14<k<14,-15<1<19
Reflexiones tomadas 13232
Reflexiones independientes 4126 [Rint = 0.0248, Rsigma = 0.0250]
Datos/restricciones/parametros 4126/0/294
Bondad-de ajustes en F2 1.067
Indices finales de R [I>=20 (1)] R1 =0.0381, wR2 = 0.0976
indices finales de R [todos los datos] R1 =0.0401, wR2 = 0.1001
Mayor dif. entre pico/valle/ e A-3 0.20/-0.16
Parametro de Flack -0.01(11)

Tabla 9. Refinamiento de estructura y datos del cristal para compuesto 1.

4.3 Actividad citotoxica de los compuestos 1-6.

La evaluacion citotoxica es una parte importante del proceso de desarrollo de nuevos
medicamentos y productos quimicos. Esta herramienta ayuda a garantizar que los
compuestos sean seguros para uso en humanos y también para el medio ambiente de ser
necesario.

Las pruebas de citotoxicidad se realizaron utilizando el colorante de unidon a proteinas
sulforodamina B (SRB) en ensayo de microcultivo para medir el crecimiento celular, tal
como se describe en los protocolos establecidos por el NCI.1?! El estudio se realizé con los
compuestos 1-6 y la etisterona a una concentracion de 25 yM utilizando DMSO como
vehiculo. Los resultados se resumen en la tabla 9 donde se explora el potencial
farmacoldgico asociado a la formacién del heterociclo producido mediante la CuAAC
aplicada en este trabajo.



Los compuestos 1 al 6 se analizaron in vitro contra una serie de lineas celulares de cancer
humano: glioblastoma humano (Sistema Nervioso Central, U-251), adenocarcinoma
prostatico humano (PC-3), adenocarcinoma colorrectal humano (HCT-15), adenocarcinoma
mamario humano (MCF- 7), leucemia mielégena crénica humana (K562) y adenocarcinoma
de pulmén humano (SKLU-1). En este estudio se incluyeron: la hormona esteroidea que se
utilizé como reactivo para sintetizar estos compuestos, ademas de una linea con células
sanas de rifidn de mono verde africano (COS7), como control; para determinar la
selectividad de los compuestos contra las células sin carcinomas.

Porciento de Inhibicion del crecimiento por linea celular

Compuesto | U251  PC3  Kse2 10" MCF7 SKLU1 Cos7
1 (H) 323 285  NC NC 9.8 51 | 110
2 (F) 511 409 579 235 613 590 | 305
3(Cl) 500 586 943 571 675 696 59.3
4 (Br) 321 186 380 65 399 411 15.9
5 (1) 322 314 606 152 344 599 21.1
6 (Oxi) 337 299 559 139 240 515 37.7
Etisterona | 338 74 275 NG 17 360 | 27

U251, Sist. Nerv. C; PC-3, prostata; K562, leucemia; HCT-15, colon; MCF-7, mama; SKLU-1, pulmén y COS7, rifion
Tabla 10. Inhibicion del crecimiento (%) por linea celular a 25uM para etisterona y los compuestos 1-6.

En la tabla 10 podemos observar que lineas celulares: K562 (leucemia mielégena cronica
humana) y SKLU-1 (adenocarcinoma de pulmén humano), fueron las mas afectadas por la
actividad de los compuestos obtenidos en este trabajo, en el resto de las lineas se
obtuvieron algunos resultados interesantes que describiremos mas adelante.

% de Inhibicion para cada linea celular
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5(1) 6(Oxi) 4(Br) Etis. 1(H)
SNC = Sistema N&p¥iaficeehtr¥ de inhibicion de las lineas celulares por cada compuesto 1-6.



En la grafical podemos ver de manera mas ilustrativa, la actividad de cada uno de los
compuestos 1-6 y de su precursor, la etisterona, sobre las lineas celulares con carcinomas
humanos. En la gréafica, la linea celular en donde se aprecié mayor actividad citotoxica,
Leucemia (K562), se encuentra al fondo del grafico y la de menor hacia el frente, colon
(HTC-15), las 4 lineas restantes fueron acomodadas de mayor a menor subsecuentemente;
de igual forma se acomodaron los compuestos y la hormona esteroidea, el compuesto que
presentd mejores resultados anticancerigenos (Comp. 3, X=Cl) se encuentra a la izquierda
y el de menos (Comp. 1, X=H) a la derecha.

4.3.1 Resultados por lineas celulares

Para proyectos de investigacidon sobre el cancer, se utilizan lineas celulares que usualmente
se generan a partir de una muestra de tejido del tumor de un paciente y son cultivadas en
el laboratorio para el estudio de posibles curas de esta enfermedad.

Para el estudio de la citotoxicidad de los compuestos obtenidos en este trabajo se detallan
algunos aspectos de lineas celulares:

. MCF-7 es una linea celular de cancer de mama humano con receptores de estrogeno,
progesterona y glucocorticoides.

. SK-LU-1 son células epiteliales que se aislaron de los pulmones de una paciente blanca
de 60 anos con adenocarcinoma.

. HCT-15 esta conformada por células que se aislaron del intestino grueso de un paciente
masculino con cancer colorrectal.

. U-251MG derivada de un glioblastoma multiforme maligno humano. Presente en el en el
cerebro o espina dorsal, que se engloba como Sistema Nerviosos Central.

. K-562 son células linfoblasticas aisladas de la médula ésea de un paciente con leucemia
mieldgena crénica de 53 afios.

. PC-3 es una linea celular iniciada a partir de una metastasis ésea de un adenocarcinoma
prostatico de grado IV de un varén blanco de 62 anos.

Los resultados de citotoxicidad que arroja la tabla 10 fueron plasmados en las 2 graficas
siguientes (graficas 2 y 3), el porcentaje de inhibicion contra la respuesta de cada
compuesto sintetizado (1-6) y la hormona esteroidea precursora (etisterona); y en ellas se
observa como fueron afectados los 6 cultivos celulares tumorales y la linea celular COS-7,
conformada de células de higado sin carcinoma para brindarnos un panorama de las
posibles afectaciones que pueden provocar estos compuestos 1,4-1,2,3-triazoles di
sustituidos en las células “normales-sanas”. En el trabajo de Mohamed y colaboradores **!
emplea la linea celular COS-7 para mostrar los efectos contra producentes provocados



por la doxorrubicina (farmaco contra el cancer), ademas de brindar una proteccion celular
contra estos efectos.

Una bondad extra de las células COS-7 tiene que ver con su origen; estas células estas
compuestas por fibroblastos, conocidos como no esteroidogénicas porque se derivan de
células renales y el rindn se define como un érgano no esteroidogénico. Por lo tanto, las
células COS-7 se utilizan para experimentos de transfeccion para analizar las acciones de
moléculas funcionales, incluidos los esteroides.”® La interaccion de los compuestos 1-6 y
de la etisterona no se vera afectada por una posible degradacion de la hormona esteroidea
al interactuar con las células de COS-7.

Como mencionamos al inicio de la seccidn, el accionar de los compuestos esteroidales 1-6
destacan en general en dos lineas celulares, carcinomas de Pulmén y Leucemia; por lo que
optamos separara el total de lineas celulares en un par de grupos; ambos grupos se
evaluaron con los resultados obtenido en COS-7, lo que nos ayudo a proponer un analisis
mas de citotoxicidad. El grupo | esta compuesto por las siguiente lineas celulares HTC-15,
MCF-7, U-251 PC-3 y COS-7 y el grupo Il estd compuesto por las lineas celulares restantes
SK-LU-1, K-562 y COS-7.

En la grafica 2 en general los valores de inhibicion de las lineas celulares tumorales del
grupo | se encuentran cercanos a la linea de resultados de las células de riidn sanas, lo
que fue otro factor para diferenciar cual de ellas pertenece a un grupo u otro.

% de Inibicidon vs compuestos 1-6
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Grafica 2. % de inhibicién del grupo | de lineas celulares para cada compuesto 1-6.
A continuacién, enunciamos algunas deducciones extraidas a partir de la grafica 2:
a) Este ensayo muestra que el cancer de colon requiere mayores trabajos de eficacia y

selectividad para todos los compuestos de este trabajo, por sus bajos resultados
citotéxicos, encontrandose todos sus resultados por debajo de la linea de COS-7.



b)

d)

f)

El compuesto 6, X=0Oxi no es una opcion en este estado inicial para tratar actividad
tumoral en préstata, SNC, mama y como ya se habia mencionado en colon, debido a
bajos resultados y estar por debajo del grafico de COS-7.

Los resultados muestran poca inhibicion ante el compuesto 1, X=H y la etisterona.

A pesar de que los resultados de los compuestos 4, X=Br y 1, X=H no son tan relevantes,
puedes ser precursores de posibles tratamientos para SNC/mama y SNC/préstata,
respectivamente, debido a que son sus mejores respuestas y que ambos tienen bajos
niveles en COS-7.

Los compuestos 2, X=F; 3, X=Cl y 5, X=I, fueron los que mejores resultados en este
ensayo mostraron; no obstante, no proponia su uso en contra estas lineas celulares por
la cercania con los valores de COS-7. Solo el compuesto 2, X= F es recomendable, ya
que su nivel de COS-7 es el mas bajo respecto a la gran respuesta contra el carcinoma
de mama.

Después de los puntos anteriores, el compuesto 1, X=H, muestra que el anillo del triazol
da resultados medianamente buenos contra la linea celular de PC-3 y SNC, para ser
considerado en etapas tempranas de estos mielomas.
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Grafica 3. % de inhibicién del grupo Il de lineas celulares para cada compuesto 1-6.

En la grafica 3 se encuentran los resultados del grupo I, conformado unicamente por las
lineas celulares con carcinomas de pulmén y leucemia por los altos valores de % de
Inhibicion que mostraron hacia el grupo de compuestos obtenidos 1-5. Las deducciones a
partir de esta grafica son las siguientes:

g)

h)

El mejor resultado de todas las lineas celulares con esta nueva familia de compuestos
le corresponde a linea celular K-562, seguida ligeramente por detras de SKLU-1.

Las lineas SKLU-1 y K-562 son sin duda en las que mejor se acoplan los compuestos 2-
6, en general los resultados de ellos con este par de lineas celulares distan de los que
obtuvieron con COS-7.



i) El compuesto 1, X=H no otorgo buenos resultados, no es una buena base para impedir
la propagacion de la linea del Grupo |l.

j) Con los datos de la grafica 3, proponemos lo mismo que en el punto d) con respecto al
compuesto 4, X=Br, podria ser utilizarse como medicamento en una deteccién temprana
de los carcinomas, en este caso para pulmén y leucemia.

k) El compuesto 6, X=0Oxi, a pesar de tener sus resultados por arriba de COS-7, tienen
poco margen de selectividad con respecto a los compuestos 1-4.

)] El Compuesto 5, X=I es el mejor compuesto con respecto a su % de Inhibicion para este
par de lineas celulares y la selectividad respecto a COS-7.

m) El compuesto 2, X=F, de la mano con lo expuesto en punto e), pudiera ser una opcion
para el tratamiento contra cancer de pulmén y leucemia, no la mejor, pero si para tenerla
en cuenta.

n) El compuesto 3, X=ClI tiene un gran comportamiento contra las células de K-562; en si

presenta los mejores resultados pare los Grupos | y Il. Lamentablemente su selectividad
es relativamente baja por eso lo dicho en el punto e), pero para este par de lineas
celulares podria se una solucion por su casi 70% de inhibicién en SKLU-1y 94% en
leucemia.

De acuerdo con lo expuesto en las graficas 2y 3 y en los puntos de la (a) a (n), se eligieron
las lineas celulares K-562 y SKLU-1 para realizar otro estudio de citotdxico del tipo de
Concentracion Inhibidora 50% (ICso%), que se presentara mas adelante y obtener mas
informacion al respecto sobre estos nuevos compuestos sintetizados en este trabajo.

4.3.2 Resultados por compuestos sintetizados 1-6.

A continuacion, en las graficas 4 y 5 se presentan los resultados de inhibicion con respecto
al impacto que tuvieron los nuevos compuestos esteroidales 1,4-1,2,3-triazol disustituidos
1-6 realizados en este trabajo en las lineas celulares ya mencionadas. Asi como se realiz6
en la seccidn pasada, se dividieron en dos grupos los objetos de estudio, para ser mas
ilustrativos; los compuestos 1, 4 y 6 y su precursor se encuentran en el grupo lll y los
compuestos 2, 3 y 5 se estudiaran en lo que denominamos grupo IV. Retomamos una
fraccion de la tabla 10 para tener presentes los datos COS-7, que se muestran en marcados
en gris oscuro dentro de las graficas.

La grafica 4 nos muestra los resultados de los compuestos 1, 4 y 6 y etisterona (grupo Ill)
con las lineas celulares con carcinomas y la linea celular de control COS-7 (células de rifién
sanas), ratificando lo antes dicho y develando informacion para el examen citotéxico 1Csov,
de la siguiente seccion.



Compuesto | COS7 % de Inibicién vs lineas celulares

100
1(H) 11.0

80
2 (F) 30.5

60 .
3 (C) 59.3 5]

40 ° 3 < o
4 (Br) 15.9 o o K 4

20 * “
5 (I) 21.1 . o <

0 ° - © a
6 (OXi) 37.7 SNC Prostata Leucemia  Colon Mama Pulmon Rifion
Etist 07 A—Etist. o--1(H) o~-4 (Br) = 6 (Oxi)
isterona )

Grafica 4. % inhibicion grupo Il de los comp. 1, 4 y 6 para cada linea celular.

Los datos en la grafica 4 nos muestra el orden de “potencia” de los compuestos obtenidos
por CUAAC, el compuesto 1, X=H, como se dijo en c) no tiene gran influencia en las lineas
celulares, le sigue el compuesto 4, X=Br y por ultimo con mayor poder de inhibicién en este
grupo el compuesto 6, X=0xi, solo con dos resultados por encima de la selectividad. Sin
olvidar los buenos resultados indicados en d) para los compuestos 1y 4.

Las células cancerigenas de Leucemia (K-562) y pulmén (SK-LU-1) son las mas afectadas
por los compuestos del grupo lll.

La grafica 5 nos brinda el comportamiento de los compuestos del grupo IV (2, 3 y 5), la
mayor inhibicién se presentd con estos tres compuestos; la selectividad de los compuestos
3 y 5 es muy relevante comparandola con la del compuesto 3, X=CI. La mayor selectividad
como se menciona en |) la presenta el compuesto 5 cuando se contrasta contra K-562 y
SKLU-1.
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Grafica 5. % inhibicion del grupo IV de los compuestos 2, 3 y 5 para cada linea celular.



Es para destacar, lo encima que se encuentran de los demas, los resultados obtenidos por
el compuesto 3, X=ClI, ya establecido en (n). Sin duda los resultados del grupo IV son
sumamente tentadores para continuar con estudios al respecto y asi lograr mejorar la
selectividad de cada uno ellos.

4.3.3 Resultados de citotoxicidad IC50%.

Para la preparacion de un estudio de citotoxicidad IC50% se consideraron los apuntes que
se establecieron en las secciones 4.3.1 y 4.3.2; eligiéndose las dos lineas celulares en
donde los compuestos 1-6 obtuvieron mejores resultados: Leucemia K-562 y pulmén SKLU-
1 (grupo Il) y dos de los tres compuestos (grupo V) que presentaron mayor impacto en
dichas lineas, sin duda el compuesto 3, X=CI por ese magnifico compendio de resultados y
el compuesto 5, X=I que posee la mejor relacion entre la inhibicion (2/3 respecto a la del
compuesto 3 en K-562) y la selectividad (tres veces mejor a la del compuesto 3). Con esta
clase de estudios de citotoxicidad ICso%, podremos determinar, entre otras cosas, la
concentracion de un compuesto necesario para inhibir la actividad biologica en un 50% en
comparacion con un control sin tratamiento, o la eficacia de un compuesto sobre otro. Se
exponen estos resultados de estas pruebas en la grafica 6 (7 y 8), donde se puede ver
claramente el comportamiento de cada compuesto en cada linea celular.
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Grafica 6. Cantidad de compuestos 3 y 5 (en yM) para inhibir el 50% de K-562 y SKLU-1.

Los resultados de la prueba de citotoxicidad IC50% son los siguientes:
ICs0% K562: 11.72 £ 0.9 pM para 3, X=Cl y 24.50 + 1.0 uyM para 5, X=I.

ICs0% SKLU: 14.90 + 0.8 uyM para 3, X=Cl y 46.00 + 2.8 yM para 5, X=I.



En la grafica de este tipo de un analisis 1Csoe (grafica 6), los mejores resultados desde el
punto de vista citotoxico estan dados por las columnas de menor tamafo; debido a que se
representan la menor cantidad de un compuesto para obtener el mismo resultado la
inhibicion del 50% de una cantidad células establecidas (grafica 8) y también que tan eficaz
es una molécula si es aplicada en dos lineas celulares diferentes (grafica 7).
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Grafica 7. ICs9 de los compuestos en ambas Grafica 7. ICso9 de la lineas celulares respecto a
lineas celulares. los compuestos 3y 5.

Del conjunto de resultados y las graficas 6, 7 y 8 obtenemos las siguientes observaciones:

0) El valor del ICso% del compuesto 5, X=I en la linea celular SKLU-1 al ser comparado con
el del compuesto 3, X=ClI es tres veces menos eficiente en el carcinoma de pulmoén.

p) El valor de I1Cso% para el adenocarcinoma de leucemia (K562) mostré que el compuesto
3 es dos veces mas activo que el 5.

q) El compuesto 5, X=I tiene por mucho mejor afinidad para inhibir las células de K562 que
las de SKLU-1.
r) El compuesto 3, X=ClI es ligeramente mas activo con el adenocarcinoma de leucemia

que al adenocarcinoma de pulmoén. La pendiente entre resultados es muy pequefia.

El valor de ICso% del compuesto 3 es realmente bueno comparado con el del compuesto 5
y es igual de eficaz para K562 y LKSU-1. También se ratifica estos compuestos son
bastante eficiente para combatir el adenocarcinoma de leucemia.

Por lo mismo, es relevante mencionar que la evolucioén de los diferentes tipos de carcinomas
es muy distinta entre si, por ejemplo, el cancer de pulmén y de colon se van desarrollando
por distintos mecanismos, por lo que es de esperar que su tratamiento diste uno del otro.
Una herramienta que nos da mas informacién sobre la forma en que interactuan ciertos
atomos de un compuesto en las células humanas es el acoplamiento molecular (conocido
como Docking), que complementa el estudio de nuevos compuestos y su interaccion con
proteinas de nuestro interés, buscando ser mayor profundad a los resultados analisis de
citotoxicidad; en este caso en particular en el articulo de Canseco y



colaboradores [°® se aborda mas sobre el “Docking” de los compuestos sintetizados en esta
tesis en particular.

4.4 Discusion de resultados.

Los experimentos de LRMS-DART" permitieron la identificacién precisa de la masa
molecular de los nuevos compuestos comparada con la esperada, y los espectros de masas
obtenidos respaldaron las estructuras propuestas para los compuestos halogenados.

Junto con los experimentos de resonancia magnética nuclear de protones (‘H y *C RMN)
brindaron pruebas sélidas que respaldan la creacion de los compuestos (1-6). Esto se
evidencié a través de la deteccion de cambios distintivos de sus precursores, como la
desaparicion del proton en el Cz1 de la 17a-etinil-testosterona y la sefial del singulete del
proton del enlace insaturado del triazol (H2:1). También se observaron las sefales
sumamente apantalladas para los grupos metilo en las posiciones C1g y C1o; y la sefial Gnica
del protén de alqueno Cs del anillo A de la molécula de la hormona. En lo particular se
observaron las sefiales del protén del compuesto 1 en el Cy7 y en el compuesto 6 se
aprecian los dos dobletes que involucran los Cag, Cso, C31, Cas y el singulete de los tres
protones del Css. Por otro lado, en la ">*C RMN se observaron detalles unicos en esta familia
de compuestos, valores de desplazamiento muy semejantes en lo concerniente a la zona
esteroidea y del triazol; y las diferencias presentes en el desplazamiento debido a
electronegatividad del sustituyente del C27; y en lo particular del compuesto 5 las sefales
de los carbonos del 28 al 34.

El analisis de estado sdlido del compuesto 1 mediante técnicas de difraccion de rayos X de
monocristal revel6 una comprension detallada de la disposicion atémica tridimensional en
la muestra. La estructura molecular del compuesto 1, representada en la figura 45, se
caracteriza por dos grupos metilo (C1s y C19) € hidroxilo (unido al C+7) orientados en la misma
direccion o y mientras que el fragmento del 1,2,3-triazol se encuentra perpendicular al
marco de esteroide. Este compuesto cristalizdé en el sistema cristalino ortorrombico con el
grupo espacial P212424. Para profundizar mas con la cristalografia por difraccion de rayos x
de esta molécula en especifico en el articulo de Canseco y colaboradores °®, en donde se
analiza los contactos intermoleculares de la misma y los mapas de superficie de Hishfeld
para el compuesto 1.

El estudio in vitro de los compuestos 1 al 6 mostraron diferentes actividades contra la
proliferacion en diversas lineas cancerosas; destacando estos resultados contra los
obtenidos por la etisterona, que se muestran muy superiores en la gran mayoria de ellos,
mostrando que el andamio conformado por el heterociclo de 5 miembros formado por la
reaccion CuAAC, potencializa la actividad de los compuestos evaluados en estas lineas
celulares cancer. Asi como lo informa Scattolin y colaboradores *®' que la etisterona como
agente unico no provoco ninguna citotoxicidad (ICsg%>100uM) en las células MCF-7



(cancer de mama), en este trabajo, se observé que la gran mayoria de los resultados de
nuestros compuestos supera el 11.7% de la etisterona. Cabe destacar que la selectividad
de la etisterona es notable (2.7%) lo que nos ayuda a enfocar los esfuerzos para mejorar la
selectividad de los compuestos 1-6 en otra parte de las estructuras de estos, haciéndolos
menos agresivos con las células sanas.

Es de esperarse que la interaccion del anillo del triazol, la parte aromatica/halogenada o la
parte esteroidea de los compuestos sintetizados sea diferente para cada parte del cuerpo
humano dada la diferencia las células que componen cada uno de los tejidos y las
mutaciones que conlleva el desarrollo del cancer en las mismas; por lo que cada estudio de
citotoxicidad es unico; los realizados en la linea de cancer de colon (HTC-15) requiere un
estudios especificos encontrar un mayor actividad y lograr superar la curva de selectividad
que nos proporcionan las células control (COS-7). La viabilidad celular respecto a los
carcinomas de prostata (PC-3), sistema nervioso central (U-251) y mama (MCF-7) es
medianamente exitosa, ya que el compuesto 6, X=0xi, en tres estos casos particulares, se
encuentra en la misma situacion que toda la linea del HTC-15 y por lo que se deben enfocar
esfuerzos para estudios posteriores y superar la eficiencia del compuesto 6.

La tabla 11 muestra cuales compuestos tienen mayores areas de oportunidad para tratar
un carcinoma en especifico (en tonos rojizos), las moléculas que podrian ser empleados en
un futuro como terapia quimica en etapas tempranas de los mielomas (en tonos amarillos)
y cuales podrian ser considerados para desarrollar trabajos mas a fondo para mejorar la
relacion entre la selectividad con las células sanas y mantener o incrementar los
porcentajes de inhibicién citotdxica en tonos verdes.

El analisis de los resultados indica que los carcinomas de pulmon y la leucemia han
demostrado ser los tipos de cancer donde las moléculas sintetizadas muestran la actividad
citotoxica mas prometedora, Esta observacién sugiere la necesidad de llevar a cabo
estudios mas detallados y exhaustivos en estas areas. Por lo tanto, es fundamental
considerar la realizacion de investigaciones adicionales, proyectos de investigacion
centrados en el desarrollo de terapias especificas para el cancer de pulmén y la leucemia
basadas en las moléculas estudiadas.

Asimismo, el mieloma de mama reflejé resultados alentadores en términos de inhibicion
celular, al ser uno de los canceres mas recurrentes en mujeres mayores de 30 afios,
también se justifica una mayor investigacion y exploracion de posibles aplicaciones
terapéuticas para esta enfermedad.

En la tabla11 destacamos con colores mas vividos, los resultados del compuesto 3, X=ClI,
ya que al seguir el procedimiento que seguimos para diferenciar los compuestos con posible
desarrollo en un futuro, descartamos 3 de sus resultados y otros 2 los denominamos como
de mediano éxito; sin embargo, estos 5 resultados y el magnifico valor obtenido para K562
(leucemia) fueron los mejores para cada una de las lineas



celulares analizadas. El problema de compuesto 3 es su baja selectividad o alto dafio
provocado a células sanas, cercano al 60%, que hace pasar un resultado muy superior al
promedio como un mal resultado, si lo compramos con su valor en COS-7. El 94%
desinhibicién en las células leucémicas, por si solo, nos hace concluir que se indague mas
sobre este compuesto para tratar esta enfermedad en la medula ésea; sin embargo, el
compuesto 3 tiene un gran potencial como anticancerigeno, se sugiere buscar bajar la
toxicidad de este, para encabezar una verdadera posibilidad de lucha contra distintos tipos
de cancer.

% de Inhibicion celular

Compuesto | HTC-15 PC-3 U251 MCF-7 SKLU 1 K562 COS7
2 (F) 235 40.9 51.1 61.3 59.0 57.9 30.5

4 (Br) 6.5 18.6 32.1 39.9 411 38.0 15.9

5 () 15.2 31.4 32.2 34.4 59.9 60.6 21.1

3 (cn 57.1 58.6 50.0 67.5 69.6 94.3 59.3

1 (H) NC 28.5 32.3 9.8 5.1 NC 11.0

6 (Oxi) 13.9 29.9 33.7 24.0 51.5 55.9 37.7
Etisterona NC 7.1 33.8 11.7 36.0 27.5 2.7

HCT-15, colon; PC-3, prostata; U251, Sist. Nerv. C; MCF-7, mama; SKLU-1, pulmoén; K562, leucemia y COS7, rifién
Tabla 11. Porcentaje de Inhibicién celular.

Sumando mas fuerza al parrafo anterior, el valor de 1Csos, del compuesto 3 es muy superior
comparado con el del compuesto 5, siendo 2 y 3 veces mas eficiente para LKSU-1 y K-562
respectivamente, es decir, que requiere menores concentraciones para inhibir el 50% de la
linea celular inicial. Esta informacion robustece el gran papel que puede desempefar en un
futuro el compuesto 3 para contrarrestar la Leucemia. EI compuesto 3, con X=Cl, es
ligeramente mas activo en el adenocarcinoma de leucemia que en de pulmén, la diferencia
en los resultados es minima. Esto sugiere que la eficacia del compuesto 3 es excelente y
debe ser estudiado para diferentes tratamientos mas alla de la leucemia y el pulmén. El
compuesto se reafirma que los compuestos 5, X=I, también es dos veces mas afin a inhibir
las células de K562 en comparacion con las de SKLU-1; esto demuestra la eficacia que los
compuestos 2-6 para ser especialmente beneficios en el tratamiento de la leucemia (K562).

Los compuestos halogenados han demostraron ser los altamente citotoxicos contra la
mayoria de las lineas celulares como PC-3 (prostata), U251 (sistema nervioso central),
MCF-7 (mama), SKLU-1 (pulmén) y K562 (leucemia); excluyendo el cancer de colon (HTC-
15).



El compuesto 2 con X=F ha demostrado ser el mas destacado de todos los compuestos
halogenados en este estudio. Su alta selectividad, efectividad en cinco de las seis lineas
celulares cancerigenas y su posicidon como el compuesto mas electronegativo entre los
sustituyentes; este caracter electronegativo podria influir significativamente para poder
interactuar con las moléculas y estructuras celulares. Por otro lado, los compuestos 4, X=Br
y 5, X=I cuentan con una estupenda selectividad, que cuando se obtiene valores de
citotoxicidad promedio para estos compuestos en estas lineas celulares, llega a ser el doble
0 1.5 veces mayor a su interaccion con COS-7. El compuesto 5 cuenta con la mayor relacién
entre selectividad y citotoxicidad en leucemia y pulmén; lo que lo hace también una buena
fuente de estudio para futuros investigaciones anticancerigenas.

Por otro lado, Scattolin®® nos muestran que un sistema donde se sintetizaron diversos
compuestos a partir de etisterona y diversos imidazoles (figura 46) que tienen excelentes
respuestas contra la proliferacion de estas 3 lineas cancerigenas: de mama (MCF-
7)>7.0£0.1 uM; alveolos pulmonares (A549)>7.9+0.7 uM y colon (HT29) >5.4+0.7 uM; a
pesar de este tipo de compuestos muestran ciertas desventajas respecto a los compuestos
de este trabajo, sobre todo en la sintesis que es mas onerosa no solo por los reactivos que
se utilizan, también por no ser “one pot” y por no mostrar mucha flexibilidad para obtener
los productos deseados; de igual forma los rendimientos son modernamente bajos y el mas
importante que va en contra de la quimica bioortogonal, al ser consumido estariamos
introduciendo metales al organismo con posibles consecuencia daninas a largo plazo en
los tejidos y las células de los pacientes a los que se les administre.
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Figura 46. NHC-Au(l)-Estisterona. 8¢l

Un caso completamente opuesto de acuerdo con los resultados citotéxicos encontramos el
trabajo de Karatavuk y colaboradores *”! en donde el colesterol, el precursor de las
hormonas esteroideas, y el ergosterol fueron convertidos a sus esteres y sometidos a la
reaccion de quimica clic, con derivados de furanos y tiofenos que contienen dos grupos
azida (figura 47). Los 18 compuestos obtenidos en ese trabajo se evaluaron en las MCF-7
(mama) y HT29 (colon), obteniendo valores de I1Cso% nada esperanzadores debido a que se
encuentran >150 uM, el valor mas bajo fue de 159 uM para HT29 y los valores mas altos
(que son la gran mayoria) rondan por arriba de los 500 uM. Aunado a ello, en comparacion



con el trabajo realizado en esta tesis la sintesis no es muy flexible, es una secuencia de
reacciones multipaso y no se tienen rendimientos altos en las reacciones.

Es notorio que nuestras moléculas sirven como una buena fuente para futuros estudios para
contrarrestar las células mutadas por la enfermedad del cancer. En la publicacion Canseco
y colaboradores [°®!, como se habia mencionado en parrafos anteriores, sepuede obtener
mas informacién sobre el acoplamiento molecular del compuesto 3, trazando de ahi un
vector para continuar con el estudio este grupo de compuestos 17a-(1N-benciltriazol-4-il)-
testosterona y lograr obtener avances en este ramo de la quimica farmacéutica que la
humanidad viene demandando.
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Figura 47. Estructura general de los dimeros de Karatavuk et al.[?"]



5. CONCLUSIONES.

Considerando que en el escenario actual aumenta constantemente la demanda de nuevas
moléculas y materiales biolégicamente activos y desafiando la obtencién de medicamentos
en tiempos mas cortos y sobre todo mas potentes y menos toxicos.*®! Por los tanto se
justifica la sintesis de estos seis compuestos 1,4-1,2,3 triazoles esteroidales unidos a través
del anillo D (1-6) a través de una sintesis breve, sencilla, barata y con altos rendimientos
de reaccién y con alta economia atomica. Estos compuestos fueron totalmente
caracterizados con distintas pruebas analiticas, entre las que se incluyen: resonancia
magnética nuclear (RMN), espectrometria de masas de baja resolucién con el método de
analisis directo en tiempo real (LRMS DART+) y espectroscopia de infrarrojo por
transformada de Fourier (FTIR) desempefiando un papel fundamental en la caracterizacion
de estos y adicionalmente experimentos de rotacion optica. Ademas, uno de los ellos (1) se
logro cristalizar y obtener su estructura molecular a través de difraccion de rayos X de mono
cristal, despejando cualquier duda sobre su conectividad atémica y conformacion en el
espacio; se observd que la parte esteroidal conserva la estereoespecificidad en cada uno
de sus centros quirales. Este trabajo ejemplifica de gran manera la economia atomica que
caracteriza las reacciones de Huisgen y las reacciones CUAAC, donde vienen implicitas las
propiedades de la quimica clic.

Los resultados mostraron que los rendimientos son altamente deseables. Por lo tanto, se
puede pensar que en algun momento después de realizar varias optimizaciones al proceso
sintético este pueda ser escalado si asi se desea.

Los hallazgos encontrados en este trabajo de investigacion destacan la importancia de la
evaluacion de multiples lineas celulares para comprender la potencia o actividad
anticancerigena de los compuestos en las lineas celulares estudiadas. a través de un
modelo estructura actividad (SAR), de los cuales podamos elucidar algun mecanismo de
accion.

De manera general se encontrd que el sustituyente ubicado en la posicion para del anillo
aromatico ligado al atomo N1 del fragmento de 1,2,3-triazol es de vital importancia para la
actividad de estos compuestos por lo que estudios posteriores de analisis Docking-ligando
deberan ser realizados.
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Informacién Complementaria/de Soporte.
7.1 'H-NMR in CDCI3 at 400/300 MHz.

"H-NMR in CDCl3 of 1 at 400 MHz at 25 °C.
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"H-NMR in CDCl3 of 2 at 300 MHz at 25 °C.
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'"H-NMR in CDCl3 of 3 at 400 MHz at 25 °C.
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'H-NMR in CDCl3 of 4 at 300 MHz at 25 °C.
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"H-NMR in CDCI3 of 5 at 300 MHz at 25 °C.
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'H-NMR in CDCl3 of 6 at 400 MHz at 25 °C.
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7.2 3C-NMR in CDCIs at 100/75 MHz.

13C-NMR in CDClI3 of 1 at 100 MHz at 25 °C.
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13C-NM

R in CDCI; of 2 at 75 MHz at 25 °C.
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3C-NMR in CDCI3 of 3 at 100 MHz at 25 °C.
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13C-NMR in CDClI3 of 4 at 75 MHz at 25 °C.
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3C-NMR in CDCIl3 of 5 at 75 MHz at 25 °C.
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3C-NMR in CDCI3 of 6 at 100 MHz at 25 °C.

4073_EHuerta_21

Instituto de Quimica, UAM / E. Huerta
Dr. D. Morales / Juan Sebastian Serrano
Clave: DMM400b

Disolvente: CDCI3

Carbono-13

Bruker Avance III 400 MHz (H)
07-06-21

No. de registro: 4073

Sonda BBO 400S1 BBF-H-D-05z

—171.26

AR S88RRBLR 3T e
ERL: EEEEREEE 3R
WV YA T

(

—53.30
—~49.14

-—47.08

26000

24000

22000

20000

18000

16000

14000

12000

10000

8000

6000

4000

2000

-0

-2000

T T T T T

T
230 220 210 200 190 180

T

170

T T T T

160 150 140 130

Apéndice 13.

T T T T T T
120 110 100 9 80 70
f1 (ppm)

3C-NMR del compuesto 6.

60

50

30

20

10



7.3 Espectrometria de Masas de Baja Resolucidén-Analisis Directo
en Tiempo Real (LRMS-DART").

LRMS-DART+ del compuesto 2.
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LRMS-DART+ del compuesto 3.

Acq. Data Name: 592 DMM-400
Creation Parameters: Average(MS[1] Time:1..1)
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Apéndice 15. LRMS-DART+ del compuesto 3.
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LRMS-DART+ del compuesto 4.
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Apéndice 16. LRMS-DART+ del compuesto 4.



LRMS-DART+ del compuesto 5.

Acq. Data Name: 594 DMM-600 Experiment Date/Time: 6/23/2021 1:11:01 PM
Creation Parameters: Average(MS[1] Time:1..1) Instrument : JEOL The AccuTOF : JMS-T100LC
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Apéndice 17. LRMS-DART+ del compuesto 5.



LRMS-DART+ del compuesto 6.

Acq. Data Name: 590 DMM-200

Creation Parameters: Average(MS[1] Time:1..1)
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Apéndice 18. LRMS-DART+ del compuesto 6.



7.4 Fragmentos de

los compuestos halogenados (2-5) por

Espectrometria de Masas de Baja Resolucion LRMS-DART".

Compound Formula Monoisotopicmass | [M+H*] | [M+H*+1] | [M+H"+2]
(m/z) m/z m/z m/z
(2)F C27H3202N3F 449.2479 450.0 451.0 452.0 (4.1%)
(29.2%)
(3) Cl Ca7H3202N5Cl 465.2183 466.0 467.0 468.0 (29.2%)
(30.0%)
(4) Br C27H3202N3Br 509.1678 510.0 511.0 512.0
(30.0%) (100.0%)
(5)1 Co7H3202Nsl 557.1539 558.0 559.0 560.0 (5.0%)
(30.0%)

Apéndice 19. Tabla de Fragmentos seleccionados encontrados en los compuestos halogenados (2-5) en

experimentos de espectrometria de masas mediante polaridad positiva (LRMS-DART+).

7.5

RMSD entre

ligandos optimizados B3LYP y estructura

cristalina de rayos X.

RMSD (A)
Crystal H F Cl Br O
0 0.123 0.124 0.128 0.134 0.125 0.123

Apéndice 20. Tabla de RMSD entre ligandos optimizados para B3LYP y estructura cristalina de rayos X.




7.6 Datos cristalinos y refinamiento de estructura para Comp. 1.

Identification code 036DGA22
iri C27H33N30:2

Empirical formula
Formula weight 431.56
Temperature 298(2) K
Wavelength 1.54178 A

Orthorhombic
Crystal system
Space group P212121
Unit cell dimensions a=11.3234(2) A 1=90°.

b =12.1210(2) A =90

c = 16.5164(3) A =900,
Volume 2266.89(7) A3
Z 4

3
Density (calculated) 1.265Mg/m
-1
Absorption coefficient 0.631mm
F(000) 928
3

Crystal size 0.400 x 0.360 x 0.240mm

4.525 to 68.275°
-13<=h<=13, -14<=k<=14, -15<=I<=19

Theta range for data collection

Index ranges

Reflections collected 13232
Independent reflections 4126 [R(int) = 0.0248]
99.8 %

Completeness to theta = 67.679°
Semi-empirical from equivalents

0.7531 and 0.6686

Full-matrix least-squares on F?
4126/ 0/ 294

1.067

R1=0.0381, wR2 = 0.0976
R1 =0.0401, wR2 = 0.1001
-0.01(11)

Absorption correction

Max. and min. transmission
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F?2

Final R indices [I>2sigma(l)]
R indices (all data)

Absolute structure parameter
Largest diff. peak and hole 0.198 and -0.164 e. A”.

Apéndice 21. Tabla de datos cristalinos y refinamiento de la estructura para 1 [No. CCDC: 2174028].



Apéndice 22.Tabla de coordenadas atomicas (x 104) y parametros de desplazamiento isotrépico equivalentes
(A2x 103) para 1. U(eq) se define como un tercio de la traza del tensor Uij ortogonalizado.

X y z U(eq)
o(1) 6357(4) -1208(2) 6278(2) 127(1)
0(2) 6070(2) 7436(2)  4921(1) 67(1)
N(1) 6677(2) 5193(2) 3562(1) 56(1)
N(2) 6033(2) 5036(2) 2911(1) 55(1)
N(3) 5136(2) 5772(2) 2942(1) 46(1)
c(1) 5366(3) 1565(2)  6485(2) 62(1)
C(2) 5441(3) 389(2) 6812(2) 77(1)
C(3) 6415(4) 218(2) 6414(2) 79(1)
C(4) 7484(3) 408(2) 6238(2) 68(1)
C(5) 7581(3)  1499(2)  6361(1) 50(1)
C(6) 8738(3) 2079(2) 6286(2) 62(1)
C(7) 8686(2) 3077(2) 5722(2) 53(1)
C(8) 7684(2)  3853(2)  5951(1) 39(1)
C(9) 6511(2) 3217(2)  5988(1) 38(1)
C(10) 6528(2) 2213(2) 6585(1) 43(1)
Cc(11) 5456(2) 3980(2) 6142(2) 50(1)
C(12) 5393(2) 4931(2) 5525(2) 49(1)
C(13) 6533(2) 5575(2) 5513(1) 42(1)
C(14) 7564(2)  4783(2)  5332(1) 41(1)
C(15) 8609(2) 5556(2) 5178(2) 61(1)
C(16) 8052(3) 6565(2) 4763(2) 62(1)
c(17) 6692(2)  6428(2)  4808(2) 49(1)
C(18) 6697(3) 6183(2) 6323(2) 62(1)
C(19) 6651(3)  2574(2)  7474(2) 58(1)
C(20) 6194(2) 6022(2)  4014(1) 45(1)
C(21) 5223(2) 6392(2)  3619(1) 47(1)
C(22) 4300(2) 5822(2)  2295(1) 50(1)
C(23) 3722(2) 6807(3) 2138(2) 60(1)
C(24) 2957(3) 6867(3)  1482(2) 74(1)
C(25) 2780(3)  5946(3)  1005(2) 76(1)
C(26) 3341(3)  4968(3) 1173(2) 68(1)
C(27) 4104(3)  4899(3)  1827(2) 59(1)




Apéndice 23. Tabla de longitudes de enlace [A] y angulos [°] para 1.
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C(25)-H(25)
C(26)-C(27)
C(17)-0(2)-H(2)
N(2)-N(1)-C(20)
N(1)-N(2)-N(3)
C(21)-N(3)-N(2)
C(21)-N(3)-C(22)
N(2)-N(3)-C(22)
C(2)-C(1)-H(10)
C(2)-C(1)-H(1A)
C(10)-C(1)-H(1A)
C(2)-C(1)-H(1B)
C(10)-C(1)-H(1B)
H(1A)-C(1)-H(1B)
C(3)-C(2)-C(1)
C(3)-C(2)-H(2A)
C(1)-C(2)-H(2A)
C(3)-C(2)-H(2B)
C(1)-C(2)-H(2B)
H(2A)-C(2)-H(2B)
O(1)-C(3)-C(4)
O(1)-C(3)-C(2)
C(4)-C(3)-C(2)
C(5)-C(4)-C(3)
C(5)-C(4)-H(4)
C(3)-C(4)-H(4)
C(4)-C(5)-C(6)
C(4)-C(5)-C(10)
C(6)-C(5)-C(10)
C(5)-C(6)-C(7)
C(5)-C(6)-H(6A)
C(7)-C(6)-H(6A)
C(5)-C(6)-H(6B)

0.9300
1.385(4)
103(3)
109.3(2)
106.89(19)
110.07(19)
130.1(2)
119.7(2)
113.0(2)
109.0
109.0
109.0
109.0
107.8
110.4(3)
109.6
109.6
109.6
109.6
108.1
121.2(4
122.0(4
116.7(2
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122.2(3
116.2(2
(

)
)
)
)

112.9(2
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109.0
109.0

)
)
)
)

m1)Hm1A)

)cm1)Hm1B)

0.9300
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109.3
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109.3
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110.91(19)
110.10(18)
108.65(17)
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108.8(2)
110.7(2)
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110.84(19)
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Apéndice 24. Tabla de parametros de desplazamiento anisotrépico (A2x 103) para 1. El exponente del factor
de desplazamiento anisotropico toma la forma: -2 2[h2 a*2U11 + ... + 2 h k a* b* U12].

U11 U22 U33 U23 U13 U12
o(1) 239(4) 32(1) 1112 9(1) -49(2) 6(2)
0(2) 107(2) 33(1) 60(1) 3(1) -22(1) 6(1)
N(1) 65(1) 58(1) 43(1) 3(1) -4(1) 9(1)
N(2) 65(1) 57(1) 42(1) (1) -1(1) 10(1)
N(3) 51(1) 49(1) 38(1) 3(1) (1) 0(1)
c(1) 76(2) 42(1) 67(2) 10(1) 7(1)  -13(1)
C(2) 117(3) 45(2) 71(2) 15(1) 15(2)  -26(2)
C(3) 153(3) 30(1) 55(2) 5(1) 35(2)  -11(2)
C(4) 113(2) 44(1) 47(2) (1) -10(2) 27(2)
C(5) 76(2) 38(1) 36(1) 5(1) 7(1) 12(1)
C(6) 61(2) 59(2) 67(2) 13(1) -2(1) 23(1)
C(7) 49(1) 56(1) 53(1) 9(1) 0(1) 7(1)
C(8) 46(1) 37(1) 34(1) -1(1) -5(1) 1(1)
C(9) 50(1) 30(1) 36(1) 1(1) -1(1) 2(1)
C(10) 60(1) 31(1) 38(1) 2(1) -1(1) (1)
c(11) 48(1) 42(1) 58(2) 10(1) 10(1) 5(1)
C(12) 49(1) 38(1) 61(1) 9(1) 2(1) 8(1)
C(13) 57(1) 31(1) 39(1) 2(1) -4(1) 1(1)
C(14) 46(1) 31(1) 39(1) 3(1) -5(1) -3(1)
C(15) 56(1) 62(2) 66(2) 17(1) 7(1)  -14(1)
C(16) 72(2) 52(2) 60(2) 18(1) 15(1)  -23(1)
C(17) 70(2) 33(1) 45(1) 6(1) -10(1) -6(1)
C(18) 103(2) 36(1) 47(1) -2(1) 7(2) 5(1)
C(19) 92(2) 44(1) 40(1) 2(1) 3(1) 0(1)
C(20) 56(1) 39(1) 40(1) 8(1) 0(1) -4(1)
c(21) 54(1) 44(1) 44(1) 1(1) 1(1) (1)
C(22) 45(1) 66(3) 38(1) 4(1) 2(1) 7(1)
C(23) 52(1) 73(2) 54(2) -5(1) -4(1) 6(1)
C(24) 52(2) 92(2) 66(2) 0(2) -10(1) 18(2)
C(25) 55(2)  119(3) 53(2) -8(2) -10(1) 0(2)
C(26) 65(2) 90(2) 50(2)  -13(2) 2(1)  -16(2)
C(27) 64(2) 64(2) 49(1) 1(1) 4(1) 7(1)




Apéndice 25. Tabla de coordenadas de hidrégeno (x 104) y parametros de desplazamiento isotrépico (A2x 10
3) para 1.

X y z U(eq)
H(2) 6360(30) 7680(30) 5320(20) 80
H(1A) 4740 1953 6767 74
H(1B) 5161 1538 5916 74
H(2A) 5573 408 7392 93
H(2B) 4700 10 6713 93
H(4) 8132 32 6030 81
H(6A) 9324 1564 6085 75
H(6B) 8990 2321 6819 75
H(7A) 9430 3472 5747 63
H(7B) 8575 2826 5169 63
H(8) 7849 4172 6484 47
H(9) 6391 2905 5446 46
H(11A) 5517 4285 6683 60
H(11B) 4733 3554 6114 60
H(12A) 5239 4634 4990 59
H(12B) 4746 5419 5666 59
H(14A) 7383 4431 4813 49
H(15A) 9189 5209 4828 73
H(15B) 8988 5764 5682 73
H(16A) 8306 6607 4203 75
H(16B) 8292 7236 5036 75
H(18A) 6003 6609 6440 93
H(18B) 7368 6664 6288 93
H(18C) 6823 5654 6748 93
H(19A) 6729 1934 7812 87
H(19B) 5963 2983 7632 87
H(19C) 7339 3031 7532 87
H(21) 4721 6957 3781 57
H(23) 3844 7419 2467 72
H(24) 2567 7523 1365 88
H(25) 2274 5989 562 91
H(26) 3209 4354 849 82
H(27) 4479 4237 1948 71




Apéndice 26. Tabla de enlaces de hidrogeno para 1 [Ay °].

D-H..A d(D-H) d(H...A) d(D...A) <(DHA)

0(2)-H(2)...0(1)#1 0.79(4) 2.08(4) 2.798(3) 151(4)

Transformaciones de simetria utilizadas para generar atomos equivalentes: #1 x,y+1,z.



7.7 Refinamiento de la estructura molecular del compuesto 1.

Apéndice 27. Estructura molecular de 1.

Los elipsoides se muestran con un nivel de probabilidad del 30%.



7.8 Resultados de FT-IR de los Compuestos 1 a 6.
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Apéndice 28. . FT-IR del compuesto 1.
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Apéndice 29. FT-IR del compuesto 2.
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Apéndice 30. FT-IR del compuesto 3.
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Apéndice 31. FT-IR del compuesto 4.
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Apéndice 32. FT-IR del compuesto 5.
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Apéndice 33. FT-IR del compuesto 6.



