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RESUMEN

Los derivados esteroidales han adquirido importancia debido a la amplia variedad de actividades
biologicas que presentan, tales como, antitumoral, antiproliferativa, citotdxica, entre otras. Es
conocido que las modificaciones del sistema esteroidal por el reemplazo de uno 0 més carbonos o

por la insercion de otras moléculas es una estrategia para mejorar sus propiedades bioldgicas.

Con base en lo anterior, el presente proyecto se enfocd en sintetizar nuevos derivados esteroidales
que tienen un amino&cido unido a la posicion del C-26 de la cadena lateral del esteroide, procedente
de un derivado semisintético de la diosgenina, la cual es una sapogenina espirostanica econdmica y

es una de la mas explotadas a nivel industrial en la elaboracion de farmacos esteroidales.

En este trabajo se obtuvo una familia de bioconjugados esteroide-aminoéacido, constituido por
productos de las reacciones de N-acilacion de un aminoéster con un derivado esteroidal. La
formacion de los bioconjugados se logré mediante el acoplamiento de un acido carboxilico situado
en el carbono 26 del esteroide con un aminoéster. Cabe mencionar que también se obtuvo el producto
N-alquilado mediante una reaccion de N-alquilacion entre el derivado 26-yodo esteroidal (46) vy el
aminoéster (77a). Los compuestos N-alquilados (84) y N-acilados (86a-86¢), se obtuvieron con
rendimientos globales bajos que oscilan de 0.42-0.98% y 18-30%, respectivamente. Los
aminoésteres se obtuvieron mediante el uso de clorotrimetilsilano en metanol o mediante la reaccion
de esterificacion de Fischer (77a, 77d, 77e, 78b, 78¢c).

El intermediario 46, utilizado para la reaccion de N-alquilacion, se form6 en secuencia de tres pasos
de reaccidn a partir de diosgenina. Primero, se generd el derivado 26-hidroxi (44), a través de una
acetolisis a baja temperatura, el alcohol generado en C-26 se tosil6 (45), luego, mediante una reaccion
Sn2 se introdujo el yodo (46). Por ultimo, el amino éster (77a) se hizo reaccionar con 46 para generar

el bioconjugado esperado.

Por otra parte, los bioconjugados con enlace tipo amida se generaron a partir de intermediario del
derivado 26-hidroxi (44), el cual se oxidd con el reactivo de Jones hacia el &cido carboxilico (85).
Subsecuentemente, el aminoéster previamente formado, se hizo reaccionar con el acido carboxilico,

usando carbodiimida como agente acoplante.

Finalmente, se exploré el desarrollo de una metodologia para la obtencion del ciclo (Lys-Gly) (91), a
partir del dipéptido lineal (88), el cual fue sintetizado a partir de los precursores; Fmoc-Lys(Boc)-OH
(87) y GlyOMe (77a). La sintesis de la DKP se realiz6 con el objetivo de que en futuros trabajos se

pueda acoplar a un esteroide para formar un bioconjugado con posible actividad antiproliferativa.




W
7,
o

R= 44
(o) 45
46
85
HO
AcO
43
Derivados esteroidales
O
o
AcO AcO
84 86

Bioconjugados esteroide-aminoacido

@\)(i Q 78a R=H
CIH3N -
) 3 Y (0] HZN\_)LO 78b R= Isopropil
g | g 78¢ R = (15)-1-metilpropil
78d R= Bencilo
77a,77d. 77e 78b, 78¢ 78e R = CH,-(3 indolil)
Aminoésteres

N i N i o N
Boc” T OH Boc” \/\/\HLNH’\H/ ~ Boc’N\/\/\)LNH
Fmoc” Fmoc—NH © HN\H)

87 88 90

Aminoacido protegido Dipéptido lineal Dipéptido ciclico

XHI

-OH
-OTs

-COOH

86a R=H

86b R= Isopropil

86¢ R = (15)-1-metilpropil
86d R= Bencilo

86e R = CH,-(3 indolil)

Dicetopiperazina

~—
| —



I. INTRODUCCION

Las plantas y los microorganismos constituyen fuentes inagotables de moléculas bioactivas, que
muestran una amplia variedad de arquitecturas moleculares. Estas moléculas han sido biosintetizadas
en respuesta a diferentes factores presentes en el medio que los rodea, mostrando interesantes
actividades bioldgicas. Los productos naturales presentan estructuras privilegiadas que comprenden
una gran parte de las herramientas empleadas en el descubrimiento, disefio y sintesis de nuevas

moléculas bioactivas.}3

Los esteroides son moléculas organicas lipofilicas que poseen una estructura molecular caracteristica
compuesta de cuatro anillos de carbono fusionados, estos compuestos desempefian diversas funciones
fisioldgicas en el cuerpo humano, como la homeostasis electrolitica, la funcidn reproductiva, la

respuesta al estrés, la maduracién sexual, entre otras.*®

Las modificaciones en el esqueleto basico de esteroides, la introduccion de heterodtomos y la
formacion de compuestos hibridos, han sido benéficos para mejorar la afinidad con el sitio de
interaccion con receptores hormonales presentes en el nucleo celular.b Se han investigado varios
esqueletos de esteroides modificados en el anillo A y/o D donde los carbonos 3 y 17 presentan un
agente alquilante del DNA con el fin de modular la actividad anticancerigena, ademas se han
efectuado derivatizaciones de esteroides con aminoécidos y residuos peptidicos con actividad

citotdxica en lineas celulares del cancer.5’

Por otra parte, dos moléculas de aminoécidos se pueden unir de forma covalente a través de un enlace
amida sustituido, denominado enlace peptidico, para formar un dipéptido. Este enlace se forma por
la eliminacion de una molécula del agua (deshidratacion) del carboxilo de un aminoacido y el grupo
o-amino del otro.® Las formas ciclicas de los péptidos reducen la libertad conformacional de la cadena
peptidica, siendo una estrategia que se emplea habitualmente en el disefio de diversos agentes
terapéuticos. Las dicetopiperazinas (por sus siglas en inglés DKP’s) son dipéptidos ciclicos obtenidos
de la condensacion de dos a-aminoéacidos. Ademas, los péptidos suelen ser impermeables a la
membrana celular, lo que limita su acceso a objetivos intracelulares. Sin embargo, se ha demostrado
que la N-alquilacion del esqueleto peptidico mejora la estabilidad proteolitica y la permeabilidad a la
membrana celular de ciertos péptidos ciclicos.® La utilizacion de péptidos ciclicos como productos
farmaceuticos ofrece ventajas debido a la buena afinidad de union, selectividad y baja toxicidad, por
lo que se convierte en un punto de interés para la investigacion. Por otra parte, los péptidos lineales
tienen mejor estabilidad y son reconocidos facilmente por las enzimas proteasas, esto lo hace

adecuados para ser utilizados contra dianas extracelulares.®




En este trabajo se planted la sintesis de una familia de conjugados esteroides-aminoacidos con
potencial actividad citotoxica frente a células cancerosas MCF-7, sin afectar a las células no
tumorales. Ademas, se efectud la sintesis de una dicetopiperazina, con el propdsito de acoplarla al

esteroide en un futuro trabajo.




Il. MARCO TEORICO

La quimica farmacéutica abarca el disefio, la sintesis y la evaluacion de alguna actividad biol6gica de
compuestos quimicos. La generacion de los compuestos esteroidales revolucion6 la industria
farmacéutica, utilizando los avances en la quimica organica, se progreso hasta el punto de la
preparacion de farmacos “no naturales” a gran escala con costos accesibles.'*2 Este proceso continu6
en la década de 1950 hasta ser parte esencial para la sociedad, por ejemplo, la introduccion de agentes
psicofarmacoldgicos, con actividad cardiovascular, inhibidores de enzimas y de nuevos farmacos

antivirales y anticancerigenos.34

Las moléculas bioactivas se encuentran en pequefias cantidades en los seres vivos, cumpliendo
funciones esenciales y no esenciales. Las plantas producen un gran nimero de moléculas bioactivas
con multiples cualidades, entre las cuales se encuentran los metabolitos secundarios. Estas sustancias
bioactivas tienen diversas estructuras quimicas, las cuales se pueden obtener de manera sintética
donde se presentan todo tipo de dificultades durante los procesos de sintesis y purificacion.* Por lo
cual, la busqueda de estrategias novedosas y eficientes para la sintesis de un gran nimero de analogos

de productos naturales, ha hecho que esta area reciba mucha atencion. 31617
2.1. Esteroides

Los esteroides son compuestos organicos medicinalmente activos extremadamente importantes, que
se encuentran distribuidos en plantas, animales y organismos vivos. Las estructuras de los esteroides
se pueden modificar de diversas maneras para sintetizar diversos derivados. Es importante destacar
que las hormonas esteroidales controlan los sistemas endocrinos y regulan las vias metaboélicas.®
Estas hormonas influyen en funciones endocrinas como la diferenciacion sexual y la vida

reproductiva.®

Los esteroides son moléculas organicas complejas de al menos cuatro anillos que cumplen muchos
roles y funciones en organismos multicelulares, algunos ejemplos de esteroides se muestran en la
Figura 1. Son componentes estructurales de las membranas celulares ejemplificados por el colesterol.
Ademas, tienen muchas actividades reguladoras con formas estructurales modificadas del colesterol
para funcionar como hormonas endocrinas endégenas.** En todos los organismos, las hormonas in
vivo desempefian papeles reguladores clave en la mediacion de la comunicacion, regulacion de
funciones y procesos importantes dentro de las células, y a través de los tejidos para conectar todos

los érganos del cuerpo.®?
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Figura 1. Ejemplos representativos de esteroides bioactivos.?*

Las hormonas hidréfilas o solubles en agua actian principalmente en la superficie celular uniéndose
a los receptores de proteinas incrustados en la membrana plasmatica.’*!® Por el contrario, las
hormonas hidrofébicas circulan principalmente unidas a proteinas plasmaticas portadoras y pueden
desactivarse libremente a traves de las membranas celulares para activar receptores de hormonas

intracelulares especificos.#1°

Los compuestos esteroidales poseen un esqueleto definido, que consta de tres anillos de seis
miembros y uno de cinco miembros fusionados (nucleo del ciclopentanoperhidrofenantreno). La
Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada determind nombrar los anillos como A, B,Cy D, y
con respecto a la numeracién, ésta se describe en la Figura 2. Existen cuatro grandes familias de

hormonas esteroidales, los cuales son: progestinas, andrégenos, estrégenos y corticoides.>2

Figura 2. Estructura general y numeracion del ntcleo esteroidal.®

Las hormonas esteroides ejercen su accién por medio de su unién a receptores miembros de la
superfamilia de receptores nucleares que actian como factores de transcripcidn, entre los que destacan
receptores de andrégenos, glucocorticoides, mineralocorticoides, estrégenos y progesterona.'® Los

receptores de hormonas esteroides comparten una estructura similar, que consiste en un dominio




carboxilo-terminal, el dominio de unién al ligando, una region central capaz de unir al &cido
desoxirribonucleico (ADN) y un dominio amino-terminal imprescindible para lograr la actividad

transcripcional propia de cada receptor (Figura 3).1%%

Esteroide genérico

o, OH
HO "OH
(o)
Cortisol 9
Figura 3. Mecanismo de accidn de los receptores nucleares intracelulares que miden la sefializacion

de esteroides en las células; imagen tomada y modificada de Cole et al., 2019 14
2.1.1. Los esteroides como hormonas fisioldgicas

Las hormonas esteroides enddgenas han sido reconocidas durante mucho tiempo como reguladores
fisiologicos del desarrollo, crecimiento, reproduccion y homeostasis sistémica. La mayoria de las
hormonas esteroides fisiol6gicas se derivan del colesterol y se sintetizan en células endocrinas
especializadas dentro de glandulas endocrinas especificas. Las hormonas esteroides enddgenas
importantes incluyen los esteroides suprarrenales cortisol y aldosterona, los precursores de
androgenos suprarrenales DHEA y DHEAS, y los esteroides reproductivos estradiol, testosterona y
dihidrotestosterona. Las hormonas esteroides sexuales comprenden al estradiol, que se sintetiza
predominantemente en el ovario, y la testosterona que se sintetiza predominantemente en los

testiculos.'*
2.1.2. Esteroides como antagonistas y moduladores de los receptores en el cAncer

Los agentes que actlian como antagonistas de los receptores hormonales son de especial interés para
el tratamiento de c&ncer hormonodependientes, por ejemplo, el tamoxifeno, el cual es uno de los
moduladores selectivos de los receptores de estrogeno (MSRE) de primera generacion, ha sido el
estandar de los farmacos terapéuticos de primera linea para todas las etapas del cancer de mama
dependiente de estrégenos y se ha descubierto que reduce la incidencia de cAncer de mama en mujeres
pre y posmenopdusicas de alto riesgo. El raloxifeno, un MSRE de segunda generacion, fue aprobado

recientemente por la FDA para disminuir el riesgo de cancer de mama invasivo en mujeres
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posmenopausicas.?? Los MSRE estan en continuo desarrollo para las mujeres posmenopausicas con
cancer de mama avanzado sensible a las hormonas, mientras que los moduladores selectivos de los
receptores de andrégenos (MSRA) son buenos candidatos para tratar tumores prostaticos con efectos
menores en los tejidos reproductivos.*?° El desarrollo de nuevos bioconjugados esteroidales que sean
selectivos de tejidos, ampliara las aplicaciones terapéuticas de los agonista y antagonistas de los

receptores de andrdgenos (RA).
2.1.3. Estrogenos

Los estrogenos son un grupo de hormonas esteroides que exhiben diversos mecanismos de accion en
multiples sistemas fisiologicos y también estan implicados en el desarrollo o progresion de numerosas
enfermedades, como varios tipos de cancer de mama, ovario, colorrectal, prostata y endometrio, asi
como osteoporosis, enfermedades neurodegenerativas y cardiovasculares.?® Los efectos que presentan
cada uno de los receptores son muy diversos, en el caso del receptor de estrégeno o (Era) induce una
respuesta de diferenciacion, sobrevivencia y proliferacion celular, de tal manera que una alteracion
en la actividad normal de este receptor aumenta la probabilidad de desarrollar ciertos tipos de cancer

como el de mama y endometrio.?%

Los estrdgenos presentan una gran actividad bioldgica en el organismo, participan regulando diversas
funciones en el cuerpo (Figura 4), sin embargo el incremento de estrogenos enddgenos se ha visto
relacionado con varios tipos de cancer, tal caso es el cancer de mama; el riesgo aumenta cuanto existe
menarquia temprana, menopausia tardia, obesidad y el uso de terapia de reemplazo hormonal, debido
a que incrementan los niveles de estradiol en plasma sanguineo, por otra parte la expresion de diversas
enzimas como aromatasa y sulfotransferasa se han relacionado con mayor riesgo de desarrollar cancer
de ovario. Diversos estudios relacionan a la enzima sulfotransferasa del incremento en los niveles de
estradiol, los cuales elevan el riesgo de desarrollar cancer de ovario, provocando el aumento de la
movilidad celular al perder las uniones de adhesion celular promoviendo procesos metastasicos,
ademas, su receptor, se ha visto asociado con diversas funciones que podrian inducir la acumulacion

de mutaciones que desencadenen una transformacién maligna.?®
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Figura 4. Ejemplos representativos de estrégenos.




2.1.4. Androgenos

Andrdgenos, como la testosterona y su metabolito 5a-dihidrotestosterona (DHT), juegan un papel
crucial en varias etapas del desarrollo masculino y estan relacionadas con enfermedades como el
cancer de prostata y la atrofia muscular. Las actividades de los andrégenos como hormonas sexuales
ocurren principalmente a través de activacion del AR, un importante objetivo terapéutico para el
tratamiento de enfermedades, como el cancer de prostata y el hipogonadismo. Los andrégenos
también estan relacionados con el cancer de mama, ya que pueden actuar como precursores de

estrogenos o al unirse al AR en las células de cancer de mama.*24
2.2. Compuestos heterociclicos

Los compuestos heterociclicos son importantes para el desarrollo de nuevos tratamientos contra el
cancer. Para la quimioterapia del cancer es necesario avanzar en el desarrollo de farmacos
anticancerigenos con mayor eficiencia y habilidad para mitigar los efectos secundarios. Esto no sélo
ha llevado a que los productos naturales sean utilizados como farmacos, sino que también ha inspirado
una generacion de compuestos sintéticos basados en sus farmacoforos (parte de la molécula que
produce los efectos fisioldgicos especificos de un farmaco), entre los cuales se destacan compuestos
heterociclicos como las tiazolidinas, las dicetopiperazinas, los isoxazoles y las tetrahidroquinolinas
(Figura 5).% Estos fragmentos estructurales se consideran privilegiados en la quimica medicinal
debido a su amplio espectro de actividad bioldgica y a su afinidad por diferentes dianas moleculares,
resaltando su potencial citotoxico y anticancerigeno. En particular, se han introducido al ndcleo
esteroidal heterociclos como isoxazoles, isoxasolinas, tiazoles, tiadiazoles, pirimidinas, imidazoles,

entre otros.?%%7
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Figura 5. Compuestos heterociclicos con actividad biologica.

2.2.1. Heterociclos esteroidales

Los compuestos heteroesteroides, presentes en la naturaleza, demuestran la diversidad en las
propiedades bioldgicas. Algunos esteroides se han utilizado como farmacos convencionales,
antibacterianos y hormonales, entre otros. La incorporacion de un anillo heterociclo en el esqueleto
esteroidal principal o el reemplazo de uno o mas atomos provocan cambios en su comportamiento

bioldgico, aumentando la afinidad a ciertos receptores hormonales contra células cancerosas.?-28

Todas las modificaciones semisintéticas que involucran el esqueleto esteroidal apolar o los grupos
funcionales polares en las posiciones C-3 y C-17 en las hormonas naturales pueden ejercer una

influencia significativa en la afinidad con los sitios de unién de receptores hormonales.*?

La sintesis de hormonas unidas a un heterociclo se efectlia regularmente en las posiciones C-3, C-17
0 C-20, o sobre los atomos de carbono adyacentes a los ya sustituidos C-3, C-17 é C-26 debido a la
facilidad de realizar las modificaciones respectivas. Se ha demostrado que la sustitucion en otras
posiciones del esqueleto esteroidal es mas dificil, necesita varios pasos de reaccion y, por lo tanto,
rara vez se aplica.?” En lo que a esto respecta, diversos autores han reportado que ademas de la
actividad hormonal tipica que poseen los esteroides, la introduccion de heterociclos sobre la
estructura del esteroide (Figura 6), ha dado como resultado la obtencion de compuestos con actividad
antimicrobiana, antioxidante, antiinflamatoria, y actividad anticancerigena en diversas lineas

celulares.”13:29.30
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Figura 6. Derivados de heterociclos esteroidales con actividad bioldgica.

En particular, la sintesis de esteroides que contienen un heterodtomo o un anillo heterociclico unido
o fusionado al esqueleto esteroidal ha atraido la atencion de muchos grupos de investigacién debido

a las interesantes propiedades bioldgicas que presentan.*
2.2.2. Dicetopiperazinas

Una serie de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos forman una cadena polipeptidica y cada
unidad de aminoacido de un polipéptido se denomina residuo de aminoacido. Una cadena
polipeptidica tiene polaridad porque sus extremos son diferentes, con un grupo o-amino en un
extremo y un grupo oa-carboxilo en el otro extremo. La proteccion de un grupo terminal del
aminodcido es una de las cuestiones mas importantes en la quimica de péptidos, para generar

dipéptidos lineales y/o ciclicos.?%

Una dicetopiperazina es el péptido ciclico mas simple y se encuentra conformado por la unién de dos
aminoacidos. Las dicetopiperazinas DKPs o también denominadas dipéptidos ciclicos han sido muy
estudiados debido a sus interesantes actividades bioldgicas. Las estructuras cristalinas y moleculares
de las 2,5-dicetopiperazinas se han estudiado ampliamente, debido a que estas moléculas son la clase
mas simple de péptidos ciclicos. Contienen dos enlaces cis-amida, dando lugar a dos sitios aceptores
de hidrégeno y dos sitios donadores de enlaces de hidrégeno, importante en la para la union a enzimas

y receptores (Figura 7). Ademas, la diversidad estructural que poseen las 2,5-dicetopiperazinas es
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resultado de las seis posiciones en las que se pueden agregar sustituyentes y hasta cuatro posiciones
en las que se pueden controlar su estereoquimica. Pueden existir en una conformacion esencialmente

plana o en forma de bote (ligeramente torcida). 3234

Para nombrar a las DKPs, se colocan entre paréntesis los simbolos de los aminoacidos involucrados
en el anillo, precedidos por la palabra “ciclo”, ejemplo: ciclo (Val-Gly). La numeracion del anillo en
una DKP (19) inicia a partir del nitrdgeno seguido del grupo carbonilo. Ademas, estos compuestos
presentan tres regioisémeros (19, 20, 21), que difieren en la ubicacién de los grupos carbonilo.

Aceptor de hidrogeno

.O' O O

Donador de |3)2L1NH oﬁ)LNH HLNH

hidrogeno HN %-’])6 HN \) HN \Ao

0
19 20 21
Figura 7. Regioisomeros de las DKPs; 2,3- DKP (19), 2,5-DKP (20) y 2,6-DKP (21).

Las dicetopiperazinas toman relevancia por su actividad anticancerigena. Por ejemplo, la plinabulina,
un derivado semisintético de la fenilahistina natural, se disefi6 primero como un agente disruptor
vascular y ahora se encuentra en ensayos clinicos de fase Il como un farmaco contra el cancer que se
comporta como un potente agente antimicrotubulo. En este contexto, se ha encontrado que cuanto
mayor es la lipofilicidad de la dicetopiperazina, mayor es la actividad anticancerigena observada. Por
lo tanto, la busqueda de nuevos productos lipofilicos que tengan un anillo de dicetopiperazina como
nicleo central es un tema de interés debido a las actividades biologicas que pueden presentar por

ejemplo antibacteriana, antiflngica, antitumoral, antiviral entre otras.®

Las propiedades quimicas mas interesantes de las DKP’s para la quimica medicinal son su resistencia
a la protedlisis, la imitacion de grupos farmacoforos peptidicos, la estereoquimica de los grupos
sustituyentes, la rigidez conformacional, y los grupos aceptores y donadores para la formacion de
enlaces de hidrogeno con los receptores biol6gicos. Esto les concede caracteristicas
farmacodinamicas y farmacocinéticas favorables, que las convierten en estructuras privilegiadas para

el desarrollo de nuevos agentes quimioterapéuticos para tratar enfermedades como el cancer 83!

El uso de péptidos ciclicos tiene un potencial atractivo como productos farmacéuticos debido a que

ofrece ventajas atribuidas a la buena afinidad de unién, selectividad y baja toxicidad.*
2.3. Compuestos bioconjugados esteroidales

La bioconjugacion implica la union de una molécula con otra mediante un enlace covalente para

formar una estructura compleja. Para formar un bioconjugado, al menos una de las moléculas debe
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tener un origen bioldgico o ser un fragmento de una biomolécula. El proceso de obtencion de
bioconjugados a partir de moléculas distintas crea nuevos compuestos que tienen las propiedades

combinadas de cada componente del que estan hechos 1%

Los bioconjugados esteroidales son moléculas hibridas que combinan un esteroide con otra sustancia
bioactiva. Los esteroides, no solo son activos por si mismos, sino que al conjugarse con diversos
restos biol6gicamente activos resulta en un aumento de la lipofilicidad, la estabilidad y la
especificidad del objetivo, con una disminucién de los efectos adversos. De esta manera, estos
bioconjugados pueden dirigirse de manera especifica a células o tejidos diana, lo que los hace utiles
como agentes terapéuticos en el tratamiento de diversas enfermedades. Los bioconjugados
esteroidales han sido ampliamente explorados por su utilidad contra diversos trastornos y han
demostrado una utilidad significativa como agentes anticancerigenos, antiinflamatorios,

anticoagulantes, antimicrobianos, insecticidas/pesticidas, antioxidantes, antivirales entre otros.*13
2.4. Sintesis del sistema esteroidal y DKPs
2.4.1. Sintesis de los esteroides

Las reacciones quimicas mas importantes en sistemas esteroidales se llevan a cabo por lo regular en
los anillos Ay B (Esquema 1), ademas de reacciones en la parte norte del esteroide; principalmente
en la cadena lateral localizada en la posicion C-17. Cuando en la posicion C-3 hay un grupo hidroxilo
se pueden realizar reacciones de esterificacion, oxidacién, desplazamiento nucleofilico, eliminacién
del grupo hidroxilo y epimerizacion, entre otras reacciones. Es comun en los esteroides la presencia
de dobles enlaces, estos pueden sufrir reacciones de hidrogenacion catalitica, adicion, ademas de
reacciones en la posicion alilica. En cuanto a las modificaciones que se puedan efectuar a la cadena

lateral dependera de los grupos funcionales presentes.’32°
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Esquema 1. Ejemplos representativos de reacciones sobre el nlcleo esteroidal.

2.4.2. Sintesis de las dicetopiperazinas

Existen diversas metodologias para la obtencion de 2,5-dicetopiperazinas (2,5-DKP) (Esquema 2).
Estas metodologias involucran reacciones para la formacion del enlace amida, durante la ciclacion
del dipéptido, por ejemplo, la condensacion de aminoécidos (Esquema 2C) vy la ciclacion de Aza-
Witting (Esquema 2D). Ademas, se han desarrollado métodos basados en reacciones de N-alquilacion
intramolecular de Ugi provenientes de derivados de halogenuros de acilo de aminoécidos, que
efecttan el cierre del anillo de a-haloacetamidas en presencia de una base organica (Esquema 2E).
Otras estrategias incluyen reacciones de adicion de Aza-Michael y Diels-Alder que permiten obtener
estructuras de anillos fusionados, aunque estas Gltimas pueden ser complejas. Por otro lado, también
es posible obtener las 2,5-DKPs mediante la C-acilacion. Peng y Clive han utilizado esta metodologia
en sintesis asimétricas proveniente de la acilacion del enolato en la obtencidn de sistemas de anillos

triciclicos.?32
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A. Ciclizacién de éster dipeptidilmetilico catalizada por acido
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Esquema 2. Métodos representativos de obtencidn de 2,5-dicetopiperazinas.
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I11. ANTECEDENTES

Segun la concepciodn celular de Virchow “toda célula proviene de otra célula”, el cncer es un proceso
I6gico coordinado en el que una célula o un grupo de células, sufre cambios especiales diferentes de
las células normales. De esta forma, cuando una célula normal se lesiona o envejece, ésta muere por
apoptosis, mientras que las células cancerosas evitan el suicidio celular. En otras palabras, el cancer
es un término amplio utilizado para aludir a un conjunto de enfermedades que se pueden originar en
casi cualquier 6rgano o tejido del cuerpo cuando células anormales crecen de forma descontrolada,
sobrepasan sus limites habituales e invaden partes adyacentes del cuerpo y/o se propagan a otros
Organos. Este Gltimo proceso se denomina «metastasis», y es una importante causa de defuncién por

cancer. Otros términos comunes para designar el cancer son «neoplasia» y «tumor maligno».*

Las causas gue lo provocan son desconocidas por el momento, aunque se conocen algunos factores
de riesgo que lo precipitan. La principal causa es la edad o el envejecimiento, pero como factores que
desembocan en la formacién de tumores se pueden afadir el tabaquismo, la dieta, la exposicion solar
y otros estilos de vida. El origen no es debido a una Unica causa, sino que es el resultado final de una
interaccidn de multiples factores entre los que se incluyen el medio ambiente, los habitos dietéticos y
la herencia genética. En la actualidad, se estan realizando continuamente estudios epidemiolégicos

que tratan de buscar asociaciones de toda indole con el cancer.>%

La quimioterapia consiste en la administracién de sustancias quimicas, también llamadas citostaticos
o citotoxicos. EI mecanismo de accidn general consiste en provocar una alteracion celular, ya sea en
la sintesis de acidos nucleicos y/o proteinas, o en la division celular. Los mecanismos de citotoxicidad
pueden agruparse en dos grandes grupos: independientes y dependientes de anticuerpos. Entre ellos,
se pueden diferenciar los mecanismos restringidos por el Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(MHC, por sus siglas en inglés). mediados por células T, y los no restringidos por el MHC, detectados
por las células Natural Killer (NK, por sus siglas en inglés). Ademas, existen las células dependientes
de anticuerpos, cuya actividad esta dada por las células Lymphokine-Activated Killer (LAK, por sus

siglas en inglés).*®

Yan et al., 2005, sintetizaron una biblioteca de conjugados de estradiol y aminoacidos N-protegidos
por acoplamiento de 17p-aminoestra-1,3,5(10)-trien-3-ol (39) (Figura 8) con diferentes aminoacidos
(Ala, Leu, Phe, Asp(OBzl), Asp, Lys).*® Los conjugados acoplados a aminoécidos se utilizaron en el
tratamiento de infecciones cuténeas y de tejidos blandos de leves a moderadamente graves. Los
estudios revelaron las afinidades de union entre los receptores de estrdgenos y el conjugado de

estradiol 40 se vieron alterados por la propiedad quimica de los aminoécidos, pero el acoplamiento
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del sistema conjugado-aminodcido, no afecto la actividad bioldgica con las lineas de cancer de mama

(MCF-7) y céancer cervicouterino (HeLa).>2

HN-AAP
NH,
PAA-OR > HO
HO
AAP= Aminoacido protegido
Figura 8. Derivados de estradiol acoplados a aminoacidos protegidos.

Kvasnica et al., 2008, sintetizaron complejos de platino (1) coordinados con ésteres esteroideos de
metionina e histidina para explorar su actividad antitumoral (Figura 9).“° La sintesis de ésteres
esteroidales se logr6 mediante la reaccion de esterificacion de Boc-aminoacidos con el grupo
hidroxilo del colesterol, testosterona, diosgenina, entre otros, seguido de la desproteccion del grupo
Boc del aminoacido con acido trifluoroacético. EI complejo 41 mostrd la mas alta actividad con
concentracion media inhibitoria ( Clso )14 uM y 20 uM frente a las lineas celulares CEM (linfoblastos
T) y RPMI 8226 (mieloma) respectivamente, mientras que el complejo 42 solo exhibié una actividad
en la linea CEM con un Clsp= 18 uM.?

Figura 9. Complejos de platino con esteroides conjugados de aminoéacidos.

Fernandez-Herrera et al., 2014, sintetizaron derivados esteroidales bioldgicamente activos
provenientes de la diosgenina (Esquema 3). La cadena lateral 22-oxocolestanica mostro ser un punto
farmacoférico muy importante, siendo el selenio un agente antioxidante prometedor. Se evalué la
actividad antiproliferativa del compuesto 47 en tres lineas celulares de cancer cervicouterino y se
comparé con el farmaco de referencia contra el cancer Paclitaxel (también conocido como Taxol).
Los resultados de Clso fueron; HeLa 10 uM, CaSki 15 uM y ViBo 18 uM, con respecto al Taxol
cuyos valores de Clso fueron de; 10.9, 2.9 y 1.6 UM respectivamente. La citotoxicidad resultante fue
significativa, lo que llevd al grupo a investigar acerca de los posibles mecanismos de interaccion que

presenta este compuesto.*
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4, 4,
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¢ OAc d OAc
46

43

87% 95%

a)Ac.0, BF3-OEt;, 0 °C; b) p-TSCI, DMAP, CH,Cly; ¢) Nal, reflujo; d) KSeCN THF, refllujo.
Esquema 3. Sintesis del derivado de la diosgenina: 22-0xo-26-selenociancolestano.

Zeferino-Diaz et al., 2015, sintetizaron derivados esteroidales que contienen la cadena lateral 22-
oxocolestano. Encontraron una metodologia directa y conveniente para abrir la cadena lateral
espirostanica (Esquema 4). La mesilacion del compuesto 26-hidroxi fue menos satisfactoria que la
tosilacion (45). Por lo que se realizo la reaccion de Finkelstein para obtener los esteroides yodados
(46) y la reduccién quimioselectiva del atomo de yodo en el compuesto con Zn/AcOH dio
rapidamente el compuesto objetivo 48 . La reduccion con LiAIH4 no fue selectiva y, por lo tanto, la
reaccion de Finkelstein fue un paso clave para la metodologia. Los resultados de la evaluacion

bioldgica mostraron la actividad anticancerigena.*?

AcO

43

45

87% 95%
46 48

a)Ac.0, BF3-OEt; 0 °C; b) p-TSCI, Py, CHClIy; ¢) Nal, reflujo; d)Zn/AcOH.

Esquema 4. Sintesis del derivado de la diosgenina: 22-oxocolestano.
Agarwal et al., 2016, sintetizaron amidas derivados de &cidos biliares aromaticos-heteroaromaticos
unidas mediante aminoacidos (Figura 10). Estos conjugados se evaluaron frente a lineas celulares de

cancer de colon (HT29), cancer de mama (MDA-MB-231) y glioblastoma (U87MG).2 Algunos de

los conjugados mostraron resultados prometedores como agentes anticancerigenos en estudios in
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vitro. Especificamente, los derivados 49 (Inhibicion media de crecimiento, Glso: 1.35uM), 50 (Glso:
1.41 uM) y 51 (Glso: 4.52 uM), que contienen anilina, p-metilanilina y 2-aminobenzotiazol,
respectivamente, exhibieron actividad contra las células de cancer de mama (MDA-MB-231). Estos

resultados fueron comparables con la doxorrubicina (Glso: 1 UM) y superiores al cisplatino (Glso: 7.21

uM).Zl
X

49 50 51

Figura 10. Derivados de amidas de cidos biliares aromaticos/heteroaromaticos.

Barbakadze et al., 2016, sintetizaron nuevos derivados peptidicos del 17p-amino-5a-androstan-3p-
ol 53 (Figura 11). Utilizaron ésteres activos de aminoacidos, como N-Cbz-L-Ala-Bt; N-Cbz-L-Val-
Bt; N-Cbz-L-Phe-Bt; y N-Chz-L-Ala-L-Val-Bt. La N-alquilacion del precursor 53, se obtuvieron los
compuestos 52y 54, las cuales demostraron que poseen actividad antiarritmica y baja toxicidad.?

R —NHCbz 9 |, NHCbz
HN‘( NH, HN)krNj])\(

O

o
2 I E—  —
H Cbz= Carboxibencilo
HO HO HO

52 53 54
Figura 11. Derivados peptidicos de androstano.

Wang et al., 2016, sintetizaron a los conjugado 55 y 56 derivados de fosfotirosina-colesterol (Figura
12). El compuesto 56 demostrd ser eficaz y selectivo contra células cancerosas, incluyendo las células
de cancer de ovario resistentes al cis-platino (A2780cis y A2780), con resultados de Clso de 16 uM
para las células HeLa. No obstante, el conjugado de tirosina-colesterol 56 presenté menor selectividad

mostrando un Clso de 50 pM.*

55 56
Figura 12. Derivado de conjugado de tirosina-colesterol.

Reyna et al., 2019, sintetizaron una serie de derivados esteroidales del 22-oxocolestano-26-oxima 58
y 27-nor-25-hidroxiimino-22-oxocolestano 60 (Esquema 5). Los productos fueron evaluados en un

modelo de inflamacion aguda, inflamacién moderada y el edema inducido por la oreja. Los resultados
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arrojaron que las oximas reprimieron la expresion de los genes proinflamatorios como TNF-a,, COX-
2y IL-6.4

58

d
65%

59 60

a) Ac;0, BF3-OEt;, 0 °C; b) PCC; ¢) NH,OH-HCI, MeOH/K,COg; d) 3,4,5-TMA/EtOH reflujo; €)
NH,0H-HCI, MeOH/K;COs3, reflujo.

Esquema 5. Sintesis del derivado de oximas esteroidales.

Michalak et al., 2020, sintetizaron diversos anadlogos de la diosgenina o tigogenina unidos con
distintos aminoacidos mediante el enlace C-3 del esqueleto esteroidal (Figura 13). Todos los analogos
fueron evaluados in vitro contra las lineas celulares MCF-7, MDA-MB-231 y PC-3. El derivado 61.13
que contine la serina fue el que mostro una excelente actividad citotéxica con Clso de 1.5 uM (MCF-
7) e indujo la muerte por apoptosis.’

43.1 Ser(OBzl)

e}
43.2 Lle
43.3 Gly
43.4 Val
43.5 His
43.6 Met 61.13 Ser
43.7 Leu-Val . 61.14 Glu
43.8 Lle-Pro XO
Diosgenina 43 43.9 Ala ] .
43.10 Phe Tigogenina 61 Conjugados 61.13
43.11 Leu Clso= 1.5 uM en MCF-7
43.12 Pro
Figura 13. Derivado de bioconjugados de diosgenina y tigogenina.

Yin H et al., 2021 disefiaron, sintetizaron y evaluaron una libreria de derivados de diosgenina con
piperazinas (Figura 14), para determinar sus actividades citotoxicas en tres lineas celulares de cancer
humano, cancer pulmén (A549), cancer de mama (MCF-7), cancer de higado (HepG2) y células
hepéticas humanas normales (L02). La mayoria de los compuestos, especialmente 62 y 63, fueron
maés potentes en comparacion con la diosgenina. En particular, el compuesto 62 mostrd una excelente
actividad citotoxica contra las células HepG2 (Clso = 1.9 uM) y mostr6 una toxicidad relativamente
baja contra las células LO2 (Clso = 18.6 uM), lo que muestra cierta selectividad entre células normales

y tumorales.®
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62 63

Figura 14. Derivados de diosgenina con actividad citotoxica.

Xia et al., 2021, sintetizaron una libreria de bioconjugados, en los cuales se realiz6 un andlisis de
estructura-actividad introduciendo diversos grupos hidrofébicos con fragmentos de sales amonio en
el C-3 (Figura 15). Los productos 64 y 65 fueron evaluados frente a 8 lineas celulares cancerosas,
siendo el derivado 64 reporté actividad de Clso= 0.34 uM frente a la linea de céncer colorrectal (HCT-
116). La solubilidad de los compuestos podria ser una de las razones por las cuales algunos

compuestos muestran una mejor actividad antitumoral en comparacién con el farmaco de referencia.*®

Figura 15. Derivados de diosgenina de amonio cuaternario.

Yang et al., 2022, sintetizaron una serie de derivados de diosgenina conteniendo variantes de sales
de fosfonio en el C-3 (66), con el propdsito de mejorar la actividad bioldgica antiproliferativa, ademas
de aumentar la solubilidad de la diosgenina (Figura 16). La solubilidad en agua fue mayor que la
diosgenina, lo indica que pueden mejorar eficazmente la actividad antitumoral de los derivados de
diosgenina, al mismo tiempo, la tasa de transporte intracelular de cationes de fosfina es 1x107 — 1x108
mas alto que cationes de sodio, y sales de fosfonio cuaternarias. Los productos fueron evaluados
contra 4 lineas de células cancerosas, cancer de colon (Aspc-1), cancer de pulmon (H358), cancer
colorrectal (HCT116), cancer pancreatico (SW620), mostrando muy buena actividad contra todas las
células evaluadas, en un rango de Clsp0.18 - 31.4 uM. En muchos casos, superando la actividad del

farmaco de referencia utilizando en el estudio, la doxorrubicina .*
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Figura 16. Derivado de diosgenina con sales de fosfonio.

Aguilar et al., 2022, realizaron la sintesis asistida por microondas de tres derivados: 26-yodo-22-
oxocolestano (46), 26-amino-22-oxocolestano (67) y 26-iminourazol-22-oxolestano (70).
Comparando las velocidades de reaccion con el método convencional (Esquema 6). Estos
aminoesteroides mostraron una solubilidad y estabilidad adecuadas para ser evaluados in vitro en
lineas celulares de cancer cérvicouterino (SiHa), cancer de mama ( MCF-7 y MDA-MB-231)
mediante ensayo de sulforodamina B. Destacando los resultados, el derivado de bencilamina 67e
mostrd una actividad citotoxica en células cancerosas SiHa (Concentracion citotéxica media, CCso
6.63 uM), mientras que el derivado 67c con anillo de piperidina, exhibi6 una actividad citotdxica
moderada en la linea celular SiHa y MCF-7 (CCso = 15.34 y 16.33 uM), respectivamente, siendo el

candidato 67a el derivado mas prometedor.*’

4, 4,

e e S A A s

69 67-Ra 67-Rb 67-Rc 67-Rd 67-Re
84% 47% 58% 90% 93%

HoN.
2N

a) 1)Ac;0, BF3-OEt/EtsN 2) HClyg; b) p-TsCI/Py/DMAP, DCM; c) Nal/Acetona, reflujo 7h; d) Amina
a-e/ Acetonitrilo; e) PCC/DCM,; f) EtOH a reflujo.

Esquema 6. Sintesis de derivados: 26-amino-22-oxocolestano y 26-iminourazol-22-oxocolestano.

Las DKP’s se consideran un andamio importante para el disefio y sintesis de nuevos agentes

terapéuticos, que en combinacion con estructuras quimicas simples han demostrado interesantes
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actividades biol6gicas. Por ejemplo, Liao et al., 2014, sintetizaron la plinabulina (73), molécula
semisintética desarrollada de la fenilahistina natural (72) (Figura 17), la cual se desarrollé6 como
agente disruptor vascular y ahora se encuentra en etapas clinicas fase | y en fase 11l como agente
anticancerigeno. Se consideran que los derivados no protegidos de DKP’s tienen baja solubilidad, se
disefiaron y sintetizaron nuevos derivados mono protegidos de la DKP’s, donde el compuesto tuvo
una fuerte actividad anticancerigena con Clso entre 0,5-4,5 uM sobre lineas celulares de cancer
gastrico BGC-823, cancer cervicouterino (HeLa), hepatocarcinoma (Huh-7), cancer de mama (MCF-
7), adenocarcinoma de pulmén (H1975), y especialmente sobre células de linfoma pulmonar (U937)
(Clso= 0,5 uM) y células de leucemia (K562) (Clso= 0,9 uM).*

Figura 17. Estructura quimica de la fenilahistina (72) y de la plinabulina (73).

Mollica et al., 2014, demostraron que el derivado natural de la DKP’s (74) (Figura 18), presenta una
potente actividad anticancerigena con valores de Clso en el rango de 2 a 23 uM sobre lineas celulares
de glioblastoma (Hs683, U373), cancer de pulmén (A549), melanoma (SK-MEL-28, B16F10),
cancer de mama (MCF-7). También se resalté la importancia de la presencia de la cadena lateral
geraniloxil y el doble enlace exociclico de la DKP para la actividad observada.*

HNT P
\\\“k[rNH o/\)\/\)\

Figura 18. Derivado natural de la 2,5-dicetopiperazina, desoximicelianamida.

Liao et al., 2016, sintetizaron nuevas series de derivados N-monoalilados de las DKP’s (75), a los
cuales se les evalud su actividad citotdxica sobre ocho lineas celulares, leucemia (U937, K562,
HL60), cancer de pulmoén (A549), cancer de mama (MCF-7), cancer cervicouterino (HelLa), cancer
de prostata (DU-145) y cancer de colon (HT29) (Figura 19). Los resultados de citotoxicidad
mostraron que la posicion del grupo metoxi en el anillo aromético es importante para la actividad,
mostrando un rango de Clso de 0.36 - 1.9 UM y se observé que la cadena alquilica con 3 a 6 grupos

metileno mejoré la actividad.®
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Figura 19. Derivados de 2,5-dicetopiperazinas con sustituyentes olefinicos.

Lo anteriormente descrito pone de manifiesto la importancia de los derivados esteroidales en la
industria farmacéutica debido a la versatilidad de sus propiedades bioldgicas. Los esteroides han
demostrado ser herramientas valiosas no solo por sus capacidades terapéuticas, sino también por su
potencial para servir como base en la creacion de nuevas moléculas bioactivas. Por lo tanto, en este
trabajo de investigacion se propuso realizar la sintesis de compuestos bioconjugados esteroidales con
aminoécidos, con el objetivo de obtener nuevos compuestos con potenciales actividades bioldgicas.
Estos compuestos pueden exhibir una gama de actividades, como citotdxica, antiinflamatoria,
antimicrobiana, entre otras, las cuales podrian contribuir significativamente al desarrollo de nuevos
candidatos de farmacos. La incorporacion de aminoacidos y dicetopiperazinas al nicleo esteroidal,
no solo pueden mejorar sus propiedades farmacocinéticas, sino también aumentar su especificidad y
efectividad bioldgica. De esta manera, la presente investigacion busca aportar al campo de la quimica
farmacéutica nuevos compuestos que podrian convertirse en tratamientos efectivos para diversas

enfermedades.
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IV. JUSTIFICACION

En la actualidad, una problemaética de salud a nivel mundial es el cancer, siendo el de mama el mas
comun entre las mujeres. El sello distintivo del tratamiento de esta enfermedad ha sido la
quimioterapia convencional, sin embargo, los medicamentos quimioterapéuticos no son selectivos a
las células cancerosas, debido a que también afectan a las células normales. Por lo cual diversos
grupos de investigacion se han dado a la tarea de buscar nuevos tratamientos contra el cAncer, menos

toxicos y mas selectivos a células cancerosas.

Los esteroides son moléculas lipofilicas cuyo nucleo se considera una molécula lider para el
desarrollo de nuevos farmacos, entre ellos agentes con actividad citotdxica. Cuando el esteroide se
une con otra molécula que posee actividad farmacoldgica se genera un nuevo compuesto Ilamado
bioconjugado. En este contexto, se ha reportado la sintesis de bioconjugados esteroide-aminoacido o
esteroide-péptido que han mostrado poseer actividades bioldgicas muy diversas tales como agentes
citotoxicos, antimicrobianos, antivirales, entre otros. Hasta el momento, no se cuenta con reportes

previos de la bioconjugacion de esteroides con dicetopiperazinas (DKP, dipéptidos ciclicos).

La diosgenina es una sapogenina comercial de facil adquisicion, y materia prima que se ha utilizado
para la sintesis de hormonas esteroidales y compuestos con muy diversa actividad biolégica, por tanto,
resulta interesante desarrollar nuevos bioconjugados esteroide-aminoacido a partir de diosgenina y

aminoéacidos para desarrollar nuevos agentes citotdxicos.

~
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V. HIPOTESIS

La N-alquilacion y/o acilacion en la posicion C-26 de derivados sintetizados a partir de la diosgenina
conducird a la obtencion de bioconjugados esteroide-aminoacidos con potencial como agentes

citotoxicos.
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V1. OBJETIVO GENERAL

Sintetizar una familia de conjugados esteroide-aminoacidos unidos a través del C-26 del ndcleo

esteroidal utilizando como sitio de bioconjugacion al grupo amida o una N-alquilacion.

6.1. Objetivos particulares
1.- Sintetizar y caracterizar los derivados 26-yodo (46) y 26-acido (84) a partir de diosgenina

7
‘0

46

43

HO
2.- Sintetizar y caracterizar una familia de ésteres a-aminometilicos.

0O
an A
2 OH - H2N . O/

76b R= Isopropil

76¢ R = (1S5)-1-metilpropil
76d R= Bencilo

76e R = CH,-(3 indolil) 76a-e 78a-e

Al
X

3.- Sintetizar y caracterizar la dicetopiperazina (91).

0O

HLNH
HN
\n)\/\/\NH2

(e}

91
4.- Realizar la reaccion de acoplamiento entre los esteroides sintetizados en el objetivo 1 con los

ésteres a-aminometilicos mencionados en el objetivo 2.
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VII. MATERIALES Y METODOS

7.1. Reactivos y equipos
Reactivos

Los reactivos adquirido comercialmente en Sigma-Aldrich Productos; acido acético (AcOH),
trietilamina (TEA), N,N’-dimetilformamida (DMF), acetonitrilo (ACN), cloruro de p-
toluenosulfonilo (p-TsCl), piridina (Py), anhidrido acético (Ac20), 4-dimetilaminopiridina (DMAP),
piperidina, hidroxibenzotrizol (HOBt), clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
(EDC-HCI), N,N’-diisopropiletilamina (DIPEA), N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC), &cido
trifluoroacético (TFA) y trifluoruro de boro éter etilico (BFs-OEt,), diosgenina, clorotrimetilsilano
(TMSCI), acido sulfarico (H2SQs), hidroxido de amonio (NH4OH), bicarbonato de sodio (NaHCOs3),
sulfato de sodio anhidro (Na;SQ.), acido clorhidrico (HCI), yoduro de potasio (KI), sulfito de sodio
(NazS03), tiosulfato de sodio (NazS2053) trioxido de cromo (CrOs), cloruro de amonio (NH4CI), Fmoc-
Lys(Boc)-OH, glicina (Gly), L-valina, L-leucina (Leu), L-fenilalanina (Phe), L-triptéfano (Trp), y los
disolvente grado técnico: hexano, diclorometano (DMC), acetato de etilo (AcOEt), acetona, metanol
(MeOH).

Las columnas cromatograficas y las cromatografias en capa fina se realizaron usando gel de silice
con tamafio de particula 230-400 um vy placas precortadas de silice gel 60 malla F254,

respectivamente.
Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los espectros RMN se adquirieron con un espectrdmetro Spinsolve, Magritek 80 NMR (80 MHz
para 'H, 20 MHz para BC), se utilizaron los siguientes disolventes deuterados, cloroformo
(CDCI3), dimetilsulféxido (DMSO-Ds), metanol (CDsOD) y tetrametilsilano (TMS) como
referencia interna. Se realizaron experimentos para una elucidacién completa y se obtuvieron
espectros de *H, *C, asi como espectros de experimentos bidimensionales (COSY, HMBC y HSQC).
Los desplazamientos quimicos se expresan en ppm Yy las constantes de acoplamiento (J) se

expresan en Hertz (Hz).
Espectrometria de masas
Pretratamiento de la muestra

Aproximadamente 1 mg de todos los compuestos se diluyeron con ayuda de un sonicador ultrasénico

(VEVOR Limpiador Ultrasénico) en 1 mL de metanol absoluto y se tomaron 10 pL del compuesto,
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los cuales se diluyeron en 900 pL de metanol acidificado con 0.1 % v/v de &cido férmico,

posteriormente se introdujeron las muestras al sistema de espectrometria.

La determinacion de la masa molecular se hizo mediante la inyeccion por infusién directa a un
espectrémetro de masas SYNAPT G2-Si provisto de ionizacion de electropulverizacion (ESI), filtro

de masas de cuadrupolo sencillo y analizador de masas de tiempo de vuelo (Q-TOF).
Espectroscopia de infrarrojo

Se utiliz6 un espectrometro de infrarrojo con transformada de Fourier e interferémetro Dynascan
Perkin Elmer Espectrum 100. La adquisicién de datos se realiz6 con 8 escaneos, empleando una

ventana espectral de 515-4000 cm™. Los datos se expresan en nimeros de onda (cm+).
Cromatografia

Para cromatografia en capa fina (TLC) se utilizaron placas comerciales de gel de silice grado 60 de
0.2 mm de espesor ALUGRAM Xtra SIL G/UV254 de Macherey-Nagel, Alemaniay como fase movil
sistemas de elucién de hexano-AcOEt, butanol-agua. Para su revelado se empled luz ultravioleta de
onda corta (254 nm, lampara de UVG-11) y onda larga (365 nm, lampara de UVG-11), ademas se
empled una solucién al 10% de H,SO. previa a la calcinacion de la placa como revelador y para caso
de los aminoéster el reactivo ninhidrina que reacciona con el grupo amino produciendo colores al ser

revelado.

Para cromatografia en columna, se emple6 gel de silice de 230-400 mallas MN Kieselgel 60 de
Macherey-Nagel, Alemania, utilizando como fase movil mezclas de hexano-AcOEt en diversas

porciones.
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Sintesis de los bioconjugados esteroides-aminoacidos

La estrategia planteada para obtener los bioconjugados esteroides-aminoacidos (84, 86) consiste en
la N-alquilacion y la acilacion de un aminoéster con un derivado esteroidal (Esquema 7). Los
aminoésteres (78a-e) se obtuvieron mediante una esterificacion del grupo carboxilo de los

aminoacidos en medio &cido.

El derivado esteroidal 46, requerido para la N-acilacién del grupo aminoéster se obtuvo mediante una
ruta que involucra 3 pasos de reaccién a partir de la diosgenina (43). La ruta planteada implica
modificaciones en los anillos E y F, que conduzcan a la obtencién del intermediario 44, que contiene
el grupo hidroxilo en el C-26. Posteriormente, se remplazé el grupo hidroxilo por un grupo tosilato
(45), obteniendo un precursor mas susceptible hacia el ataque nucleofilico debido a las caracteristicas
del grupo saliente del grupo tosilato. Consecutivamente, la conversion al grupo funcional halogenado
(46), se efectu6 mediante la reaccién de Finkelstein caracterizada por ser una reaccion de Sn2.

Finalmente, la N-alquilacion con el aminoéster 78a conducira a la obtencion del bioconjugado 84.

Por otra parte, la estrategia para la obtencién del derivado esteroidal 86, consistié en la oxidacion del
intermediario 44, convirtiendo el grupo alcohol al &cido carboxilico en el C-26, mediante el reactivo
de Jones. Como ultimo paso, el acoplamiento de los aminoésteres 78a-e con el derivado esteroidal
85, condujo a la obtencion de una familia de bioconjugados. Lo anterior ocurri6 a través de la reaccion
entre grupo amino del aminoécido con el grupo acido del esteroide utilizando una carbodiimida como
agente acoplante para generar el enlace amida dando como el resultado los productos bioconjugados
86a-e.
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Aminoacidos

Diosgenina
43

Gly
Val
76 Leu
Phe
Trp
¢ Ruta 1
0TS e«
Aminoéster DKP
Ruta 2
o) (o]

46

Bioconjugados

R= Aminoésteres (78a-e)

Esquema 7. Sintesis de los sistemas bioconjugados esteroides-aminoacidos.

8.1.1. Sintesis de ésteres a-aminometilicos

Para la sintesis de esteres a-aminometilicos se emplearon dos metodologias. La primera metodologia
descrita por Sha et al., 2016,% consistié en utilizar la glicina (76a), la cual se hizo reaccionar con
clorotrimetilsilano para formar el derivado sililado (76.1). Posteriormente se tratdé con metanol
(MeOH) para producir el clorhidrato del éster correspondiente 77a (Esquema 8) con rendimientos del
99%. Una segunda metodologia descrita por Monro et al., 2008,%? permitié obtener los ésteres o-
aminometilicos con el grupo amino libre de los amino4cidos: glicina, valina, leucina, fenilalanina y
triptdfano (76a—e), mediante una esterificacion de Fischer utilizando &cido sulfarico como catalizador

en metanol a reflujo (Esquema 4), presentando rendimientos superiores al 90%.
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Método 1 | -

Si (6]
(0] P (0]
cl MeOH ®
H,N HoN CIH3N
" “OH — > 7" ToTMS ——— © (|)

e

é 15 min §
0,
6 76.1 99% 77a
Método 2
0 -
Q MeOH, H,S0, Ra=H
HzN\)J\ HaN o Rb = Isopropil
I OH reflujo 8,h Fé{ | Re= (lS)—}—metilpropil
R 929% Rd = Bencilo
e 78a-e Re = CH,-(3 indolil)

Esquema 8. Sintesis de ésteres a-aminometilicos.

Para verificar el consumo total de la materia prima y monitorear la reaccion, se utilizo el revelador
de ninhidrina (79) (Esquema 9), el cual es un agente quimico que reacciona de forma selectiva con
compuestos que contienen principalmente aminas primarias, para producir el derivado colorido 80,

conocido como el parpura de Ruhemann.

o R O  HO
HZNJ\n,OH N 0
o g X
E— + g n + COp +4H,0
OH
o}
79 80
Esquema 9. Reaccion entre el revelador ninhidrina y un aminoécido.

8.1.2. Ruta sintética 1. Obtencion del derivado esteroidal-aminoéster (84)
8.1.2.1. Sintesis de diacetato de (25R)-26-hidroxi-22-oxocolest-5-eno-3p, 16§-diilo (44)

La obtencién del compuesto (25R)-26-hidroxi-22-oxocolest-5-eno-3p,16B-diilo (44) se efectlo
mediante dos metodologias diferentes. EI método A involucré el uso de BF3-OEt; y Ac,0,* mientras

que el método B implicé el uso BFs-OEt, y Ac,0 seguido de una base organica.>®

Método A: Se llevd a cabo una apertura regioselectiva del anillo F de la diosgenina hacia el
compuesto 44 utilizando BF3-OEt; y Ac.0 en diclorometano (Esquema 10). En esta reaccion, uno de
los grupos carbonilo del Ac,O se activa mediante el acido de Lewis, mientras que el otro grupo
carbonilo es atacado por el par electronico del enlace entre el C-22 y el &tomo de oxigeno del anillo
E. Este ataque es promovido por la participacion del par electronico del atomo de oxigeno del anillo

F. Posteriormente, el ataque de agua sobre el C-22 genera el intermediario 43b, la transferencia de
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protones da lugar al intermediario 43c. La apertura del anillo F se facilita mediante la participacion
de un par electrénico del atomo de oxigeno del hemiacetal intermediario 43c, lo que finalmente

conduce al producto (25R)-26-hidroxi-22-oxocolest-5-eno-3p3,16p-diilo (44).

En esta metodologia la obtencion del producto 44 se obtuvo con un rendimiento bajo y al monitorearlo
mediante cromatografia de capa fina (CCF) se observé la formacion de varios subproductos. El
producto deseado se obtuvo un rendimiento del 26%. Por lo que se procedid a realizar la metodologia
B.

BF3-OEty, Ac,0
—_—
DCM, 0 °C
26%

43
£l éb O +O0BFj
E O\/)j\\‘o
HO
43 43a

AcO

44
43c

Esquema 10.  Mecanismo propuesto de la apertura del anillo F de la diosgenina con BF;-OEt,.

En un método alterno B, se siguié la metodologia propuesta por Hilario-Martinez et al., 2016. >
(Esquema 11), para obtener el compuesto 44. Se llevo a cabo una acetdlisis de la diosgenina utilizando
BF;-OEt, como acido de Lewis a una temperatura de 0 °C, seguido de una eliminacion promovida
por la adicion de una base organica que conduce a la obtencién del dihidropirano 43.2. EI compuesto

44 fue obtenido por la apertura del anillo de dihidropirano 43.2 en un medio acido
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dihidropirano

\‘s\\

(0]
1. Ac,0, BF;-OEt, ', AR
2. Et;N HCI 5%
OAc
DCM, 0 °C DCM
43.2 61%, en 2 pasos 44

Esquema1l.  Método B

En estas condiciones, uno de los grupos carbonilos del Ac,O se activa mediante el BFs-OEt,,
generando grupos acetatos en los carbonos 3 y 16, dando lugar al ion oxocarbenio 43.1 (Esquema
12). La adicion de la base orgénica favorecio a la eliminacion del proton en la posicion axial del C-
23 dando lugar al intermediario dihidropirano (43.2). Una vez obtenido el producto 43.2, se hizo
reaccionar con HCI al 5% propiciando la regeneracion del ion oxocarbenio 43.1, que favorece el
ataque nucleofilico en el C-22. Finalmente, la apertura del hemiacetal 43c en medio 4cido conduce a
la ruptura del anillo oxano 43c, obteniendo el compuesto 44. Es importante destacar que este enfoque
mostré un rendimiento de 61%, el cual es mayor al rendimiento de 26% obtenido en la metodologia
A.

)

lon oxocarbenio ‘)
) ®QH

Diosgenina Ac,0/BF5-OEt,
—_—

43

Dihidropirano Hel

43.2

4341 43.3 43¢ 43.4 44
Esquema 12.  Método B. Posible mecanismo de la apertura del anillo F de la diosgenina.

Para confirmar la formacion del compuesto (25R)-26-hidroxi-22-oxocolest-5-eno-3p, 16p-diilo (44),
se utilizd la espectrometria de RMN de H y °C, comparando los desplazamientos quimicos del
producto y la materia prima (Tabla 1). En el espectro de RMN de *H (Figura 20) los desplazamientos
de los protones en los anillos A, B, C y D del nucleo esteroidal en el compuesto 44 son similares a
los de la materia prima 43, a excepcién de las posiciones 3 'y 16 que estan unidos a un oxigeno. Estos
oxigenos se encuentran acetilados en el producto y muestran un desplazamiento > 0.5 ppm mas alto

con respecto a los de la materia prima. Para la diosgenina 43, los desplazamientos de los protones H-
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3y H-16 son de 3.50 y 4.42 ppm, mientras que para el producto 44 son de 4.55 y 5.0 ppm,
respectivamente. Las modificaciones originadas por la apertura del anillo F se corroboran por la
presencia de la sefial doble de los protones H-26 desplazadas a 3.41 ppm. Asimismo, se observan dos
sefiales simples a campos altos desplazadas a 2.02 y 1.96 ppm, correspondientes a los metilos de los
acetatos (H-31y H-33).

Tabla. 1 Comparacion de los & (ppm) representativos de la diosgenina (43) y el compuesto 44.

H 43 44
3 3.50 4.55
6 5.36 5.35
16 4.42 5.0
18 0.79 0.87
19 1.03 1.02
26 3.37 3.41
31 2.02
33 1.96

Figura 20. Espectro de RMN de *H del compuesto 43 y 44.

Por otro lado, en el espectro de RMN de *3C del compuesto 44 (Figura 21), se observan sefiales
caracteristicas que corroboran la modificacion de la diosgenina (Tabla 2). Por ejemplo, en la region
de los carbonilos, una sefial a 213.8 ppm, caracteristica del carbonilo de cetona en C-22 y las sefiales
de los carbonilos de los grupos acetato correspondientes a C-30 y C-32 localizados a 170.6 y 170.0
ppm, respectivamente. Cabe resaltar que estas absorciones no se observan en el espectro de RMN de
13C de la materia prima 43, debido que el compuesto no posee dichos grupos funcionales. De igual
forma la ausencia del carbono espiracetalico C-22 con desplazamiento quimico de 109.0 ppm

confirma la apertura del anillo F. Las sefiales en 139.7 y 122.3 ppm, se asigharon a C-5 y C-6,
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respectivamente. En cuanto a los desplazamientos quimicos de los carbonos base de oxigeno de la
diosgenina con respecto al producto 44, las sefiales de los carbonos C-3 (Cs 71.8 vs 73.9) y C-16 (Cs
80.9 vs 75.7), muestran desplazamientos significativos hacia campos altos (ACs >2 ppm), debido al
efecto de desproteccion proporcionado por los grupos acetatos, mientras el carbono C-26 (C; 66.9 vs

67.5) presenta un aumento pequefio en su desplazamiento quimico hacia campos altos (ACs 0.6 ppm).

Es relevante mencionar que tanto el nimero de sefiales como los desplazamientos quimicos
concuerdan con lo reportado en la literatura.®® La masa del compuesto se confirmé mediante la técnica
de espectrometria de masas (ESI-MS) para el compuesto 44, se observo el ion molecular [M+H]* con
m/z = 517.3521.

Tabla. 2 Comparacion de los &c (ppm) representativos de la diosgenina (43) y el compuesto 44.

43 44
718 739
140.9 139.7
1216 1223
16 809 757
17 622 552
18 164 133
19 196 193
22 109.4 21338
24 289 278
25 304 355
26 669 675
27 173 169

oow(

30 170.6
31 21.5
32 170.0
33 20.8
Figura 21. Espectro de RMN de *3C del compuesto 43 (inferior) y 44 (superior).

8.1.2.2. Sintesis de diacetato de (25R)-22-oxocolest-5-eno-3p,16B,26-triilo 3,16-26-tosilato (45)

Para obtener el compuesto 45, se llevo a cabo el intercambio de grupo funcional mediante una
reaccion en el C-26, donde se tosila el grupo hidroxilo haciéndolo reaccionar con cloruro de p-
toluenosulfonilo (p-TsCl). Se evaluaron dos rutas sintéticas para efectuar esta transformacion
(Esquema 13). En el primer ensayo, el compuesto 44 se mezcl6 con 4-dimetilaminopiridina (DMAP)
y el p-TsCI en diclorometano (DCM), utilizando las condiciones previamente reportadas en la

literatura.*’ La reaccion se efectud en el interior de un refrigerador, sin agitacion, durante 24 horas.
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Sin embargo, al analizar el producto por RMN de *H, se observé la materia prima permanecid sin

reaccionar.

Por lo tanto, se decidi6 probar otras condiciones. En la segunda ruta, se mezcl6 el compuesto 44 con
piridina, DMAP y p-TsCl en DCM, bajo atmoésfera de argdn y en ausencia de luz, a una temperatura
de -5 °C por 10 horas.** Una vez completada la reaccion, el producto se purifico mediante
cromatografia en columna (CC), y se verifico el consumo total de la materia prima, se utilizo la
cromatografia de capa fina (CCF), la cual se observo varios subproductos de reaccion. La purificacién
se realizo6 utilizando una mezcla de hexano y acetato de etilo (70:30). Finalmente, se caracterizo el
producto principal mediante espectroscopia RMN de *H y *C. Obteniendo un rendimiento favorable
de un 70%.

Ruta 1

p-TsCl, DMAP

X—

DCM
Ruta 2

AcO AcO

p-TsCl, Py, DMAP

44 45

Y

DCM
70%

Esquema 13. Sintesis de (25R)-22-oxocolest-5-eno-33,163,26-triilo 3,16-diacetato 26 tosilato (45).

Al comparar los espectros de RMN de 'H del producto 45 y la materia prima 44 (Figura 22), se
observaron diferencias significativas (Tabla 3). De acuerdo al espectro de H, los cambios generados
en la estructura quimica de la materia 44, fue la incorporacion del grupo tosilato, las cuales son
distinguibles para el producto 45 (Figura 27), en la region de 7.73 y 7.40 ppm se observan dobletes,
correspondientes a los protones aromaticos del grupo tosilato (H-a, H-b). Ademas, se identificd un
singulete en 2.45 ppm asignada al metilo en posicion para del grupo tosilato en H-34. Los
desplazamientos quimicos de los protones del nicleo esteroidal en ambos compuestos (44 y 45),
presentan un ligero cambio, para caso del H-3 (4.55 vs 4.56) con un desplazamiento >0.01 ppm més
alto que la materia prima, el H-16 (5.00 vs 4.98) su desplazamiento fue menor a la materia prima con

valor de <0.02 ppm, ademaés el desplazamiento quimico del proton vinilico H-6 (5.35 vs 5.32).

En comparacidn a las absorciones de los protones H-6, H-16, H-3, se localizan con un desplazamiento
quimico similar tanto para el producto 45 y la materia prima 44, mencionado en la Tabla 3. Sin
embargo, al comparar el desplazamiento quimico del H-26 se observa una variacion, para le
compuesto 44, la absorcion del protdn corresponde a 3.41 ppm, mientras el compuesto 45 se localiza

en 3.80 ppm. Esto se debe al cambio del grupo funcional en el C-26.

Tabla. 3 Comparacion de los & (ppm) representativos del compuesto 44 y 45.

[ s )
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S 4.55 4.56
6 5.35 5.32
16 5.00 4.98
18 0.87 0.87
19 1.02 1.02
26 341 3.80
31 2.02 2.02
33 1.96 1.93
34 2.45
Ar 7.73

7.40

Figura 22. Espectro de RMN de *H del compuesto 44 y 45.

Por otro lado, en los espectros de RMN de 3C (Figura 23) del producto 45 y la materia prima 44, se
compararon las absorciones de la region de los carbonilos de cetona y ésteres (Tabla 4). Ambos
compuestos poseen absorciones caracteristicas, para la materia prima 44, las absorciones de los
grupos carbonilos se presentan a 213.8 (C-22, cetona), 170.6 y 170.0 ppm (C-30, C-32; ésteres),
mientras gque en el compuesto 45, estas absorciones se observan a 212.2 (C-22, cetona), 170.2'y 169.5
ppm (C-30, C-32; ésteres). La modificacién quimica del producto 45 se corrobor6 por la presencia de
las sefales caracteristicas del anillo aromatico, correspondiente al grupo tosilo, las cuales absorben
en 144.7,132.9,129.8 y 127.7 ppm. Ademas, el desplazamiento quimico del carbono base de oxigeno
en C-26, presentd una variacion significativa (Ac 7.1 ppm) hacia campos bajos con respecto a la
materia prima 44 (67.5 vs 74.6 ppm), debido al efecto electroatractor del grupo tosilo. Por otra parte,
se confirmd la masa del compuesto por la técnica de espectrometria de masas (ESI-MS) para el

compuesto 45, se observaron sefiales correspondientes a los aductos generados por los iones sodio y
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amonio, presentando las siguientes masas; [M+Na]*; m/z 693.3491, y [M+NH.]*; m/z = 688.3879

correspondiente a la formula molecular CssHs40sS respectivamente.

Tabla. 4 Comparacion de los oc (ppm) representativos de los compuestos 44 y 45.

44 45
739 736
139.7 139.5
122.3 122.0
16 757 756
17 552 549
18 133 131
19 193 192
22 2138 2122
24 278 276
25 355 323
26 675 746
27 169 16.6
30 1706 170.2
31 215 213
32 170.0 169.5
33 208 206

oo w(

34 215
Ar 144.7
132.9
129.8
127.7

Figura 23. Espectro de RMN de *3C de los compuestos 44 (inferior) y 45 (superior).

En los espectros de infrarrojo (IR) (Figura 24) correspondientes a los compuestos 44 y 45 se pueden
observar las bandas de absorcidn caracteristicas de cada grupo funcional. Para el compuesto 44, en la
region de 3474 cm™, se aprecia una banda ancha que corresponde a las vibraciones de tension del
enlace O-H. Asimismo, en 1731 y 1724 cm™', se aprecian las bandas de vibracidn de tensién del
carbonilo (C=0) de los grupos ésteres en C-30y C-32, respectivamente. Por otro lado, en 1705 cm™,
se observan sefiales de vibracién de tension correspondiente al carbonilo de cetona (C=0) en C-22.
También, en la region de 1234 cm™, se aprecia la banda de tension del enlace C-O con su respectiva
banda de flexion fuera del plano (oop) en 1015 cm™ del grupo éster, y en la regién de 1364 y 1445
cm™', se observa la banda de tension correspondiente al doble enlace ubicado en C-5. En contraste, al
analizar el espectro del compuesto 45, no se aprecia la banda caracteristica del grupo alcohol en 3474
cm™'. Ademas, podemos identificar las bandas correspondientes del grupo tosilo de compuesto 45,
por ejemplo; 1037 cm™ (S=0), 1190 cm? y 1127 cm™ (SO,) y en 813 cm™ y 683 cm?, (S-C) , de

acuerdo a lo reportado en la literatura.®
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Figura 24. Espectro de infrarrojo del compuesto 44 y 45.

8.1.2.2. Sintesis de diacetato de (25R)-26-yodo-22-oxocolest-5-eno-3p,16p,diilo (46)

Continuando con la ruta sintética 1, del Esquema 3, se prosigui6 con el desplazamiento del grupo
tosilo mediante una reacciéon de Sn2 para introducir al yodo en la posicion C-26, Para ello, se hizo
reaccionar al compuesto 45 con yoduro de potasio (KI) en acetona a reflujo. La reaccion se purifico
por CC utilizando una fase mdévil hexano/ AcOEt (90:10). Durante este proceso, se verifico el
seguimiento de la reaccién, mediante la CCF, en donde se observaron los subproductos obtenidos
mediante deteccién UV y revelado con acido sulfarico 50%. El producto resultante presenté un valor
de Rr de 0.47 en el sistema hexano/AcOEt (70/30). EI compuesto 46 se obtuvo con un rendimiento

bajo del 7%, donde la mayor parte de la masa del crudo de reaccién correspondia a la materia prima.

Para caracterizar el producto 46, se utilizé la RMN de *H y se compararon los espectros con la materia
prima (45). En el espectro de *H del compuesto 46 (Figura 25), se confirmé la ausencia de sefiales en
la region de aromaticos cuyo desplazamiento quimico se encuentran entre 7-8 ppm, lo que confirmé
la sustitucion del tosilo por el yodo (Tabla 5). Ademas, se corrobor6 la ausencia del metilo de la
posicion para del mismo grupo H-34 con desplazamiento en 2.45 ppm. Con respecto a la absorcion
del H-26 en ambos compuestos (45, 46), se presentd un desplazamiento quimico considerable (3.80
ppm en el producto contra 3.19 ppm de material de partida), debido al intercambio de grupo funcional,
esto se debe a la influencia electronegativa del halégeno. A mayor electronegatividad del hal6geno,

mayor sera el efecto de desproteccidn de los protones y estos se desplazaran a campos bajos.

38

~—
| —



Tabla. 5 Comparacion de los &4 (ppm) representativos de los compuestos 45 y 46.

H 45 46
3 4.56 4.58
6 5.32 5.39
16 4.98 4.96
18 0.87 0.87
19 1.02 1.02
26 3.80 3.19
31 2.45 2.03
33 1.93 1.97
34 2.45

Ar 7.73

7.40

Figura 25. Espectro de RMN de *H de los compuestos 45 y 46.

Al comparar los espectros de RMN de *C (Figura 26), de la materia prima 45 y el producto 46, se
puede observar que las absorciones de los carbonos aromaticos del compuesto 45 en 144.7, 132.9,
129.8 y 127.7 ppm, no aparecen en el espectro del compuesto 46, debido a la pérdida del grupo tosilo.
Mientras que las sefiales de los carbonilos de cetona y ésteres se observaron en 212.5, 170.6 y 169.8
ppm, correspondientes a C-22, C-30 y C-32 respectivamente (Tabla 6). Respecto a la sefial
correspondiente a C-26, donde ocurrié el cambio de grupo funcional, hubo un desplazamiento
significativo de 74.6 a 16.8 ppm, lo cual concuerda con los datos descritos en la literatura.*” La masa
del compuesto se confirmd mediante la técnica de espectrometria de masas (ESI-MS), para el
compuesto 46 se observd el ion molecular [M+H]* con m/z = 627.2543 correspondiente a la formula

molecular C31H4710s.
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Tabla. 6 Comparacion de los &c (ppm) representativos de los compuestos 45 y 46.

C 45 46
3 736 739
5 1395 139.7
6 1220 1223
16 756 75.8
17 549 552
18 131 133
19 192 194
22 2122 2125
24 276 315
25 323 350
26 746 16.8
27 166 208
30 170.2 170.6
31 213 215
32 169.5 169.8
33 206 205

34 215
Ar 1447
132.9
129.8
127.7

Figura 26. Espectro de RMN de *3C de los compuestos 45 (inferior) y 46 (superior).

8.1.2.3. Sintesis de diacetato de (25R)-26-(N-PheOMe)-22-oxocolest-5-eno-3B,16B,diilo (84)

Finalmente, se tratd el compuesto 46 con el clorhidrato de metil éster de fenilalanina (77d) en
acetonitrilo a reflujo durante 7 h. Una vez concluida la reaccién, se procedié a purificar mediante
cromatografia por columna utilizando un sistema de elucion hexano/AcOEt (80:20) obteniendo un

rendimiento del 33% del producto 84.

El compuesto 84 se verificé la presencia de las sefiales caracteristicas del compuesto, cuya estructura
posee el anillo aromatico proveniente del clorhidrato del éster metilico (77d), de acuerdo al espectro
de RMN *H (Figura 27). Se observaron sefiales en el rango de 7.44 - 7.03 ppm atribuidas a los cinco
protones (H-a, H-a’, H-b, H-b’, H-c) del anillo aromético. Ademas, se identificaron tres absorciones
en 3.05-2.83, 3.47 y 3.63 ppm asignados a los protones B, al proton o y a los protones del grupo
metilo del éster H-29, respectivamente. La asignacion de los protones en H-26 se complementd con
experimentos bidimensionales (2D) como; HMBC, HSQC y COSY. EIl experimento de HMBC
confirmo que el sitio de union estaba localizado entre el C-26 y el proton H-a. del fragmento del
aminodcido, asignandose el desplazamiento de H-o a la sefial de 3.47 ppm. Finalmente, algunas

absorciones con desplazamiento similar de los compuestos 46 y 84, se describen en la Tabla 7.
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Tabla. 7 Comparacion de los &4 (ppm) representativos de los compuestos 46 y 84.

H 46 84
3 4,58 4,54
6 5.39 5.38
16 4.96 5.00
18 0.87 0.86
19 1.02 1.02
26 3.19 2.39
29 2.03 3.63
31 1.97 2.03
33 1.94
Ar 7.23
o 3.47
B 2.97

Figura 27. Espectro de RMN de *H de los compuestos 46 y 84.

En el espectro de RMN de *3C (Figura 28) se observaron las 41 sefiales de carbono, que concuerdan
con el numero de carbonos esperados para el producto 84, mientras en el compuesto 46 se
identificaron los 31 carbonos presentes en la estructura. Para el caso, del compuesto 84 y 46, poseen
absorciones similares localizadas en 213.1, 175.2, 170.5 y 169.7 ppm, que corresponden a los
carbonos de los grupos carbonilos de cetona (C-22) y de ésteres (C-28, C-30, C-32), respectivamente
y, ademas, los carbonos vinilicos absorben en la region de 122.3 y 75.5 ppm (C-5, C-6) de acuerdo
con la Tabla 8. Mientras que para el compuesto 84, que es un bioconjugado con el éster metilico de
fenilalanina, posee las absorciones de los carbonos correspondientes al anillo aromatico, con
desplazamientos quimicos en 137.4, 129.1, 128.4, 126.7 ppm (C-i, C-a, C-a’, C-b, C-b’, C-c).
Mientras que las sefiales correspondientes a los carbonos o, By C-29 del éster metilico absorben a

63.4, 38.8 y 51.4 ppm respectivamente. Para el caso del C-26, que es el sitio de la bioconjugacion, la

[ o)
L)




absorcion de dicha sefial sufre un desplazamiento hacia campos bajos con respecto a la materia prima
(16.8 contra 54.4 ppm). Por otra parte, se confirmd la masa del compuesto por la técnica de
espectrometria de masas (ESI-MS), para el compuesto 84 se observa el ion molecular [M+H]* con

m/z = 678.4371 correspondiente a la formula molecular C41HssNO~.

Tabla. 8 Comparacion de los oc (ppm) representativos de los compuestos 46 y 84.
C 46 84
3 739 734
5 139.7 139.7
6 1223 1224
16 758 757
17 552 552
18 133 133
19 194 194
22 2125 2131
24 315 298
25 350 333
26 168 544
27 208 179
30 1706 170.6
31 215 215
32 169.8 169.8
33 205 208

29 51.4
a 63.4
B 38.8
Ar 135.7
129.2
128.4
126.7
Figura 28. Espectro de RMN de **C de los compuestos 46 (inferior) y 84 (superior).

En el espectro infrarrojo para ambos productos 46 y 84 (Figura 29) se observaron bandas de absorcion
en regiones similares, por ejemplo, a 2938 cm™, se identificaron las vibraciones de tension del enlace
C-H. También se detectd la banda de mayor intensidad correspondiente a la absorcién en 1725 cm™,
asociada a la vibracion de estiramiento del grupo carbonilo (C=0) de los acetatos C-30, C-32 y del
carbonilo del residuo del aminoacido. Ademas, a 1705 cm™ se observa la vibracién de estiramiento
del C=0 del grupo cetona, esto se corrobor6 con la banda a 1440 cm™ asignada a la vibracion de
flexion del grupo carbonilo (OC=0). En la regién de 1235 cm™, se observa la banda de estiramiento
del enlace C-O, junto con una banda de flexion fuera del plano (oop) a 1023 cm?, correspondiente al
grupo éster. En la region de 1364 cm™, se identificaron las vibraciones de flexion del estiramiento del
doble enlace en C-5. Al comparar ambos espectros, en 1500 cm™ se pueden observar que las bandas
de absorcion debidas al estiramiento de flexion fuera del plano del enlace =C-H del anillo aromatico
del producto 84. Estas sefiales no se observan en el espectro del producto 46 debido a que no posee

anillos aromaéticos.
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84
46

Figura 29. Espectro de infrarrojo de los compuestos 46 y 84.

De acuerdo a las rutas sintéticas para generar el compuesto 84 (Esquema 14), las cuales involucran
los intermediarios (43, 44, 45, 46), se describen los rendimientos obtenidos para ambas secuencias

evaluadas (Tabla 9).

Tabla. 9 Porcentaje del rendimiento global de reaccion.

Rendimiento
Productos 44 45 46 84 global
ler ensayo 26% 70% 7% 33% 0.42
Ruta 1 61% 70% 7% 33% 0.98

Debido al bajo porcentaje de rendimiento de la ruta sintética del primer ensayo para la obtencion del
producto 84, se buscaron otras alternativas. Una de las estrategias fue explorar una alternativa para
obtener un mejor rendimiento del intermediario 44 (Esquema 14). En este caso, se aplicd la
metodologia propuesta por Hilario-Martinez et al., 2016.,% la cual mostré un rendimiento superior
en comparacion con la primera metodologia descrita por Zeferino-Diaz et al., 2015,* logrando un
mejor rendimiento global de reaccion. Con estos resultados en mente, se continu6 buscando otra
alternativa para aumentar ain mas el rendimiento global de reaccién y se propuso una segunda ruta

sintética, como se describe en la siguiente seccion.
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o)
Método 1 OH

1) BFy-OFty, Ac,0, DCM  26% p-TsCl, DMAP, Py “ T OTs
DCM -
- > OAc
Método 2 70%
HO 1)BF3 OB, A0 19, AcO
3 2) EtzN, DCM
3) HCI 5% 45
Rendimineto Global
O o o 0
~
Kl, Acetona s Y | CIH%‘; Y10, Y N O 1er ensayo: 0.42%
H (¢] H H o Ruta 1: 0.98%
7% OAc > OAc
Acetonitrilo
33%
46 84

Esquema 14.  Rendimientos de reaccion del proceso de sintesis del compuesto 84.

8.1.3. Ruta sintética 2. Obtencidn de los derivados esteroidales-aminoésteres (86a-€)
8.1.3.1. Sintesis del acido 3p,16p,-diacetoxi-22-oxocolest-eno-26-oico

Por motivo a las problematicas presentadas en la ruta 1, se plante6 la ruta 2 mostrada en el esquema
7. En esta ruta, se llevo a cabo la oxidacion del compuesto 26-OH (44) para obtener el producto 85,
el cual contiene un &cido carboxilico en el C-26. La oxidacién del hidroxilo del compuesto 44 se
realizo siguiendo a la metodologia descrita por Del Fuego et al., 2016,56 donde se utilizo el reactivo

de Jones, y como resultado, se obtuvo como producto mayoritario el derivado 22-0x0-26-0ico (85).

Para verificar la estructura del compuesto 85, se realizaron analisis de RMN de *H y *C (Figura 30),
en este caso los derivados esteroidales presentan similitudes en su estructura, excluyendo los protones
H-26 que en el producto ya no estan presentes. Mientras que los protones H-6, H-3, H-31, H-33, H-
19 y H-18 poseen un desplazamiento quimico similar, en la Tabla 10 se observan los desplazamientos

guimicos mas importantes de la materia primay el producto.

Tabla. 10 Comparacion de los du (ppm) representativos de los compuestos 44 y

H 44 85
3 4.55 4.56
6 5.35 5.39
16 5.00 5.00
18 1.02 1.02
19 0.87 0.86
26 3.41

31 2.02 2.03
33 1.96 1.96
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Figura 30. Espectro de RMN de *H del compuesto 44 y 85.

En el espectro de RMN de 3C (Figura 31) se identificaron los cuatro carbonilos correspondientes a
los grupos cetona, &cido carboxilico, y ésteres en 212.4 , 181.3, 170.6 y 170.0 ppm, respectivamente,
asi como los carbonos C-6 y C-5en 139.6 y 122.3 ppm. EI compuesto 85 se diferencia por el carbonilo
del &cido, con un desplazamiento quimico de 181.3 ppm. Ademas, se confirmé la masa del compuesto
por la técnica de espectrometria de masas (ESI-MS) del compuesto 85, observandose el ion molecular

[M-H] con m/z = 529.3167 correspondiente a la férmula molecular C31Ha605.

Tabla. 11  Comparacion de los &c (ppm) representativos de los compuestos 44 y 85.

C 44 85

3 739 740
5 139.7 139.8
6 1223 1224
16 757 755
17 552 552
18 133 133
19 193 194
22 2138 2125
24 278 278
25 355 397
26 675 1814
27 169 171
30 170.6 170.7
31 215 215
32 170.0 170.1
33 208 20.8

Figura 31. Espectro de RMN de **C del compuesto 44 (inferior) y 85 (superior).
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8.1.3.2. Sintesis de bioconjugados esteroidal-aminoacido (86a-e)

Siguiendo con la ruta 2 (Esquema 7), el compuesto 85 reaccion6 con una familia de aminoésteres que
involucra los siguientes aminoacidos; glicina, valina, leucina, fenilalanina y tript6fano para obtener
los bioconjugados 86a-86e. La acilacion del grupo amino del aminoacido se llevd a cabo por el
método 2 de la carbodiimida descrita por Chiguils-Pérez et al., 2017 57 (Esquema 15). Este método
implica el uso de agentes acoplantes para la obtencién del producto, para convertir el grupo hidroxilo

en buen grupo saliente y de esta forma transformar los derivados esteroides en agentes acilantes.

Método 1
0 RZ Q R2 I RZ =H
)j\ + I EDC-HCI, HOBt, DIPEA, DCM R)LN 0 = Isopropil
R YOH H,N7>CO,Me > "H = (1S)-1-metilpropil
Método 2 = Bencilo
85 78a-e 86a-e

EDC-HCI, DMAP, TEA, DCM = CHy-(3 indolil)

R1 = Derivado esteroidal
Esquema 15.  Método de acilacion de bioconjugados de aminoéster.

Las carbodiimidas comerciales méas representativas son N,N - diciclohexilcarbodiimida (DCC), 1-
etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC-HCI) y N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIC). La
DCC es la carbodiimida mas barata y empleada como agente acoplante, sin embargo, presenta una
desventaja que consiste en la formacion de DCU, un subproducto que dificulta la purificacion de los
productos de reaccién por métodos cromatograficos, por lo que la obtencion de un producto
purificado se vuelve laboriosa. El uso de EDC-HCI se ha convertido en una opcion viable debido a

que es soluble en agua y la urea que se forma puede ser eliminada a través de un lavado acuoso.

Para la obtencion de los bioconjugados 86a-e (Esquema 16), se efectud la reaccion de N-acilacién.
La cual consistié en la activacion del compuesto 26-COOH (85) con el agente acoplante EDC-HCI,
dando inicio a la activacion in situ del acido carboxilico, transformandolo en la especie acilante,
aunado a que se utiliz6 DMAP como catalizador de la reaccion, posteriormente se le adicion6 TEA
y el aminoéster segln sea el caso (77a, 77d, 77e, 78b, 78c), dejando la reccion en agitacién durante

1 hao °C, finalizado este tiempo se dejé a temperatura ambiente en agitacion por 23 h.
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AcO

En el acoplamiento de aminoéacidos es conocido que la cadena lateral tiene influencia en el
rendimiento de reaccion.’” Los compuestos 86a (92%) y 86¢c-e (73-93%) presentan mayores
rendimientos que el derivado 86b (Tabla 12), debido a que sus cadenas laterales presentan menor
impedimento estérico durante el paso de acoplamiento. El acoplamiento se ve afectado si el

aminoéster introducido esta B-ramificado como es el caso del derivado esteroidal de la valina 86b

OAc

85

Esquema 16.

OH | EDC-HCI, DMAP, DCM
2. Aminoéster (78), TEA

lhao0°C
23hata

92% 86a R=H

56% 86b R= Isopropil

74% 86¢ R = (15)-1-metilpropil
73% 86d R= Bencilo

93% 86e R = CH,-(3 indolil)

Sintesis de bioconjugados esteroide-aminoacido (86a — e).

(56%), que presentd el mas bajo rendimiento de reaccion de esta familia de compuestos.

Tabla. 12

Clave

86a

86b

86¢c

86d

86e

Rendimiento global de los bioconjugados esteroides-aminoacidos.

AcO

AcO

AcO

AcO

Estructura

44

61%

61%

61%

61%

61%

~—

85

53%

53%

53%

53%

53%

86

92%

56%

74%

73%

93%

Rendimiento global

29.7%

18.1%

23.9%

23.6%

30.0%
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En cuanto al rendimiento general de reaccion, al utilizar la mejor ruta de sintesis para obtener los
bioconjugados 86a - e, se observo un significativo aumento en los valores de rendimiento global, que
oscilan entre el 18% y el 30% (Tabla 12). Esto contrasta con la ruta 1, donde el rendimiento global
fue inferior al 1%. Cabe destacar que ninguno de los bioconjugados esteroidales han sido descritos

en la literatura cientifica (SciFinder, octubre 2024).

Al realizar los analisis espectroscopicos de RMN de H y de 3C de los compuestos (86a-e) (Figura
32), con el objetivo de verificar la obtencion del producto bioconjugado 86. En el espectro de RMN
H, se observé una sefial triplete en 6.34 ppm asignada al protén de la amida. Ademas, se identificaron
las sefales de los protones H-6, H-16, H-3 en 5.39, 4.93 y 4.58 ppm, respectivamente (Tabla 13). En
relacién a las sefiales del residuo de aminoéster de glicina, se aprecio una sefial doble en 4.06 ppm
que corresponden a los protones o.. También se observé un singulete a 3.76 ppm, atribuida a los
protones del metilo del residuo de glicina. Ademas, se detectaron sefiales singuletes en 2.04 y 1.96
ppm, correspondientes a los protones del metilo H-29 y H-33 ppm. En la region de 1.03 'y 0.87 ppm,
se apreciaron las sefiales singuletes asignadas a los protones de los metilos H-19 y H-18.

Tabla. 13  Comparacion de los ou (ppm) representativos de los compuestos 85 y 86a.

H 85 86a
3 4.56 4.58
6 5.39 5.39
16 5.00 4.93
18 0.86 0.87
19 1.02 1.03
29 3.76
31 2.03 2.04
33 1.96 1.96
N-H 6.34
H-a 4.02
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Figura 32. Espectro de RMN *H del compuesto 85 y 86a.

En cuanto al andlisis del espectro de RMN de *C (Figura 33), se observaron cuatro sefiales
correspondientes a carbonilos de los distintos grupos funcionales: cetona, amida y éster, en 213.2,
176.3, 170.3, 170.5 170.1 ppm, respectivamente (Tabla 14). Cabe mencionar que la estructura del
producto posee 5 carbonilos. Gracias a experimentos de segunda dimension (2D), como HSQC vy
HMBC, se lograron identificar los C-16 y C-3, que presentaron el mismo desplazamiento quimico a
170.1 ppm. Ademas, se observaron absorciones a 139.6 y 122.2 ppm correspondiente al C-5y C-6.
La masa del compuesto se verifico por la técnica de espectrometria de masas (ESI-MS) para el
compuesto 86a. Se observd el ion molecular [M+H]* con m/z = 602.3693, correspondiente a la formula

molecular del producto CssHs:NOs, y se localiz6 el ion molecular de [M+Na]* con m/z = 624.3514.

Tabla. 14  Comparacion de los éc (ppm) representativos de los compuestos 85 y 86a.

C 85 86a
3 740 7338
5 139.8 139.6
6 122.4 1222
16 755 755
17 552 551
18 133 131
19 194 19.2
22 2125 2132
26 1814 176.3
27 171 17.5
28 170.5
30 170.7 1701
31 215 213
32 1701 1701
33 208 206
o 41.0

Figura 33. Espectro de RMN de **C del compuesto 85 (inferior) y 86a (superior).
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En la Figura 34 se presenta el espectro de infrarrojo (IR) correspondiente a los compuestos 85 y 86a
En este espectro, se pueden observar las bandas de absorcion caracteristicas de cada grupo funcional.
Para el compuesto 86a, en la region de 2935 cm™, encontramos la banda de tension del enlace del
metilo, metileno (C-H, -CH-) y del enlace N-H de grupo amida. Asimismo, en 1749 y 1728 cm™?,
aparece la banda de vibracidn de tension del enlace de carbonilo (C=0) de los grupos acetatos
presentes en las posiciones C-30 y C-32, respectivamente. Por otro lado, en 1705 cm™, se observan
sefiales de vibracion de tensidn correspondiente al carbonilo de cetona (C=0) en C-22. Ademas, el
carbonilo del grupo amida se localiza en 1641 cm™ atribuida a la vibracion de tensién del doble enlace
C=0. En laregion de 1553 cm, se observan una banda correspondiente al estiramiento C=C y en la
region de 1435 cm™ se observa la vibracion de estiramiento medio del enlace C-N y del metilo. A
1361 cm se aprecian las vibraciones de estiramiento fuerte de los enlaces del CHs. También, en la
region de 1234 cm, se aprecia la banda del estiramiento del enlace C(C=0)-O con su respectiva
banda de flexion fuera del plano (oop) en 1015 cm™ del grupo éster. En contraste, al analizar el
espectro del compuesto 86, no se aprecia las vibraciones de tension del grupo amida.

86a
85

Figura 34. Espectro de infrarrojo de los compuestos 85 y 86a.

Al comparar los desplazamientos quimicos de RMN de *H de los cinco bioconjugados esteroides-
aminoéacidos (86a-e) (Figura 35) se observan ligeras variaciones de los grupos comunes presentes en
cada una de las moléculas, descritas en la Tabla 15. En particular, los protones pertenecientes al anillo
aromatico (H-Ar) se localizan a 7.00 a 8.00 ppm, mientras que los protones unidos al nitrogeno del
grupo amida (N-H), muestran una sefial doble con un desplazamiento alrededor de 6.34 - 6.09 ppm.
Ademas, el protdn vinilico se presenta como una sefial doble con un desplazamiento quimico similar
en 5.41-5.31 ppm. Respecto a los protones de base de oxigeno se observan multiples absorciones: El
H-16 muestra sefiales entre 4.87 - 5.08 ppm, mientras que el H-3 se asigna a la regién de 5.51 - 4.62

ppm. Por otro lado, el proton H-a se observa como una sefial doble o mdltiple dependiendo del
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residuo de aminoécido, localizada en el rango de 4.01 - 4.31 ppm, mientras que en los compuestos
86d y 86e se observa una sefial asignada al proton H-, localizada entre 3.29 - 3.29 ppm. Una de las
sefiales que nos dio indicio de la obtencion de los compuestos son los protones del metilo del

aminoéster (H-29), la cual se observa como singulete en la region de 3.68 - 3.80 ppm.
Tabla. 15 Comparacion de los éu (ppm) representativos de los bioconjugados 86a-e.

H 86a 86b  86c 86d 86e

Ar 727 7.0-7.8
N 633 614 609 597 627
6 538 539 538 539 539
16 493 502 498 491 493
3 457 455 462 456 459

401 425 419 425 418
B 311 333
29 375 374 372 372 368
31 203 203 203 203 203
33 196 195 195 194 194
18 086 088 087 087 087
19 102 103 103 103 1.03
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86e

86d

86¢

86b

86a

Figura 35. Espectro de RMN de 'H de los productos esteroidales-aminoéster (86a-¢).

En la tabla 16, se muestran algunos desplazamientos quimicos importantes de *C de los cincos
bioconjugado sintetizados. En las regiones de 160 a 215 ppm se localizan las sefiales asignadas a los
carbonilos de diferentes grupos funcionales presente en la molécula (Figura 36). Tal es el caso de las

absorciones entre 213.2 a 212.6 ppm asignadas al C-22, perteneciente al grupo funcional de cetona,
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mientras que en la region de 176.3 a 175.5 ppm se encuentran las absorciones correspondientes a los
carbonilos del grupo amida. Ademas, los picos asignados a los carbonilos del grupo éster del nicleo
esteroidal se localizan en la region de 173.7 a 169.8 ppm. Por otra parte, las sefiales correspondientes
a los carbonilos de éster perteneciente al residuo del aminoécido se encuentran en la region de 52.2 a
53.9 ppm, y en la region de 75.6 y 73.9 ppm se ubican las sefiales asignadas a los carbonos de base
de oxigeno C-16 y C-3, respectivamente. Ademas, los protones vinilicos también poseen un
comportamiento similar, cuyas absorciones se encuentran en 139.7 y 122.2 ppm asignados al C-5y
C-6, respectivamente. Finalmente, para poder asignar los demas carbonos presentes en la estructura,
se emplearon los experimentos de dos dimensiones (2D) como HSQC, HMBC, a su vez las estructuras
fueron corroboradas por la prediccién teérica realizada con el programa MestRenova 14.2 las cuales

se reportan la tabla 16.

Tabla. 16 Comparacién de los & (ppm) representativos de los bioconjugados 86a-e.

C 86a 86b 86¢c 86d 86e
22 213.2 212.9 213.0 212.6 213.2

26 176.3 175.9 175.9 175.5 175.8
28 170.5 172.7 173.7 172.2 172.7
30 170.1 170.6 170.6 170.5 170.6
32 170.1 169.9 170.0 169.8 170.4

5 139.6 1397 1397 1397 1397
6 PP T I 7 B 7 I PP X

16 755 756 756 756 756
3 738 739 739 739 739

29 523 539 523 522 523
o 410 552  50.6 539 526

31 213 214 220 213 214
33 206 207 211 207 207
19 192 167 193 192 193
18 131 132 132 132 132
1361  136.3

1202 1275

1286 1233

1271 1221

Ar 119.5
1185

1115

109.7
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86e

86d

86¢c

86b

86a

Figura 36. Espectro de RMN de **C de los productos esteroidales-aminoéster 86a-e.
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8.2. Sintesis de dicetopiperazina (91)

Como parte de los objetivos del proyecto, se realizaron dos rutas para la sintesis de la dicetopiperazina
91. El grupo de amino libre presente en la cadena lateral de la lisina, es clave para trabajos futuros,
en la obtencion de bioconjugados esteroide-DKP, debido a que este grupo serd el punto de unién con
los derivados esteroidales 26-1 (46) o0 26-COOH (85) obtenidos en este trabajo. En el Esquema 17 se

describen las secuencias sintéticas empleadas para la formacion de la DKP (91).

RUTA 1
(6] © ® i (6]
H Cl" H;3;N O/ H o . o
N
Boc’N\/\/\)LOH TTa Boc” \/\/\)LN/\H/ ~ N N
DCC, TEA w h8 N7 Bee E/\[r
Fmoc” R Fmoc” NH, (0]
47 DMEF, ta 88 DMF, ta 89
8% 85%
N AcOH/DCM
28% Reflujo
RUTA 2
H (6]
(0] EDC-HCI BOC;N\/\/\)L
@HzN?)J\ _ | HoBt NH
O DIPEA HN
T7a DCM 90 I
100% 28% \ TFA/H,0
ta

(6] O (0] (0]
N 0 i N TFA/H,0 H,N

Boc” M)LE/\H/ ~ Boc™ \/\/\HLNH 2 2 \WLNH

O

NH DCM, ta HN ta HN

Fmoc” o
100% o 28% o

88 90 91

Rendimiento global
Ruta 1 5.20%
Ruta 2 28.00%

Esquema 17.  Rutas sintéticas para la sintesis de DKP ciclo(Lys-Gly) (91).

Para realizar ambas rutas de sintesis fue necesario la obtencidon del precursor 77a, el cual se genero a
partir de la reaccidn entre la glicina, TMSCI y MeOH para obtener el aminoéster correspondiente.
Para la ruta 1, el compuesto 77a, se hizo reaccionar con Fmoc-Lys(Boc)-OH (87) en presencia de
DCC y TEA en DMF durante 3 dias a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de reaccién, el
crudo obtenido se purificd por cromatografia por columna con un sistema eluyente hexano/AcOEt
(70:30)—MeOH, y el producto obtenido se caracteriz6 por RMN *H y **C corroborandose la
formacion del compuesto deseado 88 con un rendimiento de 78%. En el espectro de RMN de 'H, se
observaron los protones aromaticos del grupo protector Fmoc, el metilo del amino éster de la glicina
y las sefiales intensas de los metilos del grupo protector Boc, en 7.92-7.12, 3.74, 1.43 ppm,

respectivamente.
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Una vez obtenido el compuesto 88, se implemento la ruta de la metodologia descrita por Xianyu et
al., 2014.%8 Para ello, el compuesto 88 se hizo reaccionar en piperidina y DMF para desproteger el
grupo Fmoc localizado en el grupo N-terminal de lisina. EI compuesto 89 se obtuvo con un
rendimiento de 85%. La obtencién del compuesto 90, consistié en la ciclacidn del dipéptido lineal 89
en medio acido bajo reflujo durante 7 h. El producto 90 se obtuvo como un sélido, con un rendimiento
del 28%.

Para mejorar los rendimientos obtenidos se implementé la metodologia de Manchineella et al., 2012
(Esquema 18), descrito por la ruta 2 para la sintesis de la DKP. Esta metodologia consistio en la
activacién in situ del acido carboxilico 87 que reacciona con la base organica 87.ay la carbodiimida
87.c para formar la O-acilisourea 87.¢, el cual es un intermediario que presenta un grupo carbonilo
susceptible de ser atacado por el nucleéfilo 87.d. El subproducto generado, la urea 87.f, es un
compuesto facilmente retirado del crudo de reaccion mediante un tratamiento acuoso. Posteriormente
el ester activo 87.g es atacado en el carbonilo activado, por el grupo amino del aminoacido 77a,
generando el dipéptido lineal 88, el cual se obtuvo como un soélido blanco con un rendimiento

cuantitativo.
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y S NHFmuge N
NHFmoc 1)1ho°C 87.b 87.e NHFmoc
87 2)4hta ®,LH
H “o
e VaS\Pe
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H N S
/\H H/\/\’\“é :N HON o1.d O
87.f A H (O/_\ 0 BocNH\/\/\A)lNHWO
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Esquema 18.  Posible mecanismo de sintesis del dipéptido lineal 88.

El compuesto 88 se analizé por la técnica de espectroscopia de RMN de H y *C para verificar la
formacion del dipéptido lineal. La obtencién del producto ciclico 90 con el grupo amino protegido
(Esquema 19), se efectlio por tratamiento del dipéptido lineal Fmoc-protegido 88 con piperidina en
diclorometano, obteniéndose un s6lido blanco con un rendimiento cuantitativo. EI mecanismo de esta

reaccion procede por la abstraccion del protdn &cido del grupo Fmoc propiciado por la piperidina para
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generar el ion estabilizado de dibenzociclopentadienuro 88b, que al eliminarse da el lugar a
dibenzofulveno 88.c. Este ultimo es atrapado por el exceso de piperidina formando la amina terciaria
88.d. Esta eliminacion conduce al &cido carbamico 88.e, que descarboxila espontaneamente,
generando la amina libre 88.f, en el aminoacido N-terminal. Finalmente, el grupo carbonilo del

residuo de glicina es atacado por el grupo amino del residuo de la lisina, para generar el

ciclo[Lys(Boc)-Gly] 90.

N i 0 o” N 7
o O " o
O« _NH o H 0o
20% O NH N
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J)jNHMO H. J/FL NHLO @ " /\(
! ! O HN i
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H Boc—N -N
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Boc/N ®
NH N — HyN
HN ~57Ty z o’
O7 o 00O
E]

[e]
88.h 88.¢

Esquema 19.  Posible mecanismo de sintesis del ciclo[Lys(Boc)-Gly] 90.

El compuesto 90 se caracteriz6 por RMN de **C para verificar la presencia del carbonilo del grupo
protector Boc y los carbonilos de amida presentes en la estructura del ciclo[Lys(Boc)-Gly] 90 (Figura
37). Los dos carbonilos de la dicetopiperazina y el carbonilo del grupo protector se observan en la
region de 170.8, 168.7 y 158.5 ppm respectivamente, ademas se observo la absorcion de un carbono
de base de oxigeno en 79.9 ppm, correspondiente al C-O del grupo Boc. Ademas, en la region de 28.8

ppm, se distinguieron los metilos del de dicho grupo.

O
H
BOC/N\/\/\')J\NH
c-o HN\H)
B C-O
5 @ 90 © 3
£E f
Voo 1
RPN O P IR T T A O -
1‘80 1‘70 1‘60 1‘50 1‘40 1‘30 1‘20 1‘10 160 9‘0 él’) 7‘0 éO §0 “0 3‘0 2‘0 1‘0
i f1 (ppm)
Figura 37. Espectro de RMN de *C de los compuestos 90
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El compuesto 90 se hizo reaccionar con TFA en agua para desproteger el grupo amino de la cadena

lateral del residuo de Lys. El crudo de reaccion se extrajo con diclorometano y se obtuvo la sal del

producto 91 con el ion de trifluoroacetato, como un sélido blanco con un rendimiento del 28%. En el

analisis de RMN de *C (Figura 38, se observaron las absorciones de los carbonilos presentes en el

compuesto 91, localizados en 173.3 y 171.0 ppm, y, ademas, se observaron dos sefiales debido al

acoplamiento carbono-fltor del carbonilo del acetato, asighados en 169.2 y 166.2 ppm. Este

comportamiento es un patron caracteristico de los compuestos con TFA.8%5! Asimismo, se pueden

observar los Co de Gly y Lys en 52.2 y 43.9 ppm, respectivamente. La masa del compuesto 91 se

verifico por la técnica de espectrometria de masas (ESI-MS). Se observo el ion molecular [M+H]* con

m/z = 186.1243 correspondiente a la formula molecular del producto CgHisN3Oo.

C=0 F HN
E
JI£3d 0]
ENNE 91
S (e
JULL ’
1‘80 1‘70 1‘60 1‘50 1‘40 1‘30 1‘20 1‘10 160 9‘10 ﬁo 7‘0 éD 5‘0 ‘;0 3‘0 2‘0 1‘0 :
f1 (ppm)
Figura 38. Espectro de RMN de *3C de los compuestos 91.

58

~—
| —



IX. Conclusiones

Se exploraron dos metodologias para la formacién del derivado (25R)-26-yodo-22-oxocolest-5-eno-
3pB,16p,diilo diacetato (46), mediante la modificacion estructural de la diosgenina. Durante el proceso
de sintesis, se obtuvieron los derivados esteroidales; 26-OH 44, 26-OTs 45 y 26-l1 46, con
rendimientos de 61, 70y 7%, respectivamente. El compuesto halogenado 46 se utiliz6 como precursor
para la reaccion de N-alquilacién, dando lugar al bioconjugado 84 con un rendimiento del 33%. En
dicho protocolo, el rendimiento global rendimiento global para formar el bioconjugado fue inferior
al 1%.

Debido a los bajos rendimientos de reaccién obtenidos en la ruta de N-alquilacion del derivado 46, se
exploré la metodologia en donde se involucro la oxidacion del intermediario 44 y el uso del método
de la carbodiimida para la formacion de los bioconjugados (86a-€) con rendimientos globales que
oscilaron entre el 18 al 30%. Estos cincos bioconjugados esteroidales aln no se han descrito en la

literatura.

Los aminoésteres 77a, 77d, 77e se obtuvieron con buenos rendimientos mediante el uso de
clorotrimetilsilano en metanol con rendimientos mayores del 90%. Por otra parte, se implemento la
reaccion de Fischer como metodologia para la obtencién de los ésteres ai-aminometilicos con el grupo

amino libre del aminoé&cido, obteniendo los productos 78b y 78c con rendimientos del 92 y 95%.

Ademas, se desarrollé una metodologia para la obtencidon de la dicetopiperazina 91, a partir del Fmoc-
Lys(Boc)-OH (87) y GlyOMe (77a). La ruta 2 fue la mejor para la obtencion del dipéptido ciclico 91,
con un rendimiento global del 28%. Esta ruta permitio la obtencion de la Boc-DKP (90) en un solo

paso, a partir del dipéptido lineal 88 con un rendimiento cuantitativo.

Este trabajo representa un paso significativo hacia la sintesis de novedosos derivados esteroide-
aminoéacidos con potencial actividad citotdxica que pueden ser explorados en futuras investigaciones

a medida que continuemos conociendo las propiedades y aplicaciones de estas moléculas.
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X. PARTE EXPERIMENTAL

9.1. Sintesis de aminoéster metilico de aminoacido
Clorhidrato de éster metilico de glicina

Método 1: En un se mezclé el aminoacido de glicina (2.00 g, 26.64 mmol) y TMSCI (4.9 mL),
dejandolo en agitacion por 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente se le agregd6 MeOH (20
mL) en agitacion durante 15 h a temperatura ambiente. Transcurriendo el tiempo se evapor0 a presion

reducida y se sec6 al horno a 50 °C, obteniendo un producto de color blanco.

El producto del amino éster de glicina 77a, se obtuvo con un rendimiento del 99 % (3.36 g). IR 3379
cm™(N-H), 2881 cm™ (N-CH,), 1742 cm-1 (C=0), 1584 cm?, 1499 cm™ (C-H), 1243 cm, 1057 cmv”
1(C-N, C-0). RMN H (80 MHz, CDCls) 6 3.95 (3H, t, J = 6.6 Hz, H-N), 3.85 (3H, s, H-OMe). RMN
13C (20 MHz, CDCls3) § 53.3 (C-OMe), 40.0 (C-CH), 168.6 (C-CO,Me).

Ester metilico de valina

Meétodo 2: En un matraz de 50 mL se coloc6 el aminoacido valina (76b) (1.00 g, 8.00 mmol), luego
se afiadio H2SO4 (0.02 mmol, 0.56 mL) y metanol (2.4 mL). La reaccién se llevo a reflujo durante 2
h. Después de este tiempo, se evapord hasta sequedad, y se repitié la adicion de metanol (2.4 mL),
llevandolo nuevamente al reflujo durante 2 h. Este proceso se repitié dos veces, variando el volumen

de metanola2 mLy 1.5 mL.

Para tratar la reaccion, se ajustd el pH a un rango de 3.5-5 utilizando NH,OH (0.3 mL), lo que result6
en la formacion de un precipitado. Este precipitado se separd por filtracion, y las aguas madres se
concentraron para eliminar los disolventes obteniendo el producto 78b. El producto presenta un

aspecto amarillo y viscoso, con un rendimiento del 92% (1.03 g).
9.2. Sintesis de diacetato de (25R)-26-hidroxi-22-oxocolest-5-eno-3, 16p-diilo

Metodologia 1: En un matraz redondo, se coloc6 la diosgenina (2.00 g, 4.49 mmol) en diclorometano
(15 mL) y Ac20 (52 mmol, 5 mL). La mezcla se enfrio a 0 °C con agitacion, y luego se afiadié
BFs-OEty, (4.3 mL, 35 mmol) gota a gota. La reaccién se mantuvo en agitacion por 20 minutos. Para
finalizar la reaccion, el producto crudo se transfirié a otro matraz que contenia una mezcla de aguay
hielo en agitacion. A esta solucion se le agreg6 lentamente NaHCO3; durante 3 h. Después de este
tiempo, se realizaron lavados con soluciones saturadas de NaHCO3 y salmuera. Finalmente, se utilizo
Na,SO. anhidro para eliminar trazas de agua. El disolvente se evapord a presion reducida, y el

producto se purifico, obteniendo un rendimiento del 26% (0.6 g).*?
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Metodologia 2: En un matraz redondo, se coloco la diosgenina (2.00 g, 4.49 mmol) en diclorometano
(DCM, 10 mL) a 0 °C. En otro matraz redondo, se prepar6 una mezcla de anhidrido acético (Ac:0,
72.3 mmol, 6.8 mL) y BF3-OEt; (72.3 mmol, 8.9 mL), también a 0 °C. Luego, se combinaron las
soluciones de ambos matraces y se agitaron durante 5 minutos. A continuacion, se afiadio trietilamina

(previamente enfriada a 0 °C) y se mantuvo la agitacion durante 5 minutos adicionales.

El producto crudo se sometid a extraccion con una solucién de NH4OH y acetato de etilo (AcOEt), y
luego se concentro la fase organica hasta la sequedad. Posteriormente, el crudo resultante se disolvid
en 48 mL de diclorometano y 36 mL de acido clorhidrico al 5%, y se dejo en agitacion durante 2
horas. Después de este tiempo, se realizaron lavados con soluciones saturadas de NaHCO3 (3x50mL)
y salmuera (50 mL). Finalmente, se utiliz6 Na,SO, anhidro para eliminar trazas de agua. El disolvente

se evapor a presion reducida, y el producto se purificé por cromatografia en columna. %3

El producto 26-hidroxi-22-oxocolestano 44 se purificé por cromatografia en columna utilizando una
mezcla de hexano/AcOEt (7:3) —hexano/AcOEt (6:4). Obteniendo un sélido blanco, rendimiento
61% (1.41 g). IR 3474 cm™ (O-H), 2934 cm™ (C-H, alifatico) 1731 cm™, 1724 cm™ (C=0, acetato),
1705 cm™ (C=0, cetona), 1445 cm?, 1364 cm™ (=C-H, vinilico), 1234 cm?, 1015 cm™ (C-O, éster).
RMN *H (80 MHz, CDCls) § 5.35 (1H, d, J=2.4 Hz, H-6), 5.0 (1H, m, H-16), 4.55 (1H, m, H-3), 3.41
(2H, d, J=5.6 Hz, CH-26), 2.63 (1H, m, H-23a), 2.39 (1H, m, H-23b), 2.02 (3H, s, 3-acetato), 1.96
(3H, s, 16-acetato), 1.14 (3H, d, J=7.2 Hz, CH3-21), 1.02 (3H, s, CH3-19), 0.97 (3H, d, J=7.2 Hz, CH-
27), 0.87(3H, s, CH-18). RMN 3C (20 MHz, CDCls) & 213.8 (C-22), 170.6 (CO,-3), 170.0 (CO.-16),
139.7 (C-5), 122.3 (C-6), 75.7 (C-16), 73.9 (C-3), 67.5 (C-26), 55.2 (C-17), 54.0 (C-14), 49.9 (C-9),
16.7 (C-20), 41.9 (C-13), 38.6 (C-12), 27.8 (C-23), 38.1 (C-4), 36.9 (C-1), 36.6 (C-10), 35.5 (C-25),
34.9 (C-15), 31.7 (C-7), 31.3 (C-8), 26.5 (C-2), 27.8 (C-24), 21.5 (3-acetato), 20.8 (16-acetato). 21.2
(C-11),19.3(C-19), 16.9 (C-27), 43.6 (C-21), 13.3 (C-18). ESI(+)-HRMS: Calculado para C31H450s
[M+H]" = m/z 517.3529: observado; m/z 517.3521.

9.3. Sintesis de diacetato de (25R)-22-oxocolest-5-eno-33,16,26-triilo-26 tosilato

En un matraz de fondo redondo de 100 mL forrado de papel aluminio se coloc6 el compuesto 44 (1.00
g, 1.94 mmol) en 10 mL de DCM vy se le fue afiadiendo el p-TsCl (1.68 g, 8.83 mmol), piridina (1.45
mL 18.33 mmol) y cantidades cataliticas de DMAP. La reaccion se llevé a -5°C con atmosfera de
argon durante 10 h, transcurrido dicho tiempo, se realizaron lavados con HCI al 5% (50 mLx3),
posterior a esto se realizaron lavados con solucion saturada de NaHCOs (50 mLx2) y para eliminar
trazas de agua se utiliz6 el Na,SO4 anhidro, el disolvente se removi6 a presion reducida, el producto
26-tosiloxi-22-oxocolestano (45) se purifico por cromatografia en columna utilizando una mezcla de
Hexano/AcOEt (7:3). Rendimiento 72% (0.91 g). IR 2934 cm™ (C-H, C=C-H, alifético, aromatico)
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1732 cm?, 1726 cm? (C=0, acetato), 1708 cm™ (C=0, cetona), 1456 cm™, 1362 cm™ (=C-H,
vinilico), 1247 cm, 1037 cm? (C-O, éster), 941 cm, 683 cm™ (=C-H, aromatico). RMN *H (80
MHz, CDCls) 6 7.88 - 7.23 (4H, m, H-Ar), 5.32 (1H, d, J = 4.1 Hz, H-6), 5.45-4.75 (1H, m, H-16),
4.77- 4.30 (1H, m, H-3), 3.80 (2H, dd, J = 5.6, 2.6 Hz, H-26), 2.45 (3H, s, CHs-Ts), 2.02 (3H, s, 3-
acetato), 1.93 (3H, s, 16-acetato), 1.14 (3H, d, J=7.2 Hz, CHs-21), 1.02 (3H, s, CHs-19), 0. 88 (3H,
d, J=6.8 Hz, CH3-27), 0.87 (3H, s, CH-18). RNM C (20 MHz, CDCls) § 212.2 (C-22), 170.2 (CO,-
3), 169.5 (CO--16), 139.5 (C-5), 122.0 (C-6), 75.6 (C-16), 73.6 (C-3), 74.6 (C-26), 54.9 (C-17), 53.8
(C-14), 49.6 (C-9), 16.2 (C-20), 41.7 (C-13), 39.5 (C-12), 39.6 (C-23), 37.9 (C-4), 32.3 (C-25), 36.7
(C-1), 34.7 (C-15), 31.3 (C-7), 31.1 (C-8), 26.2 (C-2), 27.6 (C-24), 21.3 (3-acetato), 20.6 (16-acetato),
20.9 (C-11), 19.2 (C-19), 16.6 (C-27), 43.3 (C-21), 13.1 (C-18), 144.7 (C-ipso), 127.7 (C-ortho),
129.8 (C-meta), 132.9 (C-para). ESI(+)-HRMS: Aducto calculado con el ion sodio y ion amonio
del CagHs40sS [M+Na]* = m/z 693.3491 y [M+NH4] = m/z 688.3879.

9.4. Sintesis de diacetato de (25R)-26-yodo-22-oxocolest-5-eno-3,16f,diilo

En un matraz de bola, se mezclé a 45 ( 0.65 g, 0.97 mmol) con Kl (1.64 g, 9.88 mmol) en acetona
(50 mL). La mezcla se llevé a reflujo por 10 h. Transcurrido el tiempo, se concentrd para eliminar el
exceso de acetona y posteriormente el crudo se disolvié en DCM realizando 2 lavados con solucién
al 5% Na,S,03 (50 mLx2), lavados con agua (50 mLx3) y para eliminar trazas de agua se utilizd en
Na,SO. anhidro, el disolvente se removié a presion reducida. El producto obtenido se purificé por

cromatografia en columna utilizando una mezcla de Hexano/AcOEt (9:1). Rendimiento 7% (0.120
9).

El producto 26-yodo-22-oxocolestano (46)se purificd por cromatografia en columna utilizando una
mezcla de hexano/AcOEt (9:1). Sélido blanco, rendimiento 7% (0.122 g). IR 2936 cm™ (C-H,
alifatico) 1733 cm, 1725 cm™ (C=0, acetato), 1705 cm™ (C=0, cetona), 1446 cm*, 1378 cm™* (=C-
H, vinilico), 1235 cm™, 1041 cm™ (C-O, éster). RMN 'H (CDCls): & 5.39 (1H, d, J= 4.8 Hz, H-6),
4.96 (1H, m, H-16), 4.58 (1H, m, H-3), 3.19 (2H, dd, J= 4.4 Hz, H-26) 2.03 (3H, s, 16-acetato), 1.97
(3H, s, 3-acetato), 1.42 (3H, d, J= 7.2 Hz, CHs-21), 1.02 (3H, s, CHs-19), 0.97 (3H, d, J= 6.0 Hz,
CH3-27), 0.87 (3H, s, CHs-18). RMN de *C (20 MHz, CDCls) & 37.0 (C-1), 27.8 (C-2), 73.9 (C-3),
38.2 (C-4), 139.7 (C-5), 122.3 (C-6), 31.3 (C-7), 30.1 (C-8), 49.9 (C-9), 36.7 (C-10), 21.3 (C-11),
39.7 (C-12), 42.0 (C-13), 54.0 (C-14), 34.3 (C-15), 75.8 (C-16), 55.2 (C-17), 13.3 (C-18), 19.4 (C-
19), 16.9 (C-20), 43.7 (C-21), 212.5 (C-22), 38.3 (C-23), 30.5 (C-24), 35.0 (C-25), 16.8 (C-26), 20.8
(C-27), 170.6 (CO.-3), 169.8 (CO,-16), 21.5 (3-acetato), 20.5 (16-acetato). ESI(+)-HRMS:
Calculado para Cs;H4710s [M+H]" = m/z 627.2535, observado; m/z 627.2543.
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9.5. Sintesis de diacetato de (25R)-26-(N-PheOMe)-22-oxocolest-5-eno-3,168,diilo

En un matraz de bola se mezcl6 el compuesto 46 (122 mg, 0.19 mmol) y el clorhidrato de L-
fenilalanina metil éster 77d (1.36 g 7.6 mmol) en Acetonitrilo (7 mL) a reflujo por 8 h. Una vez
transcurrido el tiempo de la reaccién, el acetonitrilo fue evaporado a presion reducida y se disolvié
con DCM (45 mL) con una solucién al 2% de HCI (20 mL). Ademas, se realizaron los lavados con
solucion saturada de NaHCO3 (50mLx2), salmuera (50mLx1) y agua (50mL). Para eliminar trazas de

agua se utiliz6 Na,SO4 anhidro, el disolvente se removio a presién reducida.

El producto de diacetato de (25R)-26-N-(PheOMe)-22-oxocolest-5-eno-3[3,16f3,diilo 84 se purifico
por cromatografia en columna en el sistema hexano/AcOEt (8:2). Sélido ligeramente blanco,
rendimiento 33% (36 mg). IR 2937 cm™ (C-H, C=C-H, alifatico, aromatico), 1727 cm? (C=0,
acetato), 1705 cm™ (C=0, cetona), 1456 cm™, 1377 cm™ (=C-H, vinilico), 1246 cm™, 1023 cm™ (C-
O, éster), 956 cm™, 698 cm™ (=C-H, aromatico). RMN *H (80 MHz, CDCls) § 7.23 (5H, m, H-Ar),
5.38 (1H, d, J = 4.4 Hz, H-6), 5.00 (1H, dd, J=7.7, 3,9 Hz, H-16), 4.54 (1H, m, H-3), 3.63 (3H, s, H-
OMeGly), 3.47 (1H, dd, J=7.5, 6.3 Hz, H-a), 2.97 (2H, d, J=6.9, H-B), 2.03 (3H, s, 16-acetato), 1.94
(3H, s, 3-acetato), 1.65 (3H, d, J= 7.2 Hz, H-21), 1.02 (3H, s, H-18), 0.86 (3H, s, H-19). RMN 3C
(20 MHz, CDCls) 6 37.0 C-1), 27.8 (C-2), 73.4 (C-3), 38.1 (C-4), 139.7 (C-5), 122.4 (C-6), 31.5 (C-
7), 30.8 (C-8), 49.9 (C-9), 36.6 (C-10), 21.2 (C-11), 39.7 (C-12), 41.9 (C-13), 54.0 (C-14), 34.9 (C-
15), 75.7 (C-16), 55.2 (C-17), 13.3 (C-18), 19.4 (C-19), 16.8 (C-20), 43.6 (C-21), 213.1 (C-22), 39.3
(C-23), 29.8 (C-24), 33.3 (C-25), 54.4 (C-26), 17.9 (C-27), 170.6 (CO,-16), 169.7 (CO,-3), 21.5 (16-
acetato), 20.8 (3-acetato). 175.5 (C-CO.-Phe), 51.4 (C-OMePhe), 135.7 (C-ipso), 129.2 (C-ortho),
128.4 (C-meta), 126.7 (C-para). ESI(+)-HRMS: Calculado para CsHssNO; [M+H]™ = m/z
678.4370, observado; m/z 678.4371.

9.6. Sintesis del acido 3p,16,-diacetoxi-22-oxocolest-eno-26-0ico

Preparacion del reactivo de Jones a 2.19 M: En un vaso de precipitado provisto de agitacion
magnética, se colocd CrOs (1.00 g, 10.00 mmol), y se adiciond con mucha precaucién gota a gota
H>SO, concentrado (0.86 mL). La mezcla anterior se diluyd con H,O destilada a un volumen final de

3.7 mL manteniendo el vaso de precipitado en un bafio de hielo por un tiempo de 30 min.

Preparacion del compuesto 85: En un matraz balén de 50 mL provisto de agitacion magnética a
temperatura ambiente, se disolvié el compuesto 44 (0.84 g, 1.62 mmol), en una mezcla de
DCM/acetona (10 mL/15 mL), mezcla traslicida.®® A la disolucién del esteroide se le afiadio el
reactivo de Jones recién preparado gota a gota (4.56 mL). La reaccion se monitore6 cada 10 minutos

con ayuda de CCF utilizando una mezcla de disolventes Hexano/AcOEt (1:1), hasta observar por
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placa que el esteroide se consumié por completo (30 min). Para inactivar la reaccion se afiadio

isopropanol poco a poco hasta que ocurrié un cambio de coloracién en la reaccion, de naranja a verde.

La mezcla de reaccion se filtro al vacio empleando un matraz Kitazato y un embudo con filtro de
vidrio que contenia silica gel como fase estacionaria. EI crudo de la reaccion se arrastrd con ayuda
de AcOEt y, por Gltimo, en un matraz balon previamente pesado se retir6 el exceso de disolvente con

ayuda de un rotavapor y se purificé por CC.

El producto 85 se purificé por cromatografia en columna en el sistema hexano/AcOEt (6:4). Sélido
blanco, rendimiento 53% (0.43 g). IR 2936 cm™ (C-H, alifatico) 1739 cm™, 1726 cm™ (C=0, acetato),
1708 cm* (C=0, cetona), 1446 cm™, 1361 cm™ (=C-H, vinilico), 1236 cm™, 1041 cm™ (C-O, éster).
RMN *H (80 MHz, CDCls) § 5.36(1H, d, J = 4.3 Hz, H-6); 4.97 (1H, s, H-16); 4.59 (1H, s, H-3); 2.03
(3H, s, 3-acetato); 2.03 (3H, s, 16-acetato); 1.96 (1H, m, H-17); 1.84 (2H, m, H-24); 1.27 (1H, m H-
12a); 1.18 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-27); 1.15 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-21); 1.02 (1H, s, H-19); 0.86 (3H, s,
H-18); RMN 3C (125.77 MHz, CDCl3) & 212.5 (C-22); 181.3 (C-26); 170.7 (CO2-3); 170.1 (CO2-
16); 139.8 (C-5); 122.4 (C-6); 75.5 (C-16); 74.0 (C-3); 55.2 (C-17); 54.1 (C-14); 49.9 (C-9); 16.9 (C-
20); 42.0 (C-13); 38.6 (C-12); 39.7 (C-25); 38.2 (C-4); 27.8 (C-23); 37.0 (C-1); 36.7 (C-10); 35.0 (C-
15); 31.7 (C-7); 31.4 (C-8); 27.0 (C-2); 27.8 (C-24); 21.5 (16-acetato); 20.8 (3-acetato); 21.2 (C-11);
19.4 (C-19); 17.1 (C-27); 43.6 (C-21); 13.3 (C-18). ESI(-)-HRMS: Calculado para Ca;Hs07 [M+H]"
=m/z 529.3165, observado; m/z 529.3167.

9.7. Sintesis de los bioconjugados esteroidales-aminoacidos (86a — €)

Sintesis del diacetato de (25R)-25-carbamoil-(N-GlyOMe)-22-oxocolest-5-eno-3p,16B-diilo

En un matraz bola de 30 mL se colocé el compuesto 85 (150 mg, 0.29 mmol), con EDC-HCI (0.08 g,
0.44 mmol), DMAP (0.0127 g, 0.1 mmol), en DCM (5 mL) a 0 °C en agitacion por 5 min, transcurrido
el tiempo se adiciond el aminoéster 78b (0.08 g, 0.58 mmol), y TEA (80 uL, 0.58 mmol), la cual se
dej6 por una 1 h en agitacion en bafio de hielo y posteriormente se dej6 en agitacion 24 h a temperatura
ambiente. La reaccion fue monitoreada por CCF, transcurrido el tiempo se le realiz6 la extraccién

con solucion saturada de NH4CI (3 x 30 mL).
Caracterizacion de los productos 86a — e

El diacetato de (25R)-25-carbamoil-(N-GlyOMe)-22-oxocolest-5-eno-33,16B-diilo (86a) se purifico
por cromatografia en columna en el sistema hexano/AcOEt (6:4). Sélido blanco, rendimiento 92%
(0.66 mg). IR 3313 cm™ (N-H), 2935 cm™ (C-H, alifatico) 1749 cm™, 1728 cm™ (C=0, acetato), 1702
cm? (C=0, cetona), 1641 cm™ (C=0, amida), 1554 cm™ (N-H, C-N), 1435 cm?, 1379 cm™ (=C-H,
vinilico), 1209 cm, 1039 cm (C-O, éster). RMN de *H (80 MHz, CDCls) § 6.4 ( 1H, t, J=5.4 Hz,

64

~—
| —



H-NH); 5.36 (1H, d, J = 3.9 Hz, H-6); 4.97 (1H, dt, J=7.8, 4.2 Hz, H-16); 4.85-4.24 (1H, m H-3);
4.02 (2H, d, J = 5.4 Hz, H-a); 3.75 (3H, s, H-OMe); 2.03 (3H, m, H-16-acetato); 1.96 (3H, m, H-3-
acetato);1.02 (3H, s, H-19); 0.88 (3H, s, H-18). RMN *C (20 MHz, CDCl3) & 213.2 (C-22); 176.3
(C-26); 170.1 (C-28) 170.1 (CO,-16); 170.1 (CO,-3); 139.6 (C-5); 122.2 (C-6); 75.5 (C-16); 73.8 (C-
3); 55.1 (C-17); 53.9 (C-14); 49.8 (C-9); 43.6 (C-20); 41.9 (C-13); 41.0 (C-1);39.9 (C-12); 39.9 (C-
25); 38.0 (C-4); 39.5 (C-23); 36.8 (C-1); 36.5 (C-10); 34.8 (C-15); 31.5 (C-7); 31.2 (C-8); 27.6 (C-
2); 27.9 (C-24); 21.3 (3-acetato); 20.6 (16-acetato); 21.1 (C-11); 19.2 (C-19); 17.5 (C-27); 16.6 (C-
21); 13.1 (C-18). ESI(+)-HRMS: Calculado para C3:Hs:NOs [M+H]* = m/z 602.3693, observado;
m/z 602.3691.

El diacetato de (25R)-25-carbamoil-(N-ValOMe)-22-oxocolest-5-eno-33,16p-diilo (86b) se purifico
por cromatografia en columna en el sistema hexano/AcOEt (6:4). Sélido ligeramente amarillo,
rendimiento 56% . IR 3301 cm™ (N-H), 2936 cm™ (C-H, alifatico) 1729 cm™ (C=0, acetato), 1705
cm? (C=0, cetona), 1647 cm™ (C=0, amida), 1536 cm™ (N-H, C-N), 1446 cm?*, 1376 cm™ (=C-H,
vinilico), 1245 cm?, 1023 cm™* (C-0O, éster). RMN de H (80 MHz, CDCls3) § 6.15 ( 1H, t, J=8.8 Hz,
H-NH); 5.35(1H, d, J = 6.3 Hz, H-6); 4.96 (1H, m, H-16); 4.73-4.33 (1H, m H-3); 4.22 (2H, d, J =
5.3 Hz, H-a); 3.75 (3H, s, H-OMe); 2.03 (3H, m, H-3-acetato); 1.95 (3H, m, H-16-acetato);1.03 (3H,
s, H-19); 0.87 (3H, s, H-18). RMN 13C (20 MHz, CDCl5) § 212.9 (C-22); 175.9 (C-26); 172.7 (C-28);
170.6 (CO,-3); 169.9 (CO,-16); 139.7 (C-5); 122.3 (C-6); 75.6 (C-16); 73.9 (C-3); 57.0 (C-17); 52.1
(C-14); 49.8 (C-9); 43.5 (C-20); 41.9 (C-13); 55.2 (C-1); 39.9 (C-12); 40.3 (C-25); 36.0 (C-4); 39.6
(C-23); 36.0 (C-1); 36.6 (C-10); 34.8 (C-15); 31.6 (C-7); 31.3 (C-8); 31.1 (C-P); 27.7 (C-2); 28.1 (C-
24); 21.4 (16-acetato); 20.7 (3-acetato); 21.1 (C-11); 19.3 (C-y); 16.7 (C-19); 17.9 (C-27); 17.3 (C-
21); 13.2 (C-18). ESI(+)-HRMS: Calculado para Cs;Hs7NOs [M+H]* = m/z 644.4162, observado;
m/z 644.4153

El diacetato de (25R)-25-carbamoil-(N-LeuOMe)-22-oxocolest-5-eno-33,16p-diilo (86c¢) se purifico
por cromatografia en columna en el sistema hexano/AcOEt (6:4). Sélido ligeramente amarillo,
rendimiento 74%. IR 3295 cm™ (N-H), 2936 cm™ (C-H, alifatico) 1729 cm™ (C=0, acetato), 1704
cm? (C=0, cetona), 1647 cm™ (C=0, amida), 1538 cm™ (N-H, C-N), 1446 cm?, 1376 cm™ (=C-H,
vinilico), 1244 cm, 1024 cm™ (C-O, éster). RMN *H (80 MHz, CDCls) § 6.09 ( 1H, t, J=8.3 Hz, H-
NH); 5.36 (1H, d, J = 3.0 Hz, H-6); 5.14-4.95 (1H, m, H-16); 4.79-4.37 (1H, m H-3); 4.22 (2H, d, J
= 5.3 Hz, H-a); 3.72 (3H, s, H-OMe); 2.03 (3H, m, H-16-acetato); 1.95 (3H, m, H-3-acetato);1.03
(3H, s, H-19); 0.87 (3H, s, H-18). RMN 3C (20 MHz, CDCl3) & 213.3 (C-22); 175.9 (C-26); 173.7
(C-28); 170.6 (CO,-16); 170.0 (CO,-3); 139.7 (C-5); 122.3 (C-6); 75.6 (C-16); 73.9 (C-3); 55.2 (C-
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17); 54.0 (C-14); 49.8 (C-9); 43.7 (C-20); 41.9 (C-13); 50.6 (Co1); 39.9 (C-12); C-B (41.4); 40.3 (C-
25); 38.1 (C-4); 39.7 (C-23); 36.9 (C-1); 36.6 (C-10); 34.8 (C-15); 31.7 (C-7); 31.3 (C-8); 27.9 (C-
2); 27.7 (C-24); 25.0 (C-y); 22.8 (C-3); 22.0 (16-acetato); 21.1 (3-acetato); 21.1 (C-11); 19.3 (C-19);
17.4 (C-27); 16.7 (C-21); 13.2 (C-18). ESI(+)-HRMS: Calculado para C3sHssNOs [M+H]" = m/z
658.4319, observado; m/z658.4331.

El diacetato de (25R)-25-carbamoil-(N-PheOMe)-22-oxocolest-5-eno-33,16p-diilo (86d) se purifico
por cromatografia en columna en el sistema hexano/AcOEt (6:4). Sdlido ligeramente amarillo,
rendimiento 73%. IR 3304 cm™? (N-H), 2931 cm™? (C-H, alifatico) 1729 cm™ (C=0, acetato), 1674
cm? (C=0, cetona), 1659 cm (C=0, amida), 1554 cm™ (N-H, C-N), 1460 cm?, 1338 cm™ (=C-H,
vinilico), 1247 cm™, 1025 cm™ (C-O, éster), 801 cm™, 698 cm* (=C-H). RMN *H (80 MHz, CDCls)
8 7.40-6.90 (5H, m, H-Ar); 5.97 (1H, d, J=8.3 Hz, H-NH); 5.36 (1H, d, J = 3.9 Hz, H-6); 5.20-4.49
(1H, m, 4.2 Hz, H-16); 4.70-4.40 (1H, m H-3); 4.22 (1H, d, J = 5.5 Hz, H-o); 3.72 (3H, s, H-OMe);
2.03 (3H, m, H-16-acetato); 1.94 (3H, m, H-3-acetato);1.03 (3H, s, H-19); 0.87 (3H, s, H-18). RMN
13C (20 MHz, CDCls) &: 212.6 (C-22); 175.5 (C-26); 172.2 (C-28); 170.5 (CO,-16); 169.8 (CO2-3);
139.7 (C-5); 122.2 (C-6); 75.6 (C-16); 73.9 (C-3); 55.0 (C-17); 52.8 (C-14); 49.7 (C-9); 43.4 (C-20);
41.8 (C-13); 53.9 (Cav); 40.2 (C-25); 38.0 (C-4); 39.6 (C-23); 36.8 (C-1); 36.5 (C-10); 34.8 (C-15);
31.6 (C-7); 31.2 (C-8); 27.7 (C-2); 27.7 (C-24); 21.3 (16-acetato); 20.7 (3-acetato); 21.1 (C-11); 19.2
(C-19); 17.4 (C-27); 16.6 (C-21); 13.2 (C-18). 136.1 (C-ispo); 129.2 (C-orto); 128.6 (C-meta) 127.1
(C-para). ESI(+)-HRMS: Calculado para CsHssNOg [M+H]" = m/z 692.4162, observado; m/z
692.4149.

El diacetato de (25R)-25-carbamoil-(N-TrpOMe)-22-oxocolest-5-eno-3f3,16B-diilo (86e) se purifico
por cromatografia en columna en el sistema hexano/AcOEt (6:4). Solido ligeramente blanco,
rendimiento 93%. IR 3304 cm™ (N-H), 2936 cm™ (C-H, alifatico) 1727 cm™ (C=0, acetato), 1707
cm? (C=0, cetona), 1651 cm™ (C=0, amida), 1535 cm™ (N-H, C-N), 1459 cm?, 1375 cm™ (=C-H,
vinilico), 1237 cm, 1039 cm (C-0O, éster), 826 cm™?, 799 cm™?, 741 cm™* (=C-H). RMN H (80 MHz,
CDCls) § 7.75-6.88 (5H, m, H-Ar); 6.27 ( 1H, d, J=7.7 Hz, H-NH); 5.36 (1H, d, J = 4.3 Hz, H-6);
5.14-4.70 (1H, m, H-16); 4.67-4.40 (1H, m H-3); 4.21 (1H, d, J = 6.2 Hz, H-a); 3.68 (3H, 5, H-OMe);
2.03 (3H, m, H-16-acetato); 1.94 (3H, m, H-3-acetato); 1.03 (3H, s, H-19); 0.87 (3H, s, H-18). RMN
13C (20 MHz, CDCls) & 213.2(C-22); 175.8 (C-26); 172.7 (C-28);170.6 (CO,-16); 170.4 (CO-3);
139.7 (C-5); 122.3 (C-6); 75.6 (C-16): 73.9 (C-3); 55.1 (C-17); 54.0 (C-14); 49.8 (C-9); 43.7 (C-20);
42.0 (C-13); 52.6 (C-o); 39.9 (C-25); 38.1 (C-4); 39.6 (C-23); 36.9 (C-1); 36.5 (C-10); 34.7 (C-15);
31.6 (C-7); 31.2 (C-8); 27.7 (C-24); 21.4 (16-acetate); 20.7 (3-acetate); 21.1 (C-11); 19.3 (C-19); 17.0
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(C-27); 16.7 (C-21); 13.2 (C-18); 27.7 (C-B); 136.3 (C-7a); 127.5 (C-3a); 123.3 (C-2’); 122.1 (C-6");
119.5 (C-5%); 118.5 (C-4); 111.5(C-7) 109.7 (C-3’). ESI(+)-HRMS: Calculado para CasHssN2Os
[M+H]" = m/z 731.4271, observado; m/z 731.4266.

9.8. Ruta 1. Sintesis del ciclo(Lys-Gly)

Preparacion del Fmoc-Lys(Boc)-GlyOMe (88). En un matraz bola se colocé el compuesto de
clorhidrato de glicina 77a (0.53 g, 4.26 mmol), Fmoc-Lys(Boc)-OH (1.00 g, 2.13 mmol),
diciclohexilcarbodiimida (DCC) (0.88 g, 4.26 mmol) en DCM (10 mL), una vez obtenida la mezcla
se le agregd TEA (600 pL). la reaccion se dejo en agitacion a temperatura ambiente durante 3 dias.
Una vez transcurrido el tiempo, la reaccion se filtré por una cama de zeolita realizando los lavados
de DCM (10 mLx4), a la solucion filtrada se le realizaron extracciones con una solucion saturada de
NH4CI. (50 mLx2). El disolvente del crudo de reaccion se removié a presion reducida y se purifico
por cromatografia en columna con un sistema Hexano/AcOEt (8:2)—MeOH(1) . El producto 88 se

obtuvo con un rendimiento 78% (0.90 g).

Preparacion del Lys(Boc)-GlyOMe (89). En un matraz de bola de 30 mL se colocé el compuesto
88 (1.00 g, 1.85 mmol), en DMF (8 mL) y piperidina (2 mL), la reaccién se mantuvo en agitacién por
2 h atemperatura ambiente, transcurrido el tiempo se adicion6 agua (10 mL) y se realiz6 la extraccion
con el sistema AcOEt/hexano (9:1), (20 mLx2). Obteniendo un s6lido blanco, con un rendimiento del
85% (0.5 g).

Preparacion del ciclo[Lys(Boc)-GlyOMe] (90). En un matraz de bola de 50 mL se colocé el
compuesto 89 (0.5 g, 1.58 mmol) en diclorometano (20 mL) y 3 gotas de AcOH glacial, la reaccion
se llevo a reflujo por 7 h. Transcurrido el tiempo de reaccion. El crudo de la reaccion se filtrd y se
Ilevo a concentrar a presion reducida. Posteriormente se purifico por cromatografia por columna en
un sistema hexano/AcOEt (6:4). Se obtuvo un solido ligeramente amarillo con un rendimiento del
28% (128 mQ).

9.9. Ruta 2. Sintesis del ciclo(Lys-Gly)

Preparacion del Fmoc-Lys(Boc)-GlyOMe (88). En un matraz de bola de 100 mL se coloco el
compuesto 87 (2.00 g, 4.26 mmol), adicionando EDC-HCI (70 mg, 4.26 mmol), HOBt (98 mg, 4.26
mmol) en DCM (50 mL) a 0 °C a 10 min, transcurrido el tiempo se le adicion6 el compuesto 77a (54
mg, 4.26 mmol, 20.6 mg) y DIPEA (13.8 mmol, 2.4 mL), la mezcla se dejo6 en agitacién a 0 °C por 1
h. Posteriormente, la mezcla se dejo en agitacion a temperatura ambiente por 4 h. La reaccion fue
monitoreada por CCF y transcurrido el tiempo la reaccidn se evapor6 a sequedad y se extrajo con

DCM (30 mLx2) y se realizo el lavado con agua destilada (50 mL), se secd con NaSO, para eliminar
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las trazas de agua, se removid el disolvente a presion reducida y el crudo 88 se caracterizé por RMN
Hy BC.

El producto 88 se obtuvo un sélido blanco con un rendimiento cuantitativo (3.09 g, crudo). IR 3297
cm™ (N-H), 2937 cm™ (C-H, alifatico) 1739 cm™ (C=0, acetato), 1682 cm™* (C=0, carbamato), 1650
cm? (C=0, amida), 1530 cm™ (N-H, C-N), 1447 cm, 1366 cm™ (-CH>-), 1233 cm?, 1033 cm™ (C-
0, éster), 737 cm?, 658 cm™* (=C-H). RMN *H (80 MHz, CDCl3) §7.85-7.12 (m, 8H, H-Ar), 6.87 (s,
H, Lys-N-H), 5.53 (d, J = 7.9 Hz, 1H, H-N-Gly), 4.34 (s, 1H, H-1), 4.02 (d, J = 6.1 Hz, 2H, H-2),
3.74 (s, 3H, H-Me-Gly), 3.11 (d, J = 6.1 Hz, 2H, H-5). RMN C (20 MHz, CDCls) § 172.8 (C=O-
Lys), 170.3 (C=0-Gly), 156.4 ( C=0-Fmoc), 156.4 (C=0-Boc), 143.8, 141.8, 127.7, 127.1, 125.1,
110.0 (C-Ar), 78.8 (C-O-Boc), 67.1 (C-O-Fmoc), 54.7 (C-a-Lys), 52.2 (C-OMeGly), 40.01 (C-a-
Gly), 28.4 (C-tert-Boc). ESI(+)-HRMS: Calculado para CoH37NsO7; [M+H]" = m/z 562.2529,
observado; m/z 562.2529.

Preparacion del ciclo[Lys(Boc)-Gly] (90). El crudo Fmoc-Lys(Boc)-GlyOMe (88) se utiliz6 de
manera directa sin previa purificacion para la obtencion del producto 90. En un matraz de bola de 100
mL se coloco el compuesto 88 (2.30 g, 4.26 mmol), piperidina-DCM (14mL/56 mL), la mezcla se
dej6 en agitacion magnética durante 24 h, el progreso de la reaccién se monitorio mediante CCF,
transcurrido el tiempo de reaccidn se realizaron los lavados con una solucion saturada de NH4Cl en
DCM (3 x 50 mL). El disolvente se removid por presion reducida, el producto se disolvié en MeOH
para precipitar los compuestos insolubles. Posteriormente, se filtrd, y a la solucién filtrada se le
removié el disolvente para poder ser caracterizado por RMN 'H y 3C obteniendo las sefiales
significativas como son los carbonilos y los protones correspondiente al grupo Boc. Obteniendo un

rendimiento cuantitativo sin previa purificacion (1.68 g).

RMN de *H (80 MHz, CD30D) & 4.08- 3.91(3H, m Hay), 3.1 -2.8 (2H, m, H-eLys) 2.1-1.2 (15H, m,
H-tert, o,B,8,7-Lys). RMN 3C (20 MHz, CDsOD) § 170.7 (C=0-Lys), 168.6 (C=0-Gly), 158.5
(C=0-Boc), 78.8 (C-O-Boc), 56.0 (C-a-Lys), 45.3 (C-a-Lys), 41.0 (C-e-Lys), 34.2 (C-5-Lys), 30.7
(C-B-Lys), 28.8 (C-tert-Boc), 22.7(C-y-Lys).

Preparacion del ciclo(Lys-Gly) (91): Se utilizé el crudo ciclo[(Lys(Boc)-Gly] (90), el cual se
disolvié en &cido trifluoroacético-agua (2:1, 73 mL), la mezcla de reaccion se agité a temperatura
ambiente durante 4 h, la mezcla de reaccion se evapor6 a sequedad y se evapor6 con tolueno para
obtener el producto 91, un sélido blanco, con rendimiento 28% (0.23 g). IR 3364 cm™ (N-H), 2934
cm (C-H, alifatico),1678 cm™ (C=0, amida), 1522 cm* (N-H, C-N), 1467 cm™, 1366 cm™ (-CHy-).
RMN H (80 MHz, DMSO-d) & 4.08- 3.91(3H, m Ha), 3.1 -2.8 (2H, m, H-g-Lys) 2.1-1.2 (15H, m,
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H-tert, o,3,8,y-Lys). RMN 13C (20 MHz, DMSO-d) & 171.0. (CO»-Lys), 169.2 (CO,-Gly), 52.0 (Ca-
Lys), 43.9 (Ca-Gly), 38.5 (Ce-Lys), 30.6 (CB-Lys), 26.5 (Cd-Lys), 22.2 (Cy-Lys). ESI(+)-HRMS:
Calculado para CsH1sN3O, [M+H]" = m/z 186.1243, observado; m/z 186.1252.
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XI1. ANEXO

[ M+H]Y —»

Espectro 1. ESI(+)-HRMS del compuesto diacetato de (25R)-26-hidroxi-22-oxocolest-5-eno-3p, 16p-
diilo (44).

[ M+NH4s]—>

[ M+Na]*

"

Espectro 2. ESI(+)-HRMS del compuesto diacetato de (25R)-22-oxocolest-5-eno-33,16f3,26-triilo-26
tosilato (45).
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[ M+H]" —>

Espectro 3. ESI(+)-HRMS del compuesto diacetato de(25R)-26-yodo-22-oxocolest-5-eno-33,168,diilo
(46).

[MH]T —>

Espectro 4. ESI(+)-HRMS del compuesto diacetato de (25R)-26-(N-PheOMe)-22-oxocolest-5-eno-
3B,16p,diilo (84).
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[M-H —>

Espectro 5. ESI(-)-HRMS del compuesto &cido 3$,16p,-diacetoxi-22-oxocolest-eno-26-oico (85).

[ M+H]"

Espectro 6. ESI(+)-HRMS del compuesto diacetato de (25R)-25-carbamoil-(N-GlyOMe)-22-oxocolest-
5-eno0-3p3,16p-diilo (86a).
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[ M+H]" —>

Espectro 7. ESI(-)-HRM del compuesto diacetato de (25R)-25-carbamoil-(N-ValOMe)-22-oxocolest-5-
eno-3p3,16p-diilo (86b).

[M+H]*

/

Espectro 8. ESI(+)-HRMS del compuesto diacetato de (25R)-25-carbamoil-(N-LeuOMe)-22-oxocolest-
5-eno-33,163-diilo (86c).
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Espectro 9. ESI(+)-HRMS del compuesto diacetato de (25R)-25-carbamoil-(N-PheOMe)-22-oxocolest-
5-eno-3p3,16p-diilo (86d).

[M+H]" —»

ESI(+)-HRMS del compuesto diacetato de (25R)-25-carbamoil-(N-TrpOMe)-22-oxocolest-
5-eno-3p3,16B-diilo (86e).
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ESI(+)-HRMS del compuesto Fmoc-Lys(Boc)-GlyOMe (88).

[ M+H]*

/

ESI(+)-HRMS del compuesto ciclo(Lys-Gly) (91).
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Transmitancia (%)

Espectro 13. Infrarrojo de los bioconjugados esteroide-aminoéster (86a-e).
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